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Propentdyopent und Pentdyopent stehen im Verhiltnis von Chinon zu Hydrochinon. Durch die reduzierende Wirkung von Laugen wird
, Propentdyopent iiber eine 1. Gelbstufe, eine Radikalstufe und eine 2. Gelbstufe in Pentdyopent {ibergefiihrt. Dithionit, das iiblicherweisc
- bei der Stokvis-Reaktion verwendet wird, dient als Oxydationsschutz.

The meachanism of the Stokvis reaction (SR); Communication No. 18

Propentdyopent and pentdyopent form an oxido-reduction system like that of quinone and hydroquinone. By the reducing action of

alkalis propentdyopent is converted into pentdyopent viaa first yellow intermediate, a free radical stage and a second yellow intermediate. -

Dithionite, which is normally used in the Stokvis reaction, serves as an antioxidant.
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' Durchfithrung und Verlauf der SR (2) und die dabei zu

beobachtenden Erscheinungen sind noch nie voll-
stindig beschrieben worden. SR geben Propentdyopent-
Grundkérper und -Addukte (hier als Propentdyopente
zusammengefaBt), deren Konstitution als Pyrrolderivate
mit zwei Pyrrolkernen im Molekiil in der 16. Mitteilung
(3) und von R. BonnNETT und Mitarbeitern (4) be-
handelt wurde. Auch gewisse Pyrrolderivate mit mehr

als zwei Pyrrolkernen geben Stokvis-Reaktion, doch -

muB in der vorliegenden Mitteilung von einer Be-
handlung dieser Verbindungen abgesehen werden. Die
folgende Diskussion der SR macht u. a. von unseren
Typenbezeichnungen der Dipyrromethene (5) Ge-
brauch.

Propentdyopente 16sen sich, sofern sie in den f-Stel-
lungen keine Siuregruppen aufweisen, nur unter Er-
wirmen in Natronlauge. Das an sich farblose Tetra-
methyl-Wasser-Propentdyopent beispielsweise, das in
Methanol eine farblose bei 273 nm absorbietrende
Losung ergibt, firbt alkalische Losungen gelblich.
Dies gilt allgemein fiir alle Propentdyopente. Diese
Reaktionsstufe soll als 7. Gelbstufe  bezeichnet
werden.

Bei weiterem Erwirmen einer die 1. Gelbstufe ent-
haltenden sauerstoffreien Lauge vertieft sich die Farbe
nach orange und rot. Dies ist ein Reduktionsvorgang
bei dem die Natronlauge als Reduktionsmittel wirkt (6).
Die rote Losung zeigt das Pentdyopent-Spektrum und
ist sehr luftempfindlich. Schiittelt man eine solche
rote Pentdyopentlosung mit Luft, so wird der rote
Farbstoff zerstort und es erscheint wieder gélbe Fir-
bung. Beim erneuten Erhitzen vertieft sich diese und
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geht allmdhlich wieder in Pentdyopent-Rot iiber. Bei
erneuter Inkorporierung von Luft wird die rote Farbe
abermals wegoxydiert. Dies kann so oft wiederholt
werden, bis die Losung nach Behandlung mit Luft
farblos ist. )
Demnach enthilt die gelbe Losung die Vorstufe oder
Vorstufen des Pentdyopents, das aus ihnen jeweils nur
zu einem Teil direkt oder indirekt gebildet wird.

Bei der Luftoxydation entwickelt sich Ammoniak und
das geldste Pyrrolderivat wird mit der Zeit unter Bil-
dung eines N-freien Polymers abgebaut (7).

Die Verwendung von sauerstofffreier Lauge ist ange-
bracht, weil der in gebriuchlicher Lauge enthaltene
Luftsauerstoff einen Teil des gebildeten Pentdyopent-
Farbstoffes bzw. der Vorstufen' zerstort, so_daB} bei
geringer Propentdyopent-Konzentration der Pentdyo—
pent-Farbstoff nicht erscheint.

Gibt man jedoch sofort oder bald zu der die 1. Gelb-
stufe enthaltenden sauerstofffreien oder der iiblichers
weise sauerstoffhaltigen Lauge ein Reduktionsmittel,
z. B. Dithionit, so wird die Lsung auch bei ‘geringer
Konzentration an 1. Gelbstufe rot und zeigt.das ty-
pische Pentdyopent-Spektrum. Bei hdoherer . Konzen-
tration von 1. Gelbstufe scheiden sich dann, wenn nur
Alkylgruppen in den f-Stellungen vorliegen, Pentdyo-
pent-Kristalle (8) aus. Bei Verwendung von sauerstoff-
freier Lauge treten die Kiristalle natiirlich auch ohne
Dithionit auf. Eine mit Dithionit erzeugte Pentdyopent-
Losung ist relativ luftbestindig, d. h. sie wird vom
Luftsauerstoff solange nicht angegriffen wie -noch
Dithionit vorhanden ist. Dem Dithionit kommt dem-,
nach die Rolle eines Oxydationsschutzes zu.
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Fiir die klinisch-chemische Analytik ergibt sich aus dem
Gesagten folgendes: Erzielt man Pentdyopentfirbung
des Harns nur durch Alkalisieren und Erhitzen, dann
mufl die Anfangskonzentration des Propentdyopents
im Harn betrichtlich gewesen sein, denn die Reduk-
tionswirkung der Lauge tritt erst nach Beseitigung alles
geldsten Sauerstoffes in Erscheinung, fiir die vor-
handenes Propentdyopent verbraucht wurde. Zur Be-
stimmung sehr geringer Propentdyopentmengen im
Harn sollte also nicht, wie iiblich, zuerst Atznatron,
Atzkali oder Lauge und dann erst Dithionit, sondern
gleich Dithionit-haltige Lauge zugegeben werden.
Hierfiir spricht auch folgender Sachverhalt: Wihrend
Harn-Propentdyopent durch alkalische Oxydation zer-
stort wird, wird es auch aus meistens vorhandenem
Bilirubin nachgeliefert. Am besten ist es deshalb, einen
zu analysierenden Harn schwach sauer aufzubewahren

und — wie oben gesagt — erst zur Analyse soviel
Dithionithaltige Lauge zuzugeben, daBl er alkalisch
reagiert.

Verdiinnt man eine Dithionit-haltige Pentdyopent-
Losung allmihlich mit Wasser, bzw. eine ohne Dithionit
dargestellte mit O,-freiem Wasser, so bleibt iiber einen
groflen Bereich die Absorptionsintensitit im Pent-
dyopentmaximum unverindert, wihrend lediglich der
tiber einen breiten Wellenlingenbereich zum Teil ins
UV sich erstreckende Untergrund der Absorption ab-
sinkt. Die Pentdyopent-Lésung gehorcht folglich dem
Anschein nach nicht dem Beerschen Gesetz. Beim
Verdinnen wird die Pentdyopent-Bande schmaler,
wodurch eine fiir das Auge reine Pentdyopent-Lésung
erhalten wird.

Diese Erscheinung mufl mit einer Nachlieferung des
Pentdyopents aus einer im UV absorbierenden und in
der Untergrundabsorption gelblich erscheinenden Farb-
stufe gedeutet werden, die wir als 2. Gelbstufe bezeichnen.
Solange diese 2. Gelbstufe noch vorhanden ist, wird
laufend Pentdyopent nachgeliefert und dessen Konzen-
tration bei Wasserzusatz in gleicher Héhe erhalten.
Erst wenn die 2. Gelbstufe aufgebraucht ist, erscheint
das reine Pentdyopent-Spektrum.

An Losungen mit geringer Pentdyopent-Konzentration
kann man deutlich bei Temperaturerhhung eine Farb-
intensivierung und bei Temperaturerniedrigung eine
Abschwichung der rot-violetten Pentdyopent-Farbe
beobachten. Temperaturerhhung hat also einen #hn-
lichen Effekt wie der Zusatz von Wasser, d. h. eine ver-
stirkte Bildung des eigentlichen Pentdyopent-Farb-
stoffes aus der 2. Gelbstufe. Beim Abkiihlen ist der
riickldufige Vorgang zu beobachten.

Durch Elektronenspin-Resonanz(ESR)-Messungen (6)
hat sich ergeben, daB die 1. Gelbstufe keine Radikale
enthilt. Mit Erscheinen der Pentdyopent-Farbe treten
jedoch Radikale auf. Das Pentdyopent und die 2.
Gelbstufe konnen aber keine Radikalnatur besitzen,
denn sie liegen ja auch in alkalischen Dithionit-L&-
sungen vor und sind in ihnen bestindig. Diese Losungen
enthalten deutlich meBbar nur die durch Dithionit ent-
standenen (:SO,)~-Radikale (9), welche weder durch

groBe Konjugationsgebilde noch sterisch geschiitzt
sind und so sehr leicht mit anderen Radikalen und mit
Sauerstoff reagieren kdnnen. Die Pentdyopent-Radikal-
stufe liegt demnach zwischen der 1. und der 2. Gelb-
stufe.

Die beschriebenen Beobachtungen sind wie folgt zu-
sammenzufassen:

Schema I

Propentdyopent (Ausgangsstufe)

y

1. Gelbstufe

}

Radikalstufe

!

2. Gelbstufe

I

Pentdyopent (Endétufc)

Die Stufen der SR

Propentdyopent (Ausgangsstufe)

Die Konstitution der Propentdyopente, also des Pro-
pentdyopent-Grundkérpers und seiner Addukte sind
bekannt (3, 4, 10). Da der Propentdyopent-Grund-
koérper in wiBr. oder alkohol. Losungen ohnehin in das
jeweilige Wasser- oder Alkohol-Addukt iibergeht, ge-
niigt es in Schema II die allgemeine Formel [1] zu ver-
wenden, wobei R Wasserstoff (Wasserstoff-Propent-
dyopent) oder eine Anzahl von Resten z. B. —OH oder
—OCH,; bedeuten kann.

1. Gelbstufe aus Propentdyopenten mit R &= H
in Natronlauge: -

Die Léslichkeit von in den f§-Stellungen nur mit Al-
kylgruppen substituierten Propentdyopenten in Natron-
lauge wirft dhnliche Probleme auf, wie das Verhalten
von f3,'-Dialkyl-A4-pyrrolinonen-(2) in Lauge. Das an
sich sehr gut wasserlosliche Dimethylpyrrolinon z. B.
absorbiert in neutraler Losung bei 218 nm (11), zeigt
jedoch in 4N Natronlauge eine zusitzliche schwache

. Absorptionsbande bei 304 nm (log & = 1,4). Die Frage

ist hier, ob in Natronlauge auch ein durch Teilenoli-
sierung gebildetes 1/-Hydroxy-pyrrol-Anion

CH, /CH,

o/ \_

(0] \N/ H
H

oder ein 2H-Hydroxy-pyrrol-Anion (Pyrrolenin-Anion)

CHy ,CH
vorliegt.
Wir neigen aus folgenden Griinden zur zweiten An-
nahme:
a) Das 1H-Anion miifte wie andere x-freie Pyrrole,
z. B. das 2-Methoxy-pyrrol (12), sehr oxydabel sein.
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Alkalische Pyrrolinonlésungen sind nicht Sauerstoff-
empfindlich.
b) Auch fir pg-Pyrrolinone in alkalischer Losung
scheint eine analoge Pyrrolenin-Form &uBerst wahr-
scheinlich zu sein (13).
Im Propentdvopent (Formel [1], Schema IT) liegt eine
Verbindung mit einem Methylenpyrrolinon- und einem
Pyrrolinonring vor. Um Loslichkeit in Natronlauge zu
ermdglichen miiBten sich der eine oder der andere Ring
oder beide umlagern. Eine Laktimisierung des Methylen-
pyrrolinonrings ist unwahrscheinlich. Methylenpyr-
tolinone oder Benzylidenpyrrolinone sind véllig un-
loslich in wiBrigen Alkalien, sofern nicht eine salez-
bildende Gruppe in einer B-Stellung oder in der a-
Seitenkette vorliegt (14).
Fiir die Annahme, dal der Pyrrolinonring des Propent-
dyopents laktdmisiert, spricht das UV-Spektrum der
1. Gelbstufe, das allerdings wegen der Uneinheitlichkeit
i der Vorginge und der Tatsache, daB die 1. Gelbstufe
! nur eine sehr kurz dauernde Durchgangsstufe ist, nicht
quantitativ vermessen werden konnte. Es zeigt eine
breite auf zwei Maxima bei etwa 270 und 320 nm be-
tuhende Absorption. Das erste Maximum geht sicher
auf die Methylenpyrrolinon-Struktur zuriick, die in
diesem Gebiet absorbiert (15). Die zweite entspricht der
oben genannten Bande von Pyrrolinon in Lauge. Wir
- nehmen deshalb an, daB das zweite Maximum der 1.
. Gelbstufe auf den laktimisierten Pyrrolinonring zu-
- rlickgeht.
« Aus diesen Griinden ist im Schema II die 1. Gelbstufe
" gemil Struktur [2] formuliert.

i

Isomerisierung von Propentdyopenten mit R = H (Wasser-
stoff-Propentdyopent)

" Diese Uberlegungen gelten natiirlich nur fiic die Falle,
in denen R == H, in denen also R nucleofug (16) ist.
Im Fall von R = H beobachtet man direkte Bildung von
Pentdyopent, in welchem die Methylenpyrrolinon-
Struktur nicht erhalten sein kann (s. unten). Der
scheinbare Widerspruch gegeniiber der oben ge-

- machten Feststellung, daB Methylenpyrrolinone al-

- kaliunloslich sind, also nicht laktimisieren, wird jedoch

| leicht beseitigt, wenn man bedenkt, daB im Fall R 3= H

; eine getrennte Betrachtung des Methylenpyrrolinon-

i rings und des Pyrrolinonrings, zwischen denen keine

' Konjugation besteht, erlaubt ist, wihrend im Fall R =

i H sicher zuerst der elektrofuge (16) angulire Wasser-

* stoff abgespalten wird, wodurch ein energiebegtinstigtes

. durchkonjugiertes Gebilde entsteht, in dem nun der

i Methylenpyrrolinon-Teil des Molekiils nicht mehs

: isoliert betrachtet werden kann. '

' 2. Radikalstufe

; Das Absorptionsmaximum der Radikalstufe liegt im

Bereich von 400—420 nm (6), was der Absorption eines
- Neo-Typs entspricht (s. Abb. 1) [z. B. Bilirubin IX
. 2max 424 nm (5)]). Dieser Neo-Typ unterscheidet sich
; von dem unten behandelten der Formel [6], Schema II,
i durch ein zusitzliches Elektron im Konjugations-
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Abb. 1

Elektronenspektrum der Radikalstufe
Tetramethyl—\\’asserpropentdycép%r;t in CH,ONa-Losung (22°,) nach
rhitzen

system, was auch die unterschiedliche Lage des Ab-
sorptionsmaximums erklirt.

Das ESR-Spektrum der Radikalstufe (6) zeigt deutlich
den hohen Grad der Delokalisation des Radikalelek-
trons.

Die Konstitution der Radikalstufe im Sinn der Formel
[3], Schema II, ist schon friiher ausfiihrlich begriindet
worden (6).

2. Gelbstufe

VerhiltnismaBig konzentrierte Pentdyopent-Lésungen
erscheinen dem Auge schmutzig-rot. Erst bei starkem
Verdinnen nimmt die Lésung die reine rot-violette
Pentdyopentfarbe an. Die spektroskopische Unter-
suchung ergibt, daB in konzentrierten Losungen neben
der Bande im Bereich von 525 nm noch eine starke
undifferenzierte Untergrund-Absorption, beginnend bei
etwa 400 nm, erscheint. Im MaB} des Verdiinnens wird
die Untergrund-Absorption abgebaut und das Maximum
bei etwa 525 nm bleibt mit gleicher optischer Intensitit
bestehen (s. Abb. 2 u. 3). Der Pentdyopent-Farbstoff
wird demnach beim Verdiinnen aus der allmihlich
verschwindenden 2. Gelbstufe nachgebildet. Diese
2. Gelbstufe ist nicht radikalisch, da sie in Gegenwart
von Dithionit bestindig ist, und befindet sich im gleichen
Reduktionszustand wie die Pentdyopentstufe.

LN /
sl [N |
T mAN
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.- 560 500 400 340
<+—2 [nm]

Abb. 2
Elektronenspektrum der Pentdyopentlsung .
Tetramethyl-\Wasserpropentdyopent in Natronlauge (10proz.) in

Gegenwart von Dithionit nach Erhitzen

15¢
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Abb. 3

Elektronenspektrum der Pentdyopentstufe
Wie Abb. 2, jedoch nach Verdiinnen mit Wasser

-~ T7[%)

Nach den oben ausgefithrten Uberlegungen, gemiB
welchen. eine Laktimisierung des Methylenpyrrolon-
rings nur im durchkonjugierten System moglich ist,
mufB die 2. Gelbstufe analog der 1. Gelbstufe gemil3
Struktur [4], Schema II, formuliert werden.

Ihre Absorption, die im Spektralbereich bei etwa
290 nm liegen diirfte, kann nicht beobachtet werden,
da in Abwesenheit eines Reduktionsmittels die gleich-
zeitig anwesenden anderen Stufen und deren Oxy-
danonsprodukte ebenfalls in diesem Spektralgebiet
absorbieren, in Dithionit-haltigen Losungen jedoch die
starke Eigenabsorption des Rcduktionsmittels (4 max
318 nm) das in Frage kommende Spektralgebiet ab-
deckt.

Pentdyopent (Endstufe)

Die oben erwihnten und frither eingehend beschriebe-
nen (7) Pentdyopentkristalle konnten nie einwandfrei
gereinigt werden, so daB keine sinnvolle Elementar-
analyse vorliegt. Sie zeigen einen auffallenden Dichrois-
mus und entstehen nur in konzentrierten L&sungen.
Wenn wenig Propentdyopent gelsst ist, mufl man, um
Pentdyopentkristalle zu erhalten, eine hdher konzen-
trierte Natronlauge verwenden und bei einer wenig
konzentrierten, z. B. 2N Natronlauge, entsprechend
mehr Propentdyopent. Offensichtlich handelt es sich
um einen Aussalzungseffekt, bei dem ein Natriumsalz
der 2. Gelbstufe oder des Pentdyopents auskristalli-
siert. Beim Verdiinnen unter Schutz vor Sauerstoff
gehen die Kiristalle in Losung, die das Pentdyopent-
spektrum (4 max etwa 525 nm) zeigt.

Wir nehmen an, daB dem Pentdyopent die Struktur
eines (,,klassischen*) «.«’-Dihydroxy-dipyrromethens
zugrunde liegt (Formel [5], Schema IT). Hierfiir sprechen
folgende Griinde:

a) Klassische Dipyrromethene absorbieren in polaren
Losungsmitteln im Bereich von 500 nm (5).

b) «.«’-Diamino-dipyrromethen absorbiert bei 525 nm
(17). Diithoxy-dipyrromethen absorbiert bei 500 nm.
Abbildung 4 zeigt auch die starke, oben erwihnte
Absorption im Bereich von 300 nm.

c) Nach Ansiuern einer Pentdyopentlésung oder einer
Aufschlemmung von Pentdyopentkristallen erhilt man
Wasserstoff- Propentdyopent (Formel [1], R =H,

o«
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540 500 400 300 220
~—— A [nm]
Abb. 4
Elektronenspektrum des 5.5-Didthoxy-3.4.3'.4'-tetramethyldipyrro-
methens

Schema II). Beide Verbindungen haben also den gleichen
Oxydationsgrad. Beim Ubergang von Wasserstoff-
Propentdyopent in Pentdyopent- und umgekehrt er-
folgt nur Isomerisation. Wasserstoff-Propentdyopent
ist in schwach saurem und in neutralem Medium die
stabile Form des Pentdyopents.

Besonders augenfillig erscheint diese Isomerisation bei
Wasserstoff-Propentdyopenten mit Propionsiure-me-
thylester-Gruppen in S-Stellung, z. B. bei 3,3’-Dime-
thyl-4,4’-dicarbmethoxyithyl-Wasserstoff-Propentdyo-
pent, beim Chromatographieren an basischem Alu-
miniumoxid. Das Produkt wird mit roter Pentdyopent-
farbe adsorbiert, aber farblos eluiert (18). Ein. analoges
Phinomen zeigt sich bei am Stickstoff methylierten
Wasserstoff-Propentdyopenten (19).

SR in Alkoholat

Bisher wurden nur die Erscheinungen in wiBr. Lauge
besprochen, da dies naturgemiB fiir Harnanalysen in
erster Linie interessiert. Kurz soll jedoch noch er-
wihnt werden, daB die SR in Alkoholat fiir den Fall
R == H neben dem fiir wiBr. Lauge beschriebenen
Weg auch noch einen anderen einschligt. Hier erscheint
neben dem etwas schmaleren Makimum bei etwa
290 nm ein weiteres Maximum bei etwa 400 nm (s.
Abb. 5). Dies spricht dafiir, dal neben Verbindungs-

()
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Abb. 5

Elektronenspektrum des Neo-Typs [6] in Alkoholat
Tetramethyl-Wasserpropentdyopent in Alkoholatlésung nach ge-
lindem Erwarmen
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Schema 11

1) — Propentdyopent
- R = H, OH, OCH; usw.
O=\\ CH— /_._
H

H
/ N\
R+ H R=H
Alkoholat Alkoholat Alkoholat
oder Natronlauge oder Natronlauge

H

=< |
v v B3]\ Radikalstufe
H " >_S /Ko-
O= —CH—
~y &
H X

o_ﬂ

_ AN \/ Pentdyopent
‘o-> _at o

typ- [2], Schema II,‘ein regulirer Neo-Typ gebildet
wird. Neo-Typen absorbieren bekanntlich in polaren
Losungsmitteln im Bereich von 400nm (5). Eine
derartige Verbindung kann nur durch reduktive Be-
seitigung von R entstanden sein und muB demnach
gemiB Struktur [6], Schema II, formuliert werden.

Struktur [6] ist weniger oxydations-empfindlich als [3]
und [5]. Dies zeigt Abbildung 6 einer zuerst erhitzten

Z. klin. Chem. u. klin. Biochem. [ 7. Jahrg. 1969 / Heft 2

2%

l

2] 1. Gelbstufe

N
—{ Yo
CH- 7 0

[4] > < 2. Gelbstufe
—0~

H/\ N’

und dann durch Stehen an der Luft aufoxydierten
Alkoholatlésung von Propentdyopent.

Wasserstoff-Propentdyopent (Formel [1], Schema II,
R = H) verhilt sich in Alkoholat genau so wie in
-wiBr. Lauge. Es sollte noch hinzugefiigt werden, daf3
bei Losen von Wasserstoff-Propentdyopent in Lauge
oder Alkoholat und einigem Stehen der Losung stetsauch
"Wasser-Propentdyopent mittels Zinkacetat als Zink-
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0 Radikale zu beobachten sind, hat seine Utrsache in der
B /\ /., erneuten Reduktion des gebildeten Woasser-Propent-
20 \ A dyopents.
S j / W Das bisher Gesagte ist in Schema I zusammengefaB3t.
=, 30 \ - Das Schema II stellt eine Abstraktion dar. Wenn
TF / \/[ auch sowohl in Natronlauge wie in Alkoholat bei
l 60 der SR verschiedene Vorginge gleichzeitig ab-
- / / laufen und so stets Substanzgemische vorliegen, so
80— — sind in Anwesenheit von Dithionit — und dis ent-
- spricht den Bedingungen der klinisch-chemischen
10 L1 1 1 1 L1 1 1 o L 1.1 - z[&s?a?;s;a ;i es;ilchcr nur die Vcrbindungstypen [4] und
- A [nm] *

Abb. 6

Analog Abb. 1. Untere Kurve nach Oxydation der Losung aufge-

nommen. Hier ist die Absorption der Radikalstufe und die der Pent-

dyopentstufe infolge der Oxydation abgebaut, wéhrend das Maximum

der weniger oxydations-empﬁngllicgen Struktur [6] noch erhalten
eibt

komplex nachgewiesen werden kann. (Bekanntlich
bildet Wasserstoff-Propentdyopent keinen Zinkkom-
plex). Dies erklirt sich ganz einfach aus einer Reoxy-
dation der Pentdyopentstufe zur Propentdyopentstufe.
DafB} nun nach einiger Zeit bei Erwirmen auch wieder

Die vorliegeride Darstellung des gegenwirtigen Wis-
sensstandes kann durchaus nicht alle beobachteten Phi-
nomene erfassen. Zu behandeln wiren noch die fiir die
Verfolgung der Genese pathologischer Propentdyo-
.pente wesentliche Abhingigkeit der Lage der Pent-
dyopentbande von der B-Substitution (18), die SR der
kiirzlich synthetisierten N-Alkyl-Propentdyopente (19),
die SR der monomolékularen Verbindungen mit mehr
als 2 Pyrrolkernen, und vor allem die SR der Propent-
dyopentpolymere.
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