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55. Flavosemichinon-Metallchelate : Modelle zur Erklarung der 
a active site n in den mitochondrialen Flavoenzymen 

Zum Verhalten des Riboflavins gegen Metallionen I11 [l] l )  

von P. Hemmerich 
(19. XII. 63) 

In vorangehenden Arbeiten [ Z ]  wurde gezeigt, dass in verdiinnter wasseriger 0,- 
freier Losung keine Wechselwirkung des Isoalloxazin-(F1avin)-Systems, d. h. der 
prosthetischen Gruppe der Flavoenzyme, mit zweiwertigen Metallionen - ausgenom- 
men Hg2+ - feststellbar ist. Eine auffallend starke Affinitat besteht jedoch beim Ag+, 
welches mit Flavinen intensiv rote 1 : 1-Chelate oxinat-analoger Struktur auszubilden 
vermag. Deren Stabilitat, welche mit log K:& EZ 8 um mindestens funf Zehner- 
potenzen grosser gefunden wurde als diejenige des (nicht mehr messbaren) Cu”- 
Analogen, wurde auf einen Metall-Ligand-Ladungstransfer zuruckgefiihrt , bei 
welchem ein Elektron aus einem gefullten d,-Orbital des dlO-Ions in das energiearmste 
n*-Orbital2) des Akzeptorliganden delokalisiert ist. 

1) Die Ziffern in eckigen Klammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, Seite 475 
2) Zur Elektroaffinitat des Flavochinons vgl. KARREMAN [3]. 
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Daraus waren zwei Schlusse zu ziehen: 
I .  Die oxydierte Stufe des Flavins (FlH, ((Havochinono) hat offenbar eine s j e z i -  

.fzsche Affinitat zu Donor-Metallionen. Es musste sich also, unter geeigneten Bedingun- 
gen, eine Wechselwirkung mit allen diesen Metallionen feststellen lassen, also mit 
Xg+, Cu+, Au+, Hgz+, Hg2+, Fez+, Moo3'-. Tatsachlich konnten wir inzwischen mit allen 
diesen Ionen - allerdings grossenteils nur in wasserfreieni oder wasserarmem Milieu - 
Flavinkomplexe in Losung nachweisen und afialysieren [4]. 

(c Flavochinono (FIH) (I Flavosemichinon I) ( H H 2 )  Leukoflavin (FIH3) 

2 .  Die um ein Elektron reichere Radikalstufe des Flavins (FlH,, ((Flavosemichi- 
nonr) musste hingegen normale Affinitat zu allen d-Metallionen zeigen. Der pH- 
metrisch gefuhrte Nachweis, dass dies zutrifft, ist Inhalt dieser Arbeit: Man findet 
bei der pH-Titration unter 0,-Ausschluss einer z2;1 50yo o q d i e r t e n  Losung des Leuko- 
flavins (FlH,) bei pH 2 6 eine starke Aufhellung von oliv nach hellgelb, welche auf das 
Verschwinden des freien Semichinons $lH, hindeutet [4]. Die Rechnung (siehe unten) 
macht verstandlich, warum sich das Gleichgewicht 2 FlH, f F1H + FlH, im physio- 
logischen pH-Rereich mit steigendem pH stetig nach rechts verschiebt (Fig. 1). 

K, j%Radikol) 

% I 

Titriert man das System unter H, in Gegenwart von Pd/SiO,, also in vollstandzg 
reduzieytem Zustand,  so findet man gegeniiber der Semichinontitration nur die M e q e  
der Saure von pK, = 7 & 0,5 erhoht, nicht aber die Lage des Puffergebiets verandert. 
Freisetzung von H+ oder Farbanderungen durch zugegebene Schwermetallionen 
(Me2+) treten dann unterhalb des Me2+-Hydrolysenbereiches nicht auf. D e m  Leuko- 

f l a v i n  kommt somit keine messbare Metallaff initat  zu. 
30 
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Fig. 3 .  ictuxydalz(m von h f .  hydvievtekii t:AU, 
10- M in 0, I r i  AT- Methy1,rn~norpholinpuffer 
,bH S,O. I~u1niflavin-3-cssigsaure gibt cin itlen- 
tischcs Rild. 

1 total reduziert 
2 total rcoxydiert j E' * influss 
3 partiell rcosydiert 
4 partiell reoxydiert i n  Gegenwart voii 

1 Ni"10-2~w ha t  Itcinen 

10-'M S1' + 

Xndcrs bei der (0,-freien) Titration des halbreduzierten Systems in Gegenwart von 
Me2+ : Es tritt hier nicht Aufhellung ein, sondern Farbumschlag von oliv nach tiefrot ; 
gleichzeitig werden zusatzliche Protonen frei (Fig. 2 und 3 ) .  Lasst man 0, zutreten, so 
schlagt die rote Farbe rnomentan in das Gelb des Flavinchromophors urn. Zugleich 
treten Me(OH),-Fallungen auf, die 0,-Keaktion ist daher irreversibel. 

Ersetzt man im Flavinderivat F1H den Wasserstoff in 3-Stellung durch CH, 
(FLCH,), so andert sich das pK, der reduzierten Form nicht wesentlich (s. Tabelle). 
I>ie Dissoziation des FlH, und des FlH, muss somit in 1-Stellung erfolgen (s. Formeln). 
Aluch das Verhalten des halbreduzierten Systvms gegen Me2+ ist beim FlCH, und beim 
FlH in erster Naherung gleich. 

R 

V ij 
l;IH?K' (11' -= H odrr (-H3) 
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Da auch dem Flavochinon, wie eingangs erwahnt, keine messbare Metallaffinitat- 
Donor-Metallionen ausgenommen - zukommt , erschien die Annahme selektiver 
Komplexbildung des Semichinons gerechtfertigt. Unter dieser Annahme konnten wir, 
wie im folgenden dargelegt, unsere Daten quantitativ auswerten. 

Stabilitaten der Flavosenzichknoii-chelate 
I>ic angegebencn Daten beziehen sich auf 50°C, Fltol = 4 . lO"02, die Werte in ( ) auf Fltot -= 

1,33 . 10-2iv. Losungsmittel 50-proz. wasser. C2H,0H, 0 , l ~  hTaC1O,. 

PKLr8  KD Me?* log~<:,&~ U,I  

Wibof lavin G,30 0,22 (0,45) Cd (4.0) 
Zn 4,6 (4J) 
Xi 4.3 (4,O) 
CO 4.0 
F C  3,7 

Tetra-0-acetyl-ribof lavin 6,30 0,22 (0,45) Ni 4,4 (4,0) 

3-Methyl-tetra-O-acetyl-riboflavin 6,43 0,12 Cd 4,1 
zn 4,7 
Ni 4>9 
CO 4 , j  

I;l;ivin-Mononucleoti~l (FMN) enthalt 
sek, Phosphat u cgen Niederschlagsbildung 

nicht quantitativ auswertbx 
Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD) 6,60 wvegen Unreinheit 

A. Diskussion der Saure-Basen- Gleichgewichte i m  Flavin-Redoxsystem 
Flavin kann in der Chinonstufe als Kation (FlH,+), Neutralkorper (FlH) und 

Anion (Fl-) vorliegen, in der Semichinonstufe als Kation (((Rhodoflavin)), FlH,+) [5J, 

monomerer (F1H.J und dimerer Neutralkorper ((ClHJJ sowie als Anion (FlH-) und 
dimeres Monoanion (((Verdoflavino 151, (FlH,, FlH-)) 3), in der Leukostufe nur als 
Neutralkorper (FIH,) und Anion (FlH2-). Das Leuko-Kation FlH,+ tritt nur be1 
negativen pH-Werten auf. 

Im uns interessierenden pH-Bereich zwischen 3 und 8 sind in einer zu N 5096 
oxydierten Leukoflavin-Losung folgende Gleichgewichte zu berucksichtigen [7] : 

(k1H2)* + 2 GIH, 

Wenn wir die dimeren Partikeln als Ladungstransfer-Komplex betrachten, z. B. 
(I?lH& t) (FlH, F1H3), so laisst sich verstehen, dass ihre Saure-Basen-Eigenschaften 
denen des disproportionierten Gemisches ilz enter  Il'aherulzg gleich sind : Das Dimere 
((( Flavochinhydrono) (FlH,), gibt ein Proton ab, welches annahernd ebenso sauer ist 
3) Weitere assoziicrte Partikel in konz. aq. Losung wurden nachgewiesen durch GIBSON, MASSEY & 

ATHERTON [Sj. Wir haben deshalb die Standardbedingungen unserer Messungen (50-proz. 
Athanol, 50") so gewahlt, dass Assoziationsphanomene weitgehend zuruckgedrangt werden. 
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wic tlas I,cul<oflavin-Pi-otoii, wie unsere ’I‘itrationen zeigen : KFIH, ist - wie schon er- 
walint -~ niclit mcrklich vom Keduktionsgrad abhangig. Bei Abgabe eines zweiten 
l’rotons zerfallt &as Dimere, da ein Ladungstransferkomplex aus gleichsinnig ge- 
ladenen Partnern nicht stabil ist. Aucli die Metallaffinitat eines solchen Molekel- 
(1,adungstransfer)-Komplexes kann vernachlassigt \verden, da dieser - ebenso wie bei 
der Deprotonierung - bei Metallassoziation in seine Komponenten zerfallt. Bei der 
Auswertung pH-metrischer Messungen laisst sich daher Flavochinhydron in erster 
Nsherung als vollstandig disproportioniert ansehen. Diese erste Naherung ist, wie 
SCHW;\RZESB.ICH 8: MICHAELIS [i: zeigten, bei Konzcntrationen Fl,,, 5 ~ O - * M  
sogar absolut giiltig. Spektrophotometl-isch macht sich (lie Assoziation unter 600 mp 
ebenfalls niclit bemerkbar [6j. 

\Vir Iciinncn also tlas zn-ischen pH 3 untl 8 vorliegentle Systcm in erstcr Naherung stark vci-- 

c~infachcnd als ails den I-’artikcln FlH,  NH2,  N H 3 ,  FIH-. nntl I;lH,--- bcstchencl bctrachten. Dieses 
System ist definiert durch die nissoziationskonstanten von Semichinon ( KF,H,) und Leukoflavin 

( * j  sowic (lurch tlic 1)isproportionicrungskonstantc Kr1 dcs neutralen Scmichinons: 

Ls seicn nun tlic lionzcntrationcn an  Gesamtfla\.in l:ltot, an retluzicrtcm Flavin (jodomotrisch 
crniittclt) Fl , .~~t~c~x untl an  schwachcr Saure (acidimctrisch crmittelt) lilacicl (pKa = 7 4- 0,5) ,  so folgt : 

l:ltot -~~ [1’1H I + ~ 1 ~ 1 1 ~ 1  ~’ + i FIH2 J , ( 2 )  

I )ic .\nioncn sind hicr s ta t t  tler freien Sauren FlH, untl H H 3  einzusetzen, damit dieses 
(;lc.ichungssystem bcini Xquivalenzpunkt acidinietrischer Titration (pH = 8,O) Gultigkcit hat .  
.\its (2) his (4) lassen sich die Konzentrationcn der einzelncn Partiltcln bei p H  8 crrechncn: 

l)a tlic 1,agc tles I’ulfcrgcbicts, gegeben (lurch JiFq.lH8 b I ~ , H z l  -- im Gcgcnsatz zur Menge an 
schwachcr SPure . in erstcr Sahcrung \-om Oxydationsgrad unabhangig gefunden wird, folgt 
! F1l-i-j < [PIH,--]. Es I a n n  also K ~ ~ l l 1 2 + F l H ~ l  clirckt aus tlcm Titrationshalbn-ert abge- 
Iwcn \verdcn. 

h u s  (1) folgt iur die nun unter Bcnutzung von (j), (0) untl (7)  experimentell bcstimnibarc 
1 )isl””l’ortionirrung dcss Srtnichinon- Anions : 

H 

fi,]’ stcigt monoton mit steigenclempH an. Fur [H] = HA<, ist KD’ bekannt (pH 8. Aquivalenz- 
1)iinkt tler Titration). Durch Einsetzen i n  (;I. (8 )  liisst sich nun I<,, . nz ausrechnen. 

J )  I)ie SchreibLvcise der Symbolc bezieht sicli a u l  (lie im Stantlardwcrlc ti Stability (‘onstants H, 
~- 

C‘hein. SOC. (London), Spec. Publ. 1957, Xr. 6 ,  gegebenen Regeln. 
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13etrachtet nian andererseits die von SCHWARZEKRACH & MICHAELIS [ 7 ,  cingcfdlirtc c~\-cr-xll-  
Iionstantc )) k fiir die pH-abhkngigc nisproportionierung, so crgibt sich tliesc zii 

Mit llilfc van (1) crgibt (10) die einlachc Form: 

k(H) = K J )  . (I $- a/[.Hj)'/i(l + h/lHj)  . ( 1 1 )  

Im Bcreich von 10 -I* < [HI -cl 

a) fur [HI + 0 geht k + Z<,)' (T'ernachlassigung \ion 1 gegen a/[Hj .b/l.Hl fiihrt (11) in ( > I .  (S) 

b) fur :HJ -+ 1 geht k j. li, (u, b < 1) ; 
c )  fur a 7 b degeneriert k zu k = Zi,, . ( l+u/LH]) ,  fiir 1 > LH, > 0 nionoton anstcigcncl. I'iir 

(4 > h steigt clic Funktion noch starker an ;  
(1) fur a c; b durchliiuft - von einer gcwissen (;renzc (b  :., 2 a )  an - k cin Minimum, ~ i i c  I,.< 

rsperamewtell gcfw7deii zoird. 

(grol) 0 < [Hl .; 1) vcrhalt sicli k \vie folgt: 

iibcr) ; 

wirtl tlann im 1)iskussionsbercicli glcich Null fiir 

M'enn man mit (13) in (11) bzw. (8) eingeht, so folgt: 

Ixim pH mininialer Disproportionicrung. 
BciVernachlassigung van a gegen b erhalt man nus (14) untl (15) Itmin = L KD' ,  (1.11. im Ucrcicli 

des k-Minimums liegt das Semichinon noch nicht vollstandig dissoziicrt vor, denn fiir [HI = HA(, 
gilt schon k = 7cD', es gilt also [HImt, f H x ~ .  

TXc totale Radikalkonzentration durchlauft also bci pH <: X cin Minimum, in Ubereinstini- 
mung mit unscren Experimcnten und auch mit den jungsten Elclttroncnspinrcsonanz-I~~teii 
EHRENBERG'S [ 8 ] ,  \yofern die Dissoziationskonstantc tler Radilralform gcgen dic der 1,eultoforni 
vcrnachlassigbar, d . 1 ~  urn mindestens eine pK-Einheit klcincr ist (b  a). (Fiir b : 2 (I w5rc 
LH]min = oo! gemass GI. (13).) 

.\us (13) folgt: 
~Hl,in a ,  (I()) 

(I. ti. b & u - [HImi, 2 HXc,, (17) 

ist &her ciiic gutc .\bschatzung fiir die Dissoziationskonstaiitc F<F,H2 z ( I ,  \vciin / I  ~ 1 O--G*5  
untl Hjiq = 10-R*O ist. 

1)as Produkt I<n .u2 ist aus (8) bckannt, folglich auch K, selbst. Ubcrclies ist nun /r(H) gc- 
mass (11) bckannt fur allc [H] des Interessenbereichs. 

Nachdem so die pH-Abhangigkeit der Kadikal-Konzentration gekliirt ist, stclit nocli clcrcn 
.Ibhangigkcit vom Kctlox-Grad des Systems zur Diskussion. Diese liisst sic11 wits folgt a1)schiitzcn : 

lis scsi 1 = [Gcsamtes Semichinon] : [(hH2+ l<'Ik-)j 
H = [Gcsamtes l~cukoflavin]: [(FlH,+ FIH, ) 

C = [Gcsamtes Flavochinon] : FFlHj 
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A + 11 + C = Fltot, A z / B  . C = k (Disproportionierungskonstante). slit Einfiihrung dcr neueii 
l'ariablen ?z =: B/C,  welche mit zunehmcuder Keduktion von 0 ubcr 1 (50% Rcd.) gcgen 00 

(100% Red.) Iauft, folgt: 
(1s) 

(1 9) 

c = (Flto, - =Z)/(n + 1 )  . 

Daraus folgt rnit (20) fiir denjenigcn Reduktionsgrad, bei welchem die Semichinonkonzentra- 
tion .4 halbmaximal ist : 

n (-) ' 4 n a  ' 16 bzw. 1/16, 
2 ,  

solangc h gegcn 1 vcrnachlassigt werdcn kann, was im physiologischen pH-Bercich immer der Fall 
ist. D.h. crst bei 6yo bzw. 94% Reduktion ist der Semichinon-Anteil auf dic Halfte des Maximal- 
wcrtes (bci 50% Keduktion) gesunken. Im  llereich cles (schr flachcn) Maximums ist A daher von 12 

so gut  \vie unabhangig, so dass Mittelung iiber Fl,,id und I~lrrc~ox in diesem Bcrcich crlaubt ist. 

B, Analyse des Flavin-Redoxsystems in Gegenwart von Metallionen 

Setzt man dem halbreduzierten System Me2f zu, so muss im Falle einer selektiven 
Komplexbildung mit dem Semichinon dessen Puffergebiet, welches dasjenige des im 
starken Uberschuss vorliandenen Leukoflavins uberlappt, selektiv zu niedrigeren 
pH-Werten verschoben wcrden, d. h. es tritt der virtucllc Fall KFIH, > KFIH, ein 
(bezogen auf (11)). Die Abnahme der Radikal-Konzentration mit steigendem pH in1 
13ereich 5 < pH < 8 wird durch Me2+ ins Gegenteil verkehrt. Daraus ergibt sich eine 
Verschiebung des Komproportionierungs-Gleichgewichts zugunsten des Semichinons, 
so dass bei vijlliger Neutralisation in Gegenwart von Me2f im Falle vollstandiger 
-4usbildung des Semichinonchelates zusatzlich 3 .4q. Protonen frei wird nach der 
Gleicliung : 

FlH + FlH,- -1- 2 Me2+ f 2 FlHMe+ + H+, 

also Proton pro Metallion. Bei 0,5 H+/Me2+ findet man in der Tat experimentell 
einen deutliclien Aquivalenzpunkt, pH - 7 (Fig. 2 ) .  

Das Experiment zeigt aber, dass die Komplexbildung bei hoherem pH noch weiter 
geht, d. h.  es werden pro Metallion mindestens 1,s Protonen frei. 2 : I-Kowhplexbildung 
kann auf Grund folgender Beobachtung ausgeschlossen werden : bei Variation der 
Me2+-Menge wird eine Me2+ proportionale Menge H+ freigesetzt, bis zum Metall- 
Liganden-Verhaltnis 1 : 1. Ausserdcm musste im Falle der Reaktion F1H + F1H2- -+ 
Me2+ 2 (61H),Me + H+ insgesamt 1 H+/Me2+ frei werden, was nicht der Fall ist 
(vgl. oben). 

Die Fyeisetmrtg eixes zweiteic Protons aus dei i t  LigLEnd kartn ebenfalls ausgeschlossen 
sL:t:~sieii: FlHMe-1- :.-: FlMe -1- H+ @be zwar eine Freisetzung von insgesamt 1,5 
14 !/bl,.f , \yic, sic, tatsiiclilicli geluntlc~1i \vird ; j(docli I i l dcn  'I,igantltan tlvr Form F1K 
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(3-standig alkyliertes Flavosemicliinon) nach Aussage der BjEr~Ru~r-Titration init 
Zn2+, Cd2f usw. analoge Komplexe wie FIR-, die sogar etwas stabiler sind als diese. 

Wir erklaren daher die weitere Freisetzung von Protonen bei clen Nicht-Akzeptor- 
Ionen durch ,4usbildung von Hydrosokomplexen geniass : 

VIH+ L < I H ~ - -  + 2 hzc’ 1- + 2 H,O - * z E’IHJI~OH + 3 H- . 4 -  

In Cbereinstimmung niit den Ergebnissen von MARTEIL et nl. [9: bildcn sich solche 
Hydroxokoinplexe nicht unterhalb p H  7. 

C .  Stabilitatsbestimmung der Radikalchelate 
I:ntc.rhalb dcs in den Titrationen gut abgrenzbarrn Rercichs dcr H y t l r o s o - l i o m ~ ~ l c ~ l ~ i l t h n ~ ~  

gilt: 
2 4 H  

(‘2) - - [FlHhle+j 
FlHJk rafeZF’-rFIH-] (31ctot - 2 1H) [FIH 1 * 

[FIH-,, die lionzetitration cles freien Semichinon-.Anions, gcht aus (8) hervor : 

‘[l;IH-.> z )’[FIH,-J ~ F I H ] ~ ~ ~ I < ~  . n2/b [HI . ( 2 3 )  

Die nur intlirekt pH-abhangige [FlH] kann untcr Vcmaclil&ssigung (Ics Scmichinons (nls 
Summand) glcichgesctzt werden mit : 

(24) 

(2.5) 

I 
I 

1;lH 1‘Itot - 1/2 Fl,,,doh - I H , 

untl allalog : 

!.FlH2-J == Iilacid = il’H - AH , 

so (lass folgt: 

Solangc AH Q A ’ H  ist, gilt das Gleichhcitszeichen. 
Bedeutung der einzelnen Symbole: 

[H j IVasserstoffionenkonzcntration 
HAq [HI beim -4quivalenzpnnkt der S ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ - ’ T i t r a t i o i i ,  pH 8 ( “ ~ 1 .  Pig. 2) 

Bcstandigkeitskonstantc dcr Komplcxc FIHkIe i 
-1 H Uifferenz der ?\Teutr~~isationsaqui\.alente bei Titration init und ulino 

Netallioncn 
Differenz der ~eutralisationsaquivalcntc bci ’fitration (lev particll rctlii- 
ziertcn und des nicht reduzierten Systems 

li31P 
F1 I.131, 

1’1-1 

I l ’ f f  (H,jq) - I+lacicl ~ Gesamte Saurekonzentration vom pl( 7 0,i. 

Diskussion. - I m  lialbreduzierten Flavinsystem tritt ein Xasimurn der Dispro- 
portionierung (Minimum der Radikalkonzentration) bei pH 7,5 auf. Rei Zusatz von 
Schwermetallionen wird die Disproportionierung hingegen viillig zuruckgedrangt 
unter primarer Bildung von 1 : 1-Chelaten &Me+ aus dem zweizahnigen Radikal- 
Anion E’lH- und von deren Hydroxo-Derivaten FlHMeOH. Die Stabilitiiten ge- 
horchen der IRvI~G-WILLIAnls-Reihe [lo], wie aus der Tabelle S. 467 ersichtlich. 
*41kylsubstitution am N-3 des Flavins beeinflusst die Stabilitat dcr Iiaclilialchclatc 
nur wenig. Auf physiologische Verhaltnisse angewandt, he is t  das : Die h t a n d i g c  
Imid-Funktion steht auch im Kadikalchelat fiir &it. potenticlle Bindung an das 



Apoprotein zur Verfugung 5 ) .  Ebenfalls keinen Einfluss auf die Radikalchelat-Bildung 
hat die Ribityl-Seitenkette, deren Acetylierung die Komplexstabilitat nicht andert. 

*4nderes gilt fur phosphathaltige Seitenketten : Im Falle der eigentlichen Flavo- 
koenzyme beteiligt sich die PO-Funktion an der Metallkoordination. Die Radikal- 
chelate werden daher schwerer loslich, obwohl die freien P-haltigen Liganden vie1 
leichter loslich sind als ihre P-freien Analogen : %$ cue .f 

A. .I_ 

tw p Y .-z o.p-o+--.- v 

06 "H*O 

Die FMN-Radikalchelate konnten wir unter keinen Urnstanden in Losung halten. 
Die FAD-Analogen konnten nicht quantitativ untersucht werden, da uns kein 
geniigend reines FAD-Praparat sur Verfugung stand. 

Infolge Vernachlassigung der Semichinon-Dimerisierung behalten die KkJ&>,(,- 
Werte cine Abhangigkeit von Fltot, welche deutlich iiber der Versuchsfehlergrenze liegt. 

Die Bildung von Radikalchelaten, gleichbedeutend rnit einer Komproportionierung 
des halbreduzierten Flavin-Systems unter dem Einfluss von Metallionen, welche in 
tlieser Xrbeit pH-metrisch und spektophotometrisch nachgewiesen wird, haben wir 
inzwischen auch durch direkte Messung der Kadikalkonzentrationen elektronenspin- 
resonanzspektroskopiscli bestatigen konnen [ l l j .  

Das Metallion stabilisiert demnach die Radikalstufe des Flavin-Kedo~systems. 
Diese Stabilisierung ist hinreichend zur Erltlarung der Spektren und Elektronen- 
transfer-Eigenschaften nativer Metallflavoproteine. Zum Verstandnis der Zwammen- 
hange mussen allerdings Donor-Metallionen in die Diskussion mit einbezogen werden. 
Iiiickschlusse auf biologische Verhaltnisse werden an anderer Stelle eiiigehend dis- 
Icutiert [4]. 

Experimenteller Teil 
Ein tlosierbarcs Kcduktionsmittel, welches die komplexchemischc Xnalysc nicht stiirt, konnten 

wir nicht finclen. Wir bchalfen uns rnit katalytischer Hydrierung zum Leulioflavin, wobei sich Pd 
auf Silicagel als storungsfreister, schnell wirkender Katalysator erwies. Die unter vollstandigeni 
0,-Xusschluss hciss filtricrtc 1.osung wird dann auf das gemiinschte Volumen gebracht und durch 
Rcoxyclation auf dcn gcmiinschten Redox-Grad eingestellt. Dic Reoxydation kann tiiirch Spulen 

S C ~ I I C I I  * 
FlH, + l / Z  0, -.__+ FIH, + 1/2 H,O, 

langsam 
FIH, + lj2 H,O, --, I'lH -1- H,O 

init h i t  oder tlurch J, erfolgcn. Ilas Spulen rnit Luft hat dcn Nachteil, dass das gemass (1) ent- 
stehende H,O,, welches nur langsam nach (2) n-eiterreagicrt, die Losung destabilisiert. Die 
Reoxydation mit Jz wiederum kann nicht in Gegenwart J--affiner Metallionen (Cu2+) angewandt 
iverrlcn und erfordcrt Berucksichtigung der frcigcsctzten H-1 -1oncn. 

1)ie Hydricrungen wurden in cinem Spczialgcfass ausgefuhrt (Fig. 4) : Der I.ig.dnd wird in 
Suspcnsion rnit dcm Katalysator in 50-proz. Athanol im zylindrischen Raum I vorgclcgt und nach 
Vcrtlrgngung clcr Luft hyclricrt (Ilauer ca. l/, Sttl.). Darauf wird cler Zylinderinhalt clurch Einleiten 
von Wasserdampf in  den Mantel zum Sicden erwarmt. Wahrcnd man obcn durch cincn Zulauf- 
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trichter mit Druckausgleich frisches, O,-freies LBsungsmittel zugibt, wird der Zylinderinhalt bci 
massigem Vakuum durch die Fritte I1 in einen mit N, gefullten 500-ml-Vorlage-Messkolben abge- 
saugt. Nach Filtration von ca. 300-400 mI ist oberhalb der Fritte nur noch Katalysator zuriick- 
geblieben. Die filtrierte Losung wirtl unter dauernder N,-Zufiihrung im Thermostat bci gewiinsch- 

I;ig. 4. Hydriergefdss 

ter Temperatur a u f  500 ml gebracht. Aliquote Teile dieser 
Stammlosung werdcn mit vorgcwarmten, mit N, gefullten €3- 
pettcn entnommen. 

Zur Kontrolle des Redox-Grades liess man den Pipet- 
teninhalt unter die Oberflache eines uberschusses an K J3 in 
ZN H,SO,laufen und titrierte mit Thiosulfat das unverbrauchte 
J, zuriick. Danach wurde dic zur Einstellung des gewiinsch- 
tcn 50-proz. Redox-Grades berechnete Menge 0,l N Jod zur 
Stammlosung gegeben und letztere erncut auf 500 ml auf- 
gefiillt. 

Zur pH-Titration entleerte man die Pipette in ein rnit 
N, vorgespiiltes thermostatiertcs Elcktrodengefass, je nach- 
dem unter weiterem Zusatz der gewunschten Menge einer 
0 , l ~  Me(CIO,)P-Losung. Nach der Titration wurde die Redox- 
Potentialkonstanz durch erneute J,-Titration gepriift. 

Ilie Konstanz von Fltot lasst sich wahrend der Untersu- 
chung durch spektrophotometrische Bestimmung des Flavin- 
gehalts in Proben (ohnc 0,-Xusschluss) bei 445 mp kontrollie- 
ren. Es zeigte sich, dass unter den beschriebenen Bedingungen 
bei Ausschluss hellen Lichtes im Laufe mehrerer Stunden kein 
nennenswerter Zerfall (Photolyse, Thermolyse) des Flavins 
eintritt. F-4D und peracetyliertes Flavin konnen auch im vollcn 
Tageslicht gehandhabt werden. 

Die Titrationen wurden an einem thermostatierten METROHM-Combititrator mit Glaselektrode 
XU 100 unter VS+-deoxygeniertem Stickstoff ausgefiihrt. Die dennoch mitgefuhrte Sauerstoff- 
konzentration lag unter ~O- 'M.  

Il'eugel?zien ; FMN, FADE) und Iiiboflavzn waren Produkte tlcr I:LUKA AG., Buchs. Das Ribo- 
flavin wurde niehrfach aus 0 , l ~  NaOH in siedender 2 N Essigsaure umgefallt, bis das Material nach 
12stdg. Trocknung bei 100°/12 Torr die richtigen [12] Wertc fur die Extinktionen bei 446 und 
373 mp zeigte. FMN und FAD wurden nicht weiter gereinigt; die Flavingehalte wurden, wcnn 
notig, auf Grund der gemessenen Extinktionen herechnet. Beim FAD wurde spektrophotometriscli 
eine Reinheit von 91 % festgestellt, bezogen auf C,,H,,O,,N,P,, d. h. freie FAD-Saure, iiberein- 
stimmend rnit den Angaben der Lieferfirma. Acidimetrisch wurden jedoch nahezu zwei Protonen- 
aquivalente vom pK, N 10 (anstelle nur eines Aquivalents) gefunden und null Aquivalent an 
starker sauren Protonen (anstelle von zwci Aquivalenten fur FAD-Saure), Das FAD-Praparat 
liegt also in Form eines NH,+-haltigen Salzgemischcs vor. Die quantitative acidimetrische ALIS- 
wertung des halbreduzierten Systems wird dadurch verunmoglich t.  

Dic Darstellung von Tetra-0-acetylriboflovin wurde schon friiher beschrieben [13]. 3-standig 
alkylierte Flavine wurden nahezu quantitativ mit Dimethylformamid-Alkylhalogenid und I<,CO, 
als Katalysator bei Raumtemperatur erhalten. Seitenketten-OH-Gruppcn miissen zuvor durch 
Acetylierung geschutzt wcrden. Die Aufbereitung erfolgt, sobald diinnschichtchromatographisch 
kein Xusgangsmaterial mehr nachweisbar ist, durch Einengen im Vakuum und Aufnehmen in 
Chloroform/Wasser. Die organische Phase liefert nach Auswascheu mit kalter OJN NaOH und 
Trocknung bei Zusatz van Ather kristallines, reines 3-Alkylflavin, welches aus Alkohol/Isoprapyl- 
Bther umkristallisiert wird. So wurden dargestellt (Smp. korr.) : 

3-.~th~Z-tetro-O-acetylriboflavin, Smp. 169-171', aus Tetra-0-acetylriboflavin. 

Cz,H3,Ol0IY4 Ber. C 56,G H 5,s 0 27,9 (N)C,H, .5,1%, 
Gef. ,, 56,s ,, 5,8 ,, 25,O ,, 4,811" 

") .\l>kiirzungen: PMN = Flavin-Mononuclcotitl ; l ; . l l)  ~ l~Ia\~iti-.\tlcniri-l.)inuclaotitl 
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.j-.lfelhyl-te/ru-o-acelylribofluvLn, Sinp. 189-191", aus Tetra-O-acetylribolla~iii 

C,,H,,01,N4 Ber. C 55,9 H 5,4 S 10,00/, Gcf. C 55,8 H 5,4 X lO,2y0 

,?-UEnz?,Z-Zui?zifluoii?, Smp. 244-247', aus Lumifla\~in [.141. 

CmH1802K4 Ber. C 69,3 H 5,2 N 16,230 Gcf. C 695 H 5,2 N 16,15" 

3-.;it~~yZZun-2ifla.Jilz und 3-XlethyZZunzt~lavirr, idcntisch mit fruher 1-13! von uns auf andere .\rt 

3 - , 4 t l z o ~ ~ ~ c u ~ b o i z ~ v Z n z e ~ ~ ~ ~ Z - Z ~ ~ ~ ~ / ~ a ~ i ~ ~ ,  Smp. 280-283", ails Lumiilavin 114.1, 
in schlechter Alusbeute erhaltenen Praparatcn. 

C17H180164 Bcr. C 59,6 H .i,3 S 1 t i . t ~ ~  Gcf.  C 59,5 ki 5 5  S l(i.Z::, 

Da die Lnloslichkeit der Isoalloxazinc auf intermolckulare H-Bruckcn zuriickzufuhren ist, 
sintl die 3-hlkylderivate in polaren organischen Losungsmitteln und oft sogar in Wasser wcit 
besser loslich als die Muttersubstanzen. Durch wasseriges Alkali merden die 3-Alkylderivate schnell 
hydrolysiert, sie miissen also unter Ausschluss von Wasser clargestellt werdcn. Die I)csacctylicrung 
dcs acylicrten Ribitylrestes erfolgt leicht mit NH, in Athanol. 

i~untifZavin-3-essigsauve: Eine 3-standigc -CH,COOR-Funktion lasst sich nicht selektiv rnit 
Basen spalten (Ringbffnung !). Die Hydrolyse eines solchen Esters erfolgt jcdoch selektiv und 
quantitativ durch kurzes Erwarmcn in konz. HCI. Beim Verdiinnen fallt Lumiflavin-3-essigsaure, 
Zers. ca. 300", gut kristallisiert aus. Zur Analyse wurcle sie aus Hydrogencarbonat tnit sicdenclcr 
L N  Essigsiiure umgefallt und bei 1 O O o / O , O l  Torr getrocknet. 

( ~ , l ~ € I l ~ ( ~ ~ ~ - ~ , € ~ ~ ( ~  13cr. C .5+,1. 1 1  4,8 S lG,O:b (;L>I. ( '  .53,S 13 4,7 S lO,O'j( ,  

I .umiflavin-3-acctat ist im pHi-13crcich G--9 in allcn Rccloxstufcn lcicht wasserloslicli 

Ofitische Daten: Die in Fig. 3 gezeigten Spcktren nurden mit cinem Gerat HECKMAW DC' nut 
I'hotovolt Recorder aufgenommen. Das Flavosemichinon-Chclat ist unter den gegebcnen Beclin- 
gungen noch nicht vollstandig ausgebildet. Quantitative Chelatbildung ist (vgl. Stabilitatskon- 
stanten, Tabelle) erst bei hijhcren Konzentrationen zu erreichen, zu dercn spcktraler Erfassung 
TUNBERG-Kiivetten von weniger als 2 mm Lichtwcg hcnotigt \rertlen. Ilic nicht cinfache quanti- 
tative .-2nalyse clcr Spektren wird Gcgcnstand cincr wcitcrcn hrbcit scin. 

Ich rlankc dcm Mikroanalytischcn Laboratorium der CIRA XKTIENGESELLSCHAFT (Ur. 11. 
I'ADOWETZ) fiir dic Xnsfiihrung cler Mikroanalysen. Am experimentcllcn Teil der Arbeit hat meinc 
tcchn. Assistentin E.  ROMMEL in verdienstvoll stcr Weise mitgearbeitct. Durch Diskussionen untl 
Katschlage haben die Herren Dr. H. BRINTZINGER und Dr. B. PRIJS (Basel), Dr. A. EHRENBERG 
(Stockholm), n. DERVARTANIAN und nr .  c. VEBGER (Amsterdam) sowic Prof. H. BEINERT 
(Madison) wcsentlich beigetragen. Ihnen allcn gilt mcin l)ank, ebenso wie Hcrrn Prof. H. ERLEK- 
WEYER fur die Ermogfichung und Ermutigung zu diesen Studien. Dem SCHWEIZ. NATIONALFONDS 
ZUR FORDERUNG n E R  WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG danke ich fur die gewahrte finanziellc 
Hilfr. 

s L?mL\I<Y 

'The behaviour of half reduced isoalloxazine (flavocoenzyme) systems, riboflavin 
and analogues, has been studied acidimetrically and spectrophotometrically in 
aqueous solution, in the presence or absence of non-redox d-metal ions. The metal 
has been found to combine selectively with the flavin semiquinone anion, forming 
deep red radical chelates with cornproportionation of the ligand system. Colour and 
reactivity of native metal-containing flavoenzymes might be explained satisfactorily 
by this. Reference has been made to biological conclusions advanced elsewhere. 

I nbtitut fiir Xnorganische C.hemie, 
I'ni\wsit iit Hasel 
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56. Les spectres de masse dans l’analyse 

Les spectres de inasse des hydrocarbures monoterphiques 
par Alan F. Thomas et B. Willhalm 

(25 XI1 63) 

3e communication [l] l) 

Les hydrocarbures en C,,H,, comptent parmi les composCs les plus rCpandus 
dans les huiles essentielles, et comme ils existent presque touj ours dans des mClanges 
trbs complexes, d’bnormes efforts ont C t C  consacrks au dgveloppement de mCthodes 
d’analyse valables. ilu cours des derniirres annCes, des progres notables ont Ctk  accom- 
plis dans la sCparation de ces mClanges par des mkthodes de chromatographie en 
phase gazeuse [Z], et, dans notre laboratoire, la technique maintenant courante est 
d’isoler de petits Cchantillons en utilisant une de ces dernibes mCthodes, et d’identifier 
ces substances par la spectromktrie de masse. Nous avons tout rCcemment not6 
qu’une mCthode semblable avait C t C  utilisCe dans l’examen de l’huile essentielle des 
feuilles de cassis (Ribes nigrum L.) [3]. Pour cette raison, nous avons dCcidC d’exposer 
sans tarder les rksultats de notre Ctude des spectres de masse d’hydrocarbures en 
C,,H,,, C,,H,, et C,,H,,. Nous traiterons des spectres de masse d’autres composCs 
terphiques dans des mCmoires ulthieurs. 

Le squelette le plus souvent rencontrC dans les huiles essentielles est celui du 
menthane. Nous donnons les spectres de masse des $-menthanes cis- et trans- dans 
le tableau 1. Comme on pouvait s’y attendre, le trans-fi-menthane s’est r6vC1C 
un peu plus stable que son isomirre cis ,  dans lequel la tension causCe par lc substituant 


