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ZUSANRIENFA SSUNG 

Die Knollen von Raphionacme burkei N. E. BR. enthalten ein Gemisch von Ester- 
glykosiden, von denen bisher keines in unversehrter Form rein isoliert wurde. Sie 
werden von Sauren und Alkalien leicht angegriffen und enthalten zahlreiche Zucker, 
darunter reichlich D-GlUcose. Ein teilweiser Abbau war auf fermentativem \;liege 
oder durch milde saure Hydrolyse moglich. Hei letzterer erfolgte die Spaltung teil- 
weise his zur Geninstufe. Von den freigesetzten Zuckern bestand nur ein selir kleiner 
Teil aus Monosacchariden, wobei sich papierchromatographisch Cymarose, Olean- 
drose, Digitoxose und Boivinose nachweisen liessen. Die Hauptmenge bestand aus 
Di- und Tri-sacchariden, vermutlich waren auch Tetrasaccharide anwesend. Diese 
Oligosaccharide bestanden vorwiegend aus D-Glucose, daneben waren nach Spaltung 
papierchromatographisch Xylose und Digitalose nachweisbar. Aus den bei der 
sauren Hydrolyse erhaltenen chloroformloslichen Anteilen liessen sich vier krist. 
Stoffe (Genin JB 9 und die drei Glykoside J R  11, JB 15 und JB 20) isolieren. Papier- 
chromatographische Resultate deuten darauf hin, dass beim Kochen des Glykosids 
JB 15 mit Alkali der ganze Zucker unter Bildung des Genins JB 9 abgespalten wird. 
Das Genin J B  9 wird aber von Alkali auch langsam weiter angegriffen. Nach vor- 
laufigen Resultaten enthalt es ein polycyclisches Grundgerust. Das Glykosid JB 11 
lieferte mit Alkali 4 Sauren, vermutlich Essigsaure, Angelicasaure, P,B-Dimethyl- 
acrylsaure (oder Tiglinsaure) und eine Hydroxyvaleriansaure. 
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246. Die anti- und prooxydative Wirkung von Athylendiamin- 
-tetracetat (EDTA) und Propylgallat auf metallkatalysierte Oxydationen 

in verschiedenen Puffern 
vou C. Flesch, W. Schuler und R. Meier 

(24. VIII. 60) 

 TANNER^) hat die Autoxydation und metallkatalysierte Oxydation verschiedener 
autoxydabler Substanzen untersucht, sowie die Wirkung bestimmter Chelatbildner 
auf diese Oxydationssysteme. Es wurde gefunden, dass bereits die Anderung der 
Pufferkonzentration (Phosphatpuffer) die Starke der Katalyse verandert. Versuche 
von TANNER, SCHULER und MEIER~) zeigten ferner, dass einzelne Komplexbildner, 
die im allgemeinen hemmen, im M / ~  Phosphatpuffer nach SORENSEN Metallkatalysen, 
aber auch die Autoxydation bestimmter Substrate verstarken konnen. Die von 
UDENFRIEND et al. 7 gemachte Keobachtung, dass EDTA die Fe..-katalysierte 
Ascorbinsaureoxydation im Phosphatpuffer fordert, wurde bestatigt, und weitere 
Beispiele derartiger Reaktionsumkehr wurden festgestellt. 

1) E. TANNER, Dissertation, Brrn 1958. 
2)  E. TANNER, \V. SCHULER & R. MEIER, Helv. 42, 445 (1959). 
3, S. UDENFRIEND, C. T. CLARK, J. XXELROD & B. B. BRODIE, J. biol. Chemistry 208, 731 

__--- 

(1954). 
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Auf Grund dieser Refunde schien es erwunscht, die Bedeutung von Puffersub- 
stanzen fur die Starke und Art katalytischer Reaktionen eingehender zu studieren. 
\Venn solche in der Tat  den Verlauf katalytischer Keaktionen bereits in charak- 
teristischer Weise beeinflussen konnen, so hat dies fur die Beurteilung chemischer 
und enzymatischer Reaktionen unter analogen Modifikationen wesentliche Wich- 
tigkeit. 

Versuche von F L E S C H ~ )  haben gezeigt, dass bei Autoxydationen und metall- 
ltatalysierten Oxydationen die Art des Puffers eine Kolle spielt. Bei Konstanthaltung 
der anderen Reaktionsbedingungen und ausschliesslicher Anderung der Art des 
Puffers wurden unerwartete Befunde erhoben. Die Anderungen der Reaktionen 
konnten mit chemischen und physikochemischen Eigenschaften der einzelnen Reak- 
tionsbestandteile nicht ohne weiteres erklart werden ; es wurde deshalb angenommen, 
dass dabei ein (( Komplexverhalten )) aller Komponenten massgebend ist. Auch Puffer- 
substanzen konnen als Komplexbildner angesehen werden. Es besteht somit die 
Moglichkeit einer verschiedenartigen Komplexbildung und damit einer verschiedenen 
Oxydation des gleichen Substrates mit dem gleichen Metal1 in verschiedenen Puffern. 
Die Zugabe weiterer Komponenten, z. B. Chelatbildner, zum Reaktionsgemisch 
v ermehrt die moglichen Variablen und kann weitere Anderungen in der kataly- 
tischen oder Hemm-Wirkung der Metalle bzw. Metallchelate verursachen. In Er- 
weiterung der Untersuchungen von TANNER z, wird im folgenden uber neue charak- 
teristische Varianten der milieuabhangigen Anderung katalytischer Reaktionen 
berichtet werden. 

Methodik. - Die Oxydation der Substrate wurde auf Grund des 0,-Verbrauchcs mano- 
metrisch nach WARBURG gemessen. Das Ilauptgefass enthielt 1,8 ml Pufferlosung pH 7,7, das 
Substrat und evtl. auch den Chelatbildner. l m  Anhang war das Metallsalz (Chlorid oder Sulfat) 
in 0,2 ml bidestilliertem Wasser gelost. Uas Gesamtvolumen war 2,0 ml. Gas: Luft; Temp. 37”. 
Temperaturausgleich 20’. Alle Losungen wurden mit aus Glas doppeltdestilliertem Wasser her- 
gestellt. Als Puffer wurden ~ / 2  Phosphatpuffer, Imidazol-, Collidin-, Tris- und Veronal/HCl- 
Puffer verwendet. Die Substrat-EK. im Hauptgefass war bei Ascorbinsaure und Adrenalin- 
hydrogentartrat ~ / 2 0 0 ,  bei Linolsaure ~ / 5 0 .  Als Chelatbildner wurden Komplexon III (EDTA = 

Athylen-diamin-tetraessigsaure, Dinatriumsalz) und Propylgallat (Tenox PG, KODAK) gewahlt, 
E K  ~ / 2 0 0 .  Immcr wurden 0 , l  mg/ml Metallsalz verwendet und zwar CuC1,.2H20, FeSO,. 7H,O, 
MnCl,. 4H,O, CoCl,. GH,O. 

Die Auswahl der Puffer geschah nach dem Verhalten der Substrate in Gegenwart der Metalle 
in den Puffcrlosungen. Es wurde versucht, moglichst verschieden verlaufende Oxydationen mit 
dcn Chclatbildnern zu beeinflussen. 

Ergebnisse (s. Tabelle). - 
1. Ascorbinskure. Die Aufoxydation der Ascorbinsaure wird von EDTA in jedem Puffer 

gefordert; Propylgallat (PG) dagegen hemmt in M/ZPhosphatpuffer und hat in Imidazol- und 
Veronalpuffern kcinen Einfluss auf die Oxydation. Die Cu..-Katalysc der Rscorbinsaure wird im 
Tris- und Veronalpuffer von EDTA stark gehemmt, dagcgen von Propylgallat im Veronalpuffer 
gesteigert. Die Fe-KutaZyse der Ascorbinsaure wird im nij2 Phosphatpuffer und im Trispuffer 
von EDTA gestejgert, von Propylgallat stark gehemmt. 

2. Adrenalin. Die Autoxydation des Adrenalins wird im M / Z  Phosphatpuffer von EDTA stark 
gehcmmt, der Chelatbildner hat im Imidazol- und Collidinpuffer keinen Einfluss auf die Oxyda- 
tion. Dagegen hat Propylgallat im M/Z Phosphatpuffer keinen Einfluss auf die Katalyse und 
einen fordernden Effekt im Imidazol- und Collidinpuffer. 

Die Cu..-KatuZyse des Adrenalins wird in den untersuchten Puffern ( ~ / 2  Phosphat-, Imidazol- 
und Collidin-Puffern) van EDTA sowie van Propylgallat zum Teil oder total gchemmt. 

4, C. FLESCH, Dissertation, Bern 1960. 
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Oxydationsversuche wit u n d  ohne Puf fer  
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Die Co..-Katalyse vom Adrenalin wurde im M / 2  Phosphat- und Veronalpuffer untersucht, 
wobei EDTA eine starke Hemmwirkung, Propylgallat cine steigernde Wirkung des Cobalts ver- 
ursachte. 

Die Mn.-Katalyse des Adrenalins wird im ~ / 2  Phosphat- und Imidazolpuffer von EDTA 
stark gehemmt, dagegen von Propylgallat beschleunigt. 

3. Linolsaure. Die fast fehlende Autoxydation dcr Linolsaure wird von EDTR nicht beein- 
flusst, ausser im Collidinpuffer, wo es eine totale Hemmung bewirkt. PG hat  eine stark fordernde 
Wirkung im Collidin- und Veronalpuffer. 

Die Cu..-Katalyse der Linolsaure wurde im Collidin- und Veronalpuffer untersucht. EDTA 
hemmt in beidcn Puffern total, Propylgallat weist in den beiden Puffern ebenfalls eine starke 
Hemmwirkung auf. 

Die Cw-KataZyse der Linolsaure wird im Imidazol- und Veronalpuffer durcli EDTA voll- 
kommen gehemmt. Propylgallat hemmt im Veronalpuffer auch, steigert jedoch die katalytische 
Wirkung des Metalls im Imidazolpuffer. Die zahlenmassige katalytische oder Hemm-Wirkung 
der Metalle mit und ohne Chelatbildner ist der Tabclle zu entnehmen. 

Diskussion. - Wie aus den Versuchen ersichtlich, ist die Wirkung der einzelnen 
Chelatbildner je nach Substrat und Metall, aber auch je nach Puffer verschieden 
und kann bei Veranderung der Zusammensetzung des Reaktionsgemisches ent- 
gegengesetzt sein. 

Die Diskussion der Befunde sollte die sich ergebenden hderungen der 0,-Auf- 
nahme durch Zusatz der Chelatbildner, gegenuber Autoxydation und Metallkatalyse 
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einer allgemein gultigen Interpretation zuzufuhren. Dies bietet deswegen erhebliche 
Schwierigkeiten, weil bereits die Autoxydation in den verschiedenen Puffern eine 
differente ist, d. h. die Ausgangsbasis ist so fur einen allgemeinen Vergleich der Werte 
nicht identisch und deshalb schwer ubersehbar. 

Um zu einer einfacheren ubersicht zu kommen, haben wir die Veranderung der 
0,Aufnahme nach Chelatzusatz in Prozentwerten des gleichen Falles ohne diesen 
Zusatz ausgedriickt. Diese Werte ergeben zum mindesten einen vergleichbaren Wert 
der relativen Wirksamkeit der Chelatbildner. 

EDTA hemmt die Metallkatalyse von Adrenalin und Linolsaure in allen Puffern 
und die Autoxydation dieser Substrate in bestimmten Puffern, - es verstarkt die 
Autoxydation und Fe..-Katalyse der Ascorbinsaure in allen untersuchten Puffern. 
13ci der Autoxydation und der Fe--katalysierten Oxydation der Ascorbinsaure tritt 
durch Zusatz von EDTA eine Vermehrung der absoluten Oxydationswerte auf, un- 
abhangig davon, ob der primare Oxydationswert relativ hoher oder niedriger ist. 
Der Steigerungseffekt ist hier somit offenbar von einem Faktor bedingt, der un- 
abhangig von der absoluten Hohe der primaren Katalyse ist. 

Wahrend EDTA meist hemmend nnd nur ausnahmsweise fordernd wirkt, ist der 
Effekt von Propylgallat je nach Substrat, Metal1 und Pnffermilieu aussergewohnlich 
verschiedenartig, z. T. entgegengesetzt. 

Propylgallat hemmt die Autoxydation von Ascorbinsaure in (Imidazol- und 
Veronalpnffer unbedeutend) M/Z Phosphatpuffer, und die Fee* katalysierte Oxydation 
im ~ / 2  Phosphat- und Trispuffer, steigert dagegen etwas die Cue*-katalysierte Oxy- 
dation im Veronalpuffer, beeinflusst aber die Cu*--katalysierte Oxydation im Tris- 
puffer nicht. Die Richtung der Wirkung (Hemmung oder Forderung) und ihre Starke 
ist unabhangig von der primaren Katalyse ohne Propylgallat-Zusatz. 

Bei der Adrenalinoxydation hemmt Propylgallat die Cue*-katalysierte Oxydation 
in M/Z Phosphat-, Imidazol- und Collidinpuffern, l a s t  die Autoxydation im Phosphat- 
puffer unbeeinflusst und lost eine Autoxydation bei Imidazol- und Collidinpuffern 
aus, die ohne Propylgallat fehlt. Gesteigert wird durch Propylgallat die Co**- und 
Mn--katalysierte Oxydation im M/Z Phosphat- und Veronal- bzw. Imidazolpuffer. 
Auch in diesem Fall ist die Starke und Richtung der Wirkung von Propylgallat 
unabhangig von der Oxydation ohne Zusatz, Cue. scheint systematisch gehemmt, 
Co.. und Mn- scheinen gesteigert zu werden. 

Bei der Linolsaureoxydation wird die Autoxydation im Collidinpuffer gesteigert, 
die ini Veronalpuffer fehlende ausgelost, und zwar in einem noch hoheren Wert als 
diejenige im Collidinpuffer. Die durch Cu.. katalysierte Oxydation wird im Collidin- 
puffer und im Veronalpuffer gehemmt, wie die durch Co- katalysierte im Veronal- 
puffer ; die Co-*-katalysierte im Imidazolpuffer wird leicht gesteigert. Bei dieser 
Katalyse wird somit die Autoxydation in beiden Puffern verstarkt, die Cu..-kataly- 
sierte Oxydation in zwei Puffern gehemmt, und die Co*.-katalysierte in einem Puffer 
gehemmt, im anderen gesteigert ! 

Die vorliegenden Befunde lassen hier die Abhangigkeit der verschiedenen Kata- 
lysen vom Puffer in eindeutiger Weise erkennen. Im allgemeinen ist die metall- 
katalysierte Reaktion in allen Puffern gegeniiber der Autoxydation gesteigert. Die 
Hohe der Steigerung ist bei verschiedenen Metallen von der Art der Puffer weit- 
gehend abhangig. 

12: 



Die Wirkung von EDTA besteht im allgerneinen in einer Hemmung der Katalyscl, 
mit der Ausnahme der Autoxydation von Ascorbinsaure und der Fe.--katalysierten 
Oxydation derselben, die gefordert werden. Die Starke der Hemmung und dits 
Starke der Forderung ist bei Ascorbinsaure und Adrenalin unterschiedlich und 
scheint nicht abhangig von dcr Grosse der Katalyse ohne EDTA, sondern ist von der 
Art des Metalls, des Puffers und des Substrates abhangig. Nur die Linolsanrcosp- 
dation wird in allen Fallen gehemmt. 

Bei Propylgallat ergibt sich ein wescntlich koinplizierteres Bild. Es liomrnen vor : 
Hemmung, fehlender Einfluss, Auslosung einer ohne Propylgallat nicht vorhandenen 
Katalyse und Forderung einer vorhandenen Katalyse. Eine systematische An- 
ordnung der Wirkungsarten von Propylgallat in den experimentellen Redingungen 
ist niclit rnoglich, es kann nur soviel geschlossen werden, dass die Wirkungsrichtung 
von Propylgallat bei Autosydation von der Pufferqualitat, bei Metallkatalyse auch 
vom Metall, nicht aber von der Hiihe der prirnaren Katalyse ohne Propylgallat- 
Zusatz abhangig erscheint. Bei einzelnen Fallen schcint ein absoluter Faktor, hei 
anderen Fallen ein prozentualer Faktor die Katalyse zu bestimmen, init odw olmr 
Zugabe von Chelatbildnern. 

Die Refunde bestatigen und erweitern somit diejenigen von TANNER dahin, dass 
die verschiedenartigen Milieuiinderungen dcn Einfluss von Chelatbildnern als Hem- 
mung oder Forderung auftreten lasscn. Es ist besonders bei gewissen Chelatbildnern, 
wie Propylgallat, eine prooxydative Wirkung in einem relativ grossen Prozentsatz 
von Reaktionssituationen festzustellen - in den vorliegenden wirkt Propylgallat in 
ca. 50% der Faille fijrdernd. Es ist wahrscheinlich, dass derartige Situationen auch 
fur den praktischen Gebrauch der Chelatbildner, sei es als Antioxydantien, sci cs fur 
andere Zwecke, von wesentlieher Wichtiglteit spin miissen. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die Autoxydation und rnctallkatalytische Oxydation von drei Siibstraten 
(Ascorbinsaure, Adrenalin und Linolsaurr) wurden in fiinf verschiedenen Puffer- 
losungen mit und ohne Zusatz von Chelatbildncrn (EDTA = ~thylendiamin-tetra- 
acetat und Propylgallat) manometrisch nach WARBURG bestimmt. 

EDTA hernmt die Oxydatioii der Substrate in den meisten Fallen, rnit Ausnahme 
der Autoxydation und der Fe"-katalysierten Ascorbinsaureoxydation, welche durch 
EDTA gefordert werden. Propylgallat hemrnt die Oxydation in 9 Versuchsvarianten, 
hat aber iiberraschenderweise in 10 Varianten cine oxydationsfordernde Wirkung. 
In 4 Varianten hat Propylgallat keinen Einfluss auf die Oxydation. Die forderndv 
oder hemmende Wirkung der Chelatbildntr ist iinabhaiigig von dcr absolutcn 
Starke der Oxydationsreaktion ohne ihren Zusatz und ist offenbar bei tlen bciden 
gepruften von mannigfachen Faktoren abhangig. 

Da Propylgallat in die Gruppe der phcnolischcn Antioxydantien geliort untl als 
solches haufig fur Fette und fetthaltige h'ahrungsmittel verwendet wird, wird die 
Aufmerksamkeit auf die prooxydativc Wirkung dieses Stoffes gerichtet, sowie auf 
den Einflnss des Milieus, in welchem es verwendet wird. 

Forichungslaboratoricn der CIBA Rktiengesellschaft, Easel 
l'h arm a m 1  t isc.hc\ A ht ell ung 


