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schied entsprechend den Angaben von J. Gadamer das schwer losliche
Mercuroacetat aus. Nach 12-stdg. Stehenlassen wurde klar filtriert und mit
NaCl-Lésung das quartire Chlorid ausgefillt. Durch Losen in heilem Wasser
und Versetzen mit KJ wurde das Jodid erhalten, das im Vakuumréhrchen
bei 224—225° unter Braunfirbung und Bldschenbildung schmolz.

Schon bei lingerem Liegen der Base IV an der Luft tritt geringe Autoxy-
dation unter allmihlichem Gelbwerden auf.

6.7-Dimethoxy-1-{3.4.5-trimethoxy-benzylj-isochinolin.

Zur Gewinnung dieser Base erhitzten wir 0.2005 g der Verbindung II
mit 0.0987 g Pd-Mohr. im Kugelréhichen 45 Min. im Paraffinbad auf genau
200°. Die Losung des Reaktionsproduktes in Ather wurde eingeengt, worauf
nach kurzer Zeit Krystallisation erfolgte. Schlielllich wurde die Base iiber
das Hydrochlorid gereinigt und nochmals aus Ather krystallisieren gelassen.
Auf diese Weise wurden 0.1048 g 6.7-Dimethoxy-1-[3.4.5-trimethoxy-benzyvl -
isochinolin erhalten. Schmp. 152.5—1535°9.

5.275 mg Sbst.: 13.135 myg CO,, 3.000 mg H,0.
CyyHyON.  Ber. C 68.27, H 6.27. Gef. C 67.95, II 6.36.

Das Pikrat dieser Base krystallisierte aus Alkohol und schmolz bei
185—-186°.

57. Richard Kuhn und Kurt Wallenfels: Dehydro-echinochrom.

[Aus d. Kajser Wilhelm-Institut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Biologie.]
(Eingegangen am 12. Midrz 1942))

Als Derivat des Naphthazarins, das einerseits zum 1.4.5.8-Tetraoxy-
naphthalin hydriert, andererseits zum Naphthodichinon-(1.4.5.8) dehydriert
werden kann, sollte auch das Echinochrom (I) befihigt sein, nicht nur
2 H-Atome aufzunehmen, sondern auch 2-H-Atome abzugeben. Im Hinblick
auf die Mdglichkeit der Beteiligung des Farbstoffs an Wasserstoffverschie-
bungen in den Eizellen von Arbacia ist bisher nur der Ubergang in die farblose
Dihydro-Stufe II erortert worden, die als Heptaacetyl-Verbindung in
krystallisierter Form erhalten werden konnte!). Den Ubergang in ein Dichinon
unter zellméglichen Bedingungen mochte man fiir weniger wahrscheinlich
halten, da das von K.Zahn?) entdeckte Naphthodichinon-(1.4.5.8) nur
durch ein so starkes Oxydationsmittel wie Bleitetraacetat erhiltlich und in
wiBr. Losung unbestindig ist. Andere Dehydrierungsmittel, die man zur
tpefithrunre von Hydrochinonen in Chinone anzuwenden pflegt, versagen
beim Naphthazarin.

Durch Einfiihrung von Hydroxylgruppen wird jedoch das Redox-
potential der Naphthochinone, wie L. F. Fieser®) und X. Wallenfels*)
fanden, zunehmend negativer. Das I.eukoechinochrom mit 7 phenolischen

1) B. 72, 1407 [1939].

?) K. Zahn u. P. Ochwat, A. 462, 86 [1928].
3) Journ. Amer. chem. Soc. 50, 439 [1928].

4) Unveroffentlicht.
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OH-Gruppen iibertrifft an Reduktionsvermdogen alle Dihydro-Verbindungen
der Naphthochinone mit geringerer Hyvdroxylzahl. Es war daher zu erwarten,
daBl auch das Potential fiir Echinochrom = Dehvdro-echinochrom
-~ 2H sehr viel negativer liegen werde als fiir den Ubergang von Naphthazarin

in Naphthodichinon und in ein physiologisch interessantes Gebiet fallen werde.

Schiittelt man die rote Lésung von Echinochroni®) in Ather mit Silber-
oxvd oder Bleidioxyd, so geht die Farbe in helles Gelb iiber. Beim
Finengen der Atherlosung scheidet sich das gebildete Dehydro-echino-
chrom in gelben Blittchen ab. Es ist in Wasser, Alkohol und Ather sehr
leichit, in Petrolather schwer 16slich und besitzt die Zusanunensetzung eines
Monohydrats C,HgO, -- HyO, wenn es bei 35° iiber Phosphorpentoxyd
getrocknet wurde. Das Absorptions-Spektrum in Methanol (Abbild. 1) zeigt
2 Maxima, die bei 386 und 258 mp liegen.

Die praparative Darstellung von Dehydro-echinochrom gelingt auch
mit Unterchloriger Sdure in wilr. Losung, wenn die fiir 1 Atom O be-
rechnete Menge HOC! angewandt wird; ein Uberschull an Unterchloriger
Sdure zerstort den gebildeten Dehydro-Ifarbstoff. Mit Dichlorphenol-
indophenol, dem Reagens auf Ascorbinsiure, 1it sich Fchinochrom in
wiir. Losung bei py 5—06 titrieren, doch werden, da es zur Einstellung eines
Gleichgewichts kommt, etwa 1109, d. Th. Indophenol bendétigt, bis nahezu
alles Echinochtom verschwunden ist. Chinon reagiert mit Echinochrom
in trocknem Dioxan nicht, wohl aber auf Zusatz von Wasser. Auch diese
Umsetzung bleibt, wenn mman auf 1 Mol. Echinochrom 1 Mol. Chinon ein-
wirken 148t, unvollstindig und fithrt nur zu einem Gleichgewicht (Chinhydron-
bildung). Noch unvollstandiger verlief die Dehydrierung durch $-Naphtho-
chinon in Dioxan-Wasser. Mit «-Naphthochinon trat iiberhaupt keine Um-
setzung ein.

Diese Versuche gestatten die Lage des anscheinenden Redoxpotentials
(ARP) zu schiatzen. Viele Versuche, das Potential elektrometrisch zu messen,
sei es durch oxydierende Titration von Echinochrom, sei es durch reduzierende
Titration von Dehydro-echinochrom, sind bisher ergebnislos verlaufen.
Von den gepriiften freien Radikalen reagierte a-Trinitrophenyl-8.3-diphenyl-
hydrazyl in Chloroform mit Echinochrom gar nicht; Porphyrexid und Por-
phyrindin, die in wallr. Losung angewandt wurden, sind zu energische Mittel,
denen das gebildete Dehydro-echinochrom schon anheimfillt, wihrend
noch unverindertes Echinochrom vorhanden ist. Hervorzuheben ist die
Bestandigkeit des Echinochroms gegen verd. Wasserstoffperoxyds).

Das Dehydro-echinochrom setzt aus verd. Jodwasserstoffsiure kein Jod
in Freilieit. Auch durch Ascorbinsidure, Cystein und SH-Glutathion kann
es in schwach saurer Losung nicht zu Echinochrom hydriert werden. Das
einzige, uns bekannte Mittel, das in schwach saurer Losing eine glath Ke-
duktion zu Echinochromn bewirkt, ist Schwefelwasserstoff. Diese Reaktion
erfordert etwas Zeit. Sie gestattet einen empfindlichen Nachweis und die
quantitative Bestimmung von Dehydro-echinochrom in Ldsungen (Ausithern
und colorimetrische Bestimmung des Echinochronis). Das durch H,S

%) Im folgenden ist unter Echinochrom stets Echinochrom A (Schmp. 220% zu ver-
stehen. Entsprechende Versuche mit Echinochrom B und C stehen noch aus.

%) Die Reaktion mit Peroxydase und Hydroperoxyd beschreiben K. Wallenfels
u. A. Gauhe.
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gebildete FEchinochrom féllt bei geniigender Konzentration unmittelbar
krystallisiert aus. Es wurde durch Schmelzpunkt und Absorptionsbanden
identifiziert. In schwach bicarbonathaltiger Loésung wird der hellgelbe
Delhvdro-Farbstoff durch verschiedene zelleigene Reduktionsmittel wie
Ascorbinsiure, Cystein und SH-Glutathion leicht zum roten Echino-
chrom hydriert. Bei Anwesenheit von Natriumbicarbonat kann man auch
mit Hydrazobenzol und 1.4-Dioxy-naphthalin, nicht dagegen mit Hydro-
chinon oder Leukolactoflavin reduzieren; mit Natriumdithionit (Na,S,0,)
tritt voriibergehend Rotfirbung (Kchinochrom), dann Entfirbung (Bildung
von Leukoechinochrom) ein.

Zusammenfassend 148t sich sagen, dall die Natur im Farbstoff der Eier
von Adrbacia (I) durch die hohe Hydroxylierung des 2-Athyl-naphthalins
cine Verbindung lervorbringt, die sicli in doppelter Weise an Reduktions-
Oxvydations-Vorgingen entsprechend den Formeln IIT 22 T 7> II beteiligen
kann. Sowohl die Hydrierung zur Ieuko-Verbindung IT als auch die
Dehydriernng zum Dehydro-echinochrom (III) sind umkehrbar und spielen
sich in Potentialgebieten ab, die denjenigen bekannter Dehydrase-Systeme
entsprechien. Wir haben gefunden, dall gdrende Hefe Dehydro-echinochrom
zu Iichinochrom .reduziert. Ahnlich wie das krvstallisierte Echinochrom
verhilt sich der in den FEizellen an hochmolekulare Triger gebundene
Farbstoff. An violettroten Arbacia-Eiern, die allerdings schon lingere Zeit
unter konz. Ammonsulfatlosung aufbewahrt waren, konnte festgestelit
werden, dall Chinon sehr starke Farbaufhellung nach Hellorange bewirkt.
Beim anschliefenden Einleiten von Schwefelwasserstoff kehrte die urspriing-
liche dunkelrote Farbe zuriick.

Das Absorptions-Spektrum, die Ldéslichkeitseigenschaften, die Bildung
eines Mono- und eines Dihvdrats sowie das Verhalten gegen Reduktionsmittel
machen es wahrscheinlich, daB im Dehydro-echinochrom nicht ein sub-
stituiertes Naphthodichinon-(1.4.5.8), sondernein Derivat des 1.2.3.4-Tetra-
keto-tetrahydronaphthalins vorliegt.
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Aus 23-Dioxy-naphthazarin (IV) erhielten wir mit Silberoxyd

einen Dehydrokérper,

der wie das Dehydro-echinochrom
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Abbild. 1. Absorptionsspektren in Methanol.

Abszissen: Wellenlangen in my,
2.30
c-d

Ordinaten: » = - log I; (¢ in Mol/l, din cm).
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x— Dehydro-echinochrom-hydrat (III)

--0--3-- 5.8-Dioxy-1.2.3.4-tetraketo-tetra-

hydronaphthalin-hydrat (V)

in hellgelben
Blattchen krystallisiert und diesen
auch im Absorptionsspektrum
(Abbild. 1), in der Fahigkeit zur
Hydratbildung, im spezifischen
Verhalten gegen H,S (Reduktion
zu 2.3-Dioxy-naphthazarin), in der
Loslichkeit und in weiteren Eigen-
schaften durchaus gleicht. Man
konnte  diesen  Dehydrokérper
als 2.3 - Dioxy - naphthodichinon-
(1.4.5.8) formulieren. Wir halten
es jedoch fiir walirscheinlicher, daB
das5.8-Dioxy-1.2.3.4-tetraketo-
tetrahvdronaphthalin (V) vor-
liegt. Das zum Vergleich dar-
gestellte 2-Methyl-naphthodichi-
non-(1.4.5.8) ist in seinem Ab-
sorptionsspektrum (Abbild. 2) von
den Dehydro-Verbindungen des
2.3-Dioxy-naphthazarins und des
Echinochroms wesentlich verschie-
den.

Uberdies hat sich gezeigt, daB3
das aus Isonaphthazarin (VI)
erhiltliche farblose 1.2.3.4-Tetra-
keto - tetrahydronaphthalin
(VII), dessen Formulierung ein-
deutig ist, den Dehvdrokérpern des

Fchinochroms und des 2.3-Dioxy-naphthazarins in sehr vielen Eigenschaften
gleicht. Vom isomeren Naphthodichinon-(1.4.5.8) unterscheidet sich das 1.2.3.4-
Tetraketo-tetrahydronaphthalin 1) durch seine sehr viel gré3ere Loslichkeit in
Wasser und in organischen Losungsmitteln, 2) durch die Bestindigkeit der walr.

Losung—Naphthodichinon und Me-
thvlnaphthodichinon-(1.4.5.8) far-
ben sich in Wasser rasch rot —, 3)
durch den viel niedrigeren Zerset-
zungspunkt, 4) durch die Fahigkeit
der Hydratbildung, 5) durch die
Bestiandigkeit gegen Jodwasser-
stoffsaure. Durch H,S wird VII
entsprechend IIT und V zu Iso-
naphthazarin (VI) reduziert.

Alle diese Beobachtungen spre-
chen dafiir, dal die Dehydro-Ver-
bindung des Echinochroms 5.6.8-
Trioxy-7-4thyl-12.34-tetra-
keto - tetrahydronaphthalin
I1I) ist.
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Abbild. 2. Absorptionsspektrum von 2-Me-
thyl-naphthodichinon - (1.4.5.8) in Athyl-

alkohol.
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Abbild. 3. Absorptionsspektren in Athylalkohol.
— x — x — 1.2.3.4-Tetraketo-tetrahydronaphthalin-hydrat (VII)
2 --o0--- Isonaphthazarin (VI)

Beschreibung der Versuche.
Dehydro-echinochrom (III).

Dehydrierung mit Silberoxyd: 266 mg Echinochrom (Y4 Mol)
wurden in 200 ccm trocknem Ather gelést und mit 300 mg Silberoxyd?)
2 Stdn. geschiittelt, wobei die tiefrote Losung hellgelb wurde. Nach dem
Abzentrifugieren wurde im Vak. stark eingeengt, worauf die Dehydro-
Verbindung in gelben Blittchen (245 mg) ausfiel. Beim Erhitzen im offnen
Rohrchen beginnt die Substanz bei etwa 70° zu sintern und schidumt unter
Rotfirbung zwischen 90° und 100° auf.

Zur Analyse wurde iber P,0O; bei 35° (0.5 mmn) getrocknet.

3.975 mg Sbst.: 7.460 mg CO,, 1.255 mg H,0.

C,.HgO; + H,0 (282.1). Ber. C 51.07, H 3.58. Gef. C 51.18, H 3.33.
Beim Liegen an der Luft wurde ein zweites Mol. H,O aufgenommen.

3.165 mg Shst.: 5.67 mg CO,, 1.255 mg IH,0.
C,,H,0, + 2H,0 (300.1). Ber. C 48.00, H 4.04. Gef. C 48.86, H 4.44.

Dehydrierung mit Unterchloriger Sdure: 100 mg Echinochrom,
in 550 ccm heilem Wasser gelost, wurden bei 0—5° in langsamer Tropfen-
““Yorrvit 33 ccm einer wilr. Losung von Natriumhypochlorit versetzt, die
mit verd. Salzsdure auf py 7 eingestellt war und die fiir 1 Atom O berechnete
Menge an Unterchloriger Sdure enthielt. Die rote Farbe und die Absorptions-
banden des Farbstoffs verschwanden. Zur Isolierung des Dehydro-echino-
chroms wurde im Vak. auf 200 ccm eingeengt (Badtemp. nicht iiber 45°)
und mit Ather im Apparat 10 Stdn. extrahiert. Die Atherldsung wurde
iiber Na,SO, getrocknet, auf 2 ccm eingeengt und mit 25 ccm Petrolither
(Sdp. bis 50° versetzt. Ausb. 60—70 mg Hydrat.

7) Dargestellt nach R. Willstitter u. A. Pfannenstiel, B. 87, 4744 [1904].




412 Kuhn, Wallenfels: Dehydro-echinochrom. [Jahrg. 75

Die wasserfreie Verbindung lieB sich durch lingeres Trocknen bei 78°
unter 0.01 mm (P,0O;) erhalten. Sie nahm beim Liegen an der Luft in 2 Stdn.
um 9.469,, in 16 Stdn. um 11.129, an Gewicht zu. Fiir das Dihydrat be-
rechnet sich eine Gewichtszunahme von 12.009%;. Im Schmelzpunktsréhrchen
erhitzt, firbte sich das Dihvdrat erst bei 130—140° rot, um bei 160-—165°
unter Zersetzung zu schmelzen.,

Phytochemische Hydrierung: Zu einem bei 30° girenden Gemisch
von 1 g Hefe, 200 mg Glucose und 100 mg prim. Kaliumphosphat in 1.5 cem
Wasser wurde die blaBgelbe Iosung von 20 mg Dehydro-echinochrom
in 2 ccm Wasser gegeben. Nach !/, Stde. hatten sich die Hefezellen lebhaft
violettrot gefirbt, den reifen Eiern von Arbacia vergleichbar. Die in der
Zentrifuge abgetrennte Losung war hellgelb und enthielt noch viel un-
verindertes Dehydro-echinochrom (Reduktionsprobe mit H,S). Die Hefe
gab den roten Farbstoff nicht an Ather ab. Sie wurde mit fliissiger Luft
gefroren, aufgetaut und mit Alkohol verrieben, der gleichfalls farblos blieb.
Zugabe von verd. Salzsiure bewirkte Farbumschlag von Violettrot nach
Hellrot. Hierauf erst lie sich das gebildete Echinochrom in Ather treiben
und durch seitie Absorptionsbanden (530 und 500—490 my in Ather) identi-
tizieren.

5.8-Dioxy-123.4-tetraketo-tetrahydronaphthalin (V).

20 mg 2.3-Dioxy-naphthazarin (IV)®) wurden in 50 ccm trocknem
Ather gelost und mit 150 mg Silberoxyd?) sowie 100 mg wasserfreiem
Natriumsulfat 3 Stdn. geschiittelt. Die orangerote Farbe der Losung ging
dabei in ein helles Gelb mit stark blauer Fluorescenz iiber. Nach dem Ab-
zentrifugieren wurde im Vak. vorsichtig zur Trockne verdampft, der Riick-
stand in 1 ccm trocknem Ather aufgenommen und mit 20 ccm Petrolither
(Sdp. bis 509 versetzt. Dabei fiel das Tetraketon in hellgelben Blittchen
(18 mg) aus.

Zur Analyse wurde iiber P,0, bei 35° (0.5 mm) getrocknet, wonach die Substanz
annihernd 1H,0 enthielt. .

2.830 mg Sbst.: 3.275 mg CO,, 0.925 mg H,O.
CoH,0, + H,O (238). Ber. C 50.42, H 2.53. Gef. C 50.83, H 3.66.

Versuche, das Tetraketon umzukrystallisieren, sind, wie auch beim
Dehydro-echinochrom, erfolglos geblieben. Es kommt darauf an, die Dar-
stellung so zu leiten, da3 das Priaparat direkt krystallisiert anfallt. Ahnliche
Frfahrungen hat bereits R. Pummerer?) bei Dehydrierungsprodukten von
Monophenolen gemacht.

Im offnen Réhrchen erhitzt, schmolz unser Priparat unter Rotfirbung
und Gasentwicklung bei etwa 175°. Die Verbindung ist in Wasser, Alkohol
und Ather leicht 18slich. Beim Einleiten von H,S in die-biaBgalb~ ., ur.
Losung schied sich nach einiger Zeit 2.3-Dioxy-naphthazarin in roten
Nadeln ab. Seine Absorptionsbanden (523, 509, 500—485 my in Ather)
stimmten it denen der Ausgangssubstanz {iberein.

8) Nach Ch. Kuroda u. H. Oshima, Proceed. Imp. Acad. [Tokyo] 16, 214 [1940]
aus 1.2.3.4-Tetramethoxy-benzol und Maleins.’:iureanhydrid erhiltlich. Uber eine ver-
einfachte Darstellung aus Naphthazarin werden K. Wallenfels u. A. Gauhe berichten.
Der Schmp. liegt bei 2209.

%) R. Pummerer u. A. Rieche, B. §9, 2161 [1926] u. a.
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Vergleichs-Substanzen.

Das 1.234-Tetraketo-tetrahydronaphthalin wurde nach Th.
Zincke und A. Ossenbeck!®) dargestellt und durch Krystallisation aus
verd. Salpetersiure als Hydrat erhalten. Die Darstellung des 2-Methyl-
naphthodichinons-(1.4.5.8) werden K. Wallenfels und A. Gauhe be-
sclireiben.

58. Kurt Wallenfels und Adeline Gauhe: Uber die Dehydrierung
von Echinochrom und anderen 2.3-Dioxy-naphthochinonen durch
Peroxydase und Wasserstoffperoxyd.

“Aus d. Kaiser-Wilhehn-Institut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Biologie.?

(Eingegangen am 12. Mirz 1042.)

Fchinochrom, das tiefrot ist, 1aBt sichh durch verschiedene Oxydations-
mittel, z. B. Unterchlorige Siure oder Silberoxyd, glatt zu dem um zwei
Wasserstoffatome armeren, gelben Dehvdro-echinochromi dehydrieren. In
derselben Weise wie FEchinochrom verhalten sich 2.3-Dioxy-naphthazarin
und 2.3-Dioxy-naphthochinon-(1.4) (Isonaphthazarin). Das Dehydrierungs-
produkt ist nach R. Kuhn und K. Wallenfels?!) ein Diorthochinon bzw.
1.2.3.4 -Tetraketo-tetrahvdronaphthalin. Sclhiema I stellt die Reaktion fiir
Fchinochrom dar.

OH O OH <|)
SH, L H,C.H :
H,C II_C\/\/\I/()H ; LA A0
i : =, L (1)
Ho” Y N\ Nan HO N\ NN
OH O OH O

Wie wir gefunden haben, 1illt sich diese Reaktion auch fermentativ
durchfithren. Verdiinntes Wasserstoffperoxyd allein verdndert eine walr.
Losung von Echinochrom nicht. FIiigt man jedoch bei pj; 4--5 ein wenig
Peroxydaselosung aus Meerrettichh hinzu, so beobachtet man eine starke
Aufhellung der Farbe, und bald. ist die urspriinglich dunkelrote Ldsung
hellgelb geworden. Die fiir Echinochrom charakteristischen Absorptions-
banden sind vollstindig verschwunden. ILeitet man in die gelbe Lésung
nun Schwefelwasserstoff, so verwandelt sich der gelbe Farhstoff wieder
in den urspriinglichen roten zuriick. Der zuriickgebildete rote IFarbstoff
14t sich mit Ather extrahieren. Die ather. Losung zeigt am Léwe-Schumm-
Spektroskop die Absorptionsbanden von Echinochrom (530 und 500—490 my).
‘M golorimetrisclie Bestimmung des Fchinochromgehalts ergibt, dall De-
L'_\:drierlmg und Hydrierung quantitativ verlanfen.

EinfluB der Wasserstoff-Ionen-Konzentration.

Uni die Geschwindigkeit der Dehvdrierung bei verschiedenen py-Werten
zu ermitteln, wurden in einer Ciivette 1 ccm einer 0.004-proz. Echinochrom-
losung (Auflosen in wenig Alkohol, Verdiinnen mit Wasser) mit 1 ccm

10y A, 807, 1 (18997
1) R. Kubhn u. K. Wallenfels, B. 73, 407 1942},
Berichte d. D, Chem. Gesellschaft, Jahrg. LXXV. 27



