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—8i—O|COCH, + CH,COO}--Si—  —Si—O—Si—
| | — | [
—Si— —Si—  —Si— —Si—
| | | |

Durch quantitative Verfolgung dieser Umlage-
rungs- und Kondensationsreaktionen beim Erhitzen
im Hochvakuum konnte gezeigt werden, daB3 die un-
ter Abspaltung von Essigsiiureanhydrid verlaufende
Kondensation den Vorrang vor der Umlagerung
hatte. Durch vorsichtiges stufenweises Erhitzen —
vorsichtiges Erhitzen war notwendig, weil die Um-
lagerung manchmal explosionsartig unter Zertriim-

W. LAUTSCH, W.BANDEL UND W.BROSER

merung der Apparatur vor sich ging — bis auf 400° C
wurde ein elfenbein-farbenes Pulver gewonnen, das
keine —Si—O—COCH,-, wohl aber —Si—0—Si-
und —Si—COCH,-Gruppen enthielt. Bei diesem
Produkt war das Verhiiltnis von Silicium zu Hx,on
immer noch 1:1, es waren also noch Si—Si-Bindun-
gen vorhanden. Bevor aber alle Si—Si-Bindungen
durch Umlagerung gespalten worden waren, waren
die gesamten Acetatgruppen als Essigsiureanhydrid
entwichen.

Weitere Reaktionen des [SiBr,]y, insbesondere mit
Alkoholen und Phenolen, werden z. Z. eingehend un-
tersucht.

Einschlieflungs-Erscheinungen in Losungen'

Von W. LavrscH, W. BAxDEL und W. BROSER

Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Freien Universitit Berlin, Berlin-Dahlem
(Z. Naturforschg. 11 b. 282—291 [1956]; eingegangen am 29. Februar 1956)

Folgende Stoffpaare wurden im Hinblick auf ihre Fihigkeit zur Bildung von EinschluB-
verbindungen und Einschlufisystemen spektrophotometrisch untersucht:
1. a-Dextrin-Tetrachlorsalizil, 2. Rinderserum-Albumin-Tetrachlorsalizil, 3. Globin-Tetrachlor-

salizil, 4. Globin-Methylorange, 5.

a-Dextrin-Buttergelb, 6.

Na-Desoxycholat-Buttergelb,

7. Na-Desoxycholat-Methylorange. 8. a-Dextrin-Methvlorange-Adrenalin.

Dabei zeigte sich, dafl die Stoffpaare (1) und (5) EinschluBverbindungen im Molverhiltnis
1:1, die Stoftpaare (3) und (4) solche im Molverhiltnis 1:2 und die Stoffpaare (6) und (7)
EinschluBverbindungen im Molverhiiltnis 2 : 1 bilden, wiihrend das Stoffpaar (2) ein Einschlul3-
system liefert. Im Beispiel (8) wurde eine indirekte Methode zur Ermittlung von EinschluB-
gleichgewichten ungefirbter Verbindungen aufgezeigt; es ergab sich dabei, daBl auch das

Adrenalin mit dem «-Dextrin eine EinschluBverbindung im Molverhiltnis 1 : 1 bildet.

n einer Reihe von Arbeiten ** konnte gezeigt wer-
den, daf} es nicht nur sinnvoll ist, auch in Lisungen
von EinschluB3-Verbindungen zu reden, sondern dafB
die bisher untersuchten EinschluB-Verbindungen in
Liosung aus einem Molekiil Cyclodextrin (Wirt) und
einem Gastmolekiil zusammengesetzt sind. Weiter
konnte gezeigt werden, daB die Wechselwirkung zwi-
schen Wirt und Gast auf die hohe elektrische Feld-
stiirke im Hohlraum des Cyclodextrins zuriickzufiih-
ren ist, was zur Folge hat, daB dort polare und po-
larisierbare Molekiile gebunden werden und daB che-
mische Gleichgewichte durch Bildung von EinschluB3-
Verbindungen auf die Seite der stiirker polaren bzw.
leichter polarisierbaren Reaktionsteilnehmer verscho-
ben werden. Ferner ergaben die Untersuchungen an
1t W. Lautsch u Mitarbb., 23. Mitt. iiber Ferment-
modelle. 22. Mitt. s. W. Broser u. W. Lautsch,
Z. Naturforschg., im Druck.

2 W. Broser u. W. Lautsch, Naturwissenschaf-
ten 40, 220 [1953].

dem Stoffpaar Rinderserum-Albumin-Methylorange,
dal3 es sich hierbei um ein System handelt, welches
sich iihnlich verhiilt wie die Einschlu3-Verbindungen,
aber nicht einem einfachen MWG. folgt, weshalb wir
es als ein ,,Einschluf3-System® bezeichneten und an-
nahmen, daBl im Albuminmolekiil konzentrations-ab-
hiingige ., EinschluBBbezirke™ vorhanden sind, die von
dem Gast aufgesucht werden.

Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber Fer-
mentmodelle interessierte es uns, festzustellen, ob es
natiirliche EiweilBistoffe gibt, die nicht nur zur Bil-
dung von EinschluBsystemen, sondern auch von sto-
chiometrisch definierten EinschluB-Verbindungen be-
fihigt sind. Ferner wollten wir priifen, ob auch die
Desoxycholsiiure bzw. ihr Anion EinschluB3-Verbin-

3W. Broser u. W. Lautsch, Z. Naturforschg.
8b, 711 [1953].

4+ W. Broser, Z. Naturforschg. 8b, 722 [1953].

5 W. Broser u. Ch. Bahr, Z. Naturforschg. 10 b,
121 [1955].
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dungen in Lésung zu bilden vermag, und drittens
galt es, eine Methode auszuarbeiten, die es erlaubt,
auch bei ungefiirbten Verbindungen EinschlieBungs-
Effekte nachzuweisen.

A. EinschluB-Verbindungen des Globins

Kuhn und Birkofert fanden durch Dialysever-
suche, dal3 ein Mol. Globin zwei Mol. Tetrachlorsalizil
bindet. Dies deutet darauf hin, dall das Globin zur Bil-
dung von stéchiometrisch definierten Molekiil-Verbindun-
gen befihigt ist. Deshalb wurden die Systeme Globin-
Tetrachlorsalizil und Globin-Methylorange spektrophoto-
metrisch untersucht, Zuvor wurde aber — um den An-
schluf3 an die fritheren Versuche zu gewinnen — das Ver-
halten des Tetrachlorsalizils gegeniiber «-Dextrin und
Rinderserum-Albumin untersucht.

1. u-Cyclodextrin-Tetrachlorsalizil

Auf die bereits frither beschriebene Weise * wurde
das System «-Dextrin-Tetrachlorsalizil untersucht.
Abb. 1 gibt das Spektrum von Tetrachlorsalizil ohne
und mit Cyclodextrin wieder. Man erkennt die Blau-
verschiebung. In Abb. 2 ist die Abhiingigkeit der Ex-
tinktion bei 426 mu von Logarithmus der Cyclodex-
trin-Konzentration dargestellt. Man kann aus dem
Kurvenverlauf entnehmen, daB a-Dextrin- und Tetra-
chlorsalizil eine EinschluBverbindung im Mol.-Ver-
hiltnis 1:1 mit px = 3,9 bilden. Tetrachlorsalizil
verhiilt sich also gegeniiber Cyvclodextrin genau so,
wie die bisher untersuchten anderen Farbstoffe.

2. Rinderserum-Albumin-
Tetrachlorsalizil

In gleicher Weise wurde das System Rinderserum-

Albumin-Tetrachlorsalizil untersucht. Aus Abb. 3

5

g0 —

400 Y50
Afmu] —=

Abb. 1. Spektrum von Tetrachlorsalizil ohne (I) und mit
a-Dextrin (I1). ep — 4-107%; ¢, — 0,01; py 9,0.

¢ R. Kuhn
[1951].

u. L. Birkofer, Chem. Ber. 84, 638
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geht die Rotverschiebung des Spektrums bei Zusatz
von Rinderserum-Albumin hervor. Abb. 4 zeigt, daB3
die gemessenen Werte (ausgezogene Kurve mit Krei-
sen) nicht mit einem einfachen MWG. (punktierte
Kurve) vertriiglich sind. Tetrachlorsalizil verhilt sich
also gegeniiber Rinderserum-Albumin genau so wie
das bereits frither untersuchte Methylorange.

a¥o

}
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a30
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Abb. 2. Gleichgewicht «- Cyclodextrin - Tetrachlorsalizil
cp = 4-107%; py 9,0; 4 = 4256 myu; d = 1 em; 20° C.

Pk — 3,9 entspr. Kp — 1,3-107%
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Abb. 3. Spektrum von Tetrachlorsalizil ohne (I) und mit
Rinderserum-Albumin (II). ¢ — 4-107%, py; 9.0, 1% Se-

rumalbumin.
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T
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Log % Albumin —»
Abb. 4. Gleichgewicht Rinderserum-Albumin-Tetrachlor-
salizil ¢ 4-107%, py 90, 4 436 mu, d 1 em,
20° C.
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Abb. 5. Spektrum von Tetrachlorsalizil ohne (I) und mit
Rinderglobin (II). ¢ — 4-107% 1% Globin. py 9.0.
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Abb. 6. System Rinderglobin-Tetrachlorsalizil.
cp — 4-107, py 90, i — 4365 mu, d — 1 cm, 20° C.

3. Globin-Tetrachlorsalizil

Aus Abb. 5 erkennt man, daf3 die Absorptionsbande
des Tetrachlorsalizils in Globinlésung um 17 mu nach
lingeren Wellenlingen hin verschoben ist. Globin
beeinfluBBt also das Spektrum des Tetrachlorsalizils
in iihnlicher Weise wie Rinderserum-Albumin. Triigt
man jedoch die Anderung der Extinktion bei 437 mu
gegen die Konzentration des Globins auf (Abb. 6),
so erhiilt man einen vollig anderen Kurvenverlauf als
beim Dextrin oder Albumin. Man erkennt, dal3 die
Extinktion bis zu einer bestimmten Globinkonzentra-
tion linear ansteigt, um sich dann praktisch nicht
mehr zu iindern. Dieser Verlauf beweist, da3 das
Gleichgewicht Globin-Farbstoft villig auf seiten des
Adduktes liegt; d.h., daB3 bei Zugabe von steigen-
den Mengen Globin jedes Globinmolekiil solange die
maximale Menge an Farbstoff aufnimmt, bis aller
Farbstoff verbraucht ist; ein weiterer Zusatz von
Globin kann dann zu keiner Extinktionsiinderung fiih-
ren. Am Knickpunkt der Kurve ist also die Aquiva-
lenz zwischen Globin und Farbstoff gegeben. Aus
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400 450 500
A [my] —=

Abb. 7. Spektrum von Methylorange ohne (I) und mit
Rinderglobin (II). ¢ — 21075, 1% Globin, py 7.3.

as T T
T = i |
| |
E I ‘
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a3

F-4 J
c10° [Molft] —=

Abb. 8, System Rinderglobin-Methylorange. ¢ — 21077,

pa 7.3. 4 — 500 mu, d = 1 em, 20° C.

der Abbildung entnimmt man daher, daB ein Mol.
Globin (M = 68000) genau zwei Mol. Tetrachlor-
salizil bindet.

4. Globin-Methvlorange

Um sicherzustellen, daB} es sich bei dem sehr sta-
bilen Globin-Tetrachlorsalizil wirklich um eine Mol.-
Verbindung handelt und keine Verkniipfung iiber
Atombindungen — etwa iiber die Ketogruppe des
Farbstoffes — vorliegt, wurde zum Vergleich das
Svstem Globin-Methylorange (Anion) untersucht.
Abb. 7 liBt erkennen, daB3 das Spektrum von Methyl-
orange durch Globinzusatz in ihnlicher Weise ver-
dndert wird (Blauverschiebung!), wie wir es frither
beim Zusatz von Cyclodextrinen und Rinderserum-
Albumin beobachtet haben. Die Auftragung der Ex-
tinktion bei 500 mu gegen die Globinkonzentration
(Abb. 8) ergibt dagegen in Analogie zum System
Globin-Tetrachlorsalicyl einen geknickten Kurvenver-
lauf, aus dem man das Mol.-Verhiiltnis 1 : 2 ablesen
kann.
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B. EinschluB-Verbindungen der Desoxycholsiure

Die Desoxycholsiiure vermag mit einer groflen Anzahl
verschiedener Stoffe kristallisierte EinschluBverbindungen,
die Choleinsiuren, zu liefern 7. 5. Nach den Befunden
von Kratky und Mitarbb. % 10 sowie von Giaco-
mello und Cagliotill. 12 besitzen diese Cholein-
siuren rohrenartige Hohlriume, die von den annihernd
halbkreisférmigen Desoxycholsdure-Mol. in paarweiser
Anordnung gebildet werden. In diese Hohlriume werden
die Mol. der anderen Komponente eingeschlossen. Der
Aufbau der Choleinsiuren ist also denen der kristallisier-
ten Cyclodextrin-EinschluBverbindungen ihnlich, bei de-
nen der Kanal durch geldrollen-artige Aufeinanderlage-
rung der bereits einen Hohlraum enthaltenden Cyclo-
dextrin-Mol. gebildet wird. Ein Paar Desoxycholsiure-
Mol. ist also einem Cvclodextrin-Mol. gleichzusetzen. Es
ist deshalb zu erwarten, daB3, wenn die Desoxvcholsiure
iiberhaupt EinschluBverbindungen in Lésung bildet, diese
nicht das Mol.-Verhiltnis 1:1, sondern das Verhiiltnis
etwa 1:2 oder 1:4 besitzen. Das bedeutet aber, daB3 die
Konzentrations-Abhiingigkeit der Extinktion komplizier-
ter als bei den bisher untersuchten Cyclodextrin-Adduk-
ten ist. Deshalb wihlten wir als voraussichtliches Gast-
Mol. nicht wie bisher einen leicht lislichen Farbstoff, son-
dern das in Wasser praktisch unlésliche Buttergelb (p-
Dimethyl-amino-azobenzol), das — wie Vorversuche er-
gaben — durch Zusatz einer ganzen Reihe Substanzen
(vgl. Tab. 1), darunter auch Desoxycholsiure und Cyclo-
dextrin, in Liésung gebracht werden kann, da durch diese
Wahl die Auswertung der MeBkurve wesentlich verein-
facht wird.

l. «-Dextrin-Buttergelb

Um den Anschluf3 an die bisher untersuchten Ein-
schluB-Verbindungen in Losung zu gewinnen, bei de-
nen ausschlieBlich Cyclodextrine als Wirts-Mol. Ver-
wendung fanden, wurde zuniichst die Laslichkeits-
erhchung, die das Buttergelb durch Zusatz von «-
Dextrin erfihrt, quantitativ untersucht.

Zu diesem Zweck wurde iiberschiissiges festes But-
tergelb mit wiBrigen Lésungen steigender a-Dextrin-
konzentration bis zur Gleichgewichts-Einstellung ge-
schiittelt. Nach dem Abfiltrieren des ungelisten Farb-
stoffes wurden die jeweiligen Extinktionen bei 414
mg als MaB fiir die in Losung gegangene Menge
Farbstoff gemessen. Wie man aus Abb.9 erkennt,
steigt die Extinktion und damit auch die Loslichkeit
linear mit der Dextrinkonzentration an. Dies stimmt

7TH Wieland u H. Sorg
physml Chem. 97, 1 [1916].

“H. Rheinbold, ]J. prakt. Chem. N.F. 153, 313
[1939]: vgl. E. H. Huntress u R. F. Phillips,
J. Amer. chem. Soc. 71, 458 [1949].

9 Y. Go u O. Kratky, Z. Kristallogr. Mineralog.-
Petrogr., Abt. A 92, 310 [1935]; Z. physik. Chem. Abt. B

e, Hoppe-Seyler's Z.
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Substanz

Loslichkeitserhéhung
von Buttergelb

beobachtet (+)
nicht beobachtet (—)

«-Cyclodextrin .

J-Cyclodextrin .

Glucose . .

Losliche Star]\e nadl Zull\ows‘.l\\
(Merck) (erst oberhalb 107/,
merklich). . .

Serumalbumin (Rmd)

Globin (Rind). . .

7-Serumglobulin (Rmd)

Poly -DL (-Glutaminsiure —
phenylalanin 3:2) Na-Salz .

Poly-pL-Glutaminsiiure
Na-Salz .

Poly- L.- -Glutaminsiure Na-Salz

DL-Phenylalanin Na-Salz

Desoxycholsiure Na-Salz .

+ 4
++++

+++
+++++

+++

++++++

Polyvinylalkohol

Tab. 1. Léslichkeitserhéhung von Buttergelb durch ver-
schiedene Substanzen.

7 15
610" [Mol/}] —=

Abb. 9. Léslichkeit von Buttergelb in Abhiingigkeit von
der a-Cyclodextrin-Konzentration. i — 414 mu, d = 1em,
20° C (Wasser).

mit dem bereits frither® fiir die Cyclodextrin-Ein-
schluBverbindung ermittelten Gleichgewicht
D + F—DF (1)
iiberein (D = Cyclodextrin, F = Farbstoff, DF =
Einschluf3-Verbindung), fiir das das MWG.
[D]-[F]
[DF]

gilt. Durch Einfithrung der Extinktionen folgt dar-
aus )

= Kor (1)

epr - [F]-cp

E =
Kur

+ Er. (2)

26, 439 [1934].

100, Kratky u G. Giacomello, Mh. Chem.
69, 427 [1936].

11 G, Giacomello, Atti Reale Accad. naz. Lincei,
Rend. VI, 27, 101 [1938].

12V, Caglioti u. G. Giacomello, Gazz. chim.
ital. 69, 245 [1939].
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Extinktions-

Extinktionskoeffizient
Dextrin-Bruttokonzen-

E — Gesamtextinktion der Losung, Ep
anteil des freien Farbstoffes, ),
der EinschluB-Verbindung, e,
tration,

Da [F] als Siittigungskonzentration eine Konstante
ist, folgt, dall E linear mit ¢y ansteigt. Da anderer-
seits epp [F] == Ep liBt sich nach entsprechender
Umformung von Gl. (2) zu

cp -+ Ey

Kok = 5

(3)
in der alle GroBen bis auf Kjy meBbar sind, auch
Kpr berechnen. Man erhilt dabei Kpp = 1,03-10"
Mol/l entspr. pKpr = 4,0, also einen Wert, der durch-
aus mit dem entsprechenden Wert des Svstems -
Dextrin-Methylorange (pKpr = 3,95) vergleichbar ist.
Damit ist bewiesen, daf3 die Loslichkeitserhthung des
Buttergelbs durch Cyclodextrin auf die Bildung einer
EinschluB-Verbindung im Mol.-Verhiiltnis 1:1 zu-
riickzufiihren ist.

2. Na-Desoxyvcholat-Buttergelb

Die Lislichkeitserhthung durch Desoxycholsiure
in 0,5-n. Natriumcarbonatlosung wurde auf analoge
Weise quantitativ untersucht. Wie man aus Abb. 10
erkennt, erhillt man hier keine gerade Kurve, d.h.
eine EinschluB-Verbindung im Mol.-Verhiiltnis 1:1
bildet sich nicht aus. Man gelangt aber zu einer be-
friedigenden Deutung des Kurvenverlaufes, wenn
man annimmt, daf3 sich zuniichst zwei Desoxyvchol-
siure-Anionen D zusammenlagern und dann ein
Farbstoffmolekiil F einschlieBen.

aD — D, (11)
D, + F = D.F. (111)

Durch Kombination der hierfiir geltenden MWGG.

erhiillt man (D] - Ko, - Ko,¥ )
[D.F] [F]

Ersetzt man iiber die Stochiometrie und Gl. (5)
[D] durch die Bruttokonzentration der Desoxvchol-
siure ¢, so ergibt sich

( 2 Ko,r [D:F] |2
(CD - -[F] / Kb, - Kpy¥ )
[D.F] - F1
Driickt man [D,F] durch die Extinktion aus, so
folgt unter Zusammenfassung der konstanten Glie-
der zu Er

b= Kn, - Ko’ ®)

W.BANDEL UND

W. BROSER

2K, r

b= I'-'r'- ; (9)

E = a(co— bE):. (10)
Aus a und b erhilt man Kp, nach
2

Kp, = . (1)

Durch Ansetzen von Gl. (10) fiir zwei Wertepaare
von ¢p und E lidBt sich unter Eliminierung von a die
Konstante b berechnen. Trigt man dann E gegen
(en—b E)* auf, so sollte eine Gerade erhalten wer-
den. Dies ist auch, wie Abb. 11 zeigt, der Fall.

15

m —

as

| i 1
§ ] 7 8
¢ 107 [Molf1] —=
Abb. 10. Léslichkeit von Buttergelb in Abhiingigkeit von

der Desoxycholat-Konzentration. 2 — 414 mu, d — 1 cm,
20~ C, 0,5-n.Na:COs.

a0

Aus der Steigung dieser Geraden erhilt man un-
schwer a. Man gelangt auf diese Weise mit den er-
mittelten Werten a = 4,0-10* [?/Mol*; b = 1,08 -
10* Mol/l zu

B =
PKIH

- 4,6-107* Mol/l,
1,34.

Da zur Ermittlung von Kp,r die Kenntnis von Ep
erforderlich ist, dieses aber nur sehr ungenau gemes-
sen werden kann, ist die Angabe eines exakten Wer-
tes fiir Kpr, nicht moglich, er liegt aber in der Gré-
Benordnung von etwa 107 Mol/l, was wiederum den
Verhiiltnissen bei den Cyvclodextrinen ihnelt.

Die experimentellen Ergebnisse stehen also im
Einklang mit dem Ansatz nach Schema (II) und (III);
sie sind jedoch noch kein eindeutiger Beweis, daf3
tatsiichlich in Losung das Addukt D,F vorliegt, da
sich zeigen liBt, daf sich die MeBpunkte innerhalb
der Fehlergrenze auch unter Annahme z. B. einer
Trimerisation zu D4F deuten lassen.
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3. Na-Desoxycholat-Methylorange

Das Spektrum von Methvlorange in 0,5-n. Soda-
losung zeigt in Gegenwart von Desoxycholationen
eine Blauverschiebung von 45 mu (vgl. Abb. 12). Die
Messung des Gleichgewichts erfolgte in der iiblichen
Weise. Aus Abb. 13 erkennt man, daB3 die Kurven-
form anders als bei den Cyclodextrinen ist, eine Ein-
schluB-Verbindung im Mol.-Verhiiltnis 1 : 1 also nicht

f /
15

Fee

10

25 50
(cy-b-6)%706 —»

Abb. 11. System Na-Desoxydholat-Buttergelb. Uberprii-
fung der Gl. (10). Punkte berechnet mit b = 1,08 - 1073,

vorliegt. Macht man aber wie beim Svstem Desoxy-
cholat-Buttergelb den Ansatz, daB 2 Desoxycholat-
Anionen ein Farbstoff-Mol. aufnehmen und rechnet
man nach Gl (4) unter Anwendung des im vorigen
Abschnitt ermittelten Wertes Kp, = 4,6 - 10° Mol/l
die Gleichgewichts-Konzentration [Ds] aus, so erhilt
man beim Auftragen der Extinktion gegen log [D.]
annihernd wieder die iibliche S-Kurve (vgl. Abb. 14),
aus der man pKp,r = 3,46 entnehmen kann. Dieser
Wert ist durchaus mit den bei den Cyclodextrinen
(a-Dextrin: pKpr = 3,95; p-Dextrin: pKpr = 3,60)
gefundenen * vergleichbar.

C. Die Ermittlung von EinschluB-Gleichgewichten
bei ungefirbten Verbindungen

Das Adrenalin ist nicht nur farblos, sondern sein
UV-Spektrum zeigt in Gegenwart von a-Dextrin auch
keine meBbare Verschiebung der Absorptionsbande.
Um zu kliren, ob das Adrenalin zur Einschlu3-Ver-
bindungs-Bildung befihigt ist, entwickelten wir ein
indirektes Verfahren. Wir gingen dabei von der
Uberlegung aus, daBl das Gleichgewicht eines Farb-
stoffes mit Cyclodextrin bei Zugabe von Adrenalin
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gestort werden muB, wenn dieses eine Einschluf3-
Verbindung bildet.

Aus dem MWG, des Adrenalins
[A][D] _ .. 5
DA] Kpa (12)
s 2 < St
8| 7 |
@
I
?'_ 1
|
400 450

Afmu] —=
Abb. 12, Spektrum von Methylorange ohne (I) und mit

Na-Desoxycholat (II). ¢p = 2-107%, ¢ = 0.1, 0,5-n.
NEI?CO:;.
AR | |
o | | i
a3 | i |
| i
i f i
-3 2 -1
Iqqﬂ_’_"’

Abb. 13. Gleichgewicht Na-Desoxycholat-Methylorange.

cp = 2-107, 0,5-n. NaxCO;, 2 — 490 mu, d 1 cm,
20° C.
oy
; \\
a3 \\
= L‘__:I:-:—.,,—“—_
I_ 1
-4 -3 =2
lag [0,] —>
Abb. 14. Gleichgewicht Na-Desoxycholat-Methylorange.
[D2] = Konzentration der assoziierten Desoxycholsiure-

Mol., berechnet aus dem Gleichgewicht Na-Desoxycholat-
Buttergelb.
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und den stichiometrischen Beziehungen

cy — [A] + [DA], (13)
¢p — [D] + [DA] (14)
A Adrenalin, D Cyclodextrin, ¢, — Bruttokonz.
des Adrenalins, ¢;, — Bruttokonz. des Cyclodextrins,
erhiilt man
Ko [D]-(ca —en+[D]) (15)

en—[D]

Da ca und ¢y willkiirlich gewiihlt werden konnen,

ist die Dextrin-Gleichgewichts-Konzentration [D] die

einzige Unbekannte. Diese ist aber iiber das Gleich-

gewicht des gleichzeitig anwesenden Farbstoffes [vgl.
Gl. (2) in Arbeit 1. c.?]

E—Epr

Er—E

Koy
[D]
mit den Extinktionen verkniipft und damit der Mes-
sung zugiinglich. ZweckmiBigerweise wird man hier-
fiir einen Farbstoff anwenden, bei dem Ep—Epy
moglichst groB sind. Dies ist fiir Methylorange in
saurer Losung der Fall *. Weiterhin ist ep so zu wiih-
len, da3 geringe Anderungen in [D] moglichst grofle
Extinktionsiinderungen bewirken. Dies ist in der Um-
gebung des Wendepunktes der Gleichgewichts-Kurve
(vgl. z. B. Abb. 2) gewiihrleistet; d. h. man macht am
besten ¢p == Kpr. Um sicherzustellen, daB tatsiich-
lich Gl. (15) und damit auch Gl. (12) gelten, ist es er-
forderlich, ¢ iiber einen moglichst groBen Bereich zu
variieren.
040

(16)

m —

035

oy e
log ¢, [Mol[t] —>
Abb.15. System a-Dextrin-Methylorange-Adrenalin.
Cp 107%, ¢y 1073, 0,08-n. HCI, 508 mu, d 1 em,
20° C.

In Abb. 15 ist dementsprechend die Extinktions-
Verinderung des Systems «-Dextrin-Methylorange
bei Zugabe steizender Mengen an Adrenalin wieder-
gegeben, Aus den einzelnen MeBwerten ergeben sich
unter Zugrundelegung der in einem Kontrollversuch
erneut bestimmten Griflen

Kpr = 1,310 entspr. pKpr = 2,88.
I':]-‘ == 0,568; I‘:|)|-‘ — 0,038

fiir Kpa die in Tab. 2 angegebenen Werte.

W.BANDEL

UND W.BROSER

cy- 107 Kpa
3,55 0,14
5,14 0,15
7,95 0,14
12,65 0,15
20,4 0,16
31.8 0,14
50,0 0,13
Mittelwert 0,144

Tab. 2. Werte fiir Kj),.

Man erkennt, daB3 innerhalb der MeBgenauigkeit
Ki einen konstanten Wert besitzt. Damit ist be-
wiesen, daBB Adrenalin mit a-Dextrin nach Gl (12)
eine EinschluB-Verbindung im Mol.-Verhiiltnis 1:1
bildet.

D. Diskussion

1. EinschluB-Verbindungen des Glo-
bins

Aus den spektrophotometrischen Untersuchungen
geht einwandfrei hervor, dal das Globin in Lisun-
gen sowohl mit Tetrachlorsalizil als auch mit Me-
thvlorange stichiometrisch definierte Mol.-Verbin-
dungen im Verhiltnis 1 : 2 bildet, die derartig stabil
sind, daB3 sie auch nicht dissoziieren, wenn das Glo-
bin nur im groBen Unterschuf3 vorhanden ist. Dies
steht in bester Ubereinstimmung mit den Dialyse-
versuchen von Kuhn und Birkofer® Aus der
Tatsache, dafl — wie wir in einem Kontrollversuch
feststellen konnten — weder natives noch resynthe-
tisiertes Rinder-Oxyhiimoglobin ein  Addukt mit
Tetrachlorsalizil zu bilden vermdgen, kann geschlos-
sen werden, dal} die Gast-Mol. die Plitze der Hime
in Himoglobin einnehmen, wobei allerdings die
Frage offen gelassen werden mul3, weshalb Globin
einerseits vier Himin-Mol., andererseits dagegen nur
zwei Tetrachlorsalizil- bzw, Methylorange-Mol. ad-
dieren kann.

Die Tatsache, daf3 die Banden der Globin- gegen-
iiber der Albuminlosung nicht nur stirker verscho-
ben, sondern auch wesentlich verbreitert sind, deu-
tet neben der hohen Stabilitit der Addukte darauf
hin, daB die Wechselwirkungen zwischen Wirt und
Gast beim Globin bedeutend stiirker als beim Albu-
min sind. Es darf daher wohl geschlossen werden,
daB die Farbstoff-Mol. in EinschluBBbezirken des Glo-
bins festgehalten und dort mehr oder minder vollstiin-
dig umschlossen werden. Auf diese Weise kommen die
Feldkriifte stiirker zur Geltung als bei einer einfachen
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Assoziation, wodurch die Verinderung der Spektren
und die hohe Stabilitit der Addukte ihre plausible
Erklirung findet.

2. EinschluB-Verbindungender Des-
oxycholsiure

Wie bereits oben bemerkt, kann allein aus dem
Kurvenverlauf nicht mit villiger Sicherheit geschlos-
sen werden, daB tatsiichlich 2 Desoxycholat-Anionen
1 Farbstoff-Mol. binden, da die Kurven auch unter
der Annahme einer Tri- oder Tetramerisation deut-
bar sind. Jedoch spricht der Befund?, daBB zur Auf-
lésung von einem Mol. Natriumpalmitat zwei Mol.
Natrium-desoxycholat erforderlich sind, fiir das Mol.-
Verhiiltnis 2 :1. Deshalb wird man sich also vorzu-
stellen haben, dal3 sich das Farbstoff-Mol. in einem
Hohlraum befindet, der von zwei halbkreisférmigen
Desoxvcholationen gebildet wird.

3. EinschluB-Gleichgewicht des
Adrenalins

Am Beispiel des Adrenalins konnte gezeigt wer-
den, daB es moglich ist, auch in den Fillen, bei de-
nen sich das Addukt nicht durch eine Anderung des
Spektrums zu erkennen gibt, EinschluB-Gleichge-
wichte nicht nur nachzuweisen, sondern auch ein-
wandfrei zu messen. Im Falle des Systems Adrenalin-
a-Dextrin liegt eine Einschlu-Verbindung im Mol.-
Verhiltnis 1 : 1 vor. Wie man auch aus dem Wert der
Konstante Kjy = 0,143 Mol/l entspr. pKpa = 0,85
entnehmen kann, ist diese EinschluB-Verbindung viel
weniger stabil als die bisher untersuchten. Es ist da-
her verstiindlich, da3 bei der geringen Wechselwir-
kung eine Anderung des Spektrums nicht zu beob-
achten ist.

E. Experimenteller Teil
1. Die Messungen

Die Aufnahme der Spektren und die optische Konzen-
trationsbestimmung erfolgte in der bereits frither 3 be-
schriebenen Weise.

Das System «-Cyclodextrin-Tetra-

chlorsalizil

Je 2ml einer 8-1075-m. Lisung von Tetrachlorsalizil
in Glykokoll-Puffer von py; 9,0 (It. Tabelle Kiister-Thiel,
doppelte Konz.) wurden mit x ml einer 0,02-m. Cyclo-
dextrin-Losung und mit (2 —x) ml Wasser versetzt. Da
es praktisch nicht méglich ist, stets ausreichend genau
gleiche Farbstoffmengen einzupipettieren, wurde die
Menge der einpipettierten Losungen durch Wiigung er-
mittelt und daraus die genaue Farbstoffkonzentration der
MeBlésung berechnet. Die gemessenen Extinktionen wur-
den dann rechnerisch auf den Sollwert 4 - 107 korrigiert.
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Die Systeme Rinderserum-Albumin-

Tetrachlorsalizil und Rinderglobin-

Tetrachlorsalizil

Die MeBlosungen wurden in ganz analoger Weise wie
beim Cyclodextrin hergestellt. Statt der 0,02-m. Dextrin-
lisung wurde eine 2-proz. Serumalbumin- bzw. 0,68-
proz. Globinlésung benutzt. Die Extinktionen wurden
4 Stdn. nach Herstellung der Lésungen gemessen.

DasSystem Rinderglobin-Methyl-

orange

Je 2 ml einer 4-107-m. Lésung von Methylorange in
Wasser wurden mit x ml einer 0,68-proz. Lésung von Glo-
bin in 2/15-m. Phosphatpuffer von py 7,3 und (2 —x) ml
2/15-m. Phosphatpuffer versetzt. Die Extinktionen wur-
den 4 Stdn. nach Herstellung der Lisungen gemessen.

Das System «-Cyclodextrin-Methyl-

orange

Je 1 ml einer 5-:107%-m. Methylorange-Lésung wurde
mit je 2 ml 0,2-n. HCI, mit x ml einer 0,023- bzw. 0,0025-
m. Dextrin-Losung und (2 —x) ml Wasser versetzt. Die
genaue Menge der einpipettierten Losungen wurde durch
Wiigung ermittelt und daraus die genaue Farbstoff- und
Dextrinkonzentration der MeBlosung berechnet. Die
Dichte séimtlicher Losungen wurde gleich 1 gesetzt. Der
dadurch verursachte Fehler liegt unterhalb 1 Prozent. Die
gemessenen Extinktionen wurden rechnerisch auf die
Farbstoffkonzentrationen ¢y — 107 korrigiert. Eine ge-
ringfiigige Extinktion des Dextrins (Triibung durch Ver-
unreinigungen) wurde fiir ¢, — 107 getrennt ermittelt,
fiir alle iibrigen Dextrinkonzentrationen nach dem Lam -
bert-Beerschen Gesetz berechnet und von den Ex-
tinktionen der jeweiligen MeBlésungen abgezogen. Als
Nullosung diente Wasser.

Das Svstem a-Cyclodextrin-Methyl-

orange-Adrenalin

Je 1 ml einer 5:107%-m. Methylorange-Lésung wurde
mit je 2 ml einer 0.0025-m. Dextrin-Lésung, mit y ml
0,125-m. Adrenalin/ 0.325-n. HCI-Losung und (2 — y) ml
0.2-n. HCI versetzt. Die genaue Menge der einpipettier-
ten Losungen wurde durch Wigung ermittelt und daraus
die genaue Methvlorange- und Adrenalinkonzentration
berechnet. Die Dichte simtlicher Lisungen wurde gleich
1 gesetzt. Die gemessenen Extinktionen wurden rechne-
risch auf den Wert ¢ — 107 korrigiert. Eine geringe Ex-
tinktion des Adrenalins (Verunreinigungen) wurde fiir ¢,

5-10% getrennt ermittelt, fiir die iibrigen Adrenalin-
konzentrationen nach dem Lambert-Beerschen Ge-
setz berechnet und von den Extinktionen der jeweiligen
MeBlésungen abgezogen. Als Nullésung diente Wasser.
Adrenalin allein (ohne Dextrin) findert die Extinktion des
Methylorange nicht.

Das System Na-Desoxycholat-Methyl-

orange

Je 2 ml einer 4 - 107%-m. Losung von Methylorange in
Wasser wurden mit x ml einer 2-107*- bzw. 2. 10 -m.
Lisung von Desoxycholsiiure in 1-n. Na,CO, und mit
(2 —x) ml 1-n. Na,CO,-Losung versetzt. Die gemessenen
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Extinktionen wurden auf die Farbstoffkonzentration
cp 210" korrigiert.

Das System Na-Desoxycholat-Butter-

gelb

Je 20 ml einer Lisung von Desoxydholsiure in 0.5-n.
Na,CO, wurden mit iiberschiissigem fein pulverisierten
Buttergelb zur Einstellung des Liosungsgleichgewichts
12 Stdn. im Thermostaten bei 207 C geschiittelt. Die Des-
oxydholat-Konzentration wurde zwischen 0 und 8107
variiert. Nach dem Abfiltrieren des ungeldsten Farbstof-
fes wurden die Losungen zentrifugiert, da sich heraus-
stellte, dal3 feinste Farbstoftteilchen selbst durch eng-
porige Filter nicht vollstindig zuriickgehalten werden.

Das System a-Cyclodextrin-Buttergelb

Je 20 ml einer Losung von «-Dextrin in dest. Wasser
wurden mit festem Buttergelb 12 Stdn. bei 207 C ge-
schiittelt. Die Dextrinkonzentration wurde zwischen 0
und 1,6 - 107%-m. variiert. Messung der Extinktionen nach
Abfiltrieren des ungelosten Farbstoffes und Klarzentrifu-
gieren.

2. Dialyseversuche (Nacharbeitung der
Kuhnschen Befunde)

Kupplung von 3.3".5.5"-Tetrachlorsalizil mit Globin:
170 mg Rinderglobin (2,510 Mole) wurden in 3 cem
Wasser gelost und mit Natriumearbonat auf p;; 9 ge-
bracht. 1,9 mg Tetrachlorsalizil (5-10°% Mole) wurden in
3 cem Wasser gelost, das durch 1-n. Na,CO, gleichfalls
auf p;; 9 gebracht war. Die Einstellung des pj-Wertes
erfolgte mit Hilfe von Indikatorpapier. Die vereinigten
Lésungen wurden in einem Cellophanschlauch bei + 47 C
vier Tage gegen Wasser von py 9 dialysiert. Das Volu-
men der AuBenlésung betrug etwa 100 cem. Die Lisung
im Schlauch blieb tiefgelb: an die AuBenlosung wurde
kein Farbstoff abgegeben. Bei Anwendung von mehr als
zwei Molen Tetrachlorsalizil auf ein Mol Globin lie
sich der UberschulB3 durch Dialyse leicht entfernen.

Verhalten des Symplexes gegen Borat

Tetrachlorsalizil lost sich in iiberschiissigem Boratpuf-
fer von py 9 zu einem farblosen Borsiurekomplex. Nach
Zugabe von Globinlésung firbt sich die Losung innerhalb
weniger Min. gelb, indem sich der Tetrachlorsalizil-Glo-
bin-Symplex bildet. Letzterer ist also stabiler als der Te-
trachlorsalizil-Borat-Komplex.

Verhalten des Symplexes gegen Himin

Eine aus 170 mg Globin und 1,9 mg Tetrachlorsalizil
gewonnene dialysierte Symplexlosung wurde bei py 9 mit
6,5 mg Chlorhiimin in verdiinnter Natriumcarbonatltsung
(pp 9) versetzt und bei + 4% C gegen Wasser von py 9
dialysiert. (Volumen der AuBenlisung ca. 100 ccm.) Selbst
nach 4 Tagen war in der Aullenlisung weder Himin noch
Tetrachlorsalizil feststellbar.

100 mg krist. Oxyhiimoglobin (Rind) und 1 mg Tetra-

WM. L. Anson u. A. E. Mirsky. J. gen. Physiol.
13, 469 [1930].

14 E G Schenck, Naunvn-Schmiedebergs
exp. Path. Pharmakol. 150, 160 [1930].

Arch.
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chlorsalicyl, beides in Wasser von py 9 gelést, gaben
beim Dialysieren im Cellophanschlauch den Farbstoff an
die AuBenlisung ab. Ebenso verhalten sich resyntheti-
siertes Methidmoglobin und resynthetisiertes Oxyhiimoglo-
bin. Eine frisch bereitete Lisung von 6.5 mg Himin in
moglichst wenig 1-n. Na,CO, wurde mit einigen ccm
Wasser verdiinnt und mit der Lisung von 170 mg Globin
in 3—4 cem Wasser vereinigt, Es erfolgt spontane Kup-
pelung zu Methimoglobin. Dieses wurde bei p;; 9 mit
Natriumdithionit zu Himoglobin reduziert. Zu diesem
Zweck wurde die Losung tropfenweise mit verd. Na,$,0,
versetzt, bis die gelb-braune Farbe in rot-violett iiberge-
gangen war, Durch anschlieBendes Schiitteln der Lésung
mit Luft wurde Oxyhiimoglobin erhalten. (Das Absorp-
tionsspektrum in 1/15-m. Phosphatpufter von py; 7 zeigte
die bekannten Oxyhimoglobin-Banden bei 543 mu und
378 mu). Je 170 mg Globin wurden wie oben mit Himin
zu Methiimoglobin bzw. Oxyhimoglobin gekuppelt und
mit je 1.9 mg Tetrachlorsalicyl in verd. Natriumcarbonat-
Liosung von py; 9 versetzt. In beiden Fillen dialysierte
das gelbe Diketon in die AuBenlésung.

3. Priparativer Teil

Rinderglobin

Das Globin wurde unter Benutzung der Vorschriften
von Ansonund Mirskv®, Schenck®und Drab-
kin15 gewonnen.

Eigenschaften des gereinigten Globins

Klar léslich in Wasser von py; 5—10. Nicht fiillbar durch
Siittigung der neutralen oder alkalischen Losung mit
NaCl oder durch 40-proz. Sittigung mit {!\‘HJ)zSOJ. (Aus
sauren Losungen bewirkt bereits ein geringer NaCl-Zusatz
Fiilllung.) Wihrend die Losungen sehr empfindlich sind
und durch Schiitteln oder Erwiirmen schnell denaturiert
werden, ist das trockene Priiparat stabiler und selbst nach
mehrstdg. Erhitzen auf 1107 in seinen Loslichkeits-Eigen-
schaften praktisch unveriindert.

Eine Probe wurde 10 Stdn. bei 110° und 15 Torr iiber
P,0, getrocknet. Der Wassergehalt betrug 4.5 Prozent.
Durch Kupplung mit Himin in verd. Natriumcarbonat-
Losung erhilt man Methimoglobin, nach Reduktion mit
Na,$,0, und anschlieBendem Schiitteln mit Luft Oxy-
hiimoglobin. Die Maxima der «- und p-Bande des re-
synthetisierten Oxyhimoglobins lagen bei 578 mu und
543 mu (py 7), stimmten also mit den Werten fiir natives
Oxvhimoglobin iiberein.

Rinderoxvhimoglobin

Das Oxvhimoglobin wurde in Anlehnung an die Ar-
beitsweise von Heidelberger und Aszodit? ge-
wonnen. (Himolyse mit Toluol, Auslisen der Kristallisa-
tion durch Alkohol.)

Cyclodextrine

Die Cyclodextrine wurden nach der Vorschrift von
Freudenberg, Plankenhorn und Knau-

13D, L. Drabkin, ]J. biol. Chemistry 158, 721
[1945].

16 M, Heidelberger, ].
[1922].

17 Z. Aszodi, Biochem. Z. 252, 212 [1932].

biol. Chemistry 53, 31
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ber1s durch Abbau der Kartoffelstiirke mit Bacillus ma-
cerans hergestellt. Die spezifischen Drehungen stimmten
innerhalb der Fehlergrenzen mit dem von Freuden-
b erg angegebenen [a]), 149.0 £ 1 fiir «-Dextrin und
[a]}, 158.8 = 1 fiir p-Dextrin iiberein.

Desoxvcholsidure

Ein kiiufliches Priiparat (Merck) wurde ohne weitere
Reinigung verwendet.

#-Chlorhimin

Himin wurde aus Rinderblut nach Schalfejeff
(modifiziert) gewonnen (Nenckiund Zaleski9), Das
Rohprodukt wurde nachi der von Fischerund Orth 2o
angegebenen Methode umkristallisiert.

Tetrachlorsalizil (3.3.5.5-Tetrachlor-

2.2-dihydroxybenzil)

Durch Chlorierung von Salizil in Eisessig gewonnen
(Kuhn und Birkofer®6). Das Priparat wurde 3-mal
aus Eisessig umkristallisiert. Orange-gelbe Niidelchen vom
Schmp. 2077,

Dibromsalizil (53.5-Dibrom-2.2"-

dihydroxybenzil)

Durch Bromierung von Salizil in Eisessig gewonnen
(Kuhn, Birkofer und Moeller2t). Das Priiparat
wurde 3-mal aus Eisessig umkristallisiert. Zitronengelbe
biegsame Nadeln vom Schmp. 212—213°,

K. Freudenberg, E. Plankenhorn u H.
Knauber, Liechigs Ann. Chem. 558, 1 [1945].

1 M. Nencki u J. Zaleski, Hoppe-Sevler's Z.
physiol. Chem. 30, 390 [1900].
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Buttergelb (p-Dimethvlamino-

azobenzol)

Der durch Kupplung von diazotiertem Anilin mit Di-
methylanilin gewonnene Farbstoff wurde 3-mal aus Al-
kohol umkristallisiert. Goldgelbe Blittchen von Schmp.
1175,

Methylorange (p-Dimethylamino-azo-

benzol-p’-sulfonsaures Na)

Kiufliches Methylorange (Merck) wurde 2-mal aus
Wasser umkristallisiert.

Rinderserum-Albumin und
serum-Globulin

v-Rinder-

Es wurden reinste Priiparate der Behring-Werke Mar-
burg verwendet.

L-Adrenalin

Kiufliches Adrenalin besitzt infolge von Oxydations-
prozessen einen schwach ritlichen Farbton und muf3 da-
her fiir die optischen Messungen umgefillt werden. Hier-
zu wurde 1 g Adrenalin (Schuchardt Miinchen) mit 0,5 g
Oxalsiiure p.a. in 23 cem Wasser gelist und mit 3-proz.
Ammoniak wieder ausgefiillt. Nach dem Absaugen und
Waschen mit Wasser. Alkohol und Ather erhilt man das
Adrenalin als rein weilles Pulver (ca. 0.8 g). Trocknen im
Vak.Exs. iiber CaCl,,.

20 H. Fischer u. H. Orth, Die Chemie des Pyr-
rols, Leipzig 1940, Bd. II, 2. Hilfte, S.440.

2 R, Kuhn, L. Birkofer u. E. F. Moeller,
Ber. dtsch. chem. Ges. 76, 900 [1943].

Zur Ermittlung von Stellungsisomeren. Mitt. [l

Von RanxporpH RIEMSCHNEIDER 2

Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Freien Universitit Berlin-Dahlem
(Z. Naturforschg. 11 b, 291—301 [1956]: eingegangen am 9. Februar 1956)

In vorliegender Arbeit werden einige Aufgaben behandelt, die sich durch sinngemille An-
wendung der in Mitteilung I dieser Reihe ! beschriebenen Methode zur Ermittlung von Stel-

lungsisomeren losen lassen.

Aufgabe 1l
Wieviel und welche stellungsisomeren Acetyl-,

Athyl- und Acetyl-ithyl-benzole sind theoretisch még-
lich?

Lésung
Aus der gestellten Aufgabe geht hervor, daBB stel-
lungsisomere Benzol-Substitutionsprodukte mit Sum-
menformeln ? gesucht werden, deren Indizes fiir H
Mitt. I: Z. Naturforschg. 11 b, 228 [1956].

1
2 Anschrift: Berlin-Charlottenburg 9, Bolivarallee 8.
3 Unter Summenformeln verstehen wir, wie in Mitt. [

und die Substituenten sind:

00
10
20
30
11
21
2 2

1O O O 1D

dieser Reihe 1 ausgefiihrt wurde, rationelle Formeln, bei
denen Atome der Substituenten und des Grundkorpers
nicht addiert sind.





