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6) Tetradeca-hexaen-(2.4.6.8.10.12),
H,C.CH:CH.CH:CH.CH:CH.CH:CH.CH:CH.CH:CH.CH,.

1.35g Tetradecapentaenol wurden unter N, in 20 ccm Dioxan
gelost. Man gab 5 ccm einer 1-proz. Lisung von p-Toluolsulfonsiure
in Dioxan zu und erhitzte 5 Min. auf dem Wasserbade. Dabei vertiefte sich
die Farbe der Losung nach dunkelgelb, und beim Abkithlen krystallisierte
der Kohlenwasserstoff in mikroskopischen, gelben, diinnen, geschwungenen
Blittchen aus. Man brachte ihn mit 150 ccm Benzol-Ather 1:1 in Ldsung und
wusch 3-mal mit dest. Wasser. Nach Zugabe einer Spur Hydrochinon und
Trocknen iiber Natriumsulfat wurdé im Vak. verdampft und der Riickstand
unter N, aus 10 ccm Dioxan umkrystallisiert. Nach 1-stdg. Aufbewahren im
Eisschrank wurde abgesaugt und mit Dioxan, spiter mit Benzin gewaschen,
Ausb. 100 mg (89, d. Th.). Zur Analyse krystallisierten wir nochmals aus
Dioxan um und sublimierten unter 10~® mm (160—180°, Temp. des Kupfer-
blocks). Dabei ging die Hauptmenge in citronengelben Nadeln iiber, die bei
205° (evak. Rohrchen, bei 180° eingesetzt, unt. Zers., aber ohne Entfirbung)
schmolzen. Der Sublimationsriickstand stellte ein bernsteingelbes Harz dar.

4.040 mg Sbst.: 13.24 mg CO,, 3.54 mg H,O.

C,Hy, (186.1). Ber. C 90.25, H 9.75. Gef. C 89.38, H 9.80.

Das Tetradecahexaen ist in Pyridin und Chloroform maBig, in Benzol
und Ather nur sehr wenig 16slich. Die Léslichkeit in Hexan war selbst zur
Messung des Absorptionsspektrums zu gering. Die Farbe der konzentrierteren
Ldsungen ist orangegelb, die der verdiinnteren citronengelb. Das Absorp-
tionsspektrum in Chloroform zeigt 4 scharfe Banden bei 375, 360,
340 und 328 mp.

75. Otto Schales: Empfindliche Methoden zum Nachweis von
Wasserstoffperoxyd und seiner Entstehung bei einigen Dehydrierungs-
Vorgingen.

[Aus d. Pharmakolog. Institut d. Universitit Tartu (Dorpat), Estland.]
(Fingegangen am 21. Januar 1938.)

Zahlreiche Oxydationsvorginge verlaufen als Dehydrierungen. Hierbei
wird von den oxydierbaren Stoffen Wasserstoff abgegeben, der, wenn es sich
um enzymatische Dehydrierungen handelt, im Sinne der Wielandschen
Theorie durch die Wirkung einer jeweils spezifischen Dehydrogenase aktiviert
oder gelockert ist.

Spielt bei einem Dehydrierungsvorgang molekularer Sauerstoff die Rolle
des Acceptors, so entsteht Wasserstoffperoxyd. Seiner Ansammlung im
Reaktionsgemisch wirken aber hiufig verschiedene Faktoren entgegen, so
daB3 der Nachweis erschwert wird. Erstens kann Spaltung des Hydroperoxyds
in Sauerstoff und Wasser erfolgen, die spezifisch durch Katalase, Schwer-
metallsalze und fein verteilte Edelmetalle und unspezifisch durch Oberflachen-
wirkungen katalysiert wird. Zweitens kann Peroxyd als Wasserstoff-Acceptor
wirken, wobei es zu Wasser hydriert wird, und bei der zu dehydrierenden
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Ausgangssubstanz mit dem molekularen Sauerstoff in Wettbewerb treten.
So ist, wie H. Wieland und W. Frankel) fanden, die Bildung von Hydro-
peroxyd bei der Autoxydation von zweiwertigem FEisen deshalb nicht nach-
weisbar, weil Wasserstoffperoxyd (z. B. im Neutralpunkt 1000-mal) schneller
mit zweiwertigem Eisen reagiert als molekularer Sauerstoff und sich infolge-
dessen nicht in einer zum Nachweis geeigneten Konzentration ansammeln kann,

Setzt man bei Dehydrierungsvorgingen Stoffe zu, die in leicht erkenn-
barer Weise durch Hydroperoxyd dehydriert oder oxydiert werden, wihrend
sie von molekularem Sauerstoff und vom Substrat im Rahmen der Versuchs-
bedingungen unbeeinflult bleiben, so kénnen sie unter Umstdnden das ent-
stehende Wasserstoffperoxyd abfangen und sein Auftreten anzeigen. Ein der-
artiges Abfangverfahren haben H. Wieland und B. Rosenfeld?) beschrieben.
Es besteht darin, dall farbloses CerIII-hydroxyd durch H,O, in rotbraunes,
schwer 16sliches CerIV-peroxyd iibergefithrt wird?); neuerdings fand es auch
in ghnlicher Form durch E. Plank?) als Tipfelreaktion zum Wasserstoff-
peroxyd-Nachweis Verwendung, wobei Peroxyd bis zu einer Grenzkonzen-
tration von 1: 160000 erfafit werden konnte.

Weitere, empfindlichere Methoden zum Nachweis von Hydroperoxyd
finden sich in der Literatur nur spirlich. R. Kempf®) beschreibt ein Ver-
fahren, das auf der Bildung von Bleisulfat aus Bleisulfid und Wasserstoff-
peroxyd beruht und letzteres [nach F. Feigl und E. Frankel®)] noch in
einer Verdilnnung von 1:1250000 erkennen l4fit. Die eben genannten
Autoren geben (1. c.) einige weitere Tiipfelreaktionen an, von denen lediglich
der Nachweis des Hydroperoxyds durch Entfirbung héherer Nickeloxyde
(G. K. 1:5000000) empfindlicher als das Verfahren von Kempf ist. In
der gleichen Konzentration von 1:5 Millionen 146t sich H,0, auch mit Hilfe
von 3-Amino-phthalsiurehydrazid (Luminol) eben noch subjektiv erkennen,
wie W. Langenbeck und U. Ruge?) feststellten. In eigemen Versuchen
gelangte ich zum gleichen Zahlenwert, doch 148t sich die Empfindlichkeit
vermutlich noch erheblich steigern, wenn man die auftretende Luminescenz
objektiv mift, wie dies C. N. Zellner und G. Dougherty?®) bei der ver-
gleichenden Untersuchung einiger Phthalhydrazide beschrieben haben.

Im folgenden soll die Brauchbarkeit und Anwendung von Phthalinen
zum Hydroperoxydnachweis an zwei Beispielen (Phenolphthalin und Fluorescin)
erdrtert werden. Weiterhin wird iiber einige Erfahrungen mit Luminol be-
richtet und die Bildung von Peroxyd bei verschiedenen Dehydrierungen
festgestellt.

Phenolphthalin.

Erhitzt man Phenolphthalein (I) mit Zink in alkalischer Ldsung, so
erhilt man das durch A. v. Baeyer?) zuerst dargestellte Phenolphthalin (II),
dessen L6sungen in Alkali farblos sind.

1

) A. 478, 289 [1929]. %) A, 477, 32 [1930].

3) Lecoq de Boisbaudran, Compt. rend. Acad. Sciences 100, 605 [1885].
4) Ztschr. analyt. Chem. 99, 105 [1934].

%) Ztschr. analyt. Chem. 89, 88 [1932]. 8) Mikrochem. 12, 303 [1933].
7} B. 70, 367 [1937]. %) Journ. Amer. chem. Soc. 59, 2580 [1937].
) A. 202, 80 [1880].
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Durch Stehenlassen an der Luft réten sie sich langsam wieder, wie schon
A.v. Baeyer feststellte?), und durch Kalium-eisenIII-cyanid oder Kalium-
permanganat kann Phenolphthalin rasch in Phenolphthalein riickverwandelt
werden?®).

Die erste Anwendung des Phenolphthalins fiir analytische Zwecke be-
schreiben J. H. Kastle und O. M. Shedd), die fanden, da es zum Nach-
weis von Oxydasen geeignet ist. So vermag Kartoffel-Oxydase das Phthalin
allmihlich zu oxydieren. Erich Meyer!l) zeigte, da@ auch die Oxydase
der Leukocyten in gleicher Richtung wirkt und daB das Reagens auch zum
Blut-Nachweis gebraucht werden kann, wenn man Wasserstoffperoxyd zu-
setzt. Hydroperoxyd allein oxydiert Phenolphthalin nur sehr langsam12)13),
Erst bei Gegenwart eines Ubertrigers, wie er im peroxydatisch wirkenden
Himoglobin bzw. Hamin gegeben ist, erfolgt rasche Rotfirbung in alkalischer
Losung. Auch Kupfer vermag die Oxydation von Phenolphthalin durch
Wasserstoffperoxyd zu katalysieren, wie P. Thomas und G. Charpentier
angeben'3), die daraus eine empfindliche Methode zum Kupfer-Nachweis
ableiten (G. K. 1:100 Millionen).

Die Oxydation von Phenolphthalin durch Blausiure bei Gegenwart von
Kupfer fanden unabhingig voneinander F. Weehuizen!¥) und A. S. Loeven-
hart!%). Weehuizen griindete auf diese Reaktion, mit der sich spiter auch
I.M. Kolthoff) und insbesondere J. Stamm??) befaBt haben, ein Ver-
fahren zum Nachweis von Blausiure. Beziiglich des Mechanismus dieser
indirekten Oxydation durch Blausiure nehmen I. M. Kolthoff und J. J.
Linganel), die daraus eine Methode zum Kupfernachweis entwickelten
(G. K. 1:200 Millionen), an, daB KupferII-cyanid Phenolphthalin zu oxy-
dieren vermag, und daf} der Vorgang sich, infolge der Reoxydation des Kupferl-
cyanids durch Luftsauerstoff, fortgesetzt wiederholen kann. Da@ sich Phenol-
phthalin (bei Gegenwart von Kupfer) zur Priifung des Peroxydgehaltes von
Ather gut eignet, zeigte J. Stamm?®), und K. Seiler2?) stellte fest, daB die
Phenolphthalinprobe nach Stamm noch den Nachweis von 1 x 10-%89,
Wasserstoffperoxyd im Ather gestattet (G. K. 1:10 Millionen).

Auch in wiBriger Lésung konnte ich (mit der von J. Stamm gewihlten
Phenolphthalin-Konzentration) Wasserstoffperoxyd noch in einer Verdiinnung

19 Amer. chem. Journ. 26, 526 [1901] (C. 1902 I, 489).

11) Miinchner Med. Wschr. 50, 1489 [1903].

12) Utz, Chem.-Ztg. 27, 1151 [1903], sowie G. Rossi, Giorn. Farmac. Chim. 60,
433 {1911] (C. 1911 II, 1659).

1%) Compt. rend. Acad. Sciences 178, 1082 [1921]; vergl. auch P. Thomas, Biochem.
Ztschr. 293, 396 [1937]. 14) Pharmac. Weekbl. 42, 271 [1905] (C. 1905 I, 1191).

15) B. 39, 133 [1906). 16) Ztschr. analyt. Chem. §7, 11 [1918].

17) Pharmacia 4, 18 [1924].

18) Mikrochemie, Molisch - Festschrift, S. 274 [1936].

1%) Pharmacia 4, 232 [1924]. 20) Schweiz. Apotheker-Ztg. 63, Nr. 19 [1925].
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von 1:10 Millionen nachweisen, und durch Modifikation des Reagenses und
seiner Anwendung 148t sich die Empfindlichkeit soweit steigern, da Hydro-
peroxyd noch mit vélliger Sicherheit bei einer Konzentration von 1: 100 Mil-
lionen feststellbar ist. Meines Wissens stellt diese Farbreaktion damit die
empfindlichste dar, die in der analytischen Chemie fiir die Erkennung einer
chemischen Verbindung beschrieben ist. Wegen dieser hohen Empfindlichkeit
halte ich diese Reaktion ganz besonders geeignet fiir den Nachweis der Per-
oxydbildung bei biochemischen Vorgingen (Dehydrasewirkungen u.a.).

Bei der Anwendung von Phenolphthalin ist man {ibrigens nicht auf
farblose Reaktionsmischungen beschrinkt; auch in Losungen, die durch ihre
Eigenfarbe den Farbton des entstehenden Phenolphthaleins verdecken, kann
dessen Vorhandensein nachgewiesen werden. Bereits A.v. Baeyer®) teilte
mit, daB Phenolphthalein in alkalischer Losung eine charakteristische Ab-
sorptionsbande im griinen Teil des Spektrums besitzt. Nach J. Formanek
und J. Knop??) ist diese Bande etwas unsymmetrisch; das von der Mitte des
Streifens leicht rotwirts verschobene Maximum bestimmten sie bei 556.5 my..
In eigenen Messungen fand ich eine Bande von 565.3—544.0 my. (errechnete
Mitte 554.7 mp), wihrend Richard Meyer und Karl Marx?) bei einer
héheren Konzentration als Lage der Bande 570-—539 mp. angeben, woraus
sich in guter Ubereinstimmung mit meiner Zahl als Mitte 554.5 my. ergibt.
Da der Absorptionsstreifen sehr kraftig ist und noch in auBerordentlich ver-
diinnten LGsungen leicht beobachtet werden kann, 148t sich ganz allgemein
mit Hilfe des Spektroskops die Anwesenheit von Phenolphthalein in ge-
firbten Losungen feststellen. Davon ist merkwiirdigerweise auch noch kein
Gebrauch gemacht worden zur Erkennung des Umschlagspunktes bei der
Titration gefirbter IOsungen.

Auch bei einer Wasserstoffionen-Konzentration, bei der Phenolphthalein
noch als farblose Siure vorliegt, erfolgt durch Peroxyd Umwandlung des
Phthalins zum Phthalein, wie unten in einem Versuch mit Schardinger-
Enzym gezeigt wird. Die Entstehung von Phenolphthalein ist dann durch
Alkalizusatz nach Ablauf der Reaktion sichtbar zu machen. Wieweit sich
andere Phthaleine, die ihren Umschlagspunkt im physiologischen pg-Bereich
haben, in der Phthalin-Form zum Peroxydnachweis bewihren, wird noch
gepriift. Bei Tiipfelreaktionen ist die Empfindlichkeit des Phthalin-Reagenses
geringer als im Reagensglas-Versuch. Die mit Sicherheit erfaBbare Grenz-
konzentration betrigt dann nur 1:1 Million, da auch der Blindwert infolge
der relativ groflen Oberflache der Tropfen bei Luftzutritt eine gewisse Farbung
zeigt. Immerhin lassen sich so bei der von mir angewandten TropfengroGe
von 0.04 ccm noch 0.04 v H,0, voéllig sicher nachweisen.

Fluorescin.

Gleich den iibrigen Phthaleinen 1aBt sich auch Resorcin-Phthalein leicht
zum entsprechenden Phthalin reduzieren und geht durch Oxydationsmittel
wieder in Fluorescin iiber. J. Stamm??) benutzte Fluorescin zum Nachweis
von Blausiure bei Gegenwart von Kupfer, entsprechend der gleichartigen
Verwendung von Phenolphthalin. Nach den Angaben von Stamm liegt
die Grenzkonzentration fiir den Nachweis von Kaliumcyanid bei etwa 1:4.5

n) A, 202, 73 [1880]. 22) Ztschr. analyt. Chem. 36, 273 [1017}.
) B 41, 2446 [1908]. 21) Pharmacia 4, 25 119247,
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Millionen bei Beobachtung im Sonnenlicht. Im Versuchsteil beschreibe ich,
wie man mit Hilfe von Fluorescin bei ungiinstiger kiinstlicher Beleuchtung
‘Wasserstoffperoxyd noch in einer Konzentration von 1: 5 Millionen erkennen
kann und wie, durch Beobachtung im ultravioletten Licht, die G. K. 1:10
Millionen erreicht wird.

Fiir eine ausgedehntere Anwendung kommt Fluorescin meines Erachtens
nicht in Betracht, da das Reagens sich beim Aufbewahren verhiltnismifig
rasch reoxydiert und deshalb nur sehr begrenzte Zeit verwendbar bleibt.

Luminol.

Beziiglich der fritheren Literatur iiber 3-Amino-phthalsiure-hydrazid
(Luminol) sei auf K. Gleu und K. Pfannstiel®) und auf W. Langenbeck
und U. Ruge’) verwiesen. Gleu und Pfannstiel fanden, daB krystalli-
siertes Hamin infolge seiner peroxydatischen Fihigkeit die Wirkung von
Wasserstoffperoxyd auf Luminol besonders stark zu steigern vermag, so daf3
eine sehr helle und langdauernde Luminescenz erzielt werden kann. Zu
meinen Versuchen diente deshalb das Luminol-Reagens in der von Langen-
beck und Ruge?) angegebenen Form — 100 mg 3-Amino-phthalsiure-
hydrazid, gelost in 100 ccm 1-proz. Natriumcarbonat-Ldsung unter Zusatz
von 2mg Chlorhdmin. Beim Peroxydnachweis 1i8t sich das gewdhnliche
Hamin aber auch durch das wasserlgsliche c-Hamin ersetzen, das G. Barkan
und O. Schales?) vor kurzem im Blut entdeckt und vom Protohdmin ge-
trennt haben. Fiir manche Zwecke kann die Verwendung des wasserloslichen
c-Himins an Stelle von Chlorhdmin von Vorteil sein. Das Luminol-Reagens
ist auch geeignet, um Ather auf einen Gehalt an Peroxyden zu priifen. Man
versetzt 1 ccm des Reagenses mit 1 cem des zu priifenden Athers; das Vor-
handensein von Peroxyden zeigt sich dann durch einen luminescierenden
Ring an der Berithrungsfliche beider Fliissigkeiten an. Schiittelt man um,
so luminesciert die gesamte wifirige Phase. Aus der Beobachtung von Gleu
und Pfannstiel, dal Hamin auBerordentlich luminescenzsteigernd wirkt,
entwickelte W. Specht??) auf deren Anregung hin ein Verfahren zur Auf-
findung forensisch wichtiger ilterer Blutspuren.

Hierzu, mufl ich auf Grund meiner Versuche verschiedenes bemerken.
Zunichst ist festzustellen, dall das Reagens von Specht (Luminol-Wasser-
stoffperoxyd-Gemisch, . vergl. Versuchsteil) von vornherein deutliche Lu-
minescenz zeigt, die aus mehreren Metérn Entfernung gut zu sehen ist. Die
Angabe von Gleu und Pfannstiel, da Luminol mit Hydroperoxyd zu-
sammen ohne Gegenwart eines Katalysators nicht leuchtet, beruht auf einem
Irrtum. Auch H. O. Albrecht?8) fand bereits, dafl Luminol von Wasserstoff-
peroxyd langsam oxydiert wird und wihrenddessen luminesciert. Selbst-
verstandlich wird dabei das Luminol allmihlich zerstért. Das Reagens von
Specht ist also nur begrenzte Zeit haltbar. Weiterhin meint Specht, da8
der Nachweis von Blutspuren mit Hilfe seines Reagenses als spezifisch zu
bezeichnen sei. Dies trifft aber nur in begrenztem Umfange zu. Gibt man
beispielsweise zu 1ccm seines Reagenses nur 0.1 ccm einer m/ag-Kupfer-

#5) Journ. prakt. Chem. [2] 146, 137 {1936].

26) Ztschr, physiol. Chem. 246, 181 [1937]; IL. Mitteil.: O. Schales, B. 70, 1874
[1937]. ) Angew. Chem. 50, 155 [1937].

28) Ztschr. physik. Chem. 136, 321 [1928].
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sulfatlosung in n-Ammoniak, so tritt ebenfalls eine auflerordentlich starke
Luminescenz auf, die aber innerhalb einer Minute wieder abklingt. Setzt man
nun lcem einer Himin-Losung zu (2.5 g Chlorhdmin gelost in 100 cem
1-proz. Soda), so bleibt die Liosung dunkel. Ohne Kupfergegenwart leuchtet
dagegen 1 ccm des Reagenses intensiv etwa 15 Min. lang, wenn es mit 1 cem
Hamin-Lésung versetzt wird. Diese aulerordentlich starke Luminescenz kann
man aber fast schlagartig und véllig zum Verschwinden bringen, wenn man
etwas Kupfersulfat-Losung zuflieBen 1468t. Aus diesen Versuchen folgt, daf
der Nachweis von Spuren Hamin bei Anwesenheit von Kupferionen mit Hilfe
von Spechts Reagens nicht mehr zu fithren ist. Eine Mischung von Himin
und Kupfer verhilt sich bei Reagens-Zugabe ebenso wie Kupfer allein. Da
das Verfahren von Specht zum Nachweis forensisch wichtiger Blutspuren
bestimmt ist, also auch z. B. zum Nachweis von Blutspuren im Garten-
gelande (vergl. Spechts Angaben), ist das Versagen der Nachweismethode
bei Gegenwart von Kupfer auch praktisch bedeutsam.

Ahnlich wie Kupfer-Ionen wirken auch Kobalt- und Mangan-Ionen stark
kiirzend auf die Luminescenzdauer. Nickel-Ionen dagegen beeinflussen die
Dauer des Leuchtens zwar nicht, erniedrigen aber dessen Intensitit wesent-
lich. Specht gibt an, sein neuer Blutnachweis sei deshalb fiir den forensischen
Chemiker um so wertvoller, als nach der Luminescenzprobe noch die spektro-
skopische Untersuchung des aufgefundenen Hamins und seine Uberfiihrung
in Hamochromogen vorgenommen werden kann. Dies trifft aber, wie ich
einwenden muf}, nur zu, wenn es sich nicht uni Blutspuren, sondern um
reichliche Blutmengen handelt. Versetzt man 1 ccm des Reagenses mit 1 cem
der oben angegebenen Himinlésung und wartet das Abklingen der Luminescenz
{etwa 15 Min.) ab, so ist erneutes Leuchten nur durch erneuten Haminzusatz,
nicht aber durch Reagens-Zugabe zu erzielen. Das Himin ist also zerstért
worden, und dies ist nicht verwunderlich, da man wei3, daB Wasserstoff-
peroxyd Hamin in charakteristischer Weise unter Sprengung der «- und +-
Methinbriicke abbaut. Trotz aller dieser Einwidnde behilt das Verfahren
von Specht fiir den Nachweis von Blutspuren Bedeutung, sofern man meine
Einschrinkungen beriicksichtigt.

Peroxydbildung bei einigen Dehydrierungen.

Durch Losungen der folgenden Stoffe wurde Sauerstoff geleitet: As-
corbinsiure, Thioglykolsiure, Cystein, Glutathion, Schwefel-
wasserstoff, Natriumhyposulfit, Hydrazin und Adrenalin. Mit
Hilfe der angegebenen Methoden konnte in simtlichen Fillen das Auftreten
von Peroxyd erkannt werden.

Das aus manometrischen Messungen des Sauerstoff-Verbrauchs ab-
geleitete Reaktionsschema, das E. S.G. Barron, R.H. DeMeiound F. Klem-
perer®) fiir die Autoxydation von Ascorbinsiure formulieren, nimmt bereits
Bildung von Wasserstoffperoxyd an. FEinen indirekten Beweis fiir die Ent-
stehung von Peroxyd bei der Autoxydation von Cystein und Glutathion
lieferte S. Thurlow?®), die fand, daB in einem SH-System bei Gegenwart
von Peroxydase und Nitrit letzteres zu Nitrat oxydiert wird. Daf3 auch
Hydrazin bei Einwirkung von Sauerstoff Hydroperoxvd liefert, zeigte E. C.

) Journ. biol. Chem. 112, 625 [1936). %) Biochem. Journ. 19, 175 [1925].
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Gilbert?®). Peroxydbildung bei der Autoxydation von Adrenalin war zu
erwarten, weil A. Bach3%) schon vor 40 Jahren beobachtet hatte, daBl in
Ldsungen von Brenzcatechin nach der Einwirkung von Sauerstoff die cha-
rakteristischen Reaktionen von Peroxyden erhalten werden.

Die Anwendung von Luminol zum Nachweis der Peroxydbildung bei der
Oxydation von Ascorbinsiure, Thioglykolsiure und Cystein haben bereits
P. Holtz und G. Triem?33) beschrieben. Sie beobachteten, daf} die schwache
Luminescenz, die bei der Sauerstoffeinwirkung auf Cystein und Thioglykol-
sdure in Gegenwart von Luminol-Reagens auftritt, sich leicht wesentlich
steigern 148t, wenn etwas Kupfersulfat (als Oxydationskatalysator fiir die
SH-Korper) zugesetzt wird. Merkwiirdigerweise stieg aber die an sich schon
wesentlich stirkere Luminescenz der Ascorbinsiurelésungen in den Versuchen
von Holtz und Triem nicht an, wenn sie auch hier Kupfersulfat zufiigten,
obwohl bekanntlich Kupfer die Autoxydation von Ascorbinsiure beschleunigt.
Im Gegensatz zu Holtz und Triem fand ich, daB Luminol geradezu be-
merkenswert gut geeignet ist, die katalytische Wirkung von Kupfer auf die
Dehydrierung von Vitamin C zu demonstrieren. Lo6st man im Reagensglas
10 mg Ascorbinsiure in 5ccm 1l-proz. Sodaldsung, gibt 5 ccm Luminol-
Reagens zu und durchstrémt (bei einer Temperatur von 15—209) im Dunkel-
zimmer mit Sauerstoff, so zeigt sich nach 1—2 Min. deutliche, aber nicht
sehr intensive Luminescenz. Fiigt man nun 0.5 ccm m/,gKupfersulfat-
Losung zu, so erreicht das Leuchten in wenigen Sekunden derartige Stirke,
dal man es aus mehr als 10 Meter Entfernung sehen kann, und dafl alle
Gegenstinde im Umkreis von mehreren Metern zu erkennen sind.

Gibt man zu einer verdiinnten alkalischen Loésung von Cystein oder
Thioglykolsdure Phenolphthalin und leitet Sauerstoff ein, so tritt, als Zeichen
der Anwesenheit von Peroxyd, nach wenigen Minuten Rotfirbung auf. Im
gleichartigen Versuch mit Ascorbinsiure bleibt das Reaktionsgemisch da-
gegen trotz Anwesenheit von Kupfer-Ionen farblos. Hier mul} erst eine Spur
Himin zugesetzt werden, damit das entstehende Peroxyd Phenolphthalin
oder Fluorescin zu oxydieren vermag.

Auch wihrend der dehydrierenden Autoxydation von Glutathion,
Schwefelwasserstoff, Natriumhyposulfit (Na,S,0,) und Adrenalin werden die
Phthaline nur dann in gekoppelter Reaktion zu Phthaleinen oxydiert, wenn
Himin als Katalysator zugegen ist. Fiir den Nachweis der Peroxydbildung
bei der Autoxydation von Glutathion mit Hilfe von Luminol ist Kupfer als
Katalysator unentbehrlich; ohne Kupfer konnte keine ILuminescenz bei der
gewihlten Versuchsanordnung beobachtet werden.

Ein Beispiel dafiir, daBl Kupfer auch als Inhibitor der Luminescenz auf-
zutreten vermag, lieferten auBer den frither erwihnten Frfahrungen beim
Hamin-Nachweis nach Specht die Versuche mit Natriumhyposulfit. Gibt
man im Reagensglas zu 5 ccm einer 0.2-proz. Losung von Natriumhyposulfit
in Wasser das gleiche Volumen Luminol-Reagens, so beobachtet man sofort
kraftige L,uminescenz. Sie nimmt rasch ab und bleibt schlieBlich nur an der
Oberiliche als schmaler leuchtender Ring bestehen. Schwenkt man vorsichtig
um, so leuchtet die benetzte Wandung ebenfalls. Leitet man nun Sauerstoff

31) Journ. Amer. chem. Soc. 51, 2744 {1929].
32) Compt. rend. Acad. Sciences 124, 951 [18971.
33) Ztschr. physiol. Chem. 248, 1 [1937].
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ein, so erhilt man eine prachtvolle Luminescenz, die am stiarksten an der
Oberfliche und insbesondere im Schaum, den die Gasblasen erzeugen, ist.
Die Zugabe einiger Tropfen m/,oyKupfersulfat-Losung bewirkt nun, dal
augenblicklich die gesamte Leuchterscheinung erlischt und trotz weiterer
Behandlung der Lésung mit Sauerstoff nicht mehr erscheint.

Von sonstigen Inhibitoren der Luminescenz des 3-Amino-phthalsiure-
hydrazids sind vor kurzem von Zellner und Dougherty®) Hydrochinon und
Pyrogallol genannt worden. Sie fanden, daB3 der Zusatz kleiner Mengen dieser
Stoffe zu einer starken Verminderung der Lichtintensitit fithrt. Adrenalin
inhibierte, obwohl es ein Dioxy-benzol-Derivat ist, in meinen Versuchen nicht,
sondern vermochte sogar, durch die Peroxydbildung wihrend seiner Autoxy-
dation, Luminescenz auszulosen. Kupferzusatz bewirkte hier keine Verstar-
kung der Leuchterscheinung. Den Ubergang von Phenolphthalin in Phenol-
phthalein kann man ibrigens in Losungen, die 0.1 und mehr ¢, Adrenalin
enthalten, nicht direkt erkennen, da solche Lisungen unter der Wirkung von
Sauerstoff an sich schon kriftige orangebraune Farbe annehmen. Hier ist
jedoch die Bildung von Phenolphthalein leicht spektroskopisch nachzuweisen.
Eine andere Moglichkeit ist noch die, die storende Braunfirbung durch Be-
handlung des Reaktionsgemisches mit Aluminiumoxyd zu beseitigen. Die
braunen Produkte werden dann adsorbiert, und die iiberstehende alkalische
Losung zeigt die rote Farbe des Phenolphthaleins.

Gibt man zu alkalischer Hydrazin-L6sung Luminol-Reagens, so beobachtet
man sofort eine schwache Luminescenz. Das Leuchten ist stirker, wenn die
Hydrazin-I,ésung zuvor kurz mit Sauerstoff behandelt wurde. Einleiten von
Sauerstoff nach Zugabe von Luminol steigert die Intensitit des Leuchtens
weiter und dieses wird besonders kriftig, wenn man wenig Kupfersulfat-
Losung zuflieBen 148t. Phthalin wird wihrend der Einwirkung von Sauerstoff
auf Hydrazin bei Gegenwart von Kupier rasch oxydiert.

Als einfachste Sulfthydrylverbindung vom Typ R.SH wurde auch
Schwefelwasserstoff auf die Bildung von Wasserstoffperoxyd wahrend
seiner Autoxydation untersucht. Gibt man zu H,S-Wasser das gleiche Volumen
Luminol-Reagens, so leuchtet die Mischung intensiv auf, dann sinkt die Lumi-
nescenz rasch auf einen niedrigen Wert, bleibt aber einige Zeit deutlich erkenn-
bar. Leitet man nun Sauerstoff ein, so wird das Ieuchten innerhalb von 1 Min.
wieder kraftig und verstirkt sich noch mehr, wenn wenig Kupfersulfat zu-
gesetzt wird. Eine Schwefelwasserstoff-Losung, die 10 Min. mit Sauerstoff
behandelt wird (bei Gegenwart von Kupfer) zeigt, nach Zugabe von Luminol,
sehr intensives Leuchten, das sich einige Zeit ohne weiteres Durchstrémen mit
Sauerstoff hilt und aus einer Entfernung von 6 Metern noch deutlich zu sehen
ist. Ahnlich intensititssteigernd wie Kupfer wirken hier auch Nickel und
Kobalt, wihrend eine Beeinflussung durch kleine Mengen Mangan subjektiv
nicht feststellbar ist; vergl. die Angaben von H. A. Krebs?9) iiber die Wirkung
der Schwermetalle auf die Autoxydation der Alkalisulfide und des Schwefel-
wasserstoffs. Interessant, aber zunichst nicht ohne weiteres erkliarbar, ist
das Verhalten der bei Gegenwart eines der Katalysatoren erzeugten ILumi-
nescenz, wenn man eine kleine Menge eines der anderen Katalysatoren zusetzt.
Es wird dann fast stets, nach kurzem Aufleuchten, nicht Zunahme, sondern

31) Bjochem. Ztschr. 204, 343 [1929].
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Verringerung des Leuchtens beobachtet, die soweit gehen kann, daB sehr
rasch voéllige Verdunkelung eintritt.

Aus der Tatsache, dafl bei der Autoxydation von Schwefelwasserstoff
mit Hilfe der angegebenen Methoden Peroxyd nachweisbar ist, folgere ich,
daB fiir diesen Oxydationsvorgang nicht nur die Gleichung (1) gilt,

2H,S + 0, = 2H,0 + 28 (1)
sondern auch die Reaktion nach Gleichung (2),
H,S + 0, = H,0,+ S (2)

worauf dann durch das entstandene Wasserstoffperoxyd mnoch sekundire
Oxydationen, zum Teil bis zur Sulfat-Stufe, folgen kénnen. Dafl Luminol
beim Zusammentreffen mit Schwefelwasserstoff voriibergehend aufleuchtet,
hat, wie ich nach AbschluB meiner Versuche aus einer soeben erschienenen
vorliufigen Mitteilung ersehe, auch C. Henze%) beobachtet.

Aus der Bildung von Peroxyd bei der Autoxydation der genannten
Substanzen kann geschlossen werden, dal} sie zuweilen trotz ihrer Verschieden-
heit gleichartige Wirkungen auf andere Stoffe ausiiben. Zwei Beispiele
seien erwihnt.

S. Edlbacher®) zeigte, da Glykokoll bei Gegenwart von Adrenalin
oder Brenzcatechin oxydativ desaminiert wird. Ferner bemerkten P. Holtz
und G. Triem3®) bzw. P. Holtz und R. Heise%) bei der Einwirkung von
Ascorbinsdure oder Sulfhydrylkérpern auf Histidin teils Decarboxylierung,
teils Desaminierung und weitergehenden Abbau. Diesen Befunden entspricht,
abgesehen von Feinheiten im Verlauf der einzelnen Versuche, die bekannte
Tatsache, dafl auch Wasserstoffperoxyd aus Aminosiuren Kohlendioxyd und
Ammoniak abzuspalten vermag.

Wirken die in diesem Abschnitt genannten Peroxydbildner auf Himin
bzw. Himoglobin ein, so entstehen griine Pigmente, wie von zahlreichen
Autoren beobachtet wurde®®). Dal man den Blutfarbstoff auch durch Wasser-
stoffperoxyd in griine Substanzen umwandeln kann, fanden vor kurzem
G. Barkanund O. Schales®). Die Annahme, da} die Entstehung der griinen
Himin- bzw. Himoglobin-Umwandlungsprodukte fritherer Forscher mit dem
Auftreten von Peroxyd zusammenhingt, ist naheliegend, da in allen Versuchen
Sauerstoff zugegen sein muB. In einer demniichst erscheinenden Arbeit von
Barkan und Schales wird hierauf niher eingegangen.

Demonstration der Peroxydbildung durch Schardinger-
Enzym.

Das bei der Aldehyd-Dehydrierung durch Schardinger-Enzym ent-
stehende Wasserstoffperoxyd konnten H. Wieland und B. Rosenfeld?
unter Verwendung gereinigter Fermentlésungen mit Hilfe von CerIII-hydroxyd
abfangen. Auch ohne Anreicherung des Enzyms 1Bt sich die Bildung von
H,0, wihrend der Einwirkung der Dehydrase auf Salicylaldehyd demon-
strieren. Wihrend Luminol nur geringfiigiges Leuchten zeigt, da es keine

35) Klin. Wschr. 17, 24 [1938]. 36) Ztschr. physiol. Chem. 178, 239 [1928].

37) Ztschr. physiol. Chem. 248, 5 [1937]. .

38) Arch. exper. Pathol. Pharmakol. 186, 269 [1937].

) vergl. z. B. Hans Fischer u. Fritz Lindner, Ztschr. physiol. Chem. 153,
54 [1926]; O. Warburg u. E. Negelein, B. 63, 1816 [1930]; R. Lemberg, Biochem.
Journ. 29, 1322 {1935]. 40) Ztschr. physiol. Chem. 248, 96 [1937]. "
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Abfangwirkung ausiibt und somit nur das jeweils noch vorhandene Hydro-
peroxyd kenntlich zu machen vermag, kann mit Hilfe von Phthalin die
Peroxyd-Entstehung besonders augenféllig gemacht werden.

Hrn. Dr. K. Gleu danke ich fiir die freundliche Uberlassung von etwas
3-Amino-phthalsaurehydrazid, der Firma F. Hoffmann-La Roche & Co.
A.-G. (Basel) fiir Ascorbinsiure, Cystein und Glutathion. Zu den spektro-
skopischen Messungen konnte ich eine Apparatur benutzen, deren leihweise
Uberlassung Hr. Prof. G. Barkan der Deutschen Forschungsgemein-
schaft verdankt.

Bei der Durchfithrung der Versuche erfreute ich mich der eifrigen und
geschickten Hilfe von Fil. Selma Sussi.

Beschreibung der Versuche.
1) Herstellung des Phenolphthalein-Reagenses.

1 g Phenolplithalein wird mit 10 g NaOK, 5 g Zn-Staub und 20 ccm Wasser versetzt
und unter RiickfluB gekocht, bis die Losung farblos geworden ist, wozu etwa 2 Stdn. be-
nétigt werden. Nach dem Erkalten wird durch ein gehirtetes Filter gegossen und mit
Wasser auf 50 ccm verdiinnt. Uber einigen Zn-Granulas gut verschlossen im Dunkeln
aufbewahren.

7Zur Bestimmung der durch dieses Reagens noch erfalbaren Grenzkonzentration
werden H,0,-Verdiinnungsreihen aus Perhydrol (Merck) bereitet. Zu 1ccm der auf
Peroxyd zu priifenden Lésung gibt man im Reagensglas 1 Tropfen m/,y, CuSO,-Losg.
und 1 Tropfen Reagens, wobei hier wie in allen folgenden Versuchen 1 Tropfen = 0.04ccm
ist. H,0, in der Verdiinnung 1:2 Millionen gibt noch einen sehr kriftigen Effekt, bei
der G. K. 1:10 Millionen zeigt sich nach 5 Sek. Rosafdrbung, die nach 20 Sek. noch zu-
genommen hat und wesentlich kriftiger als der schwache rosa Schimmer peroxydfreier
Blindproben ist. Tipfelreaktion: Je 1 Tropfen Peroxydldsg., CuSO,-Losg. und Reagens-
16sg. werden auf der Tiipfelplatte zusammengegeben. FErst bei der H,0,-Konzentration
1:1 Million zeigt sich eine deutlich stdrkere IMirbung als im Blindversuch. Frfassungs-
grenze: 0.04 .

Verdiinntes Reagens: 10 ccm obiger Reagenslésg. werden mit 30 com Wasser
verdiinnt. 1 Tropfen davon wird zu 5 ccm der auf Peroxyd zu priifenden Losg. gegeben,
so daB die Konzentration an Phthalin auf !/,, gegeniiber der oben angewandten sinkt.
Nach Zugabe von 1 Tropfen CuSO,-Losg. bleibt die peroxydfreie Blindprobe vollig
farblos, wihrend eine H,O,-Konzentration 1:100 Millionen nach 30 Sek. rosa Schimmer,
nach 3 Min. deutliche Rosafdrbung zeigt bei der Betrachtung gegen einen weifien Hinter-
grund. Eine Peroxydldsg. 1:200 Millionen zeigt gegeniiber einer Blindprobe nach 5 Min.
eine sehr schwache Rosafirbung, die aber nur mit Mithe wahrgenommen werden kann,
und deren Feststellung ich deshalb nicht mehr fiir unbedingt sicher durchfiithrbar halte.
Zu allen spiteren Versuchen findet nur das verdiinnte Phenolphthalin-Reagens Ver-
wendung.

2) Herstellung des Fluorescin-Reagenses?4),

Zu 10 mg Fluorescein gibt man 5 ccm Alkohol, 7 ccm Wasser, 1 g NaOH sowie
eine Spatelspitze Zn-Staub und erwidrmt das Gemisch auf dem Wasserbad, bis die
Fluorescenz verschwunden ist. Nach dem Frkalten wird mit Wasser auf 100 ccm ver-
diinnt, dann werden 100 ccm Alkohol zugesetzt und filtriert. Die erhaltene Lésung
ist farblos und zeigt schwache Fluorescenz. Gibt man 1 Tropfen dieser Losg. zu 1 cem
Wasser und setzt 1 Tropfen m/;,, CuS0,-Losg. zu, so zeigt sich bei diffusem Tageslicht
keine Fluorescenz. Fluorescenz tritt aber innerhalb 1 Min. auf, wenn sich das Reagens
in einer Losg. befindet, die (auBer Cu) H,O, in der G. K. 1:5 Millionen enthilt.

Verdiinntes Reagens: 5ccm obiger Fluorescinldsg. werden mit Wasser auf
100 ccm verdiinnt. Zu 5 ccm peroxydhaltiger Losg. gibt man im Reagensglas 2 Tropfen
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des verd. Reagenses sowie 2 Tropfen m/,,-CuS0O,-Losg. und beobachtet die Fluorescenz
unter der Analysen-Quarzlampe. Wasserstofiperoxyd in der Konzentration 1:10 Millionen
erzeugt noch (innerhalb von 2 Min.) deutliche Fluorescenz, die peroxydfreie Blindprobe
fluoresciert nicht. Die verd. Reagenslésg. oxydiert sich sehr leicht, wie an der mnach
einigen Tagen bei gewdhnlichem Licht zu beobachtenden Fluorescenz erkannt wird;
sie mull deshalb stets vor Gebrauch frisch aus der konz. Losg. bereitet werden. Auch
die konz. Losg. oxydiert sich innerhalb einiger Wochen deutlich. Soweit Fluorescin
in den folgenden Versuchen benutzt wird, handelt es sich stets um das verdiinnte Reagens
und um Fluorescenz-Beobachtungen im ultravioletten Licht.

3) Phenolphthalein-Spektrum.

Zu 25 ccm 1-proz. Na,CO,-Lésg. gibt man 0.015 cem 0.5-proz. Lésg. von Phenol-
phthalein in 96-proz. Alkohol. Die Losg. enthilt dann 3+ des Indicators im ccm. Bei
einer Schichtdicke von 1 cm und einer Spaltbreite von 0.005 mm findet man im MeB-
Spektroskop (nach Schumm, schwach dispergierendes Gitter) eine Bande von 565.3 bis
544.0 my, Mitte: 554.7 my.

4) Wasserlosliches c-Hdamin als Luminescenz-Katalysator.

In zwei Reagensgldser gibt man je 5 ccm einer 0.1-proz. Lésg. von 3-Amino-phthal-
sdurehydrazid in 1-proz. Na,CO,-Losg. sowie je 1 Tropfen 3-proz. H,0,. Setzt man
nun zu einem der Glidser 5 ccm einer Rohldsg. von c-Himin, die sich auf Grund spektro-
skopischer Kontrolle als frei von Protohdmin erweist, und zum anderen Glas 0.1 mg
‘Chlorhdmin, geldst in 5 ccm 1-proz. Sodaldsg. (Farbtiefe stimmt etwa mit derjenigen
der c-Himin-Lésg. iiberein), so zeigt sich in beiden Glidsern kriftige Luminescenz, die
bereits in diffusem Tageslichit sichtbar ist.

5) Versuche mit dem Himin-Reagens nach Specht.

Das Reagens wird so bereitet, da man zu 0.1 g 3-Amino-phthalsdurehydrazid
50 ccm 10-proz. Na,CO;-Lésg. sowie 15 cem 3-proz. H,O, gibt und mit Wasser auf 100 cem
auffiillt. 1 ccm Reagens zeigt auf Zusatz von 1 ccm m/,0-CuSO, wesentliche Verstarkung
-der Luminescenz. Gibt man zu 1 ccm Reagens 0.1 ccm m/yyy-CuSO, in n-NH,OH, so
wird ebenfalls auBerordentliche Verstirkung der Luminescenz erzielt, die nach etwa
1 Min. abgeklungen ist. Setzt man nun nochmals Cu zu, so bleibt die Losg. dunkel, und
auch der Zusatz von 1 cem Hidmin-Lésg. (2.5 mg Chlorhdmin, gelést in 100 ccm 1-proz.
Na,CO,-Losg.) bringt das Gemisch nicht mehr zum Leuchten.

Versetzt man 1 ccm Reagens mit 1 ccm Hémin-Lésg., so tritt starke Luminescenz
auf, die etwa 15 Min. anhilt. Fiigt man nach dem Abklingen des Leuchtens wiederum
1 ccm Reagens zu, so beobachtet man nur eine schwache und rasch voriibergehende
Luminescenz. Setzt man aber, statt Reagens, erneut 1 ccm Himinlésg. zu, so tritt
wieder die anfingliche anhaltende und intensive Luminescenz auf. Diese sehr kriftige
Luminescenz verschwindet fast schlagartig, wenn man 1 ccm m/,,-CuSO, in n-NH,OH
zufiigt. Der Zusatz von Ammoniak allein vermag die Intensitdt der Luminescenz nicht
zu verringern. .

Versetzt man 1 cem Hidmin-Lésg. mit 0.1 cem m/y0,-CuSO, in »-NH,OH und gibt
nun 1 ccm Reageéns zu, so zeigt sich zwar eine kriftige Luminescenz, sie verschwindet
aber innerhalb von 30 Sek. véllig; waren anfangs nur 0.05 ccm ammoniakalischer Cu-Losg.
zugesetzt worden, so hilt sich das Leuchten 1 Min. 30 Sek. lang; war 1 com ammonia-
kalischer Cu-Lésg. anwesend, so tritt nur fiir die Dauer von 15 Sek. infolge der Reagens-
Zugabe Luminescenz auf. Erneute Himinzugabe vermag dann keine Leuchterscheinung
mehr auszuldsen, erneute Reagens-Zugabe erzeugt die gleiche kurzdauernde Luminescenz.

In vier Reagensglisern werden je 1 ccm der obigen Himin-Ldsg. mit je 1 ccm einer

der vier folgenden wilrigen m/y,-LOsgn. versetzt: CuSO,, NiSO,, CoSO, und MnSO,.
Die Luminescenz in der Ni-haltigen Probe ist, nach Zusatz von 1 ccm Reagens, schwicher
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als in einem Ansatz aus 1 ccm Himin-Lésg., 1 ccm Wasser und 1 ccm Reagens, hilt sich
aber ebenso lange. In den Glidsern, die Cu, Co oder Mn enthalten, tritt bei Zusatz von
1 ccm Reagens starke Luminescenz auf. Sie verschwindet aber im Cu-haltigen Ansatz
nach 30 Sek., im Co-haltigen Versuch nach 2 Min. und im Mn-Versuch nach 3 Min.
Der Kontrollversuch, dem kein Schwermetall zugesetzt wurde, zeigte 15 Min. lang
Luminescenz.

6) Peroxydbildung bei einigen Dehydrierungen (Versuchstemp. 15—20°%).
I) Ascorbinsdure.

a) Luminol-Versuch: siche im theoret. Teil.

b) Phenolphthalin-Versuche: Ansatz 1. Reagensglas mit 10 ccm 1-proz.
Na;CO,-Losg., 0.1 ccm m/fyy-CuSO,, 5 Tropfen Phenolphthalin-Reagens und 10 mg
Ascorbinsiure. Leitet man Sauerstoff ein, so zeigt sich innerhalb von 2 Min. in der
Idsg. ,ein sehr schwacher rosafarbener Schimmer, der durch 40 Min. lange O,-Ein-
wirkung nicht verstirkt wird.

Ansatz 2 enthilt alles, was in Ansatz 1 genannt wurde, aber aullerdem noch 0.1mg
Chlorhdmin. Das Einleiten von Sauerstoff bewirkt, daB nach 7 Min, deutliche Rosa-
firbung zu beobachten ist, die nun rasch zunimmt. Nach 8 Min. ist die Losg. bereits
kriftig rosa, nach 10 Min. rot, nach 15 Min. intensiv rot.

Ansatz 3 (Kontrolle) enthilt alle Bestandteile von Ansatz 2, aber keine Ascorbin-
siure. Das Einleiten von Sauerstoff bewirkt, dal in der Ldsg. im Verlaufe von 2 Min.
ein sehr schwacher rosafarbener Schimmer auftritt, der sich innerhalb von 20 Min. nicht
verstirkt.

¢) Fluorescin-Versuche: Es werden die gleichen Ansitze wie bei den Phenol-
phthalin-Versuchen durchgefiihrt, nur mit der Anderung, daBl an Stelle von Phenol-
phthalin-Reagens jeweils 4 Tropfen Fluorescin-Reagens zugegeben werden. Nur in
der himinhaltigen Lsg. tritt Fluorescenz auf. Sie ist nach einer Sauerstoff-Einwirkung
von 5 Min. noch schwach und wird innerhalb von 15 Min. kraftig.

1I) Thioglykolsdure und Cystein.

a) Phenolphthalin-Versuch mit Thioglykolsdure. Der Ansatz enthilt
10 ccm 0.5-proz. Nay,CO,s-Lésg., 4 Tropfen Phthalin-Reagens, 4 Tropfen m/,4,-CuSO,
und 10 mg Thioglykolsdure. Die Behandlung mit Sauerstoff bewirkt, dafl sich die Ldsg.
nach 3 Min, deutl. rosa, nach 5 Min, dunkelrosa firbt.

b) Phenolphthalin-Versuch mit Cystein: Der Ansatz enthilt 10 ccm 0.5-proz.
Na,CO0,-Losg., 4 Tropfen Phthalin-Reagens, 4 Tropfen m/,0-CuSO, und 10 mg Cystein.
Durch das Einleiten von Sauerstoff erfolgt mach 2 Min. deutliche Rosafdrbung, nach
5 Min. ist die L6sg. dunkelrosa.

III) Glutathion.

a) Luminol-Versuch: 10 mg GSH werden in 5 ccm Wasser gelost und 3 Min.
mit Sauerstoff behandelt. Gibt man nun 5 ccm Luminol-Reagens zu, so zeigt sich keine
Luminescenz, auch nicht, wenn weiter Sauerstoff eingeleitet wird. FErst die Zugabe
von 1 ccm m/,49-CuSO, bewirkt, dafl deutliche Luminescenz auftritt, die sich bei weiterer
Behandlung der Losg. mit Sauerstoff noch verstirkt.

b) Phenolphthalin-Versuch: Ansatz: 10 ccm 0.5-proz. Na,CO,-Losg., 4 Tropfen
m/100-CuS0,, 4 Tropfen Phthalin-Reagens und 10 mg GSH. Es wird Sauerstoff eingeleitet.
Mach 6 Min. zeigt die Losg. einen schwachen rosafarbenen Schimmer, der sich bei weiterer
Behandlung mit Sauerstoff nicht verstiarkt. Gibt man aber zu der rosafarben schimmern-
den Losg. 0.1 mg Chlorhimin und leitet weiter Sauerstoff ein, so wird die Farbe nach
30 Sek. dunkelrosa, nach 1 Min. rot und nach 1 Min. 30 Sek. dunkelrot. Xontroll-
versuche ohne GSH fiihren nur zu einem sehr schwachen rosa Schimmer.



Nr. 2/1938] zum Nachweis von Wasserstoffperoxyd. 459

1V) Natriumhyposulfit.

a) Luminol-Versuch: siche im theoret. Teil.

b) Phenolphthalin-Versuche: Ansatz 1. Es werden 5ccm einer 0.2-proz.
Lésg. von NagS,0, in H,0 mit 1 cem Hiéminlésg. versetzt (2.5 mg Chlorhimin geldst
in 100 ccm 1-proz. Na,COy-Losg.), 2 Tropfen Phthalin-Reagens zugegeben und Sauer-
stoff eingeleitet. Nach 3 Min. zeigt die Ldsg. einen rosa Schimmer, nach 5 Min. ist die’
Farbe deutlich rosa und .nach 7 Min. sehr kriftig rosa. )

} Ansatz 2. Bestandteile wie in Ansatz 1, aber nicht 1 ccm sondern 3 ccm Héamin-
Losg. Sauerstoffbehandlung. Nach 1 Min. ist die Losg. kriftig rosa, nach 2 Min. rot,
nach 3 Min. intensiv rot gefirbt.

Ansatz 3. Bestandteile wie in Ansatz 2 und aulerdem 3 Tropfen m/,y,-CuSO,.
Sauerstoffbehandlung. Farbe: nach 1 Min. rosa Schimmer, nach 4 Min. rosa, nach
10 Min. rosa. Kupfer hemmt also.

Ansatz 4. Es werden 5 ccm NagS,0,-Losg. (Ansatz 1) mit 3 ccm 1-proz. Na,CO,-
Losg., 2 Tropfen Phthalin-Reagens und 3 Tropfen m/,40-CuSO, versetzt. Die gelblich
gefirbte Iosg. dndert ihre Farbe durch 20 Min. langes Behandeln mit Sauerstoff nicht.

¢} Fluorescin-Versuch: 5 ccm einer 0.2-proz. Lésg. von Na,S,0, in H,0 werden
mit 5 ccm Hamin-I18sg. versetzt (6 mg Chlorhdmin gelést in 100 ccm 1-proz. Na,CO,-
L&sg.), 4 Tropfen Fluorescin-Reagens zugegeben und Sauerstoff eingeleitet. Nach
5 Min. zeigt der Ansatz kriftige Fluorescenz.

V) Hydrazin.

a) Luminol-Versuch: Die Ansitze wurden mit einer 0.1-proz. Losg. von Hydra-
zinsulfat in 1-proz. Na,CO,-Losg. durchgefiihrt. Die Luminescenzerscheinungen sind
bereits im theoret. Teil geschildert worden.

b) Phenolphthalin-Versuche; Ansatz 1. Durch 5ccm einer Hydrazinlosg.
obiger Beschaffenheit wird 5 Min. Sauerstoff geleitet. Dann werden 1 Tropfen m/,y,-CuSO,
und 2 Tropfen Phthalin-Reagens zugesetzt. Die Losg. fiarbt sich sofort. deutlich rosa
und zeigt, ohne weitere Behandlung mit Sauerstoff, nach 1 Min. kriftige rosa Farbe.

Ansatz 2. Es werden 5 ccm Hydrazinldsg. mit 2 Tropfen Phthalin-Reagens und
2 Tropfen mf;0-CuS0, versetzt und mit Sauerstoff behandelt. Die Farbe der Ldsg.
ist sofort schwach rosa, nach 2 Min. kréftig rosa, nach 5 Min. rot.

¢} Fluorescin-Versuch: 5ccm einer Hydrazinlésg. obiger Beschaffenheit
werden mit 2 Tropfen mf,0-CuSO, versetzt und 5 Min. mit Sauerstoff durchperlt. Gibt
man dann 2 Tropfen Fluorescin-Reagens zu, so zeigt sich kriftige Fluorescenz.

VI) Schwefelwasserstoff.

a) Luminol-Versuch: Die Luminescenzerscheinung béi Gegenwart von Kupfer

ist bereits im theoret. Teil beschrieben. Gibt man zu einer derartigen Cu-haltigen Ldsg.
0.5 ccm mf10-NiSO,, so verschwindet die Luminescenz rasch, ebenso wenn statt Ni
etwas Kobalt in Form von 0.5 ccm m/f;4-CoSO, zugesetzt wird.
) Versetzt man 5cem Schwefelwasserstoffwasser mit 5 cem Luminol und leitet
Sauerstoff ein, so 148t sich die auftretende schwache Luminescenz auch durch Zusatz
einiger Tropfen m/,,-NiSO, auf die gleiche Intemsitit heben, wie dies durch Zusatz
von wenig Cu méglich ist. Auch durch Kobalt 148t sich Kupfer ersetzen, wihrend
0.5 ccm mfy0o-MnSO, nur geringfiigig luminescenzsteigernd wirken. Gibt man zu einem
luminescierenden Gemisch aus H,S-Wasser, Luminol und wenig NiSO,-Loisg. nach-
triglich 0.5 com m/,-CuSO, und leitet weiter Sauerstoff ein, so zeigt sich zunichst
Aufleuchten, dann sinkt die Luminescenz etwa auf den urspriinglichen Wert. Wird
nun nochmals Ni zugegeben (0.5 cem m/,0,-NiSO,), so sinkt die Luminescenz rasch, und
es bleibt nur ein sehr schwacher Schimmer erhalten.

Setzt man bei der Sauerstoffbehandlung eines Gemisches aus 5 ccm H,S-Wasser
und 5 cem Luminol 0.5 ccm m/4,-CoSO, als Katalysator zu, wartet etwa 3 Min. bis
zum Auftreten der kriftigen Luminescenz und 148t dann 0.5 ccm m/,40-CuSO, einflieflen,
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so zeigt sich Aufleuchten, dann rasches Verschwinden der Luminescenz. Umgekehrt
16scht auch Kobalt die durch Kupfer katalysierte Luminescenz aus.

b) Phenolphthalin-Versuch: 5cem H,S-Wasser werden mit 5ccm 1-proz.
Na,CO,-Losg., 4 Tropfen Phthalin-Reagens und 0.1 mg Chlorhdmin versetzt. Das Ein-
leiten von Sauerstoff bewirkt, daB die zunichst gelblich gefdrbte Ldsg. nach 2 Min.
deutlich rosa aussieht. Nach 5 Min. ist die Farbe intensiv rosa, mach 8 Min. rot.

¢) Fluorescin-Versuch: Zu 5 ccm H,S5-Wasser werden im Reagensglas
5 cem Héiminlosg. (6 mg Hiamin gelost in 100 cem 1-proz. Na,CO,-Lésg.), 4 Tropfen
m/100-CuS0O, und 4 Tropfen Fluorescin-Reagens gegeben und Sauerstoff eingeleitet.
Das Gemisch zeigt nach 5 Min. kriftige Fluorescenz. Kontrollversuche (ohne Hémin
bzw. ohne Schwefelwasserstoff) fluorescieren nicht.

VII) Adrenalin.

a) Luminol-Versuch: Zu 5 ccm einer ().2-proz. Losg. von Adrenalin in 1-proz.
Na,C0O,;-Losg. werden 5 cem Luminol gegeben und dann Sauerstoff eingeleitet. Nach
etwa 1 Min. tritt deutliche Luminescenz auf, die sich auf Zusatz einiger Tropfen m/ g,
CuSQC, nicht verstirkt.

b) Phenolphthalin-Versuche: Ansatz 1. Zu 5ccm Adrenalin-Ldsg. obiger
Beschaffenheit gibt man 5 ccm Hamin-Loésg. (6 mg Chlorhdmin geldst in 100 cem 1-proz.
Na,CO3-Losg.), 0.1 ccm m/[,40-CuSO, und 10 Tropfen Phthalin-Reagens. Beim FEinleiten
von Sauerstoff farbt sich die Losg. kriftig orangebraun. Im Spektroskop sieht man
(nachdem Sauerstoff 10 Min. auf die Adrenalin-Losg. gewirkt hat) einen kriftigen
Streifen (Schichtdicke 1 cm), dessen Mitte bei 554.5 mp. gefunden wird. Zur Losg.
werden 3 g Al,O, (standardisiert nach Brockmann) gegeben, 10 Sek. geschiittelt und
absitzen lassen. Die iiberstehende Ldsg. ist dann rot gefirbt. Ebenso kann die strende
Braunfirbung durch kurzes Digerieren mit Aluminiumoxyd-,,Riedel’* entfernt werden.
Nach dem Zentrifugieren ist auch hier die iiberstehende Fliissigkeit rot.

Ansatz 2. Zu 1l ccm Adrenalin-Idsg. gibt man 5 ccm Wasser, 1 ccm obiger Hamin-
Lésg., 0.1 ccm m/y50-CuSO, und 2 Tropfen Phthalin-Reagens. Auch diese verdiinntere
Idsg. fiarbt sich bei der O,-Einwirkung zunichst orange, wird aber nach 2 Min. wieder
hell, nach 5 Min. dunkelrosa, nach 8 Min. intensiv rot. Sie zeigt den Absorptionsstreifen
des Phenolphthaleins sehr kriftig. Kontrollen zu beiden Ansitzen fiihren bei Abwesen-
heit von Adrenalin nicht zu Firbungen. Lediglich durch das Schiitteln mit Aluminium-
oxyd wird eine ganz schwache Rosafdrbung hervorgerufen.

7) Versuche mit Schardinger-Enzym (Versuchstemperatur 379).

a) Luminol-Versuch: Zu 5 ccm Milch werden 2 ccm m/g-Salicylaldehyd, geldst
in m/,,-Phosphatpuffer pg 8, gegeben. Weiterhin setzt man 2 ccm mfs-Phosphatpuffer
P8 zu und leitet 15 Min. Sauerstoff ein (10 Blasen in der Min.). Dann werden 2 Tropfen
30-proz. NaOH zugesetzt und, im Dunkelzimmer, 5 ccm Luminol. Es zeigt sich nur
eine sehr schwache Luminescenz.

b) Phenolphthalin-Versuch: Man gibt 5 cem Milch, 2 ccm mn/g-Salicylaldehyd,
2 ccm Phosphatpuffer pg8 zusammen, setzt 2 Tropfen m/,,-CuSO, und 2 Tropfen
Phthalin-Reagens zu und 148t langsam Sauerstoff durchperlen. Nach 15 Min. gibt man
2 Tropfen 30-proz. NaOH zu. Die Lsg. firbt sich intensiv rot. Fithrt man den gleichen
Versuch ohne Milch aus, so bleibt die Ldsg. nach Alkalizusatz farblos. Fiithrt man den
Versuch bei Gegenwart von Milch, aber ohne Aldehyd durch, so wird, nach Alkali-
zusatz, eine schwache Rosafdrbung heobachtet. Eine geringfiigige Oxydation des Phthalins
scheint hier durch eine in der Milch enthaltene Oxydase zu erfolgen.





