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Untersuchungen von Spaltprodukten, die bei der Milchsaure- 
giirung aus Azofarbstoffen entstehen*) 

II. Oqdmtire Spltpdukte '1011 AMNbin und Echtrot E, w d c h  (w hn reduktiren 
d d  die E&~wirkung b. Lufbmnerrtoffr emtotehen 

Aue dem Chemischen U n t e m n h t  fiir das 8earlend. Bearbrttolten 
(Ehpg&Dg0n 8m 14. 1969) 

a) Die Sauerstoffempfindlichkeit der  redukt iven Spal tprodukte  
der  Lebensmittelfarbstoffe Azorubin und Echt ro t  Ec") 

Eisenbrand und PfeiE haben frUher beobachtet(1)) dal3 Garanaiitze**) mit dem 
zur Lebenamittelfiirbung dienenden Azofarbstoff Azorubin, welche durch die 
Lebenstiitigkeit der Milcheaurebaktenan vallig entfarbt worden waren, an der 
Oberflache rotgefarbt blieben, und daS auch hiiufiges Vermischen die Oberflachen- 
fiirbung nicht zum Verschwinden brachte, wahrend hingegen der untergeriihrte 
Anteil der gefarbten Oberschicht meist mehr oder weniger schnell entfarbt wurde. 
Sie konnten nachweisen, da13 89 sich bei diesen roten Verfarbungen an der Ober- 
flache der Garansatze nicht M unredueiert gebliebene Farbstoffanteile, Bondern 
urn Oxydationsprodukte der im Qaransatz entstandenen reduktiven Spaltstiicke 
der Azofarbstoffe handelte (1,3). Da die Konzentration dieaer Luftoxydations- 
produkte, welche eich nur an der Oberfliiche der Garrrnsiitze ,bilden, Bering ist, 
da diem ferner nur einen Bruchteil der Qeesmtgarzeit auf die Qarung einwirken, 
weil die Entstehung der Oxyaminoaphthalinsulfomauren *) aus den Azofarbstoffen 
einige Zeit benatigt, so wurden die Reduktionsprodukte auf chemischem Wege 
hergestelh, um in den Qaransatzen sofort gr6Sere Mengen z w  Oxydation LUP Ver- 
fiigung zu haben. 

Von den bei der Rsduktion dsr beiden mten Azofarbstoffe Amrubin and Echtrot E 
entatehenden Oxyeminonephthelineulfonelluren iut die 1-0xy-2-amhonephth8fin-4- 
sulfonsaure (OANS),  om Azorubin. 8m ampfindlichsten gegen Luf~euarstoff, Dies tut 
sich darin kund, daB die OANS nioht nur in basiacher und neutraler h u n g  mit dem Luft- 
saueratoff energiach unter Bildung gefArbbr Oxydationaprodukb reRgiert , Bondern auch 
in saurm. allerdinge mit fallendem pli-Wemt mnehmend langnamer (2). Die bei der RB- 
duktion des Echtrbt E entatehende 1~0-2.orpnapl1thelin-6-eu~ons8ure (AONS) 
rengiert degegen nur nooh in neutralern grpuffertem biilieu in merklicher Gmchwindig- 
b i t  mit dem Lufbaueretoff, in eohwwh eaurem Milieu nur noch in der Hitze. In der 
Literatur findet man nur Reaktionen der l-Amino-2-oxynaphthalin-s~o~~~en mit 
Luftsouerstoff in elkslischer Weuug kchriobm (2,4). 

*) Amzag 8191 der h r t a t i o n  von qana olro LOhrucM, SaerbrUoken 1960. 
*) Die Beeobibung der Herstellung der O&rsns&tze sowie eingehendere Angaben Uber 

die Reduktion der unteraachtem Azofarbstofts befinden sich im I. Te 1 (e.ehe vommtehende 
A.beit), 

***I H e m  Direktor Dr. R d ,  L-averkueea, m6chten wir fUr die freundliche ffberbung 
der Azofarbetaffe auch an d;wr  S t d e  bestens danken. 
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Messungen ergaben, daB zur vollstandigen Oxydation der AONS in stark alka- 
lischer Losung bei fortwahrendem Schiitteln und einem Angebot von iiberschiis- 
sigem Luftaauerstoff eineinhalb Stunden notig sind. Unter den gleichen Bedin- 
gungen ist die Oxydation der OANS aber in 2-3 Minuten beendet. In dieses Bild 
pamen such die typischen Reduktionseigenschaften (5) der OANS, die wesentlich 
auegepriigter sind a h  die der anderen Siiuren: Ti'iumuna' Reagens (6) ,  Dichlorphenol- 
indophenol, wird von OANS in saurer Losung praktisch momentan reduziert, was 
sich hier in eincm spontanen Farbwechsel von bordeaurot nach orangerot kundtut. 

uber die bei der Luftoxydation der l-0xy-2-aminonaphthalin-4-sulfonsaure 
(OANS) entstehenden Produkte ist wenig bekannt. Reverdin und de la Harpe er- 
hitzten OANS in sodaalkalischer Losung an der Luft (2) und beobachteten, daD die 
zunachst grune  Losung sich dunkel farbte und ein violettes Pulver abschied. Die 
von den Autoren mitgeteilten Farberscheinungen lassen sich gut reproduzieren. 
Um die Abhangigkeit der Luftoxydation der OANS vom PH-Wert genauer feat- 
zulegen, wurden Oxydationen in Pufferlosungen mit pH-Werten von 2,0, 3,O 
steigend bis 12,O durchgefiihrt. Es zeigte sich, da13 sich das genannte violette Pro- 
dukt erst oberhalb pH 9 t u  bilden vermag. Es kann also bei den hier untersuchten 
Xlchsauregaruqen nicht auftreten und wurde deshalb nicht weiter untersucht. 
Zwischen pH 8 und 6 sind die oxydierten Losungen dunkel rotbraun gefarbt; mit 
abnehmendem pH-Wert hellen sie sich auf und lassen ein rotschwarzes Produkt 
amfallen, das abfiltriert und weiter untersucht wurde. 

Es handelt sich dabei um das Produkt, das in alkalischer Losung die von Re- 
vwdin und de la Harpe beobachtete ( 2 )  Griinfarbung der Oxydationslosung bewirkt. 
Fugt man namlich zu einer Aufschliimmung dea roten Produkts - es ist in Wasser 
schwer loslich -- langsam X Kalilauge, so tritt  ein Farbumschlag von Rot iiber 
Violett nach tief Dunkelgriin ein, der durch Zugabe von .;o Saure riickgangig zu 
machen ist; hierbei geht das Produkt in Losung, um beim Ansauern wieder aus- 
zufallen. Dieses Produkt sol1 in Zukunft ,,die rote Substanz" genannt werden. 
Papierchromatographisch 1aBt sich ,,die rote Substanz" mit ThuZer-Losung (7) nicht 
in mebrere Bestandteile auftrennen (vgl. dagegen Abb. 3). Die Einwirkung sawer 
Entwickler auf dieses Produkt fiihrte wegen seiner Schwerloslichkeit z u n a c h s t  
zu keinem eindeutigen Ergebnis. Reduziert man die rote Substanz in neutralem 
oder leicht alkalischem Milieu mit Zinkstaub oder anderen Reduktiommitteln, so 
entsteht eine hellgelbe, nicht fluoreszierende Losung, die aich sdfort von der Ober- 
flache her reoxydiert. Ihrch  die Reduktion gelangt man also nicht mehr zur 
OANS zuriick. 

Messungen, die analog denen von Straus, Bernoullyund Maulner (8), nber mit 
einem Wassermanometer als Anzeigegerat ausgefuhrt wurden, ergaben, daD bei der 
Luftoxydation von 1 Molekiil OANS gerade '/, Molekiil 0, verbraucht wird, 
gleichgiiltig, ob man in neutralem oder basischem Milieu arbeitet. Nach dem An- 
siiuern scheiden sich zwischen 70% und 75% des Gewichta der Einwaage an 
OANS in Form der roten Substanz unloslich ab. Eine Reihe von Versuchen zeigte, 
daD diese Ergebnisse reproduzierbar sind. 



Oxydationslosung der OANS ah BaSO, nach- 
gewiesen. Nach beendeter Luftoxydation in neu- 
tralem bis schwach alkalisohem Medium wurde 
mit HC1 angesiiuert und die ausgeschiedene rote 
Substanz abfiltriert. Im Filtrat scheidet sich nach 
Zugabe von %Cl,-L&ung ein weiBer Niederschlag 
ab, der abfiltriert und mit Alkohol gewaschen 
wird; er ist in siedender konz. HCl unloslich und 
weist sich mittels Heparprobe als BaSO, aus. Ein 
weiterer Nachweis der Abspdtung von Sulfonsiiure- 
gruppen wurde papierch+omatographisch erbracht : 

Als Entwickler diente Thaler-Usung, Dauer 
4 Stunden. Die Sauren wurden durch Anfiirben 
mit einer Losung, bestehend aus 5 Teilen einer Start 

0 8@ 

0 O0 



712 Eisenbrand und Lohrscheid 
~rchtv  der 
Pharmazie 

Als weiteres Kriterium wurde die Xnderung der spezifischen Leitfahigkeit x 
in der Zeiteinheit wahrend der Luftoxydation der OANS gemessen. Diese sollte 
auch weitere Einblicke in die Art der Reaktion vermitteln. Die Dimension von x 
in den Tabellen 1 und 2 und Abbildung 2 ist Ohmw1 . cm-l. 

Da die Ausgangsleitfiibigkeit, die durch die Losung des Na-Salzes der OANS bewirkt wird, 
zu hoch ist, urn die geringen Effekte der Abspaltung der SulfonEiiuregruppe zu bemerken, 

wurde in einer geslittigten waI3rigen Liisung 
der Silure oxydiert. Der aerschuB an 460 
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OANS, der siciin Wasser nicht loste, wurde 
abfiltriert und ausgewogen; es losten sich 
86,2 mg OANS in 200 ml Wasser von 20” C. 
Zur Messung diente eine Philip-Universal- 
mel3briicke ,,Philoscop 11“ GM 4144. Ihr 
MeBbereich ist von 0,5 Ohm bis 10 Meg- 
ohm, die MeBgenauigkeit in den hier beno- 
tigten Bereichen 0,3 bis O,S%. Verwendet 
wurden platinierte Elektroden. Abbildung 2 
zeigt die Leitfiihigkeitsanderung mit der 
Zeit beim stetigen Durchleiten von Luft 
durch eine Losung von 86,2 mg OANS in 
200 ml Wasser bei 20” C. 

Das zur Losung der OANS dienende 
Wasser war vorher unter den Bedmgungen 
der Oxydation mit Luft gesiittigt worden; 
bei der Losung der OANS ist daher schnel- 
les Arbeiten notwendig, das erst nach einer 
Reihevon Versuchen erlangt werden konnte. 
An diesen Versuchen konnte, abgesehen 
von der vergrol3erten Ausgangsleitfiihigkeit, 
stets derselbe Verlauf der Leitfiihi6eits- Abb. 2. Leitfiihigkeitsanderung der I - 0 ~ -  zunahme beobachtet werden. Die Losung 
zeigte zu Beginn einen elektrometrisch ge- 2-aminonaphthalin-4-sulfonsiiure in wBBriger 

Losung messenen pH-Wert von 3,25. 

Die Abbildung 2 zeigt einen Anstieg der Leitfahigkeit mit der Zeit, wenn durch 
die Losung Luft durchgeleitet wird (I), 

Nach 45 Minuten beginnt sich die beschriebene rote Substanz abzuscheiden (A), 
der Leitfahigkeitsanstieg setzt sich jetzt etwas langsamer fort und nimmt schlie13- 
lich immer weniger zu. Offenbar strebt die Leitfahigkeit einem Grenzwert zu. 
Dieser mii5te erreicht sein, wenn gerade auf 2 Molekule ONAS 1 Molekiil Schwefel- 
saure abgespalten wurde. 

Es entsprechen namlich der eingewogenen Menge OANS von 86,2 mg bei Ab- 
spaltung von 1 Sulfonsauregruppe aus 2 Molekiilen 17,9 mg Schwefelsaure. 

Die Leitfahigkeit fur diese 1a5t sich aus der folgenden Tabelle 1 zu x - 
= 460,3 extrapolieren. Dieser Wert ist als Grenzwert der hochsten durch Ab- 
spaltung der Schwefelsaure erreichbaren Leitfahigkeit in Abb. 2 als Gerade ein- 
getragen. Diesem Wert mu5 sich die Leitfahigkeit bei der Spaltungsreaktion schlie5- 
lich asymptotisch annahern. Dies ist durch die gestrichelte Linie in der Abbil- 
dung zwn Ausdruck gebracht. 
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Tabelle 1 
Abhiingigkeit der Leitfiihigkeit vom Gehdt einer Losung an H,SO, 

mg H,SO, in 200 ml Wasser 

0 
0,915 
3,652 
1,827 
5,472 
7,290 
9,102 

12,72 
16,35 

x -  10-6 

118,8 
136,2 
154,9 
188,8 
225,9 
259,8 
296,4 
363,l 
430,o 

Der entsprechende Versuch unter Stickstoff (11) war beeinfluat durch die 
Schwierigkeit, daB sich ein Rest Luft am der Tauchelektrode nicht entfernen lie& 
Dies zeigt sich in der durch den Rest Luftsauerstoff bewirkten anfanglichen ge- 
ringen Leitfiihigkeitszunahme auch unter Stickstoff. 1st dieser Luftrest verbraucht, 
so tritt Konstanz der Leitfiihigkeit ein, wodurch sich I1 markant von I unter- 
scheidet. Nach 115 Minuten (bei B) wurde der Stickstoff durch Luft verdriingt, 
worauf die Leitfiihigkeit analog I zuzunehmen begann. 

Die Leitf iihigkeitszunahme bei der Abspaltung der Sulf onsauregruppe kann durch 
Entstehung von Schwefelsiiure erklart werden. Denn da diese im Gegensatz zur 
einbasigen Sdfonsiiure zweibasig ist, so treten durch diese Abspaltung zusatzliche 
Ladungstrager auf, wobei gleichzeitig Wasser und der Sauerstoff der Luft mit- 
wirken. 

Wahrscheinlich kondensiert das Molekiil, &us wdchem die Sulfonaiiuregmppe ccbgespal- 
tenwird, mit einem noch unvercinderten Molekiil OANS zu einem Indonaphthol, fiir wel- 
ches wir vorliiufig folgende Konstitution annehmen mochten : 

OH NH,+ 

so, 
Wenn man die Lufzufuhr unterbricht, hort die Leitfiihigkeitszunahme wieder a d .  

Dies zeigt, daB Hydrolyse der Sulfongruppe und Oxydation praktisch gekoppelt 
erfolgen. 
Da bei der Reaktion der Reaktionspartner H,O im Oberschd vorhanden ist, 

so kann seine Konzentration wiihrend des Vorganges als konstant angesehen 
werden. Das gleiche gilt fur den Sauerstoff der durchgeleiteten Luft. Daraus ergibt 
sich, daB der Abspaltungsvorgang, obwohl mehrere Molekiilarten beteiligt sind, 
formal durch die kinetische Gleichung f i i r  eine monomolekulare Reaktion dar- 
gestellt werden sollte. Die Reaktion ist d a m  unter den gegebenen Konzentrations- 
verhiiltnissen ,,pseudomonomolekular". 
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Die Reaktionsgleichung fur eine monomolekulare Reaktion lautet 
-1g (1-a) 

= k  Z 

Hierin bedeuten: Z die Zeit in Minuten und a den Bruchteil zersetzter OANS, 
(1 --a) den zur Zeit noch vorhandenen Bruchteil OANS, k ist, wenn die Glei- 
c h u g  erfiillt ist, eine Konstante. 

Der Bruchteil a kann, da man die Leitfahigkeit der gesamten abspaltbaren 
Schwefelsaure kennt, wie folgt ermittelt werden: 

Der Grenzwert der Leitfahigkeit fur die gesamte abspaltbare Schwefelsaure 
ist 460,3. Hieraus ergibt sich unter Abzug der Leitfahigkeit des Losungsmittels 
d X H ~ S O ~  = (460,3 - 118,8) = 341,5. Ebenso ermittelt man die d x-Werte fur 
die waBrige Losungen des OANS fur die verschiedenen Zeiten (d x OANS). Da 
nur die Halfte der anfanglich in der OANS verfiigbaren Schwefelsaure abgespalten 
wird, so ist der abgespaltene Bruchteil aus OANS 

A x (OANS) 
a =  

2 A xHzso4 

Die Tabelle 2 zeigt die Priifung der Reaktionsgleichung. 

Tabelle 2 
Priifung der Gleichung fiir eine monomolekulare Reaktion fur die Schwefelsiiuureabspaltung 

aus 1-Oxy-2-Naphthylamino-4-sulfonsiiure (I) 
Zeit A x o m s  a I-a 1000 * k 

0 
5 
10 
15 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
50 
55 
60 
65 
70 
75 
80 
85 
90 
165 

0 
11,9 
19,9 
32,7 
43,7 
54,O 

74,2 
86,O 
96,O 
103,2 
107,9 
116,3 
126,4 
134,3 
143,6 
151,2 
159,6 
169,3 
261,l 

63,5 

0300 
0,017 
0,029 
0,048 
0,064 
0,080 
0,093 
o,iog 
0,126 
0,141 
0,151 
0,158 
0,170 
0,185 
0,197 
0,210 
0,221 
0,234 
0,248 
0,383 

1,000 
0,983 
0,971 
0,952 
0,936 
0,920 
0,907 
0,891 
0,874 
0,859 
0,849 
0,842 
0,830 
0,815 
0,803 
0,790 
0,779 
0,766 
0,752 
0,617 

Mittel: 

- 
1,48 

1,43 
1,43 
1,45 
1,41 
1,43 
1,46 
1,47 
1,42 
1,36 
1,35 
1,37 
1,36 
1,39 
1,36 
1,37 
1,38 

1,40 

(1928) 

(13) 
~ 

Man ersieht, da13 k eine befriedigende Konstanz zeigt. 
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Die grobten Abweichungen zeigen die Werte 1,28 und 1,27. Der erstere ist aus 
einer relativ kleinen Leitfahigkeitserhohung ermittelt, diese Abweichung lie@ also 
innerhalb der moglichen Fehlergrenzen. 

Der zweite Wert von 1,27 ergibt sich aus der groBten gemessenen Leitfiihigkeits- 
erhohung gegen Ende der Reaktion. Hier ist die Leitfahigkeitsmessung daher mit 
der geringsten Fehlermoglichkeit behaftet, es handelt sich daher um eine reale 
Abweichung von k vom Mittelwert. 

Sie erklirt sich wie folgt: Da der fiir den Verlauf der Reaktion mabgebende 
zur jeweiligen Zeit noch vorhandene Anteil OANS nicht direkt, sondern indirekt 
aus der gebildeten Schwefelsaure durch Bildung der Differenz (1 - a)  ermittelt 
wird, so wird die jetzt bereits merkliche Mengen von OANS verbrauchende Kon- 
densation zum Indonaphthol nicht beriicksichtigt. Also ist das als (1 -a) ermit- 
telte OANS jetzt zu grob. Dann wird aber nach der Gleichung k zu klein. 

Damit ist erwiesen, daB die Gleichung der monomolekularen Reaktion streng 
nur in den ersten 100 Minuten mit Hilfe solcher indirekter Konzentrationsbestim- 
mungen von OANS aus der Leitfihigkeit erwiesen werden kann, da nur bis dahin 
die Kondensation zum Indonaphthol mengenmabig bei der Berechnung zu ver- 
nachlassigen ist. 

Ein Gang von k von sekundarer GroBe wahrend der gesamten Reaktionszeit 
von groberen nach kleineren Werten kann mit dem Ausfallen der roten Substanz 
zusammenhangen (siehe auch I, A). 

Die rote Substanz ist wahrscheinlich nach all diesen Feststellungen nicht ganz 
einheitlich. Ihre schwere Loslichkeit erschwert ihre Reinigung sehr. Versuche dazu 
sind im Gang. Es IiSt sich jedoch mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit annehmen, 
dab der Hauptbestandteil der roten Substanz ein Indonaphthol (siehe 8. 713) ist 
aus folgenden Griinden: 

Etwa 90% der eingewogenen OANS werden nach der Luftoxydation und 
Schwefelsiiureabspaltung als ,,rote Substanz" gewonnen (bezogen auf OANS 
- l/z S03H). 

Bei der Luftoxydation konnte eine teilweise Abspaltung der Sulfonsauregruppen 
nachgewiesen werden. Leitfiihigkeitsmwsungen machen die Abspaltung der Halfte 
des Anteils der Sulfonsiiuregruppe wahrscheinlich. Die andere Hiilfte entzieht sich 
der weiteren Abspaltung durch Kondemation des Molekiils zur ,,roten Substanz". 
Diese enthalt nur noch 1 titrierbare OH-Gruppe pro 2 urspriingliche Molekiile OANS. 

Es ist daher sehr wahrscheinlich, daB der Kondensationsvorgang unter Luft- 
zutritt in der Hauptsache in dem Zusammentritt zweier Molekule OANS zu einem 
Indonaphthol unter Abspaltung von einer Sulfongruppe pro zwei Molekide OANS 
unter Oxydation besteht. Somit ist nach Tabelle 2 die Halbwertszeit dieser Reek- 
tion bei pH = 3,25, fur a = 0,25 etwa 90 Minuten. 

DaB die in alkalischer Losung gewonnene rote Substanz jedoch nicht ganz ein- 
heitlich ist, zeigt das folgende Chromatogramm (Abb. 3). 
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Die rote Substanz, die mittels Luft- 
oxydation der OANS in alkalischer 
Losung gewonnen wurde, laBt sich in 
2Komponenten zerlegen (1, Z), die sich 
hinsichtlich ihrer Farbreaktionen gegen 
Siiuren und Basen gleich verhalten. 
Extrahiert man die rote Substanz mehr- 
fach mit lO%iger Essigsaure, SO geht 
ein Teil langsam in Losung. Die verblei- 
bende rote Substanz hat einen geringe- 
ren Rf-Wert (3,4). Der mit Essigsiiure iD 
Losung gegangene Anteil zeigt, mit 
Thaler-Losung entwickelt (5), einen 
etwas geringeren Rf-Wert als die nicht 
extrahierte rote Substanz (6). EineTren- 
nung der roten Substanz in ihre Kom- 

Abb. 3. Chromatographische Trennung der roten 
Substanz in 2 Komponenten 

ist mit Thaler-L&ung nicht 
moglich (6).  Schraffiert : Orangerote Zer- 
setzungsprodukte der roten Substanz. 

Das linke Chromatogramm wurde mit Patridge-Gemisch entwickelt, dem soviel Eis- 
essig zugefugt worden war, daB die Phasentrennung aufgehoben wurde. Dauer 8 Stunden. 
Rechts Entwicklung mit Thaler-Losung. Dauer 6 Stunden. 

losun! 

Start L 
7 2 3  I 2 3  

Abb. 4: 1. Isolierte rote Substanz 
nach der Luftoxydation der O M S .  

2,3. Die rote Substanz wurde mit 
Zinkstaub reduziert; an der Luft bil- 
det sich ein Produkt zuruck, daB sich 
in seinen Farbreaktionen gegen Basen 
und Siiuren nicht von dem Ausgangs 
produkt unterscheidet. Schraffiert : 
Rote Substanz, unschraffiert: Zer- 
setzungsprodukt der roten Substanz. 

Im sauren Milieu bleibt der groBte 
Ted der roten Substanz ungelost am 
Start sitzen (linkes Chr. 1). Nach der 
Reduktion und Reoxydation ist hier 
seine Loslichkeit wesentlich verbes- 
sert; auch nimmt die Menge der oran- 
geroten Zersetzungsprodukte zu (2, 3). 

Abb. 4. Die bei der Luftoxydation der 1-Oxy-2- i m  basischenMiliei jrechteschr.) zeigt 
aminonaphthalin-4-sulfonsaure entstehende rote die rote Substanz vor der Behandlung 

Substanz und &e Zersetzungsprodukte mit Zinkstaub eine bessere Loslichkeit 
als hinterher. Zersetzungsprodukte 

zeigen sich hier erst nach der Reduktion und Reoxydation. 
Das linke Chromatogramm wurde mit einer Losung von 10% Eisessig, 10% Athano1 

und 80% Wasser 4 Stunden entwickelt, das rechte ebensolang mit Thaler-Losung. 
Eigenschaften der roten Substanz: Sie spaltet beim Erwkmen in neutraler und 

alkalischer Losung langsam, schneller beim Kochen ihre noch verbliebene Sulfon- 
sauregruppe ab. L a B t  man sic in schwach alkalischer Losung (pH nicht iiber 9) einige 
Zeit stehen und sauert dann wieder an, so fallt erneut ein rotes Produkt am. Dieses 
unterscheidet sich jedoch in seiner Loslichkeit von der urspriinglichen roten Sub- 
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stanz. Es ist in saurer Umgebung besser, in alkalischer schlechter als diese loslich 
(siehe Abb. 3), wahrscheinlich infolge des Verlustes weiterer Anteile der Sulfon- 
siiuregruppe. 

Reduziert man die rote Substanz mit Zinkstaub und laBt sie sich an der Luft 
reoxydieren, so zersetzt sich ein Teil zu orangerot gefarbten Produkten (siehs 
Abb. 4). 

Es ist dabei nach den Arbeiten von Straus u. Mitarb. (8) wahrscheinlich, daB 
Naphthochinonderivate entstehen (16,17,18). 

Fiir das Verhalten der roten Substanz in Garansiitzen ergibt sich hieraus fol- 
gendes : Sie wird auch bei Garungen weitere chemische Veranderungen erleiden, 
und zwar wird sie sich bei Reduktionen und Reoxydationen unter Abspaltung 
von Schwefelsiiure mehr oder weniger zersetzen. Weitere Untersuchungen sollen 
sich mit der Gewinnung einheitlicher chemischer Stoffe aus der roten Substanz 
beschiiftigen. 

b) DieWirkung der  bei der  Luftoxydat ion der  1-Oxy-2-aminonaphtha- 
lin-4-sulfonsiiure isolierten ro ten  Substanz auf die Milchsauregiirung 

T s b e l l e  3 
Wirkung der roten Substanz auf die MilchsiiuregCung unter Stickstoff 

Rote 
PMS PMZ Vera. Substanz Gameit pH MS*) MZ 

Nr . % Std. Yo % 

1. 0,oOO 
0,OOO 
0,200 
0,400 
0,600 
0,800 

2. 0,oOO 
0,OOO 
0,200 
0,400 
0,600 
0,800 

0 
24 
24 
24 
24 
24 
0 

24 
24 
24 
24 
24 

6,20 
4,15 
4,25 
4,36 
4,60 
4,95 
6,20 
4900 
4,lO 
4,25 
4,55 
5900 

0,225 
0,966 
0,942 
0,874 
0,821 
0,710 
0,190 
0,923 
0,899 
0,861 
0,783 
0,667 

4,47 - 
3,72 1 9 0 0  
3,75 0,97 
3,86 0,88 
3,94 0,80 
4,06 0,66 
4,52 - 
3,78 1900 
3,80 0,97 
3,86 0,90 
3,96 0,81 
4,03 0,65 

- 
1,00 
0,95 
0,82 
0,71 
0,54 

1,oo 
0,97 
0,89 
0,77 
0,66 

- 

Die Summe MS yo + MZ yo ist wie fruher**) innerhalb der Fehlergrenzen kon- 
stant, womit wieder der homofermentative Charakter der Garungen erwiesen ist. 
Fiir 1. ist die Summe 4,73 0,04yo, fur 2.  4,71 & 0,02y0. 

*) MS = Milchaiture, MZ = Milchzucker. 
Siiurezuwachs bzw. Milchzuckerabnahme im Farbstoffansatz. 
Siiurezuwachs bzw. Milchzuckerabnahme im Ansatz ohne Farbstoff. 
Nahere Angaben vgl. Teil I dieser Arbeit. 

**) Vgl. Teil I dieser Arbeit. 
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Die Ansatze waren bis auf den mit O,S% Zusatz vollstandig entfarbt. Aber 
wahrend der Analyse bildete sich der rote Stoff durch Oxydation an der Luft 
zuruck. Die obigen p-Koeffizienten stimmen befriedigend iiberein. Sie zeigen, daB 
die rote Substanz nur maBige Hemmwirkung ausubt, die in der GroBenordnung 
der Hemmungen, wie sie Azorubin selbst verursacht, liegen. Allerdings ist dabei 
zu beachten, daB die rote Substanz selbst sehr bald durch Reduktion verschwindet, 
so daB man ihre eigentliche Wirkung so nicht fassen kann. 

Mi 1 c hs a ur  e g a r  u n  g un  t er  L u f t z u f u h r  

P. EhrEich zeigt in seiner Arbeit ,,Uber das Sauerstoffbediirfnis des Organis- 
mus" (ll), daB reversibel reduzierbare Farbstoffe, die aus der Zelle, in der sie redu- 
ziert worden sind, in die Blutbahn herausdiffundieren, dort sofort reoxydiert 
werden. Dies regte dazu an, das Model1 der Milchsauregarung derart zu modifi- 
zieren, daB die durch Milchsaurebakterien reduzierten Farbstoffe bzw. deren 
Spaltprodukte sofort wieder reoxydiert werden, ahnlich wie dies in der Blutbahn 
geschieht. So sollte man die Konzentration der Oxydationsprodukte der Spalt- 
stiicke der Azofarbstoffe trotz der groBen Reduktionskraft der Ansatze auf einer 
gewissen Hohe halten konnen und damit Aussagen uber die Eigenwirkung der- 
selben erhalten, die dann nicht mehr durch die Wirkung der Reduktionsprodukte 
uberdeckt ist. Hierzu wurde wahrend der Bebrutung ein konstanter, langsamer 
Luftstrom dutch die Garansatze geleitet. Da nun aber die Mischkulturen zu unter- 
schiedlichen Mengen aus aerophilen und anaeroben Stammen bestehen (19), kon- 
statiert man im Verhaltnis zu Ansatzen, die gleichartig, aber ohne Luftzufuhr 
bebriitet werden, eine gewisse, sich in begrenztem Rahmen haltende Stimulierung 
oder Kemmung der Milchsaurebildung. Da die Wirkungen des Luftsauerstoffs aber 
innerhalb derselben Versuchsserie vollig gleich sind, konnen die Analysenergeb- 
nisse miteiander verglichen werden. 

Es sei ferner erwahnt, daB der Schutz solcher beliifteter Ansatze gegen Infek- 
tionen mit Hefen schwieriger ist als der unbeliifteter. 

So war ein Teil der belufteten Ansatze nach 24 Stunden bereits in alkoholische 
Garung ubergegangen; derartige Versuchsreihen m d t e n  verworfen und wieder- 
holt werden. Solche Ansatze, die nur einen geringen Milchzuckerunterschd in der 
Stoffwechselbilanz aufwiesen (200-300 mg%), konnten noch zu Aussagen iiber 
die Hemmwirkungen herangezogen werden. Diese Versuchsreihen weisen sich 
durch gegeniiber pMs erniedrigte pNz-Koeffizienten aus. 

c) Die Wirkung d e r  Oxyaminonaphthalinsulfonsauren auf die 
Garungen  bei L u f t z u f u h r  

1. 1-Oxy-2-aminonaphthalin-4-sulfonsaute (OANS). 

Die Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse: 
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Tabelle 4 

Wirkung des Na-OANS auf die Milchsliuregiirung bei Luftzufuhr 

Vers. Na-OANS Luft Zeit PH MS Mz PMS PMZ 
Nr . % % % 

- 0 6,lO 0,136 4,92 - - 1. o,c@o 

0,000 - 24 4,00 0,843 4,30 - - 
0,000 + 24 4,65 0,626 4,38 1,00 1,00 
0,200 + 24 5,90 0,185 4,87 0,lO 0,09 
0,400 + 24 5,90 0,154 4,88 0,04 0,07 
0,600 + 24 5,85 0,145 4,89 0,02 0,05 
0,800 + 24 5,85 0,147 4,89 0,02 0,05 

2. 0,OOO - 0 6,15 0,139 4,81 - - 
- OYOOO 24 4,75 0,531 4,38 - - 

0,000 + 24 4,55 0,568 4,23 1,00 1,OO 
0,050 + 24 5,85 0,203 4,67 0,15 0,24 
0,100 + 24 6,00 0,165 4,70 0,60 0,19 
0,240 + 24 6,00 0,157 4,74 0,04 0,lO 

3. 0,000 - 0 6,25 0,106 4,66 - - 
0,000 - 24 4,50 0,516 4,27 - - 
OYOOO + 24 4,55 0,523 4,16 1,00 1,00 
0,010 + 24 5,20 0,440 4,26 0,78 0,77 
0,025 + 24 5,55 0,348 4,33 0,58 0,65 
0,050 + 24 $70 0,248 4,44 0,34 0,43 

Die Summe MS % + MZ % ist innerhalb der Fehlergrenze konstant und zwar fur 

Die Tabelle zeigt, daB die Einwirkung des Luftsauerstoffes auf die OANS Stoffe 
entstehen lieB, die sehr starke Giirungshemmer sind, wahrend unter Stickstoff die 
OANS praktisch keine Hemmung ausiibt. 

Da das Oxydationsprodukt ,,rote Substanz" unter N, nur verhaltnismiiBig kleine 
Hemmwirkungen ausiibt, so wurde dieses nunmehr auch den Ansiitzen unter Luft- 
zufuhr zugesetzt (Tabelle 5). 

2. Die rote Substanz 

1.) 5,07 & 0,07%, 2.) 4,88 & O,OS%, 3.) 4,71 f 0,06%. 

Tebelle 5 

Die Wirkung der roten Substanz auf die Milchsiluregitrung unter Luftzufuhr 

MZ PMS PMZ 
0, 

Vers. Rote Giirzeit Luft PH MS 
Nr. Substanz Std. % 10 

- 6,20 0,133 4,76 - - 
0,000 24 - 4,40 0,793 3,91 - - 

1. 0,000 0 

0,oOo 24 + 4,65 0,739 3,99 1,OO 1,00 
0,200 24 + 6, lO 0,197 4,64 0,11 0,16 
0,400 24 f 6,lO 0,185 4,64 0,09 0,16 
0,600 24 + 6,lO 0,150 4,66 0,03 0,13 
0,800 24 + 6,20 0,138 4,67 0,Ol 0,12 
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Fortsetzung von Tabelle 5 
Vera. Rote Glirzeit Luft PH MS M z  DMS PMZ 
Nr. Substanz Std. Y O  % 

0 - 6,15 0,122 4,20 - - 

- 4,35 0,578 3,66 - - 
2. 0 , m  

0,oOO 24 
0,000 24 4- 4,45 0,570 3,66 1,00 1,00 
0,010 24 + 5,25 0,476 3,79 0,79 0,SO 
0,025 24 + 5,60 0,363 3,92 0,54 0,59 
0,050 24 + 5,75 0,255 4,05 0,29 0,23 

Die Summe MS % + M Z  % ist fiir 1.) 4,82 f 0,12%, fiir 2.) 4,28 & @,05%. 

Die Bestimmungen des Milchzuckers, besonders in den konzentrierteren Lo- 
sungen sind durch gefarbte Oxydationsprodukte erschwert. Aus dem Vergleich 
der Werte von Tabelle 4 mit denen der Garungen unter Nz*) ergibt sich, da5 die 
garungshemmenden Wirkungen der l-Oxy-2-aminonaphthalin-4-sulfonsaure bei 
Luftzufuhr erheblich sind. Unter den gleichen Bedingungen iibt auch der Zusatz 
von roter Substanz zu den Garansatzen starke Hemmwirkungen aus. Beide Zu- 
satzstoffe hemmen etwa in gleicher GroBenordnung. 

Es ist daher anzunehmen, da5 aus beiden Zusatzstoffen schlie5lich dieselben 
stark hemmenden Endprodukte entstehen. 

3. Die Wirkung der l-Amino-2-oxynaphthalin-6-sulfonsaure (AONS) unter Luft- 
zufuhr auf die Milchsauregarung 
Die bei der Reduktion das Echtrot E entstehende AONS verhalt sich bei der 

Luftoxydation ganz anders als die OANS aus dem Azorubin. Mittels Wasser- 
manometer wurde, wie friiher beschrieben, festgestellt, da13 die AONS zur voll- 
standigen Oxydation die doppelte Menge Sauerstoff aufnimmt wie die OANS, 
namlich 1 Molekiil 0, pro Molekiil AONS. Im neutralen oder alkalischen Milieu 
tritt hierbei Braunfarbung ein, wie dies von Reverdin und de la Harpe (2) beschrieben 
worden ist. Die Bildung einer Zwischenstufe der Oxydation, wie bei der OANS, 
wird nicht beobachtet. Im stark alkalischen Milieu vermag sich allerdings bei 
langerem Stehen ein griin gefarbtes Produkt zu bilden, das sich aber hinsichtlich 
seiner Loslichkeit, Verhalten gegen Sauren usw. als vollig verschieden von der bei 
der Luftoxydation der OANS entstehenden roten Substanz erweist. Da sich dieses 
Produkt aber im sauren Garansatz nicht bilden kann, wurde es nicht weiter unter- 
sucht. Vielmehr bilden sich im Garansatz nur braune Stoffe, deren Farbe beim 
starkeren Ansauern nach Rot umschlagt. Chromatographisch ist eine Auftrennung 
in mehrere Oxydationsprodukte nicht moglich (vgl. Abb. 5). 

Eine Abspaltung von Sulfonsauregruppen wahrend der Luftoxydation wird nicht 
beobachtet. Mi5t man die Leitfahigkeit einer wahigen Losung von AONS 
bei Luftzutritt unter den gleichen Bedingungen, wie friiher (Seite 712) beschrieben, 
so andert sich diese iiber Stunden nicht. Auch mit den anderen dort beschriebenen 

*) Vgl. Teil I dieser Arbeit. 
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Methoden la& sich kein abgespaltenes Sulfat nachweisen. Aus all diesen Griinden 
ist anzunehmen, da13 die Luftoxydation der AONS direkt zu Derivaten von Naph- 
thochinon- bzw. Oxynaphthochinonsulfonsauren fiihrt. 

Abb. 5. Nachweis, daD die nach Reduktion des Azorubins und Echtrot E durch Luft- 
oxydation entstehenden Substanzen nicht mit den Ausgangsfarbstoffen identisch sind 
1. Azorubin. 
2. Die bei der Luftoxydation der l-Oxg-2-aminonaphthalin-4-sulfonsiiure entstehende 

3. Echtrot E. 
4. Das bei der Luftoxydation der l-Amino-2-oxynaphthalii-6-suJfomiiure entstehende 

Produkt. 
Das linke Chromatogramm wurde 5 Stunden in 3%iger Essigsiiure entwickelt, das rechte 
4 Stunden in Theler-Losung. Die unreduzierten Azofarbstoffe sind schraffiert gezeichnet. 

Tabelle 6 gibt die Analysen von Garansatzen mit 1-Amino-2-oxy-naphthalin- 

rote Substanz. 

6-sulfonsaurem Natrium unter Einleiten von Luft wieder. 
Tabelle 6 

Die Wirkung des Na-AONS auf die Milchsiiuregiirung unter Luftzufuhr 

Vera. Na-AONS Luft Gitrzeit PH MS M Z  pMS PMZ 
Nr. % Std. % % 
1. 0,Ooo - 0 6,15 0,131 4,93 - - 

0,Ooo - 24 4,OO 0,843 4,21 - - 
0,Ooo + 24 4,15 0,797 4,17 1,00 1,00 
0,200 + 24 5,95 0,178 4,83 0,07 0,13 
0,400 
0,600 
0,800 

2. 0,OOo 
0,Ooo 
0,OOO 
0,050 
0,100 
0,200 
0,400 

+ + + 
- 
+ + + + + 

24 
24 
24 
0 

24 
24 
24 
24 
24 
24 

6,OO 
6,OO 
6,96 
6,15 
4,75 
4,55 
5.25 
5,40 
5,70 
5,85 

0,158 
0,145 
0,151 
0,139 
0,531 
0,568 
0,358 
0,235 
0,160 
0,145 

4,85 
4,83 
4,84 
4,81 
4,38 
4,23 
4,49 
4,63 
4,74 
4,83 

0,04 
0,02 
0,03 

- 
1,00 
0,51 
0,22 
0,05 
0,Ol 

0,lO 
0,13 
0912. 

- 
1,00 
0,55 
0,31 
0,12 
0,00 
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Vera. Na-OANS Luft Garzeit PH MS MZ PMS PMZ 
Nr . % Std. % % 

~~~ ~ 

3. 0,000 __ 0 6,25 0,106 4,66 - - 
0,000 -_ 24 4,50 0,516 4,27 - - 
0,OOO + 24 4,55 0,523 4,15 1,OO 1,00 
0,010 + 24 4,65 0,488 4,18 0,92 0,77 
0,025 -t- 24 5,15 0,440 4,28 0,80 0,75 
0,050 -1 24 5,60 0,379 4,49 0,66 0,33 

Die Summe MS % + MZ % ist fiir 1.) 5,Ol & 0,05%, fiir 2.) 4,88 & O,OS%, 
fiir 3.) 4,75% & 0,12%. 

Auch hier entstehen also bei Luftzufuhr, wie die p-Werte der Tabelle zeigen, 
starke Garungshemmer, wahrend, wie friiher gezeigt wurde, die AONS und die 
OANS unter Stickstoff keine Hemmwirkung ausiiben. Zu erwahnen ist hier noch, 
daB das reduktive Spaltungsprodukt Naphthionsaure auch bei Luftzufuhr keine 
Garungshemmung bewirkt,*). 

Zusammenfassung 
Aus den durch Luftsauerstoffzufuhr in den Garungsansatzen oxydierten Spalt- 

produkten von Azofarbstoffen, namlich l-Oxy-2-aminonaphthalin-4-sulfonsaure, 
(OANS) aus Azorubin, und l-Amino-2-oxy-naphthalin-6-sulfonsaure, (AONS) aus 
Echtrot E entstehen starke Garungshemmer. 

Die genannten Sauren selbst sind unter Stickstoff praktisch wirkungslos, wie 
friiher gezeigt wurde. Naphthionsaure ist sowohl unter Stickstoff als auch bei Luft- 
zufuhr praktisch wirkungslos. 
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