17171

von Uberschwefelsiure nicht oxydiert?®). In dem MafBe, wie sie ecinfliefit,
wird sie verbraucht; als Indicator hierbel kann man eine Spur Jod benntzen.

Danach ausgefiihrte Bestimmungen von Caroscher Sdure einerseits
mit Sulfit und andererseits mit Jodkalium-Thiosulfat zeigten gute Uber-
cinstimmung. Es ist bei der Sulfi{-Titration nur die Vorsicht geboten,
dafl man die Sulfit-Losung durch Zusatz von ca. 29/, Alkohol bestindiger
stellt.  Dann hilt sie sich innerhalb 48 Stdn. konstant, geniigt also allen
Anspriichen des vorliegenden Talles.

Naclh den gesamten obigen Ausfilhrungen ergibt sich als genaueste
und einfachste Beslinmnungsniethode cines Gemisches, in dem sich Wasser-
stoffsuperoxyd, Carosche Siure und Uberschwelelsiure befinden, die fol-
gende:

Das  Wasserstoffsuperoxyd wird zundchst in schwefelsaurer Losung
mit Kalinmpermanganat titriert, dann wird diese Losung durch Natrium-
acelat-Zusatz cssigsauer gestellt und die Carosche Siure mit Sulfit be-
stimmt.  Schliefilich wird die Uberschwefelsiure mit eingestellter Ferro-
sulfat-Losung in der Wirme und Zuriicktitration des Uberschusses mit
Kaliumpermanganat analysiert. Diese Bestimmuungsmethode liBt sich noch
dadurch kontrollieren, dafi man auBerdewr den gesamten aktiven Sauer-
stoff. wie anfangs angegeben, bestiramt.

Die Genauigkeit der obigen Melhode zeigt die folgende Tabelle.

Vers.-Nr. (i:;{m&t H;0, H3S80s H'g izf.os H’b?r_o"
1 13.12 8.32 3.55 1.21 1.25
2 23.712 3.39 6.43 13.95 13.91
3 5.05 0.0 1.98 3.03 3.07
4 16.38 1.73 10.75 3.90 390
5 19.75 5.18 7.00 6.52 6.57

Berlin-Charlottenburg, Technische Hochschule.

274. Karl Josephson: Bemerkung zur Schiffschen Puchsin-
schwefligsiure-Reektion auf Aldehyde. -
[Aus d, Biochem, Laborat. d. Hoclischule Stockholm.]
(Eingegangen am 16. Mai 1923.)

Bei Anwendung des IFuchsin-schwefligsiiyre-Reagenses zur Priifung des
finzvins Saccharase auf eine eventuell vorhandene Aldehydgruppe stiell
ich auf einige Tatsachen, die unzweifelhaft zu groBer Vorsicht bei der
Deutung eines scheinbar positiven Ausschlags der Reaktion mit Fuchsin-
schwefliger Siure mahnen.

Die zuerst von Schiff!) euntdeckte Firbung einer vorher mit schwef-
liger Siure enifirbten Fuchsinlésung ist bekanntlich eine der hiiunfigst ge-
brauchten Farbreaktionen auf Aldehyde. Die Natur dieser Reaktion scheint
jedoch his in die letzte Zeit nicht ganz sichergestellt gewesen zu sein. Be-
ziighich idlterer Untersuchungen ber die Fuchsin-schwefligsiure-Reakiion

10y Miller und Schellhaas, L ¢.; Palme, L c
1) A. 40, 131 [1866]); C. r. 64, 482 [1867].
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anf Aldehyde kann ich auf das Werk von H. Meyer, »Lehrbuch der orga-
nisch-chemischen Methodik«?), sowie auf die eingehende und aufklirende
Abbandlung von Wieland und Scheuing, »Die Fuchsin-schweflige Siure
und ihre Farbreaktion mit Aldehyden«?) verweisen.

Im aligemeinen wird der positive Ausschlag der Reaktion als ein ziem-
lich eindeutiger Bewets fiir die Anwesenheit von freien Aldehydgruppen
angesehen+). Nach den hier zu besprechenden Tatsachen sollte die Reaktion,
um entscheidend zu sein, unter bestinmten Versuchsbedingungen beziig-
lich der Aciditit ausgeliibrt werden. Wenn die Reaktion nicht zu schwach
ist, scheint auch der von Aldehyden im allgemeinen hervorgerufene violetie
Farbton als ziemlich eindeutig angesehen werden zu koénnen.

Die ersten experimentellen Tatsachen, welche zur Entdeckung der
hier zu besprechenden Verhiltnisse fiihrten, waren die folgenden: Bei der
Prifung eines hochmolekularen Stoffes, wie der Sacclharase, auf Anwesen-
heit einer Aldehydgruppe schien es von Bedeutung, dic Substanz in groBt-
moglicher Konzentration zu untersuchen. Um dies ohne Aufbielung einer
grofleren Menge des kostbaren Materials zu erméglichen, wurde elwas von
dem feslen Priparat mit wenigen Tropfen des Fuchsin-schwefligsiure-Reagen-
ses5) ibergossen. Es trat dann nach einigen Minuten eine deutliche Rot-
firbung hervor. ' , A

Nachdem diese Farbreakiion der Fuchsin-schwefligen Siure mit Saccha-
rase konstatiert worden war, wurden einige andere Stoffe, welche in ‘ihren
Eigenschaften mit der Saccharase zuin Teil iibereinstimmen oder auch
sonst binsichtlich der vorliegenden Arbeit von Interesse waren, zur Unter-
suchung gebracht. Die Versuche wurden in derselben Weise wie im Falle
der Saccharase vorgenommen, also durch UbergieBen der festen Substanz
mit einigen Tropfen des Fuchsin-schwefligsiure-Reagenses. Das Resultat
der Untersuchung war folgendes:

Glykose . . . . . . . . . . . . keine Firbung
Hefegummi . . . . . . . . . keine Farbung
Stiirke nach Llnlner .« + + « . . keine Firbung
Stirke nach Zulkowsky . . . . . keine Farbung
Kartoffelstirke . . ., . . . . . . . schwache Rotfirbung
Pepton (Wittc) . . . . . . . schwache Rotfarbung
Casein nach Hammarstcn . . . . . Rotfirbung
Serum-Albumin . . . . . . . . . Rotfirbung

Eier-Albumin . . Rotfirbung.

Die Firbung trat im allvememen nach einigen Minuten hervor. Nach
den verschiedenen Arten der untersuchien Stoffe kann mit gréfter Wahy-
scheinlichkeit geschlossen werden, daB die Fiirbung nicht auf die Anwesen-
heit freier Aldehydgruppen zuriickgefiihrt werden kann. Vielmehr ist es
nicht ausgeschlossen, daB solche Verbindungen wie Eiweillstoffe salz®
artige Verbindungen mit der schwefligen Siure eingehen
kénnen, und daB ein Teil der letzteren dem Farbstoff entzogen
wird, wodurch die rote Farbe des freien Fuchsins wieder zum

2) Verlag J. Springer, Berlin, 4. Aufl, [1922], 1, §25.

3) B. 54, 2527 [1921].

4) siehe z. B. Feulgen, H. 123, 197, u.zw. 202 [1922].

5) Das Reagens war hergestellt durch Einleiten von SO; in die 0.025-proz. Losung
des Fuchsins bis zur Entfirbung und nachherige Entfernung des uberschiissigen 50,
im Vakuum.
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Vorschein kommt. Der Farbton ist auch ibereinstimmend mit dem
des Fuchsins, ohne den von Aldehyden im allgemeinen hervorgerufenen
violetten Stich zu zeigen.

Wice erwihnt, wurde in den vorhergehenden Versuchen die zu unter-
suchende Substanz in fester Form mit dem IFuchsin-schwefligsiure-Reagens
zusammnengebracht. Die Firbung trat anch unmittelbar an der festen Substanz
auf, wo die Konzentration am groBten war. Auch konzenirierte Lésungen
von Eiwciistoffen, die keine ungeldste Substanz enthalten, geben Rotfirbung.

Der folgende Versuch gab Anregung zu l[ovigesetzten Untersuchungen
mit der Fuchsin-schwefligen Siure und speziell der Empfindlichkeit der-
selben gegen kleine Schwankungen der Aciditiit der Versuchslésung:

Eine verd. Losung von Serum-Albumin gab mit dem Reagens keine
Iirbuny. Nachdem aber etwas Natriumacetat hinzugesetzt war, irat
die Roffirbung hervor. Auch hei'der folgenden Priifung der reinen Acetat-
losung wurde eine deutliche Rotfirbung des Reagenses erhalten. Bei Zu-
satz von ein wenig verd. Essigsiure zu der Acetatlosung wurde die Intensitit
der von dem Reagens hervorgerufenen Rotfdirbung noch gesteigert. Wenn
aber der Siiurezusalz gesteigert wurde, verminderte sich die Rotfiirbung
allméhlich. :

Die Farbeniatensitit scheint also von der Aciditiit der Losung wesent-
lich abhingig zu sein, und zwar ist die Firbung reversibel in solcher Hin-
sicht, dafl bei Uberschreitung des Aciditits-Optimums der Farbenintensitit
die Firbung (eilweise zuriickgeht.

Versuche iiher die Firbung der Fuchsin-schwefligen Sdaure
- durch verschiedene Puiferléosungen.

Die TFirbung der Fuchsin-schwefligen Siure durch Acetat-Puffer ver-
schiedener Aciditit konnte von einer Verunreinigung des angewandten Acetats
oder Lssigsiure herriihren. Allerdings wurde Rotfiirbung auch mit Phos-
phat-Puffer erhalten, und zwar wurde durch hesondere Versuche festge-
stellt, daB die I'arbenintensitit im groflen und ganzen in derselben Weise
mit der Aciditit der Losung sich indert, wenn anstatt des Acetats Phosphat
als Puffer verwendet wird.

Die Fiérbung ist jedoch stirker unter Anwendung von Acetat-Puifer
als wenn man Phosphat-Puffer von gleicher molekularer Konzentration ge-
braucht. 3o lange die Pufferlésungen verdiinnt sind, ist die Firbung  von
der Pufferkonzentlatlon deutlich abhingig. Die folgenden Versuche zeigen
diese Verhiltnisse niher. Es wurden die folgenden Mischungen hergestellt:

cem Phosphatgemisch 0.3-n, pH-——59 . . 03 05 1.0 15 20
cem dest. Wasser . . . . .. 1.7 15 10 05 0.0
cem Reagens . . . . . . . . ., . . 05 05 05 05 05

-

Nach einigen Minuten war die Firbung in den ersten zwei Mischungen
kaum wahrnehmbar. In den ibrigen mit der Konzentration deultlich ge-
steigerte Rotfirbung. Bei Anwendung von Acetat war die Empfindlichkeit
=ehr groBl. In fiinf Reagensrohren wurden die folgenden Mischungen her-
vestellt:

Tropfen Acetatgemisch 0.5-n. pH =50 . 1 2 3 4 5
cem dest. Wasser . . . .. 20 20 20 20 20
cem Reagens . . . . . . ., . . . . 03 03 03 03 03

Nur im ersten Rohr war die Firbung nach einigen Minuten kaum wahr-
nehmbar, wihrend in den anderen Rohren die Firbung sehr deutlich war,
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und zwar stieg die Intensitiit der Firbung mit der Zahl der zugesetzten
Troplen Acetat-Puffer.
Bestimmung des Aciditits-Optimums der Farbenintensitit

Die untenstehende Tabelle zeigt das Ergebnis der Bestimmung des
Aciditits-Optimums der Farbenintensitiit unter Anwendung von Phosphat-
Puffer. Die Phosphatlosungen waren hergestelit aus Kaliumphosphat resp.
Natrinmphosphat, »Kahlbaum, zu Enzymstudien nach Sérensen«. Die
Losung von KH,PO, war 0.34-n. und die von Na, HPO,--2H.0 0.29-n. Dic
Pufferlosungen verschiedener Aciditiit wurden erhalten durch Mischen von
den in den zwel erslen Kolumnen angegebencn Volumina der heiden Phos-
phalléosungen. Die Bestimungen der Aciditiit der Puffermischungen warden
colorimetrisch  ausgefithet ¢). Es wurde keine Korrektur wegen des Salz-
fehlers eingefiihrt. Das LErgebniz kann natiivlicherweise nur als ovientie-
rewl angesehen werden. '

Zu jedem Versuch wurden 2ccin Phosphatgemisch und 0.5 cem Fuchsin-
schwefligsdure-Reagens verwendet.

Das Aciditits-Optimum der Farbeunintensitiit dirfte also in der Nihe
von puy =0 liegen.

Phosphatlysung im Gemisch

KH; POy, 0.34-n. NagHPO, + 2H30, 0.2-n. PH Firbung
ccm ccm :
40 0 2.97) | keine
40 0 4.5 schwach rof
39 1 5.5 schwach rot
33 2 5.9 rot
31 3 6.1 rot
35 5 6.3 rot (schwiicher)
20 ; 20 7.2 schwach rot

(3 l 34 7.8 schwach rot

Beziiglich einer Lrklirung dieser IFirbung der Fuchsin-schwefligen Siuro
konnte die Oxydation eines Teiles der schwefligen Sdure durch den in der
Lasung geliosten Sauerstoff in Betracht kommen. Diese Oxydation kounte
bei verschicdener Aciditit mil verschiedener Geschwindigkeit erfolgen. Gegen
diese Urklirung spricht jedoch ein Versuch, durch Einleiten von Luft die
Firbung zu vertiefen. Der Versuch fiel niimlich negativ aus. LEine andere,
nich( uuwahrscheinliche Erklarung ist die Bindung der schwefligen Siure
als Sulfit. Die Abhiingigkeit der Aciditiit konnte hierdurch ihre Lrklirung
finden. Auch der Einflall der Puffer-Konzentration wird verstiindlich.

Aus den vorhergehenden experimentell gefundenen Tatsachen geht her-
vor, daB die Fuchsin-schweflige Siure als spezifisches Reagens auf Alde-
hvd: mil Vorsicht verwendet werden mufB. Zwar waren die in den mitge-
feitten  Versuchen crhaltenen Fiirhungen mnicht von der violetten Nuance,
die von Aldehyden mit der Fuchsin-schwefligen Siiure hervorgerufen wird,
sondern der Farbton stimmie mit der roten Farbe des freien Fuchsins iiber-
cin. Wenn die Lasung schwach ist, tiuscht man sich jedoch leicht.

Nur bei einer Aciditiit unter py=3 (Rotfirbung von Methyl-
oranvei scheinen die als Puffer verwendeten Salze keine Fir-

6) Michaelis, D. Mcd. Wochenschr. 1920, Nr. 45; 1921, Nr. 17
77 Zusatz von einigen Tropfen Phosphorsaure, -
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bung des Fuchsin-schwefligsiurc-Reagenses hervorzurufen.
Auch die anderen, keine Aldehydgruppen enthaltenden Substanzen, die,
wie dic EiweiBstoffe (wenn sie in griBerer Konzentration vorhanden sind)
eine Firbung des Reagenses hervorrufen kdnnen, scheinen bei geniigend
starker Aciditit die Farbreaktion nicht zu geben.

Bei der Priiffung von unbekannten Substanzen auf Anwesenheit von
freien Aldehydgruppen scheint es also zweckmiiBig, wenn der Iarbton
nicht mit Sicherheif ausschlaggebend sein kann, vor der Priifung durch Zu-
satz von wenig Siure oder Puffergemisch die Aciditil der Versuchslosung
50 einzustellen, dal py einen Wert unter 3 (Rotfirbung von Methylorange)
erhill. GroBere Mengen S#ure storen, wie lingst bekannt, die Iuchsin-
schwefligsdure-Reaktion aul Aldehvde, auler auf Formaldehvd.

275. Hermann Leuchs und Walter Hempel: Uber das violette
Sulit aus Kakothelin und andere Derivate davon. (Uber
Strychnos-Alkaloide, XXXIX.)

[Aus d. Chem. Inslitut d. Universital Berlin.]

(Eingegangen am 29. Mai 1923) .

Ahnlich dem Methyl-kakothelin -selzt sich auch das Kakothelin,

Cz  Hy; O; N HNO;, selbst mit Natriumsulfit unter bestimmten Bedin-

gungen glatt zu einem tiefvicletten Koérper C, Hy O; Ny HySOg um, worin

der mit der Siure vorbundene Rest dem urspriinglichen isomer ist. Da

der Farbwechsel von Rotgelb zu Violett den Ubergang eincs Chinons in ein

Hydrochinon, das sich weiter zu einem neuen Chinon wnlagert, anzeigt,

so muf auch hier die schweflige Siure diese Reduktion ohne Ubertiragung

von Wasserstoff von anfen durch einfache Anlagerung an den Chinpn-
Kern bewirkt haben:

Y | HO
B 0N .'/\H.lli.cogﬂ _H 0N ],.R.COEH
:N.80,H Hl_I.NH :N.0.50s. ~.NH
0 H O
OH OH
H O,N."'J\].I‘{.CO,H , HHON: . R.COH
N.0.80,.. ). NH :N.0.50;. L N
OH 0H

Demnach entsteht zunichst das innere Salz einer Sulfonsiure INH.O —
5(0;z).C: oder einer Phenylschwelligsiure :NH.O-—S(:0).0.C:, das sich
zu einem Hydrochinon enolisiert und weiter in ein Chinon mii der .Iso-
nitrogruppe umlagert. Im Einklang mil dieser Auffassung steht, dab die
schweflige Saure nicht mehr nachweisbar ist: Kouz. Schwefelsiiure spaltet
sie ebenso wenig ab, wie sie durch verd. Salpetersiure oxydiert wird. Durch
diese wird vielmehr allein das violette Hydrochinon in ein rotgelbes Chinon
CoyHi30;: Ny, Hy SO, mit gleichfalls fest gebundener schwefliger Siure ver-

1y B 51, 1877 (18], 55, 3936 1922
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