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63. Uber den Einfluss des Methylenblaus auf die Atmung
der Lebermitochondrien

von F. Leuthardt und B. Exer.
(26. 1. 53.)

Die biologische Citrullinsynthese in den Lebermitochondrien
wird durch den basischen Vitalfarbstoff Janusgriin (Diazingriin) ge-
hemmt?!). Wird die Aktivitidt gegen den Logarithmus der Farbstoff-
konzentration aufgetragen, so ergibt sich eine leicht S-férmig ge-
kriimmte Kurve, deren Form an eine Dissoziationskurve erinnert. Bei
Sattigung der Mitochondrien mit dem Farbstoff, kenntlich an der
Fiarbung der iiberstehenden Lésung nach Fillung der Suspension mit
Trichloressigsiure, ist auch die Aktivitit auf Null gesunken. Es scheint
-also, dass die Hemmung der Fermentaktivitit, in diesem besonderen
Fall der Citrullinsynthese, der Bindung des Farbstoffs an die Mito-
chondrien parallel geht und moglicherweise mit ihr in direktem Zu-
sammenhang steht. Es stellt sich die Frage, ob das Janusgriin, das
von den Cytologen zur spezifischen Anfirbung der Mitochondrien
verwendet wird, eine spezielle Reaktion der Citrullinsynthese hemmdt,
oder ob es in den allgemeinen Stoffwechselprozess eingreift. Wir haben
daher den Einfluss des Janusgriins auf die Atmung der isolierten Gra-
nula (in einigen Versuchen auch auf die Succinoxydase) untersucht
und gleichzeitig noch andere Farbstoffe in die Untersuchung einbe-
zogen. Dabei hat sich gezeigt, dass bei geniigend hoher Konzentration
alle untersuchten Farbstoffe eine dhnliche Hemmwirkung wie Janus-
griin zeigen. Verschiedene Farbstoffe, am ausgesprochensten das Me-
thylenblau, kénnen aber unter bestimmten Bedingungen die Atmung:
der Mitochondrien betrichtlich steigern. Wir berichten im folgenden
iiber diese Versuche.

Fig. 1 zeigt die Konzentrationsabhingigkeit der Hemmung der
Succinoxydase fiir verschiedene Farbstoffe (Janusgriin, Toluidinblau,
Pyronin) bei einer Versuchsdauer von 30 Min. Bei geniigend hoher
Konzentration ist die Hemmung vollstindig. Die Konzentration fiir
50-proz. Hemmung liegt bei ca. 107% Mol/l. Der zeitliche Verlauf der
Sauerstoffaufnahme zeigt aber, dass es sich nicht einfach um eine
Bindung des Farbstoffes an gewisse Elemente der Mitochondrien
handeln kann, sondern dass ein viel komplexeres Phinomen vorliegt.
Es zeigt sich ndmlich, dass in den meisten Fillen die Hemmwirkung
des Farbstoffes erst allméhlich einsetzt. Zu Beginn, wihrend den
ersten 10 —20 Min. des Versuches, ist die Atmung bei mittleren Farb-

1} F. Leuthardt & A. F. Miller, Exper. 4, 278 (1948).
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stoffkonzentrationen (ca. 1073-m.) nur wenig herabgesetzt, oder sie
ist sogar gegeniiber der Kontrolle betrichtlich erhoht. Dieser letzte
Effekt ist besonders ausgesprochen beim Methylenblau. Die Steige-
rung kann hier iiber 100 %, betragen (vgl. Fig. 2 und 3). Die einzelnen
Mitochondriensuspensionen zeigen betrichtliche individuelle Unter-
schiede in ihrem Verhalten gegeniiber dem Farbstoff. Die Aktivierung
der Atmung durch Methylenblau lidsst sich nicht immer reproduzieren.
Wir werden auf diese Frage zuriickkommen.
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Fig. 1.
Hemmung der Succinoxydase durch Farbstoffe.

Als Fermentpriparat diente eine vierfach verdiinnte Mitochondriensuspension (Leuthard:
& Miiller')) in isotonischem Mannit. Milieu von Schneider &> Poiter?). Der Farbstoff wurde
erst nach 10 Minuten aus dem Anhang zum Milieu zugekippt.

Die Analyse des Vorganges zeigt, dass sich offenbar zwei ver-
schiedene Effekte des Farbstoffes {iberlagern, eine steigernde Wirkung,
die sofort einsetzt, und eine Hemmung, die sich erst allméhlich ent-
wickelt. Die Steigerung der Atmung durch Farbstoffe ist keine ver-
einzelte Erscheinung. Barron & Harrop3) haben 1928 beobachtet, dass
Methylenblau die sehr geringe Atmung von Kaninchenerythrocyten
in glucosehaltiger Losung auf das 20fache steigert. Der Vorgang ist
spater von Warburg?) genauer untersucht worden und hat schliesslich
zur Entdeckung der wasserstoffiibertragenden Fermente gefiihrt.
Auch an kernhaltigen Zellen l4sst sich der Methylenblaueffekt beob-
achten, so an Vogelerythrocyten (Warburg?)) oder wie Barron & Hoff-
mann®) nachgewiesen haben, an den Eiern von Seesternen. Die letzt-

1y F. Leuthardt & A. F. Miller, Exper. 4, 278 (1948).

2y W.C. Schneider & V. R. Potter, -J. Biol. Chem. 149, 217 (1943); ferner cit. in
W. W. Umbreit, ,,Manometric techniques and related methods*. Burgess Publ. Comp.,
Minneapolis 1946, S. 95.

3y E.8.G. Barron & G. A. Harrop, J. Biol. Chem. 79, 65 (1928).

4y 0. Warburg, ,,Wasserstoffiibertragende Fermente**. Cantor GmbH., Freiburg i.Br.
1949. 5 E.8.G. Barron & L. A. Hoffmann, J. Gen. Physiol. 13, 483 (1930).



. Volumen xxxvi, Fasciculus 1r (1953) — No. 63. 521

genannten Autoren haben eine Reihe von Farbstoffen untersucht und
dabei festgestellt, dass ihr Einfluss auf die Atmung deutlich vom Re-
doxpotential abhingig ist. Toluylenblau (E, = + 0,115 Volt), Me-
thylenblau (E, = + 0,011 Volt) und Cresylblau (E, = 0,035 Volt; alle
Potentiale bei pH 7,0) zeigten die stiarkste Wirkung (Steigerung gegen
300 9, der Kontrolle ohne Farbstoff). Bei Farbstoffen mit negativerem
oder positiverem Redoxpotential als die obgenannten, ist die Wirkung
bedeutend geringer. Die Erkldrung fiir die Methylenblauwirkung liegt
darin, dass Methylenblau die Oxydation der gelben Fermente durch
Sauerstoff katalysiert (Warburgl)):
Methylenblau + Leukoferment = Leukomethylenblau + gelbes Ferment
Leukomethylenblau + Sauerstoff —= Methylenblau
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Wirkung des Methylenblaus Methylenblaueffekt.
auf die Pyruvatoxydation. Milieu nach Leuthardi & Mauron?). Sub-
Milieu nach Leuthardt & Mauron?). End- strat1(8,35-10—%-m. Pyruvat), Substrat 11
konzentration des Farbstoffes 10~5-m. (8,35:107%-m. Pyruvat 4+ 8,35-10-%m.
1. Kontrolle ohne Farbstoff, mit Sub- Succinat). Endkonzentration des Me-
strat (8,35-10-%-m. Pyruvat). thylenblaus 10~%-m.,
2. Kontrolle ohne Farbstoff ohneSubstrat. 1. Kontrolle mit Substrat I.
3. Substrat + Farbstoff im Hauptraum 2. Kontrolle mit Substrat II.
von Anfang an zusammen. 3. Farbstoff + Substrat I nach 15 Min.
4. Substrat + Farbstoff nach 15 Min. aus dem Anhang zum Milien zugekippt.
aus dem Aunhang zum Milieu zugekippt. 4. Farbstoff + Substrat II nach 15 Min.
5. Leerwert ohne Substrat mit Farbstoff. aus dem Anhang zum Milieu zugekippt.

1) 0. Warburg, ,, Wasserstoffiibertragende Fermente‘‘. Cantor GmbH., Freiburg i.Br.
1949. 2) F. Leuthardt & J. Mauron, Helv. physiol. pharmacol. acta 8, 386 (1950).
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An unserem Institut hat Staehelin') versucht, diesen Mechanis-
mus in den Mitochondrien dadurch direkt nachzuweisen, dass er die
eisenhaltigen Fermente durch HCN blockierte; durch Zusatz von Me-
thylenblau wiirde dann ein Nebenweg gedffnet und die Sauerstoff-
aufnahme teilweise wieder in Gang gebracht. Diese Versuchsanord-
nung fihrte bei den Mitochondrien nicht zum Ziel, weil dieselben kei-
nen Eingriff in ihr Respirationssystem ertragen. Jede Hemmung des
Stoffwechsels fiihrt zur Quellung der Mitochondrien und schliesslich
zu deren vollstindigen Zerstérung. Wahrscheinlich héngt bei keinen
bisher untersuchten Gebilden die morphologische Integritit so eng
mit dem Stoffwechsel zusammen, wie bei den Mitochondrien. Raaf-
laub®) hat dieses Problem eingehend untersucht.

Die zweite Wirkung des Farbstoffes, nimlich die Hemmung der
Atmung, ist wahrscheinlich komplexer Natur. Die eben erwidhnten
Untersuchungen von Raaflaub?) haben ergeben, dass die Mitochon-
drien bei Abwesenheit eines Substrats, das sie veratmen konnen, ihre
Aktivitit rasch verlieren. Diese Inaktivierung erfolgt bei Gegenwart
von Methylenblau noch bedeutend rascher. Die Versuche wurden in
Warburg-Manometern durchgefithrt, wobei der Farbstoff entweder zu
Beginn dem Hauptraum zugesetzt oder nachtriglich aus dem Anhang
eingekippt wurde. Ein typischer Versuch mit Pyruvat als Atmungs-
substrat ist in Fig. 2 dargestellt. Im Kontrollversuch (Substrat von
Anfang an zugesetzt) verlduft die Sauerstoffaufnahme wihrend der
ganzen Versuchsdauer linear. Wird das Methylenblau mit dem Pyruvat
zusammen in den Anhang gegeben und nachtriglich gekippt (15 Min.
nach Versuchsbeginn), so nimmt die Sauerstoffaufnahme schon nach
wenigen Min. stark ab, wihrend bei nachtriglicher Zugabe von Pyruvat
allein (in Fig. 2 nicht dargestellt) nach dieser Zeit kaum eine Ver-
anderung der Aktivitit festzustellen ist. Wird Methylenblau zu Be-
ginn ohne Substrat zugesetzt, so findet bei nachtriglichem Einkippen
des Substrats (nach 15 Min.) keine wesentliche Oxydation mehr statt;
die Mitochondrien sind wihrend der kurzen Zeit des Kontakts mit
dem Farbstoff, bei Abwesenheit eines Atmungssubstrates, vollig inak-
tiviert worden.

Die Veratmung des Pyruvats durch die Lebermitochondrien wird
im allgemeinen durch Zusatz von Succinat oder Fumarat nicht be-
schleunigt, wie dies im Muskel der Fall ist (Leuthardt & Maurond)).
Diese Tatsache wird durch die beiden mittleren Kurven in Fig. 3
illustriert. Wahrscheinlich enthalten die intakten Granula geniigend
Dicarbonsiduren, um den Citronensidurecyklus in Gang zu bringen.
Wird dagegen Methylenblau zugesetzt, so hat das Succinat einen sehr

1) F. Leuthardt & M. Staehelin, unverdffentlichte Versuche.

%) J. Raaflaub, Résumés des Communications du ITe Congrés International de Bio-
chimie. Paris, Juli 1952, S. 41; wird in Helv. physiol. pharmacol. acta [l (1953) erscheinen.

3) F. Leuthardt & J. Mauron, Helv. physiol. pharmacol. acta 8, 386 (1950).
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starken Einfluss. Fig. 3 zeigt einen derartigen Versuch. Substrat und
Farbstoff befanden sich hier im Anhang und wurden gleichzeitig ein-
gekippt. Ohne Succinat bewirkt das Methylenblau schon wihrend der
zweiten 10-Minuten-Periode eine starke Abnahme der Atmung, Die
Sauerstoffaufnahme ist nach 1 Std. auf den Wert von etwa 3 mm?3 O,
pro 10 Min. abgesunken (Kontrollwert 35 mm?3/10 Min.). Bei Gegen-
wart von Succinat ruft dagegen Methylenblau eine starke Steigerung
der Atmung hervor (94 mm?3 wihrend der ersten 10-Minuten-Periode);
die Sauerstoffaufnahme beginnt erst nach etwa 40 Min. deutlich ab-
zusinken, d. h. der Eintritt der Hemmwirkung wird durch die Dicar-
bonsiure stark verziégert. Dieser Effekt des Succinats, wenn auch
weniger ausgesprochen, tritt auch in Erscheinung, wenn der Farb-
stoff dem Hauptraum zugesetzt und das Substrat erst nachtriglich
zugekippt wird. Die gleiche Wirkung wie Succinat haben auch Citrat,
Fumarat und «-Ketoglutarat. Wir verzichten darauf, diese Versuche
durch Kurven zu illustrieren. Fiir die auffallende Wirkung der Dicar-
bonsduren in Gegenwart des Methylenblaus lisst sich zur Zeit keine
sichere Erklirung geben. Moglicherweise schiadigt der Farbstoff die
Mitochondrien derart, dass ihre Grenzschicht durchlissiger wird und
die im Innern enthaltenen Dicarbonsiduren, eventuell anch gewisse
Kofaktoren, in das Milieu entweichen lisst. Zusatz von Sucecinat,
a-Ketoglutarat oder Citrat wiirde erneut den Ablauf des Citronen-
sdurezyklus gestatten. Gleichzeitig wird damit die erh6hte Permeabili-
tdt das Eindringen des Farbstoffes und seine Reaktion mit den Fer-
mentsystemen der Granula erleichtern.

Uber die Natur der Methylenblauwirkung auf die Mitochondrien
lassen sich nur Vermutungen #Aussern. Wir haben oben bereits er-
wihnt, dass jede Unterbrechung ihres oxydativen Stoffwechsels zur
Zerstorung ihrer Struktur fithrt. Besonders wichtig fiir die Erhaltung
ihrer Struktur scheint das Adenosintriphosphat zu sein. Man kann als
Indikator fiir die Schidigung der Mitochondrien, wie Raaflaub') ge-
zeigt hat, ihre Quellung beniitzen. Durch Zusatz von ATP lisst sich
auch bei Abwesenheit von Atmungssubstraten die Quellung wihrend
langerer Zeit verhindern (Raaflaubl)). Alle Agentien, welche die Re-
synthese des ATP hemmen, werden daher auch zu einer Quellung und
Desintegration der Granula fiithren. In reinem Sauerstoff verlieren die
Mitochondrien ihre Aktivitat rascher als in der Luft. Offenbar sind an
ihrer Inaktivierung oxydative Vorginge beteiligt, z. B. Oxydation
von reaktiven Sulfhydrylgruppen in SH-Fermenten. Moglicherweise
beruht die Wirkung der Redoxfarbstoffe z. T. darin, dass sie die Oxy-
dation derartiger Gruppen katalytisch beschleunigen.

Fiir die Stabilitit der Lebermitochondrien, und damit auch fiir ihr Verhalten gegen
Farbstoffe, spielt ihr Gehalt an Substraten und Kofaktoren eine wesentliche Rolle. Wir

1) J. Raaflaub, Résumés des Communications du ITe Congrés International de Bio-
chimie. Paris, Juli 1952, S, 41; wird in Helv. physiol. pharmacol. acta |1 (1953) erscheinen.
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haben immer wieder beobachtet, dass die aus Lebern von gut gefiitterten Tieren, besonders
im Zustand der Verdauung gewonnenen Granula, gegen Schidigungen aller Art weniger
empfindlich sind, als solche aus den Lebern fastender Tiere. Es ist daher auch verstandlich,
dass, wie wir oben erwihnt haben, die Grosse der beschriebenen Effekte auch bei anschei-
nend gleichen Bedingungen, nicht streng reproduzierbar ist. Um moglichst giinstige Be-
dingungen herzustellen, haben wir unsere Versuchstiere mit einem Gemisch von B-Fak-
toren vorbehandelt, kénnen aber nicht sicher angeben, ob dadurch tatsichlich ein geeig-
netes Versuchsmaterial erhalten werden kann, da wir keinen systematischen Vergleich
zwischen behandelten und nicht behandelten Tieren angestellt haben.

Ahnliche Versuche wurden auch mit anderen Farbstoffen durch-
gefiithrt. Auch beim Janusgriin ist bei Gegenwart von Dicarbonsduren
eine leichte, atmungssteigernde Wirkung vorhanden. Sie erreicht aber
bei einer Farbstoffkonzentration von 107%-m. nur etwa 209, gegen-
iiber der Kontrolle (Redoxpotential von Janusgriin = — 0,257 Volt,
vgl. Barron & Hoffmann)). Etwas anderer Art scheint die Wirkung
des Pyronins und Triphenyltetrazoliumehlorids zu sein. Hier zeigt sich
keine Andeutung einer Atmungssteigerung. Wihrend den ersten bei-
den 10-Minuten-Perioden ist im Gegenteil die Sauerstoffaufnahme
eher kleiner als spater. (Bei 107%-m. Farbstoffkonzentration und Pyru-
vat als Substrat, z. B. 11 mm? von 0—10 Min., 20 mm? von 50 —60
Min. Entsprechende Werte fiir die Kontrolle ohne Pyronin: 25 mm?
und 36 mm?3.) Pyronin kann sich mit Nukleinsduren verbinden und
wird daher in der Cytologie zur Firbung der Nukleinsdure enthal-
tenden Strukturen beniitzt. Man kénnte also hier an eine Blockierung
nukleinsidurehaltiger Strukturen durch den Farbstoff denken. Es ist
vollig unbekannt, ob durch eine Bindung des Farbstoffs an die sauren
Gruppen der Ribosenukleinsidure, die Fermentaktivitit der Mitochon-
drien gehemmt werden kann. Die Hemmung der Succinoxydase durch
Ribonuklease (Potter & Albaum?), Zittle®)) kann hier nicht zum Ver-
gleich herangezogen werden. Die Hemmung braucht hier nicht durch
eine direkte Folge des Abbaues der Nukleinsdure zustande zu kommen,
sondern konnte auch durch die Bildung stark hemmender Abbau-
produkte erklirt werden. Nach Schneider?) ist iiberhaupt die Hem-
mung der Succinoxydase durch eine Verunreinigung der Ribonuklease-
priparate bedingt.

Experimenteller Teil.

Chemikalien. Methylenblauchlorid: J. D. Riedel-de Haén; Janusgriin B: Farbwerke
Hoechst; Triphenyltetrazoliumchlorid: Bayer, Leverkusen; Pyronin, Base: C1BA4, Basel.

Tiermaterial. Weisse, weiblichc Ratten (eigene Zucht), die ausschlicsslich Fleisch
als Futter erhielten, wurden jeweils 24 Std. vor Versuchsbeginn auf Hungor gosctzt. Das
Gewicht der Tiere betrug im Durchschnitt 270 g. Fiir die Versuche mit Methylenblau er-
hielten die Tiere vorher 0,6—2 ¢cm? Riboflavin (10 mg/cm?) oder je 0,2 cm3 Becozym
cingespritzt. : ‘

1) E.S.G. Barron & L. A. Hoffmann, J. Gen. Physiol. I3, 483 (1930).

) V. R. Potter & H.G. Albaum, J. Gen. Physiol. 26, 443 (1942/43).
3) Ch. Zittle, J. Biol. Chem. 162, 287 (1946); J. Franklin Institute 241, 154 (1946).
4y W. C. Schneider, J. Biol. Chem. 164, 241 (1946).

o
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Methoden.

Darstellung der Mitochondrien: Es wurde die Methode von Leuthardt &
Mallert) mit isotonischer Kaliumchlorid- und Mannitlésung verwendet.

Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs: Sie erfolgte manometrisch nach der
Methode von Warburg bei 38° mit Luft im Gasraum.

Messung der Succinodehydraseaktivitit: Bei der Durchfiihrung von Hemm-
versuchen der Succinodehydrase mit Farbstoffen gelangte die Methode von Schneider &
Potter?) zur Anwendung. Als Fermentpriparat verwendeten wir 0,1 bzw. 0,2 cm?® einer
vierfach verdiinnten Mitochondriensuspension. Zur Hemmung benutzten wir die Farb-
stoffe Janusgriin B, Toluidinblau und Pyronin in Endkonzentrationen von 10—*—10-%-m
Die Farbstoffe befanden sich jeweilen wihrend der ersten 10 Min. (Temperatureinstellungs-
zeit) im Seitenarm, bevor sie zum Milieu zugekippt wurden. Die Ablesungen erfolgten in
Abstanden von 10 Min,

Pyruvatoxydation: Das Versuchsmilieu wurde nach den Vorschligen von Leut-
hardt & Mauron®) hergestellt., Der Ansatz enthielt jeweils 0,6 cm? eines 0,04-m. Phosphat-
puffers mit einem pH von 7,42; 0,4 cm3 0,1-m. Magnesiumsulfat; 0,3 cm® ATP (10 Mikro-
mol/em?®); 0,5 cm? eines 0,05-m. Substrates; 0,3 cm® Mitochondriensuspension; 0,4 cm?
einer 0,5-m. Kaliumchloridlgsung ; 0,3 cm?® der Farbstoffe in Konzentrationen von 10~2 bis
1075-m.; Wasser bidest. ad 3,0 cm3. Zur Absorption der Kohlensiure wurde Filterpapier
in den zentralen Hohlzylinder gebracht und mit 0,4 cm?® 2-n. Natronlauge getriankt.

Als Substrate wurden Pyruvat, Fumarat, Succinat, Citrat und a-Ketoglutarat ver-
wendet; daneben gelangte ferner Pyruvat in Mischung mit je einem der andern Substrate
im Molverhiltnis von 10:1 zur Untersuchung.

Durchfithrung der Farbstoffversuché: Nach den ersten 10 Min. Schiitteln zum Tem-
peraturausgleich wurden die Hahnen geschlossen und nach weiteren 5 Min. die erste Ab-
lesung gemacht. Unmittelbar darauf wurde der Inhalt des Seitenarms zugekippt und nach
5 Min. (20 Min. Gesamtinkubationsdauer) wieder abgelesen. Die so ermittelten Werte wur-
den als Nullwerte angenommen.

Es gelangten folgende Farbstoffe zur Anwendung: Methylenblau, Janusgriin B,
Pyronin und Triphenyltetrazoliumchlorid. Dabei wurde vor allem der Einfluss des Methy-
lenblaus auf die Pyruvatoxydation untersucht. Fiir den sogenannten Methylenblaueffekt
wurde eine Endkonzentration von Methylenblau von 10—3-m. verwendet.

SUMMARY.

1. The influence of several basic dyes on the oxygen consumption
of liver mitochondria in the presence of succinate and pyruvate has
been studied. The oxidation of succinate is strongly inhibited by dye
concentrations above 10-* m

2. Addition of methylene blue (10~% m) initially accelerates the
oxidation of pyruvate, but after a variable time the oxygen con-
sumption drops to very small values. This characteristical action of
methylene blue is particularly evident when the substrate is composed
of pyruvate and minute amounts of succinate, fumarate, a-ketoglu-
tarate or citrate. In the absence of methylene blue these dicarboxylic
acids have no influence on the rate of the pyruvate oxidation.

Y F¥. Leuthardt & A. F. Miuller, Exper. 4, 278 (1948).

2y W. C. Schneider & V. R. Potter, J. Biol. Chem. 149, 217 (1943); ferner cit. in
W. W. Umbreit, ,,Manometric techniques and related methods®. Burgess Publ. Comp.,
Minneapolis 1946, S. 95.

3y F. Leuthardt & J. Mauron, Helv. physiol. pharmacol acta 8, 386 (1950).
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3. The analysis of this methylene blue effect shows that there
must be two superimposed actions: a) an acceleration of the respira-
tion, analogous to the stimulation of the erythrocyte respiration in
the presence of methylene blue as described by Barron & Harrop;
b) an irreversible damage of the mitochondria by the dye, resulting
in the inactivation of the respiratory system.

Ziirich, Physiologiseh-chemisches Institut der Universitéit.

64. Uber eine einfache Synthese von Flavyliumfarbsalzen

von R. Wizinger und A. Luthiger?).
(13. I1. 53.)

Im Rahmen einer Untersuchung iiber Thiopyryliumsalze, bei wel-
cher auch eine Anzahl Thioflavyliumsalze erhalten worden war, er-
schien es wiinschenswert, die analogen Farbsalze der Flavylinmreihe
zum Vergleich heranziehen zu kénnen. Schon 1936 hatte der eine von
uns gemeinsam mit Frl. Dr. A. Griine in einer Reihe von Vorversuchen
festgestellt, dass sich Flavylinmfarbsalze leicht darstellen lassen durch
Kondensation von Flavon mit tertiiren aromatischen Aminen und
mit Diaryl-dthylenen.

Wir haben nun einige dieser Farbsalze analysenrein gewonnen.
Zur Kondensation geniigt es, die Komponenten in Phosphoroxychlorid
wenige Minuten zu erwéirmen, dann wird in Eisessig aufgenommen und
der Farbstoff mit wisseriger Natriumperchloratlosung gefillt. Die Per-
chlorate lassen sich durchwegs gut umkristallisieren.

Als passive Komponenten verwendeten wir Dimethylanilin, Ani-
syl-phenyl-dthylen, Dianisyl-dthylen, Phenyl-p-dimethylaminophenyl-
dthylen, Bis-(p-dimethylaminophenyl)-dthylen:

‘\> *> 9+
é s . POC, /Q /.
OV—(C \7" Al ‘Vn_ S A -

o\i =0+ >NCH),  — 0\1‘;_/@ O N(CH,), | X
CoH, CeH; .J
< T S SN |
0/ 00+ CHy= /\ B / \(, CH= C/<‘)_A X
Y AN O T TN O

CH, CH

A — CH,0—, (CH,),N—, A’ = H—, CH,0—, (CH,),N—.

1) Uber dieses Thema wurde bereits kurz berichtet auf der Sommerversammlung
der Schweiz. Chem. Ges. in Luzern am 29. 9. 1951 ; vgl. Chimia 6, 16 (Heft 1, 1952).





