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[Aus dem Chemiechen Institut der Universitat Heidelberg] 
(Eingegangen am 28. August 1953) 

Das Redox-Potential von Methylenblau und Dichlorphenol-indo- 
phenol ist in Einschluherbindungen erhoht ; das Verhalten dieser 
Verbindungen iihnelt dem des Gelben Fermentes. EinschlieDende Ver- 
bindungen werden als Modelle fur Apofermente aufgefaDt. 

Einschluherbindungen konnen, wie wir gezeigt haben*), die Eigenschaften 
des Systems Ferment-Substrat modellmaDig wiedergeben. 

Eine Analogie zwischen EinschluBverbindungen und Fermenten besteht 
aber auch noch in anderer Hinsicht. In  den zusammengese tz ten  Fermen- 
ten ist der kolloidale Trager (Apoferment) mit einer spezifischen Gruppe (Co- 
ferment) zum Holoferment verbunden. Der kolloidale Triiger hat dabei die 

Abbild. 1. Absorptionsspektrum 
von Methylenblau bei ' p ~  8.3 in 
Phosphatpuffer ohne - und 
mit 0.5% Cyclodextrin ---- 

doppelte Aufgabe, das Substrat zu akti- 
vieren*) und das Coferment zu binden. 
In dieser Mitteilung wird das Verhalten 
von reversiblen Redoxsystemen in waD- 
rigen Losungen von Cyclodextrin unter- 
sucht. 

Beim Lactoflavin z.B. betragt das Re- 
doxpctential - 0.185 Volt. Wenn sich Fla- 
vin-mononudleotitl mit dem albuminiihn- 
lichen Apoferment zum ,,Alten Gelben 
Ferment'' verbindet, steigt dm Itedox-Po- 
tential auf - 0.06 Volt l). Mit diesem Re- 
dox-Potential kann es die ihm zukom- 
mende Aufgabe erfullen, den Wasserstoff 
vom Dihydro - nicotinsaureamid zu uber- 
nehmenl). Mit der Bildung des Holofer- 
mentes ist gleichzeitig eine Verschiebung 
des Absorptionsmaximums nach langeren 
Wellen und eine Fluorescenz-Loschungg 
verbunden ". 

Methylenblau  bildet wie viele rlium- 
lich passende basische Farbstoffe in wiiI3- - 

riger Losung eine EinschluBverbindung mit p-Dextrins). Die hde rung  
der Lichtabsorption zeigt Abbild. 1. Die Verschiebung nach langeren Wellen 
bet&@ fur das Hauptmaximum 5 mp, f i i r  das Nebenmaximum 10 mp. 

~ .- 

*) V. Mitteil.: F. Cramer,  Chem. Ber. 86,1576 [1953], voranstehend. 

I )  R. K u h n  u. P. Boulanger ,  Ber. dtsch. chem. Ges.69, 1557 [1936]; 0. W a r -  
b u r g ,  W. C h r i s t i a n  u. A. Griese,  Biochem. 2.282, 157 [1935]; H. v. E u l e r  u. E. 
Adler ,  Hoppe-Seyler's Z. p.hysio1. Chem. 238,233 [l936]. 

?) 0. W a r b u r g  u. W. Chr is t ian ,  Biochem. Z. 296,261,296,294, 297,417, 298, 
160 [1938]; H. Theore l l ,  Biochem. Z. 278,263 [1935]. 

3 ,  F. Cramer ,  Chem. Ber. 84,851 [1951]. 

**) Vorlaufige Mitteil.: F. Cramer ,  Angew. Chem. 66,320 [1953]. 
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Das Redoxpotential von Methylenblau ist bei pH 8.3 urn 0.048 Volt, bei 
pH 7.0 um 0.043 Volt erhoht. 

2.6 - Di c h 1 or  - p h e n 01 -in d op  h e n 01 (Tillmanna Reagens) verschiebt sein 
Absorptionsmaximum bei Bildung der EinschluBverbindung um 20 rnp nach 
langeren Wellen. 
Daa Normalpotential des reduzie- 

renden Systems Farbstoff / Leukover- 
bindung ist hier bei pEr 8.3 urn 0.052 
Volt erhoht.. 

Schon friiher hatten wir beobachtet, 
daB bei der potentiometrischen Titration 
die Oxydationskraft des J o d s  in Losungen 
von a-Dextrin ganz erheblich vermindert 
id4)). Die Messung des Normalpotentials 
ergab nun eine Erniedrigung des Redox- 
potentials J,/J' bei p ,  7 mit a-Dextrin um 
0.059 Volt. Die Oxydationsfiihigkeit des 
oxydierenden Systems J,/J' wird also ge- 
schwiicht. Fiir F-Dextrin betragt die Er- 
niedrigung nur 0.034 Volt ganz entsprechend 
der Tatsache, doB die raumlichen Verhiilt- m 6 
nisse fiir die Bildunn der a-Dextrin-Jod- m - 

v 

EinschluBverbindung giinstiger sind. 
Eine Erhohung des Redoxpotentials 

Ton Methylenblau (Me) sagt aus, daB 
die reduzierende Kraft des Systems 
Me/MeH, geschwacht ist, die Erhohung 
des Potentials um 0.048 Volt bedeutet dabei eine Verminderung der Reduk- 
tionsarbeit um 1.13 kcal/Mol. Der Effekt konnte ein Ma0 dafiir sein, daB das 
Redoxsystem raumlich abgedeckt ist, er konnte aber auch dadurch bewirkt 
werden, daB MeH, starker zur Rildung der EinschluBverbindung neigt, so daB 
MeH, aus dem Redoxgleichgewicht entfernt wird und stiindig ein relativer 
UberschuB an Me vorhanden ist. Da daa Normalpotentid von dem molaren 
Verhaltnis Me/MeH, bestimmt wird, bleibt in diesem Falle der jeweils ge- 
messene Potentialwert stindig uber dem zu erwartenden. 

Es ist aber auch moglich, daB die Elektronen des EinschluBhohlraumes 
,die Freie Energie des Reaktionsablaufes 

Abbild. 2. Absorptionsapektrum von 
2.6 - Dichlor -phenol - indophenol bei 
PH 8.3 in Sek- PhosPhatPuffer 

und rnit 0.5% 8-Dextrin - - - - - 

Methylenblm t--+ Semichinon ++ Leukomethylenblau 

an hgendeiner Stelle verringern. An welcher Stelle des Redox-Vorganges die 
EinschluBverbindung wirksam wird, liidt sich jedoch zuniichst noch kaum mit 
Sicherheit entscheiden. 

Die gleichen uberlegungen gelten fur die Andemg des Normalpotentials 
von 2.6-Dichlor-phenol-indophenol. Die Verbindung ist als halogenhaltiges 
Molekiil zur Bildung von EinschluBverbindungen besonders geeignet. Die 
Verminderung der Reduktionsarbeit betriigt hier 1.2 kcal/Mol. 

*) 1. c.~), S. 866. 
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Beim Jod diirften die Verhiiltnisse etwas ubersichtlicher liegen. J, hat eine 
groBe Affinitlit zu a-Dextrin. Es wird daher standig aus dem Redox-Gleich- 
gewicht entfcrnt, wm eine Verminderung dcs Redox-Potentials zur Folge 
haben muI). Oder anders ausgedriickt: Das Jodmolekiil hat als Acceptor das 
Restreben, Elektronen aufmnehmen, d. h. reduziert zu werden. Diesem Be- 
streben kommt der EinschluDhohlraum als Donator entgcgen, so dd3 der 
Potentialunterschied J,/J'  vermindert wird, und zwar um 1.4 kcal/Mol. 

Gemeinsam ist allen Fallen, da13 die Normalpotcntiale durch Bildung der 
EinschluBverbindung nach einem ,,Redoxchemischen Neutralpunkt" hin ver- 
schoben werdeii ; die Potentiale von reduzierenden Systemen werden ver- 
starkt, von oxydierenden Systemen geschwacht. 

Die Potentialverschiebung (lev Lactoflavins ist mit einer Salzbildung zwi- 
schen Coferment und Proteinanteil nicht zu erklaren, da bei der normalen 
Salzbildung (pIr 10.5) das Xormalpotcntial nicht erhoht, sondern erniedrigt 
wird (E' -0.300) (Kuhn  u. Roulangar ' ) ) .  Das \'orliegeii eiiies ,,topochemi- 
schen SaIzcs"5) wiirde dagegen sowohl die Anderung des Hcdoxpotentials als 
auch die spektrale Verschiebuiig untl die Spezifitat der IJindung erkliiren. Das 
Fluorescenz-Verhalten von Einschlul3verbindunEen mit Farbstoffeii ist bis- 
her noch nicht naher untersuchte) worden. R. K u h n  hat 19387) iiber die 
Art dcr Bindung zwischeii Protein und Farbstoff die Vcrmutung ausgespro- 
chen: ,,. . . (la13 die Bindung an die Eiweil3komponente nicht nur salzartig ist, 
sondern da13 iiberdics, wie bei der nildung dclr Flavoproteine Krafte im Spielc 
sind, welche eine spezifische, verhaltnismaDig feste ,,Verankerung" (Jin- 
bettung") der Farbstoffkomponente . . . bewirken. Die wahre Natur dieser 
Ihiifte, die sich an den Chromoproteiden untl anderen zusammengesetzten 
EiweiBkorpern betatigen, ist ~ i m  aber noch verborgen." 

Der D e u t s c h e n  Forschungsgemeinschaf t  danke ich fur die Gewkhrung einer 
Sachbeihilfe. 

Beschreibung der Versuehe 

Absorpt ionsepekt ren :  Die Spektren wurden mit den1 Unicam-Spektrophotometer 
vermessen. Die Konzentration von Methylenblau betrug c = 2.5.10-5 Mol/Z, von Dichlor- 
phenol-indophenol c = lo-' Mol/l. Die Farbstoffe waren in m/30 Phosphatpuffer gelost, der 
Zilsstz von @-Dextrin betrug 0.5%. Die Absorptionsmaxima haben folgsnde Iage: 

Methglenblau ohne mit P-IIextrin, p,, 8.3 
A =  660 665 
E =  4. lop 5.2-104 

Dichlorphenol-indophenol 1 = 61 1 630 
E =  1.77.104 1.74.1V 

R e d o x p o t e n t i a l e :  Die Redoxpotentiale wurden mit einem Rohrenvoltmeter gegen 
eine KC1-ges. Kalomelelektrode mit einer Platinblechelektrode gemessen. Das Titrier- 
gefirS war vollstandig abgeschlossen und m r d e  mit Reinat-Stickstoff durchspiilt. Die 
Farbstofflosungen (25 ccm) waren 10-4 m in m/30 Phosphatpuffer. Der Zusatz von P-Dex- 

~~~~~ 

5 ,  F. Cramer ,  Liebigs Ann. Chem. 679, 17 [1953]. 
6, Hewn Prof. R. K u h n ,  Heidelberg, danke ich fur wertvolle Hinweise. 
') R. K u h n  u. N. Sorensen .  Ber. dtsch. chem. Gea. 71, 1879 [1938]. 
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trin betrug 0.6%. Titriermittel war m/300 Natriumhydrosulfit, ebenfalls in m/30 Phos- 
phatpuffer. Die Jodloaung (J, in H,O) war etwa 1.6.10-a m und wurde mit nlloo Thio- 
sulfat titriert. Die Titrationen wurden bei Zimmerteinperatur ausgefuhrt. 

Abbild. 3 zeigt als Beispiel die Titratiomkurve von Dichlorphenol-indophenol. Zur 
Ermittlung von E’, wurde jeweils 249 mVolt addiert. 

- .  ~~ - - ~ 

Abbild. 3. Pa Nntiometr. Titration von Dichlorphenol-indophenol ohn X-K-x und mit 
0-0-0 0.5% p-Dextrin. Ordinate mVolt, Abszisae ccm m/300 Na,S,O, 

Die Redoxpotentiale betrugen : 
Volt ohne 

Methylenblau . . . . . . p H 8  + 0.006 + 0.049 @-Dextrin 
mit Cyclodextrin (0.6% ) 

pH 8.3 - 0.027 +0.021 9 9  

Dichlorphenol-indoph. pH 8.3 + 0.139 +0.191 $ 9  

Jod .............. pH5.4 4- 0.124 +0.705 SP 

4-0.655 a-Dextrin 
p ,  7.0 + 0.704 +0.670 @-Dextrin 

+0.645 a-Dextrin 




