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Audco-Hahnen

fur aggressive Flissigkeiten
patentiert in allen Industrielandern

Unerreichte Vorzlge:

Dauernde Dichtigkeit- Kein Festsitzen
Keine Betriebsunterbrechung
Leichte Handhabung
GrofRte Sicherheit
Lange Lebensdauer
Grolte Wirtschaftlichkeit

Verlangen Sie bitte Prospekt C
oder Vertreterbesuch

BALDUIN WEISSER AC. « BASEL

Telefon (061) 399 90

Maschinenfabrik - QQUrckhardt Akt Ges. Basel

Kompressoren
Vakuumpumpen
Wasserring pumpen
Zentrifugen

Kondensatoren
Presspumpen

Autoklaven

RuUhrwerke
Vakuum-Trockenschranke
Filterpressen



Antoklaven

W ir bauen; PO tSSI Spezialitaten:
Rihrkessel, Autoklaven, Séurefest emaillierte Apparate
Filterpressen, Trockenschranke MtjPj Apparate aus hochlegiertem
Trommeln, Spezialguss

Eisenwerk Eins/ Eins

Gesellschaft der Ludw. von Roll’schen Eisenwerke AG.
821



Kirbidtbliich im Werk Vnp [Witlit)

LOIVZA

Calcium-Carbid fiur Beleuchtung*-, Heiz- und Schweisszwecke

Metallegierungen: Ferrosilicium, Reinsilicium, Silico-Aluminium, Silico-Alu-
minium-Mangan — Graphit.

Kunstliche Schleifmittel: Siliciumcarbid. Lonsicar (Siliciumcarbid) fur Hari-
belon

Stickstoff-Dunger: Kdllcsaloeler, Ammonsalpeter, Ammonsulfal, KallcstickstoH

Komplex-Dunqger: Nitrophosphat, Nilrophosphafkali, Volldinger, Com-
posfo Lonza

Chemische Produkte: Formaldehyd, Acetaldehyd. Crolonaldehyd, Paral-
dehyd, Essigsaure, Essigsaureanhydrid, Natriumacelal, Dicyandiamid
Ammoniak, Salpetersaure, Nilriersaure. Natriumnitril. Nalriumnilrat.
Harnstoff, Ammonnilral. Nitrobenzol, Anilindl, Acetanilid

Organische Losungsmittel: Aceton, Aethylacelal, Methyl- und Butylal-
kohol und deren Acetate, SpeziallosungsmiHel

Cellulose-Acetat in allen Qualitaten

LONZA\ ELEKTRIZITATSWERKE UND CHEMISCHE FABRIKEN . AKTIENGESELLSCHAFT . BASEL

Vom pH-Wert héngt die Raschheit und
Ausbeute vieler Herstellungsprozesse sowie
die Reinheit der Produkte weitgehend ab.
Mit dem System SAUTER - POLYMETRON
kénnen jetzt pH-Werte auf einfache Weise
vollautomatisch geregelt werden.

Unterbreiten Sie uns lhre pH-Probleme;
wir beraten Sie gern und ganz unverbindlich.

SAUTER

FR. SAUTER AG.,FABRIK ELEKTR. APPARATE,BASEL



Zielbewulite Forschung

und modernste technische Verfahren

sind die Grundlagen unserer Produk-

tion. lhnen verdankt die Marke Ciba

das Vertrauen, das sie sich in der gan-
zen Welt erworben hat.



USINE GENEVOISE DE DEGROSSISSAGE D'OR

GENEVE

y Creusets en platine y

Ech.

Poids vol.
N° ; a <A <p, h
. cm3

10 10 10 25 14 28
15 15 15 28 16 32
20 20 20 31 18 35
25 25 25 34 19 39
30 30 30 36 20 4
40 36 40 39 22 45
50 43 50 42 23 49
60 53 60 45 25 &5l
70 62 70 47 26 54
80 69 80 49 27 56
90 75 90 51 28 58
100 80 100 52 29 59
110 110 110 53 295 61

120 120 120 55 30 62

Les poids s’entendent couvercle

compris

Capsules
Electrodes

Appareils divers

livrables rapidement



NICKELPLATTIERTER
KESSEL

zur Konzentration von KOH
mit Hochdruck-
heisswasserheizung
(Thermosyphon)

HCH. BERTRAMS
AG.
Basel 13

SANDOZ A.G.
SANDOZ BASEL

ANILINFARBSTOFFE

fur alle Fasern, in allen Eclithcitsgraden

HILFSPRODUKTE
fur die Farberei und Ausristung von Textilien, Leder und Papier

PHARMAZEUTISCHE SPEZIALPRAPARATE

ALKALOIDE, CHLOROPHYLL UND ANDERE
FEINCHEMIKALIEN

SCHADLINGSBEKAMPFUNGSMITTEL
fiir Obst-, Wein-, Garten- und Feldbau



MISCH- UND KNETMASCHINEN

DOPPELMULDENKNETER
KO-KNETER (kontinuierlich)
DISPERSIONS-MIXER FDR FARBEN UND LACKE

VAKUUM-EINDAMPFANLAGEN
ZERSTAUBUNGSANLAGEN
IMPRAGNIERANLAGEN

EXTRAKTOREN . DREHOFEN . AUTOKLAVEN
ROHRKESSEL * TROCKENSCHRANKE
TROCKENMISCHER . SCHAUFELTROCKNER

DAMPFKESSEL mAZETYLEN-TROCKENENTWICKLER
ROSTFREIE APPARATE

BUSS AG. BASEL - ABTEILUNG MASCHINEN- UND APPARATEBAU

Samtliche Verpackungsglaser aus
Leichtglas fur die chemisch-
pharmazeutische Industrie.

FORMA VITRUM AG. - ST. GALLEN

Tel. (071) 2 91 31

Die von der Industrie besonders bevorzugte
Qualitatslampe.

Fabrikation von Spesfallampenjeder Art.
Verkauf von Fluoreszenzpohren !

GLUHLAMPENFABRIK AG.
FR'BOURG Postfach 259



Tdrkischrot,

lange Zeit ein Geheimnis orientalischer Farber, wurde von Geigy zu
Anfang des 19. Jahrhunderts aus Krapp, Kalk, Tonerde und fettsauren
Verbindungen hcrgestellt und bildete wahrend Jahrzehnten eine der
Grundlagen des jungen Betriebes. Heute freilich iit das Turkischrot wie
auch das natirliche Indigo vergessen. Dafiir haben sich echte synthetische
Gcigy-Farbstoffc, darunter die Solophenyl- und Cuprophenylfarbstoffe, den
Markt erobert und zeugen von der gewaltigen Entwicklung der Farbstoff-

industrie im Laufe der letzten hundert Jahre.

J. R. GEIGY A . G BASEL



Aktiengesellschaft

Stehle & Gutknecht

Sulzer-Zentralheizungen
Barenfelserstr. 40-47 E33 s 6 1| Telephon 24.952
Spezialfabrik fur Zentralheizungen aller Systeme: Warmwasserheizungen, Fern-
heizungen, Pumpenheizungen, Etagenheizungen, Nieder- und Hochdruck-Dampf-
heizungen, Abwéarmeverwertungsanlagen, Ventilationen, Warmluftheizungen, Tréck-

nereien, Trockenschrankfabrikation, Warmwasserbereitungen, Heisswasserheizungen
fur Industrie, Hotels, Restaurants und Krankenhauser etc.

Feuerungen fur Koks, Koksgriess, Oel oder Gas  Grosse Neuheit: ,,Strahlungsheizung*

Titriskop Type E X60

Mit dem

TITItEXSKOP

kénnen alle potentiometrischen Auf-
gaben des Chemikers geldst worden.
Grosse Ablesegenauigkeit
Hochster Eingangswiderstand
Einfache Bedienung
Betriebssichere Konstruktion
Stabilisierter Voll-Netzanschluss
sind einige seiner vorzuglichen Be-
triebseigenschaften.
Als Zubehor liefern wir auch voll-
stdndige Titriereinrichtungen mo-
dernster Konstruktion, einschliess-
lichmagnetische Ruhrwerke, Glas-,
Bezugs- und Metallelektroden aller
Art.
W irberaten Siegerneunverbindlich
Uberdie Praxis der Potentiometrie.

METROHM AG.
HERISAU s



Labor-Eindampfer

Die umwalzende Neue-
rung auf dem Gebiete
der Labor-Dinnschich-
teneindampfer.

Der kleine Apparat mit
der grossen Leistung
und den grossen Vor-

sAr:*V:V .
teilen.

Maximale Schonung des
Eindampfgutes, welches
nur ca. 30 Sek. der Ver-
dampfungstemperatur
ausgesetzt ist.

Schnellste  Anreiche-
rung von kleinen Mengen
empfindlicher Stoffe aus
sehr verdunnten
Losungen.

Pat. Labor-Dilnn-
schichten-Eindampfer,
Verdampfungsleistung
ca. 15 kg Wasser/h.

Verlangen Sie Spezial-
prospekte.

LUWA AG., Spezialfabrik far Luft- und Warmetechnik
Zurich-Albisrieden, Anemonenstr. 40. Tel. 27 3335/36
Maschinenfabrik



DURAND &HUGUENIN S.A.
BALE (SUISSE)

Indig0 Sols (marque déposée)
Colorants au chrome
Colorants Perchrome
Colorants Acétyles
Colorants Polyacétyles
Colorants pour Aluminium
Produits auxiliaires

Colorants et produits spéciaux pour

I’impression et la teinture grand teint

ro-Mischer

MOd. E | Patente Dr. ing. Hans Mdller, Zurich

Neues Ruhr- und Emulgierwerk
fur Laboratorien

Vorteile: Keine rotierenden Teile
keine Fihrungen und Lager
keine Stopfbilichsen
keine Quecksilberverschliisse
keine Uberhitzungen an Heizflachen
Intensive Mischung und Rihrung
Homogene Verteilung ungeldster Stoffe
Beschleunigung chemischer Reaktionen
Verhinderung von Reaktionsverziigen
Enorme Zeitersparnis, da sofort montiert
Umwélzungin achsialeru. radialerRichtung

Besichtigung und Demonstration in unserem Ver-
suchslaboratorium

AG.KCHEMIE-APPARATEBAU

Telephon 284918 ZURI CH Scheuchzerstr. 71



OERLIKON

Gleichrichter und Elektrolyseure

fur die chemische Industrie

Elnanoden-Gleichrichterblock 2300 kW, 3650 A, 630 V,
fur einen elektrochemischen Betrieb

Gleichrichter

Normale Typen und Hoch-
strom-Gleichrichter In Ein-
anoden-Bauart bis 10 000 A

Elektrolyseure

fur die Herstellung von Was-
serstoff und Sauerstoff, fur
Leistungen bis 500 m3 H2
pro Stunde

Spezialantriebe
fur die chemische Industrie

Mittelfrequenz
Generatoren

Dampf- u. Gasturbinen

Komplette thermo- und hy-
droelektrische Kraftwerke

MASCHINENFABRIK OERLIKON

ZURICH 50

TEL. (051) 468530

Bureaux in Zurich, Bern und Lausanne



Der anspruchsvolle Chemiker bevorzugt
die bestbewé&hrte

METTLER- Analysenwaage

mit den besondern Vorzigen:
- automatische Gewichtsauflage bis 200 g
grosser optischer Bereich von 115 mg

- konstante Belastung des Waagbalkens, d. h. gleich-
bleibende Empfindlichkeit im ganzen W &gebereich

- Ablesung des Resultates von einer einzigen Skala

Gewicht = 123,7306 g

E METTLER, ZUrich 1 - genau - schnell - sicher - einfach

Fabrik fiir Analysenwaagen — erstklassiger Service-Dienst

Pelikanstrasse 19 - Tel 051 /25 2570 Verlangen Sie Offerte oder unverbindliche Demonstration

Unsere Spezialitaten
fur die chemische Industrie

Kessclbeschickungs-Anlagen
Kohlensilos

Pneumatische und mechanische
Transport- Anlagen

Brech- und Sieb-Anlagen
Kleinmihlen

DAVE»IO & C". ACr.

z C uion



Feinchemikalien
Wissenschaftliche Préaparate

Analysen-Reagenzien

Einige interessante Beispiele und deren Anwendung:

Aethylenmercaptan purum zur Darstellung von Thioglykolacetalen
Anthron puriss. z. A. zum Kohlehydratnachweis
Bleitetraacetat stab, purum fur spezifische Oxydationen
Cupferron purum z. A. zur Bestimmung von Kupfer
Dioxyweinsdure purum z. A. zum Nachweis von Natrium
Hydroxylamin hydrochlorid zur Darstellung von Oxymen

pract. 95/98%

Verlangen Sie unsern Katalog mit Preisliste.

Fluck&Co., Chemische Fabrik, St. Gallen Tel.(071)28989

E.M.B. Elektromotorenbau AG.

Birsfelden (Schweiz)

Fuss-, Flansch-und
Gcetriebcmotoren

far erhohte Anspriche
der chemischen Industrie

ventilierte oder
geschlossene Bauart

Spezial feuchtigkcits-
und saurebestandige
Imprégnierung



BIOCHEMICA ,,ROCHE"

Aminoséauren ¢ Di- und Tripepfide « Peptone m Protamine -«
Proteine m Biogene Amine

Purinderivate
Adenln, Adenosin, Adenosinphosphorsaure, Allantoln, Alloxan, Alloxantin, Coftein, Cytl-
din, Cytldinphosphorsaure, Guanin, Guanosin, Harnséaure, Hypoxanthin, Nuclelnsaure,
Theobromin, Thymin, Uracll, Xanthin, Xanthopterin

Sterine und Gallensauren
Cholesterin, Ergosterin, Sitosterln, Stigmasterin, Cholsaure, Desoxycholsaure, Glyko-
cholsaures Na, Taurocholsaures Na

Zucker, Zuckeralkohole und Zuckersauren
Glucose, Fructose, Galactose, Mannose, Sorbose, Arablnose, Xylose, Fucose, Rhamnose,
Dlgitoxose, Maltose, Lactose, Trehalose, Rafflnose, Glykogen, Inulin, Glucosamin. - Sorbit,
Mannlt, Inoslt, - L-Ascorblnsaure, Galactonsaurelacton, Galacturonsaure, Gluconsaure-
lacton, Glucuron, Ribonsaurelacton, Chinasaure, Brenztraubensaures Na

Kristallisierte, herzwirksame Glucoside
Convailatoxin, Digitoxin, Digitalinum verum, GitoxIn, Hellebrin

Kristallisierte Hormone Vitamine
Oestron Vitamin A: /5-Carotin crist. (Provitamin A)
Equllin Vitamin' B-Komplex:
Equllenin Vitamin B, (Aneurin) crist. synthet.
Thyroxin Vitamin B, (Lactoflavin) crlst. synthet.
Acetylcholin Nicotinsaure, Nicotinsdaureamid
Dijodtyrosin Pantothensaures Na und Ca

Vitamin B, (Pyridoxin) crist. synthet.
Vitamin C: L-Ascorbinsaure crist. synthet.
Vitamin E: DL-a—TocopheroI und DL-a-Tocopherolacetat synt.
(+)-Blotin synthet.
Wuchsstoffe Vitamin K-Grundkoérper: 2-Methyl-1,4-naphthochlnon

Hetero-auxIn (Indolyl-3-esslgsaure), Meso-inosit, 0-Alanin, /3-Indolyl-proplonsaure

Krebserregende Substanzen
Aminoazotoluol, Benzpyren, 1,2,5,6-Dibenzanthracen, Methylcholanthren

Blufgerinnungshemmende und -férdernde Substanzen

(biologisch standardisiert)
Llquoid, Dicumarol, Liguemin (Heparin Roche), Thrombin, Thrombokinase

Reagentien und andere Hilfsmittel fiir biologische und klinische

Versuche
«Numal-Roche» und Chloralose fir Tiernarkosen
Curare aus Calebassen (biologisch gepruft)
Jodessigsaure fiir Gewebsstoffwechselversuche
Pyocyanin und Phthiocol fur biologische Oxydoreduktionsversuche
Oichlorphenolindophenol zur Bestimmung der L-Ascorbinsaure
Dichlorchlnonchlorimid zur Bestimmung von Vitamin B.
a.ct’-Dipyridyl zur Bestimmung von Fe"
Naphthoresorcin zum Nachweis der Glucuronsaure
Dimedon zum Aldehydnachweis
Dlgitonin zum Cholesterinnachweis
Xanthydrol zur Bestimmung von Harnstoff und Urelden
Reineckesalz, Flaviansaure und Rufiansaure zur Féallung von Aminen, Aminosauren

und Peptiden

Ninhydrin zum Nachweis von «-Aminoséauren

Preisliste auf Verlangen

F. HOFFMANN-LA ROCHE &CO, A.-G., BASEL

Biochemische Abteilung
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35. Uber die Bildung von Glykokoll aus Brenztraubensiure
in vivo und in vitrol)
von R. Krucger.

(21. X 11. 49)

Wicchowski2) und Maynns-LevxB) haben zuerst erkannt, dass der
Tierkdrper zur Synthese von Glykokoll fahig ist. Sie fanden, dass
nach Verftttterung von Benzoesdure mehr Glykokoll in Form von
Hippursdure im Harn ausgeschieden wird, als im umgesetzten Kérper-
eiweiss vorhanden ist oder mit der Nahrung zugefiihrt wird. Osborned-
Mendel4) sowie McCoy de Hoseb) haben spéater festgestellt, dass auch
wachsende Tiere von der Zufuhr von Glykokoll unabhéangig sind, dass
sie die Aminosdure also in grossem Umfang synthetisieren kdnnen.
Die Frage, von welchen Substanzen diese Synthese ausgeht, wurde
lange diskutiert. Es seien hier nur einige Verbindungen aufgezéahlt,
die im Laufe der Zeit als mdgliche Vorstufen angesehen worden sind:
Leucin, Ornithin, Glutamin und Glutaminsdure, Serin, Harnsdure,
Sarkosin, Essigsaure und Glyoxylsdure. Es handelte sich also vor
allem um Aminosauren, an stickstoffreie Vorstufen ist aber ebenfalls
gedacht worden. Erst .1946 gelang es Shemin6) mit Hilfe der Isotopen-
methode eine Bildung von Glykokoll aus Serin sicherzustellen. L-
Serin wird vom tierischen Organismus unter Abspaltung von Ameisen-
saure direkt in Glykokoll Ubergefiihrt. Andere Mdglichkeiten der
Glykokollentstehung im Organismus sind bisher nicht bekannt.

Durch Futterungsversuche?) stellten wir vor einiger Zeit fest,
dass sieh die Konzentration des freien Glykokolls in der Battenleber
durch die Erndhrung stark beeinflussen lasst. So verursacht sowohl
fettreiches als auch kohlehydratreiches Futter ein erhebliches An-
steigen der Glykokollwerte der Leber. Auffalligerweise verhélt sich
das Serin in der gleichen Versuchsanordnung anders, der Seringehalt
der Leber wird allein durch fettreiches Futter in die Hohe getrieben.
Wenn das Glykokoll ausschliesslich aus Serin entstdnde, h&tte man
eine gleichartige Beeinflussung der Konzentration beider Amino-
sauren erwarten mussen. Tn diesem Zusammenhang gewann ein Neben-

® Diese Arbeit wurde mit Unterstutzung der Emil-Barell-Stillung ausgefihrt, wofur
auch an dieser Stelle herzlich gedankt sei.

-) N'. Wiechowshi, Hofm. Beitr. 7, 204 (1905).

3) A. Magnus-Levy, Bioch. Z. 6, 502 (1907), und ebendort S. 52.4.

) T. Osborne b L. Mendel, ,1. Biol. Chem. 20, 351 (1915).

5 R. McCoy «@ II’. C. Rose, J. Biol. Chem. 117, 581 (1937).

°) D. Shemin, J. Biol. Chem. 162, 297 (1946).

7 R. Krueger <0 O. IPiss, Helv. 32, 1341 (1949).
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befund Shcmin’s (loc. cifc.) an Bedeutung. Er halte gefunden, dass das
Meerschweinchen Ammoniumchlorid in héherem Masse fiur die Gly-
kokollsynthese ausnutzen kann, als die Ratte. Da das Meerschwein-
chen als Pflanzenfresser ein Kohlehydratverwerter ist, schien mir
dieser Umstand fir die Aminierung einer stickstoffreien Glykokoll-
vorstufe zu sprechen. Aus den Piitterungsversuchen und dieser Tat-
sache ergab sich mit einiger Wahrscheinlichkeit, dass dieses stick-
stoffreie Spaltprodukt im Kohlehydratstoffwechsel entstand. Da
neuerdings eine spezifische Mikromethodel) zur Bestimmung des
Glykokolls zur Verfigung steht, sollte versucht werden, dieses Spalt-
produkt herauszufinden. In Experimenten mit Leberhomogenat
konnten anfanglich keine Erfolge erzielt werden. Erst eine fortlaufende
Bestimmung des freien Glykokolls in der Leber des lebenden Tieres
ergab, dass offenbar die Brenztraubensdure die gesuchte Sub-
stanz darstellte. Gestltzt auf diese Versuche gelang es dann, eine Bil-
dung von Glykokoll aus Brenztraubenséure auch in vitro an Leber-
schnitten nachzuweisen. Das noétige Ammoniak musste dabei als
Ammoniumchlorid zugegeben werden.

Experimenteller Teil.
Die Glykokollbildung im Leberhomogenat.

Methodik. Ausgewachsene Albinoratten werden durch Dekapitieren getdtet und
entblutet. Die Leber wird gleich nach der Entnahme gewogen und (meist von 3 Tieren
zusammen) im vorgekihlten Mdérser mit Quarz- oder Seesand 3 Minuten lang verrieben.
Der Brei wird mit Phosphatpuffer von 5° (pH 7,4 m/15 nach Sorensen) zu homogener
Flussigkeit verrihrt und kurz zentrifugiert. Die flissige Phase wird vom Xiederschlag ab-
gegossen und 2 cm3davon in gewdhnliche IFarftarj-Gefdsse von ca. 27 cm3 Inhalt pipet-
tiert. Die Substrate werden mdglichst schnell in einem weiteren cm3 Puffer zugegeben.

Y

Flg.1e

Mach Fillung mit 0 2oder X, werden die Gefésse 4 Stunden bei 38° im Thermostaten ge-
schittelt (100 Ausschlage/Minute). Der Sauerstoffverbrauch der Homogcnato wurde nur
selten gemessen; ein so hergestelltes Homogenat verbraucht durchschnittlich 1000 mm3
Sauerstoff pro Stunde. Nach Beendigung des Versuches wird der Gefdssinhalt mit Wasser

‘) 11 Krueger, Helv. 32, 238 (1949).
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quantitativ ausgespilt und nach Folin <0 IlI'«l) mit Wolframséaurc entehveisst. Fir die
Glykokollbestimmung (loc. eit.) werden die Ansdtze vor der Kohleadsorption endgultig
auf 1:48 bis 1:70 verdlinnt. Mit sofort enteiweissten, nicht digerierten Proben wird ebenso
verfahren, sie dienen als Ausgangswerte.

Ergebnisse. Wird Rattenleberhomogenat wie beschrieben hcrgcstcllt und mehrere
Stunden bei 38° im Thermostaten geschittelt, bildet sich auch ohne Zusatz von Substrat
eine grosse Menge Glykokoll. Die Kurve (Fig. 1) zeigt den Verlaufder Glykokollneubildung
wéhrend 6 Stunden.

Ein aus Schweineleber in gleicher Weise hergestelltes Homogenat, das mit Puffer-
I6sungen verschiedener pH-Werte angesetzt war, zeigte Maxima der Glykokollbildung bei
pH 5,0 und 7,4. In den folgenden Versuchen wurde daher bei pH 7,4 gearbeitet. 12stiindige
Dialyse des Homogenat« (Ratten) im Eisschrank bei 5° gegen Phosphatpuffer, oder Ab-
zentrifugioron der Zelltrimmer bei 6000 T/Min sclminkt die Neubildung von Glykokoll
stark ein. Sie sinkt in so behandelten Ansétzen bis auf etwa 1J0 derjenigen des urspriing-
lichen Homogenats. Durch Zugabe von m/50 DL-Serin liess sich die Anhdufung von Gly-
kokoll vermehren, wofir ein Beispiel gegeben sei:

In Sauerstoff In Stickstoff
o/ Glykokoll pro Ansatz

Sofort enteiweisSt....coceverennee. 222
4h bei 38° ohne Substrat . . . 460 643
Dito mit m/50 «1-Serin . . . . 590 781

Da Artom, Fishman rf; Morehead-) gezeigt haben, dass D-Serin toxisch wirken kann
und nach Shcrnin aus D-Serin kein Glykokoll gebildet wird, ist anzunehmen, dass hier nur
die J.-Form, deren Konzentration m/100 betrug, wirksam war. Des weiteren wurden fol-
gende Substanzen auf ihre Fahigkeit, die Glykokollbildung im Homogenat zu steigern,
untersucht: Brenztraubensdure, Fumarsdure, a-Ketoglutarsdure, Oxalessigsdure, Acet-
essigsaure, Citronensdure, Bernsteinsdure, Milchsdure, Glycerin, Glykogen, Essigsaure,
Hippurséure, L-Ornithin, L-Glutamin, L-Glutaminséure, L-Prolin und L-Leucin.

Die Substanzen wurden wenn ndétig als Natriumsalze und in Konzentrationen von
m/50—m/100 (pro Geféss) zugefligt. Waren sie stickstoffrei, wurde auch Ammoniak in
Form von Ammoniumchlorid dargeboten. Alle diese Versuche sind negativ verlaufen.
Geringe Steigerungen der Glykokollproduktion, die hier und da auftraten, konnten nicht
regelméssig reproduziert werden und gingen kaum Uber die Fehlergrenze der Methode
hinaus. Auch Verwendung anderer Tierarten (Schwein, Meerschweinchen) und anderer
Organe (Niere) brachten nur negative Resultate. An diesem Punkt schien ein Wechsel der
Methode angezeigt. Daflir waren vor allem zwei Griinde massgebend. Einmal konnte die
gesuchte Glykokollbildung von oxydativen Vorgdngen abhdngen oder selbst oxydativ
verlaufen und war dann mindestens besser in intaktem Gewebe nachzuweisen, vielleicht
sogar auf intaktes Gewebe beschrdnkt. Zum &ndern hatte sich herausgestellt, dass im
Homogenat nicht nur eine erhebliche Glykokollbildung stattfand, sondern auch andere
Aminosauren stetig ihre Konzentration vermehrten. Uberraschenderweise wurde das auch
fur das Serin gefunden (mikrobiologisch nach Dunn und Mitarbeitern3) bestimmt). Da nach
den bekannten Vorstellungen aber das Glykokoll aus dem Serin stammen sollte, hatte man
eher das Gegenteil erwarten sollen. Das Ansteigen noch anderer Aminosduren (Alanin) liess
den Verdacht aufkommen, dass es sich bei diesen Vorgédngen wenigstens zum Teil um autoly-
tische Abspaltung der Aminoséduren aus praformiertem Eiweiss handle. Es wurde daher auf
weitere 1(7/rZwrg-Versuche verzichtet und die Untersuchung an lebenden Tieren fortgefihrt.

’) O. Folin & //. I(’tt, J. Biol. Chem. 38, 81 (1919), und 41, 367 (1920).

& C. Artom, 117 Fishman <0 R. Morehead, Federation Proc. 4, 81 (1945).

D) M. S. Dann, S. fShankman, -l/. Camien, 1I'. Frankl <6 L. Hochland. J. Biol. Chem.
156, 703 (1944).
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Bildung von freiem Glykokoll in der Leber lebender Tiere.

In den Erniihrungsversuchen hatten wir die beachtlichen Mengen freier Amino-
sauren in der Leber genauer kennen gelernt. Es war sehr wahrscheinlich, dass diese in
freier Form vorliegenden Substanzen zuerst auf Anderungen der Stoffwechsel ldge reagieren
wirden. Es bestand die Hoffnung, dass sich vor allem hier voriibergehende Einfllisse durch
von aussen zugefiihrte Substanzen wirden fassen lassen. Wenn injizierte Stoffe auf ihren
Einfluss untersucht werden sollen und cs sich nicht um Blut, sondern um schwerer zugéng-
liche Organe handelt, ist die Gewinnung eines Ausgangswertes und die fortlaufende Beob-
achtung einer bestimmten Komponente im Organ nur durch operative Methoden zu er-
reichen. Das bedeutete in unserem Falle, dass Leberstiickchen in bestimmten Zcitabstanden
herausgenonnnen und aufihren Glykokollgehalt untersucht werden mussten. Nach Exzision
der ersten Probe konnten die fraglichen Substanzen injiziert werden, die Beeinflussung der
folgenden Werte war vielleicht geeignet, Riickschliisse auf die Glylcokollsynthese zuzu-
lassen. Nach einigen orientierenden Vorversuchen stellte sich heraus, dass es mdglich ist,
die Leber von narkotisierten Tieren durch 4—umaliges Entfernen von Lappensticken
sukzessive bis auf etwa 23 der urspringlichen Grosse zu reduzieren, ohne dass die Tiere
dabei unmittelbaren Schaden nehmen. Die Konzentration von freiem Glykokoll und Alanin
in den jeweils noch unversehrten Leberanteilen zeigte in den Kontrollexperimentcn
indessen einen langsamen, kontinuierlichen Abfall.

Entnahme von Lebersticken am lebenden Tier. Die Methodik sei hier nur
kurz angedeutet, sic wird an anderem Ort ausfiihrlich beschrieben werden.

Kaninchen oder Katzen werden mit Numal (Hofjmann-La Roche) narkotisiert. Die
Injektion des Narkotikums kann intravends oder intramuskular erfolgen. Ist volle Narkose-
wirkung eingetreten, wird das Tier so auf dem Riicken gelagert, dass die Leber leicht zu-
ganglich ist. Das Fell wird abrasiert und die Bauchhdhle von links her breit eréffnet. Ein
Lcherlappen wird vorgeholt und etwa 3 cm von seiner Spitze mit einem Faden umschlun-
gen. Nach Knipfen eines Knotens kann der abgeschnirte Leberteil abgetrennt werden.
Er wird sanft ausgepresst und nach genauer Wagung im Mdrser mit Seesand grindlich ver-
rieben. Nach Verriihren des Breies mit Wasser wird zentrifugiert und mit Wolframsaure
enteiweisst. Im Extrakt wird das Glykokoll wie tblich bestimmt. Ist auf diese Weise ein
Ausgangswert gesichert, wird die zu untersuchende Substanz in eine Mesenterialvene in-
jiziert und damit durch den Pfortaderkreislauf der Leber zugefihrt. 15, 30, 45 und 60
Minuten nach der Injektion wird die Spitze eines neuen Lebei'lappcns abgeschnitten und
ebenso aufihren Glykokollgehalt untersucht. Am Ende des Versuches wird das Tier durch
Dekapitieren getotet.

Versuche Uber Glykokollbildung aus Serin in der Kaninchcnlcber.

Zundchst wurde die Verwendbarkeit der beschriebenen Methode gepruft, denn es
war ja noch nicht sicher, ob sich durch intravendse Gabe von Vorldufersubstanzen die
Konzentration der freien Aminoséauren der Leber wiirde beeinflussen lassen. Aber Kaninchen
von etwa 2 kg Korpergewicht wurde daher DL-Serin eingespritzt und die Menge freien
Glykokolls in den nacheinander abgenommenen einzelnen Leberstickchen bestimmt. Die
Tiere hatten vor dem Versuch einen Tag gehungert. Die Verdinnung der Extrakte fir die
Glykokollbestimmung war 1:48. Das Glykokoll ist in mg/100 g frische Leber berechnet.
(Siehe obere Tabelle S. 237.)

Wahrend also im Kontrollversucli, wo die entsprechende Menge physiologischer
Kochsalzlésung eingespritzt wurde, kontinuierlicher Abfall der Glykokollwerte auftrat,
liess sich durch die Serininjektion eine Steigerung verursachen, die ihr Maximum nach ca.
30 Minuten erreichte und sich nach einer Stunde wieder ausgeglichen hatte. Die Erh6hung
des Glykokollgehalt« Gber den Ausgangswert betrug 20—45%. Damit war eine Bestdti-
gung der jS/iewwi’schcn Versuche gewonnen und zugleich die Brauchbarkeit der Methode
bewiesen.
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Tier NT e 1 2 3 4 5
Dr,-Serin injiziert . . . 100 mg 100 mg 150 mg 150 mg 2 cm3
Glykokol in mg % 0,9% NaCl

Leberstick vor Injektion 27 2 37,0 31,2 53,5 30,0
nach Injektion 15 Min. 39,0 44,2 38,5 68,5 28,0
nach Injektion 30 Min. 40,5 30,4 67,3 25,3
nach Injektion 45 Min. 41,5 43,7 66,0 25,7
nach Injektion 60 Min. 39,7 57,6 20,0
nach Injektion 75 Min. 31,9 *

Versuche Uber Blykokollbildung aus Brenztraubensdure in der Katzcnleber.

Verglichen mit der Leber anderer Tiere enthdlt die Katzenleber besonders wenig
Glykokoll. Obwohl es sich um junge Tiere handelte (meist von 1—2 kg) fanden wir weniger
als die Halfte des in Meerschweinchen- oder Kaninchenlebern enthaltenen. Als Endver-
dinnung des Loberextraktes fiir die Glykokollbestimmung wurde deshalb 1:12,6 gewéhlt.
Ausser dem Glykokoll wurde teilweise noch das Alaninl) mitbestimmt, um sicher zu sein,
dass die gefundenen Reaktionen nicht nur fiir eine Aminoséure Giltigkeit hdtten, den Be-
funden also allgemeinere Bedeutung zukdmo. Zuerst seien einige Kontrollversuche mit
Injektion von physiologischer Kochsalzlésung beschrieben, damit deutlich wird, was unter
einem negativen Versuch zu verstehen ist:

Tiergewicht. ..., 2kg 14kg 2kg 15kg 15 kg 1,2 kg

cm30,9%NacCl-Lssungeingespritzt 2 1,4 2 15 12 1
Glykokoll in mg% Alanin mg%

Leberstick vor Injektion . . . . 170 138 163 21,0 134 6,5 6,9

15,1 — 148 17,0 — 7,0 51
136 142 143 151 138 7,0 6,0
126 118 122 163 U4 7,2 6,9
113 124 117 136 120 "2 6,6

nach Injektion
nach Injektion
nach Injektion
nach Injektion

Eine sehr erhebliche Zunahme des Glykokolls konnte dagegen durch Injektion des
Natriumsalzes der Brenztraubensdure hervorgerufen werden (ich habe mich noch be-
sonders davon uberzeugt, dass das Préaparat (Hoffmann-La Roche) kein Glykokoll enthielt),
Interessantcrweise ist dieser Effekt im Verlaufe der Untersuchungen eine Zeitlang ausge-
blieben und selbst Erhéhung der Brenztraubensauredosis brachte ihn nicht wieder hervor.
Wie sich herausstellte, sind die Katzen in dieser Zeit- versehentlich gefittert worden.
Offenbar ist ein geringer Glykogengehalt der Leber eine Vorbedingung fur den positiven
Ausgang der Versuche. Bei Tieren, die zwei Tage gehungert hatten, wurde nach Brenz-
traubensduregabe ausnahmslos eine starke Vermehrung der Glykokollkonzentration der
Leber (von 18—118%) beobachtet. Kontrollversuche mit Injektionen von Kochsalz-
Iosung ergaben im Hunger und bei normalem Ern&hrungszustand keine Unterschiede.
Hass der Glykogengehalt der Ansétze die Glykokollbestimmung nicht stdrt, habe ich schon
friher (loc. cit.) gezeigt. Die folgende Tabelle enthélt die Versuche mit Brenztrauben-
saureinjektion. Die Unterschiede zwischen den gefitterten und den hungernden Tieren
fallen sofort ins Auge:

1) Das Alanin bestimmte freundlicherweise Herr Dr. 0. llriss nach seiner Methode
(Helv. 31, 22 (1948)).
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Hungertiere

Tiergewicht..coniciiciiicne, 1,6 kg 1,8 kg 1,5 kg 1.7 kg

200 mg 220 mg 200 mg 200 mg

Brenztraubenséurc injiziert 15 cm3 16 cm3 1 em3 15 cm3

Glykokoll in mg%

Leberstick vor Injektion . . . 11,7 7.5 9,4 19,2
nach Injektion 15 Min. . . . 14,6 5,2 10,5 23,4
nach Injektion 30 Min. . .. 19,5 11,3 12,7 22,6
nach Injektion 45 Min. . . . 15,9 10,0 9,8 19,2
nach Injektion 60 Min. . . . 15,5 8,8 8,3 15,8

Tiere gefuttert

Tiergewicht. .., 1,3 kg 1,3 kg 1 kg 2,2 kg 2,8 kg

60 mg 200 mg 400 mg 300 mg 700 mg

Brenztraubensdure iniiziort
1cm3 1,5cm3 15 cm3 2.cm 3cm3

Glykokoll in mg%

Leberstick vor Injektion . . . 19,9 11,1 9,2 17,9 12,4
nach Injektion 15 Min. . . . 18,8 10,5 9,1 14,8 8,9
nach Injektion 30 Min. . . . — 9,6 9,7 14,3 8,0
nach Injektion 45 Min. . . . 15,8 10,3 9.9 14,2 7,6
nach Injektion 60 Min. . . . 14,6 — 10,0 10,2 7,5

Eine weitere Bestdtigung der Brauchbarkeit der verwendeten Methode ergaben die
Félle, wo nach der Injektion der Brenztraubensaure das Alanin zugleich mit dem Glykokoll
bestimmt wurde. Bekanntlich wird Brenztraubensédure vom Organismus in Alanin Uberge-
fuhrt, eswar nach der Injektion also Anstieg des freien Alanins zu erwarten. Wie die nach-
stehenden Experimente beweisen, wurde diese Erwartung bestdtigt, die Alaninbildung
drickt sich durch Zunahme des freien Alanins in der Leber aus:

Tiergewicht. . 1,3 kg 1,1 kg
Brenztraubensaure injiziert . . 200 mgin 1,2 cm3 200 mgin 1,2 cm3

Glykokoll  Alanin Glykokoll Alanin
inmg % inmg % inmg % inmg %

Leberstiick vor Injektion . . . 7,2 14,9 16,3 13,6
nach Injektion 15 Min. . . . 16,0 29.8 14,7 15,2
nach Injektion 30 Min. . . . 14,0 24,4 27,7
nach Injektion 45 Min. . . . 15,8 33,7 19,1 —

nach Injektion 60 Min. . . . 13,3 21,2 17,3 21,6

Durch Beigabe von Cocarboxylase oder &quivalenter Mengen Ammoniumchlorid zur
Injektionsflussigkeit konnte die Glykokollbildung in der Leber nicht mehr gesteigert—
werden. Erwdhnt sei noch, dass Versuche mit L-Arginin, L-Ornithin, i.-Glutaminséure.
1-Alanin und Acetessigsauro bisher negativ ausgingen. Untersuchungen tber die Glykokoll-
bildung aus Essigséure und Oxalessigsdure sind noch nicht abgeschlossen.



Volumen xxxnr, Fascicules ji (1950) - No. 35.

Versuche mit Gewebeschnitten.

Aus den oben dargestellten Versuchen am lebenden Tier konnte gefolgert werden,
dass die Brenztraubensdure bei der Glykokollbildung eine erhebliche Rolle spielt, man
konnte sogar annehmen, dass Glykokoll aus Brenztraubensdure entsteht. Eine solche
Reaktionsweise mag auf den ersten Blick unwahrscheinlich anmuten, da das Kohlenstoff-
skelett der Brenztraubenséure drei C-Atome besitzt, das des Glykokolls dagegen nur zwei.
Von den verschiedensten Seiten sind aber Beweise dafiir beigebracht worden, dass die
Brenztraubenséure im biologischen Abbau in einen 2-C-Kérpcr umgewandelt werden kann.
Die Versuche am ganzen Tier hatten in unserem Falle die Richtung gewiesen, der Beweis
fur die Richtigkeit der Annahme musste durch die Verifizierung der Ergebnisse mit einer
bekannten Methode angestrebt werden. Dafir kam vor allem die TFarZwrg-Methodc in
Frage. Wegen der friheren Misserfolge mit derHomogcnattechnik wurde jetzt an Schnitten
gearbeitet.

M ethodik. Die Versuchstiere hungerten am Anfang einen Tag, spater immer zwei
Tage vor dem Versuch. Die Tiere werden durch Dekapitieren getdtet und entblutet.
Katzen werden durch Kopfschlag betdubt, die V. jugularis wird durchschnitten und das
Blut aufgefangen. Die Lebern werden entnommen und sofort mit dem Rasiermesser auf
einer eisgekuhlten Platte zu feinem Brei zerhackt. Die entstandenen Wirfclchen Leber-
gewebe sollen 0,2—0,6 mm Kantenldnge haben. Als Schwimmflissigkeit fir die Schnitt-
chen wird Krebs-iiinj/er-Phosphat vom pH 7,4 benutzt, der Brei wird vor dem Abfillcn in
die Gefésse 3mal damit gewaschen. Je Geféss wird 2 cm3 der Suspension pipettiert. Das
Substrat wird in einem weiteren cm3 des Puffers zugegeben, die Gefésse werden nach der
Gasfiullung 4 Stunden bei 38° im Thermostaten geschittelt. Im allgemeinen wird der Gas-
wechsel nicht bestimmt, eine solche Suspension (3 cm3) braucht durchschnittlich 800—
900 mm3 Sauerstoff pro Stunde. Nach dem Versuch werden die Schnitte mit5 cm3 Wasser
aus den Gefédssen hcrausgespult und der Ansatz wird zum Herauslésen des freien Glyko-
kolls aus den Schnitten kurz aufgekocht. Es folgt Abkiihlen unter fliossendem Wasser und
Féallung des noch in Lésung befindlichen Eiweisses mit 1 cm3 10-proz. Natriumwolf-
ramatlésung und 1 cm3 23-n. Schwefelsdure. Nach der Filtration kann sich die Glvkokoll-
bestimmung anschliessen.

Glykokollbildung in Schnitten, die in Puffer suspendiert waren.

Alle in der beschriebenen Art angesetzten Versuche verliefen negativ, wie der hier
gezeigte mit Hackbrei von Meerschwcinehenlebcr, der zugleich die Verldsslichkeit der
Doppclbestimmungen erkennen I&sst:

Glykokoll in y/cm3 Ansatz

Sofortenteiweisst...coeeennnee 88
Puffer allein ..., 95, 103"
m/100 Brenztraubensdure . . . 95, 99
m/100 BTS+ NH4C 1 ................. 98, 95 4 Stunden
m/100 BTS+Glutamin . . . . 95, 98 bei 38° in 02
m/100 BTS + Cocarboxylasc . . 98, 95
m/100 BTS+ Glutamin+ Cocar-
boxylaso . . . . . . . .. 96, 97

Die Brenztraubensdure wurde als Natriumsalz zugegeben, das Glykokoll ist in
ylcm3 Ansatz berechnet, gilt also fir Schnittchen und Suspensionsflissigkeit zusammen.
In sdmtlichen Versuchen trat eine ziemlich hoho Glykokollbildung aus praformiertem Sub-
strat auf, wie aus der Differenz der sofort enteiweissten und nach 4 Stunden enteiweissten
Ansdtze zu ersehen ist. Versuche mit Schnitten von Rattenleber und Taubenbrustmuskel
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verliefen ebenso unbefriedigend. Da die Tierversuche an der Katzenleber positiv gewesen
waren, wurden Katzenlebern untersucht. Hier zeigte sich das erste Mal eine geringe Glv-
kokollzunahme (5%), wenn Brenztraubenséure zugegeben wurde:

Glykokoll in y/cm3 Ansatz

Puffer allein ..o 40,5 39,25 1

m/50 Brenztraubensdure . . . 41,3 42,0 | 4 Stunden

m/50 Brenztraubensaure | bei 3S°in 02
+ GIULAM N e 39,7 394 J

Dass auch bei der Katze, wo die Versuche in vivo so bedeutende Steigerungen ergeben
hatten, in vitro nur so wenig Glykokoll gebildet wurde, musste an der Verschlechterung der
Reaktionsbedingungen liegen.

Glykokollbildung aus Brenztraubensdure.

Um die Reaktionsbedingungen wieder mdglichst physiologisch zu gestalten, wurde
der Leberhackbrei nicht mehr ausgewaschen und statt in Puffer im Serum des gleichen
Tieres suspendiert. Statt die Schnittchen mit dom Rasiermesser herzustellen, wurde als
praktisch erkannt, die Xotopic-Mihlo zu verwenden und beim Schneiden des Leber-
gewebes die konvexe zweite Scheibe aus der Muhle zu entfernen, wie es Szenl-Gyoérgyl) vor-
geschlagen hat. Die Katzenleber wird bei schnellem Drehen in saubere kleine Schnittchen
von 0,2—0,4 mm Lé&nge zerschnitten, da sie sehr festes Stiitzgewebe besitzt. Die schwer
zerreissharen Geféasstriinge bleiben vor der rotierenden Scheibe hdngen. Sédmtliche Mani-
pulationen wurden unter Eiskihlung und mit eisgekiihlten Instrumenten ausgefihrt.
Wahrend des Pipettierens wurde die Schnittsuspension mit einem kleinen Motor schnell
umgerihrt, die Gleichméssigkcit der Doppelbestimmungen liess sich dadurch noch ver-
bessern. Das Trockengewicht eines Gefassinhaltes mit nicht ausgewaschenem Leberbrei
und Serum war durchschnittlich 450 mg. Das Serum wurde aus geronnenem Blut des Ver-
suchstieres durch 15 Minuten langes Zentrifugieren bei 3000 T/Min hergestellt. Vergleicht
man die Glykokollsynthesc von Katzenleberschnitten in Serum und Puffer, so erhdlt man
folgendes Bild:

Glykokoll in y/cm3 Ansatz

Sofort enteiweisst 415

Serum allein....cocooevevvcvcciecin, 56,0 \
Brenztraubensaure m/100 . . . 66.5 i In Serum
Brenztraubensaure m/50 . . . 75,2

Nach 4 Stunden bei 38°in 0.,

Puffer allein ... 57,7 fferls
Brenztraubensaure m/100 . . . 85 In Pufferlo-
Brenztraubensaure m/50 . . . 56.5 J SU ﬂq

Der Vergleich zwischen den beiden Reihen zeigt, dass mit dem Serum offenbar ein
Faktor zugefuhrt wird, der fir die Reaktion notwendig ist und durch das Suspendieren in
Pufferlosung au* sehr verdinnt wird. Da vom Serum immer nur verhéltnisméssig kleine
Mengen zur Verfigung stehen, auch der hohe Eiweissgehalt beim Verarbeiten stérend
wirkt, wurde ein Kochsaft aus Muskulatur hergestellt. Dieser enthielt den in der Puffer-
16sung fehlenden Faktor ebenfalls.

’) .1. Szenl-Gyérgy, Z. physiol. Ch. 236, 1 (1935).
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Glykokollbildung aus Brenztraubensdure und Ammoniumchlorid.

Zur Bereitung des Kochsaftes wurde die gut zugéngliche Muskulatur der Katze ab-
geschnitten und mit der Schere zerkleinert. Die Stickchen wurden mit Krebs-Ringer-
Phosphat Uberdeckt und 15 Minuten am Ruckflusskihler gekocht. Nach dem Filtrieren
erhielt man eine klare, gelbliche Flussigkeit, die durchschnittlich 22 y Glvkokoll im ¢cm3
enthielt. In solchem Kochsaft suspendierter ungewaschner Hackbrei (Lafapie-Mihlc)
bildete nach Zusatz von m/60 Brenztraubenséure 13% mehr Glykokoll als ohne Zusatz:

Glykokoll in y/cm3Ansatz

Kochsaftallein ..., 62, 63 1 4 Stunden
Kochsaft mit m/60 Brenztraubensaure 71, 73] bei38°in02

Durch Zugabe von m/50 DI,-Serin und m/100 »Glutaminsdure, r.-Asparaginsiure,
L-Leucin, r.-Alanin und L-Prolin zu den Brenztraubensdureansatzen liess sich keine zu-
satzliche Steigerung erreichen. Diese Verbindungen kommen daher wohl nicht als Am-
moniakdonatoren fur die Reaktion in Frage. Dagegen lasst sich durch Beimischung aqui-
valenter Mengen Ammoniumchlorid die Glykokollsynthese selbst in stark ausgewaschenen
Schnitten noch erheblich steigern. Die folgende Tabelle enthélt Versuche mit Smal ausge-
waschenen Schnitten. Die Waschflissigkeit war Pufferlosung, die Schnitte wurden Smal
2 Minuten mit einem Riuhrwerk schnell darin bewegt. Ein IFardwr*-Goféss enthielt in
3 cm3durchschnittlich 150 mg Trockensubstanz, pro Ansatz und Stunde war der Sauer-
stoffverbrauch 400 mm3.

in Sauerstoff in Stickstoff
Glykokoll in y/cm3Ansatz

Sofort enteiw eisst e, 32,5 32,5

4 Stunden bei 38°:

Kochsaftallein ..., 385 375 495 51,0
M/B0 NHAC L ..o 41,5 —

m/60 Brenztraubensaure......ccoeenee 320 345 300 335
m/60 Brenztraubensdure+ m/60 NH4ClI 50,0 47,2

Sofort enteiw eisst.civevciiceiceie, 37,5 37,5

4 Stunden bei 38°:

Kochsaftallein 45,0 61,0
NHACL M /50 e 44,0 60,0
Brenztraubensaure m /50 ....ccccoeveeenene 40,5 58,5
m/50 Brenztraubensaure+ m/50 NH4C1l 51,5 55,0

Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, geht die Reaktion ausschliesslich in Anwesenheit
von Sauerstoffvor sich. In Stickstoffatmosphédre wird zwar im ganzen mehr Glykokoll ge-
bildet, Zugabe von Brenztraubensdure oder Brenztraubensdure und Ammoniumchlorid
steigert die Synthese aber nicht. Das anaerob entstehende Glykokoll muss also aus anderen
Quellen stammen. Nach Zugabe von m/1000 Adenosintriphosphorsdure wurde Hemmung
der Glykokollbildung beobachtet; alle Ansétze, die ATP enthielten, blieben hinter denen
mit reinem Kochsaft zuriick. Es sei hier noch einmal ausdricklich darauf hingewiesen,
dass positive Versuche nur mit Lebern von Tieren erhalten wurden, die ausgiebig (2 Tage)
gehungert hatten. Sobald in den enteiweissten Extrakten Glykogen als milchige Triibung
sichtbar war, wie oft nach einem Tag Hunger, war kaum Glykokollbildung aus Brenz-
traubensdure nachzuweisen. Das ist erkldrlich, da in den Schnitten rege Glykolyse vor sich
geht und dabei aus praformiertem Glykogen das 10 bis 20fache der zugesetzten Brenz-
traubensédure gebildet werden kann.

16
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Besprechung der Ergebnisse.

Die Exzision kleiner Lebersticke ist fur die Untersuchung des
Kohlehydratstoffwechsels schon von Gori <& Pucherl) und Molitor &
Politik2) herangezogen worden. Der AminosdurestoffWechsel wurde
meines Wissens in dieser Art noch nicht untersucht. Dass es sich bei
der Beeinflussung des Aminosauregehalts der Leber durch die inji-
zierten Substanzen nicht um Artefakte handelt, geht aus den Kontroll-
experimenten mit Kochsalzlésung und den Versuchen, avo sich die be-
kannte Alaninbildung aus Brenztraubensdure nachwuisen liess, ein-
Avandfrei hervor. Ausserdem spricht gegen eine solche Annahme, dass
eine Bildung Aon Glykokoll aus Brenztraubensédure auch mit der
Ward?m/-Methode in Leberschnitten nachge/wiesen werden konnte.

In den Versuchen mit Katzenleberschnitten hat sich herausge-
stellt, dass zur Glykoltollsynthese aus Brenztraubenséure in vitro fol-
gende Bedingungen erfullt sein mussen: 1. Die Tiere mussen vor der
Leberentnahme 2 Tage hungern. 2. Die Gasatmosphédre muss Sauer-
stoff enthalten. 3. Ein noch nicht definierter, in Serum und Muskel-
kochsaft enthaltener Faktor muss zugegen sein. 4. Zu stark ausge-
Avaschenen Schnitten muss Ammoniumchlorid als Ammoniakdonator
zugegeben Averden.

Zum Reaktionsmechanismus kann folgendes gesagt Averden: Un-
Avahrscheinlich ist, dass aus Brenztraubensédure zuerst Serin entsteht
und dieses dann in Glykokoll umgewandelt wird. Gegen eine solche
Reaktionsweise sprechen Aor allem unsere Ernédhrungsversuche. Fan-
den Air doch nach Fettfutterung fur das Glykokoll der Rattenleber
durchschnittlich 28,6 mg.%, fur das Serin 25,7 mg%, bei der Kohle-
hydratfutterung aber fur Glykokoll 28,5 mg% und fir Serin nur
17,6 mg%. Wirde die Brenztraubensdure zuerst in Serin Ubergehen
und dieses dann Glykokoll liefern, wére eine solche Differenz der
Werte nicht mdglich. Viel grosser ist die Wahrscheinlichkeit fur die
Aminierung eines aus Brenztraubensdure gebildeten 2-C-Korpers. So
Hesse sich die Anlagerung Aon Ammoniak an das von Martins3) postu-
lierte Radikal vorstellen:

CH3 |

CH,, CH, H,C-NH,,
C=0-—r » | 7 42H+CO,; | ~ +H,0+NH3 v i '+ 2 H.
| c=0 Y c=0 h ' COOH
COOH | [

Die Reaktion wirde einen Wasserstoffacceptor bendtigen.

Untersuchungen Uuber die Fahigkeit von Essigsaure, Acetyl-
phosphat und Acetaldehyd zur Glykokollbildung sind im Gange.
Ausserdem soll versucht Averden, die Reaktionsbedingungen im War-
iuwgr-Versuch besser kennen zu lernen und ginstiger zu gestalten.

') C.F. Corid; G. Pucher, J. Pharmacol. exp. Therap. 21, 377 (1923).

2) 1l. Molitor d- L. Politik, A. exp. Pharmak, 154, 2S0 (1930).
3) C. Martins, 2. phvsiol. Ch. 279, 96 (1943).
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Zusammenfassung.

1. In Rattenleberhomogenat wird aus zugesetztem nn-Serin
aerob und anaerob Glykokoll gebildet.

2. Es wird eine Methode beschrieben, die Konzentration von
freien Aminosduren der Leber wéahrend einer Stunde am lebenden
Tier zu messen. Die Aminosauren werden in nacheinander exzidierten
Leberstuckchen bestimmt. Der Einfluss injizierter Substanzen auf den
Aminosauregehalt des Organes kann auf diese Weise festgestellt
werden.

3. In der Leber von lebenden Katzen kann die Konzentration von
freiem Glykokoll durch Injektion von Brenztraubensdure auf tber das
Doppelte erhéht werden. Gleichzeitig verdoppelt sich der Alaningehalt.
In Kontrollexperimenten sinkt der Glykokoll- und Alaningehalt lang-
sam und kontinuierlich ab.

4. Eicht ausgewaschene Schnitte von Katzenleber vermdgen aus
Brenztraubensadure Glykokoll zu bilden. Werden sie ausgewaschen, so
tritt die Glykokollsynthese erst auf, wenn noch Ammoniumchlorid
hinzugefugt wird.

5. Fur die Glykokollbildung ist ein in Serum und Muskelkochsaft
enthaltener Faktor notwendig. Sie ist ausserdem an die Anwesenheit
von Sauerstoff gebunden und kann bei héherem Glykogengehalt der
Leber nicht nachgewiesen werden.

Fraulein N. Karlen danke ich fiir ihre Hilfe bei den Versuchen.

Physiologisch-chemisches Institut
der Universitat Basel.

36. Die Messung von Oberflachenspannungen
nach der Ringinethode mit neuen apparativen Hilfsmitteln

von B. Stahlberger und A. Guyer.
(26. X11. 49.)

Die Messung von Oberflachenspannungen wird bei vielen physi-
kalisch-chemischen Untersuchungen zum ndtzlichen Hilfsmittel,
wenn es Erscheinungen zu erfassen und zu beurteilen gilt, die von
den Oberflacheneigenschaften der beteiligten Stoffe abh&dngig sind.
In vielen Fallen handelt es sich bei diesen Stoffen um reine Flissig-
keiten oder Lésungen. Um ihre Oberfldchenspannung zu bestimmen,
steht eine ganze Reihe von Methoden zur Verfugung, deren ein-
gehende Besprechung man im Buche von A. Weissenbergerl) findet.

') A. Weissenberger, Physical Methods of Organic Chemistry, Vol. | (1945).
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Die Bingabreissmethode ist die heute wohl am meisten angewendete.
Sie ist fur die Messung von Oberfldchenspannungen, weniger aber fir
Grenzflachenspannungen, universell anwendbar. Mit geeigneten ap-
parativen Mitteln ausgefiihrt, ist sie sehr zuverldssig und rasch. Vor-
aussetzung ist, dass zur sorgféltigen Messung die nétigen Korrekturen
nach der von Harbinsl) grindlich studierten und ausgearbeiteten
Theorie bericksichtigt werden. Wie kaum bei einer &ndern Mess-
methode, ist die Wartung und Beinigung der mit den zu messenden
Flussigkeiten in Kontakt kommenden Apparateteile leicht und miuhe-
los. Vor allem aber liefert die Bingmethode aus den Messdaten ab-
solute Werte der Oberflachenspannung.

Bei der Entwicklung der Bingmethode bot die apparative Ge-
staltung am meisten Schwierigkeiten. Es stellt sich das Problem, den
Bing unter langsam und kontinuierlich zunehmender messbarer
Spannung von der Flussigkeitsoberflache abzuziehen, um den maxima-
len Zug vor dem Abreissen des Binges festzustellen. Durch eine spezi-
fische Formé&nderung des hochgehobenen Flissigkeitsvolumens er-
reicht die Spannung ihr Maximum nicht bei jener Binghdhe, bei
welcher dieser abreisst, sondern stets und oft bedeutend friher.
Diese Erscheinung rihrt von der stdandigen Formanderung der hoch-
gehobenen Flussigkeitssaule unter dem Einfluss der Oberflachen-
spannung her. Der geometrischen und mathematischen Erfassung die-
ser Vorgange widmete Harbins volle Aufmerksamkeit.

Flr die apparative Losung des Problems ergeben sich die folgen-
den Forderungen:

1. Die maximale Spannung vor dem Abreissen des Ringes muss
messbar sein.

2. Die Spannungszunahme hat langsam, dauernd und gleich-
massig zu erfolgen.

3. Das Erzeugen der Spannung durch Senken des Flussigkeits-
spiegels oder Heben des Binges muss erschutterungsfrei vor sich
gehen.

Um diesen Bedingungen zu gentgen, hat Harbins ein Prézisions-
instrument geschaffen, unter Zuhilfenahme einer hochempfindlichen
Kettenwaage mit betrachtlichem Aufwand an zusatzlichen mechani-
schen Einrichtungen. Aus seinen eigenen Ausfihrungen geht aber
hervor, dass das Arbeiten mit diesem Apparat ausserordentlich heikel
ist. Darnach scheint es ein wahres Kunststick, die maximale Span-
nung messbar zu erfassen. Doch waren auf diesem Wege Resultate
zu erreichen, deren Fehler unter + 0,25%, bei ganz sorgfaltigem
Arbeiten unter £ 0,1% liegen sollen.

Das verbreitetste Instrument fir Oberflachenspannungsmessun-
gen nach der Ringmethode ist das Tensiometer nach Du Nouy. Zur

b W.D.Harlans, Am. Soc., 52, 1751 (1930); A. Weissenberger, loc. cit., Seite 149.
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Erzeugung und Messung der Spannung wird an Stelle der Waage ein
Torsionsdraht verwendet. Sowohl bei dem rein manuell bedienten, wie
bei dem halbmechanisierten Du Joiiy-Tensiometer wird vermutlich
nicht die maximale Spannung erfasst, weil die Kraftmessung im Mo-
ment des Abreissens des Ringes erfolgt. Meist ist durch die manuelle
Bedienung keine gentugende Koordination der zweifachen Bewegung
— Horizontalhalten des Waagebalkens bzw. des Hebelarmes der Tor-
sionswaage und Senken oder Heben des Flussigkeitsspiegels — ge-
waéhrleistet. Das System geréat in Schwingungen, und eine sehr genaue
Messung scheint nicht mdéglich. Harbins empfiehlt daher das Instru-
ment nur fir Messungen mit kleineren Ansprichen an Genauigkeit.

Im Verlaufe eigener Bemihungen, neue apparative Mittel zu fin-
den zur raschen und zuverlassigen Messung von Oberflachenspannun-
gen nach der Ringmethode, fiel unsere Aufmerksamkeit auf eine neue
Analysenwaage, wie sie von der Firma Mattier hergestellt wird. Diese
ist nach neuen Prinzipien konstruiert und gestattet in einem gewissen
Bereich eine kontinuierliche Wagung. Bei der optischen Ablesevor-
richtung erscheint auf einer Mattscheibe eine gleitende Skala von
100 Teilstrichen, die je nach Einstellung der Empfindlichkeit der
Waage 1 g bzw. 100 mg umfassen. Die Milligramme bzw. die Zehntel-
milligramme lassen sich zwischen den Teilstrichen leicht schatzen.

Diese Waage erschien uns nach gewissen Anpassungen als das zweckmassige Instru-
ment zur Messung von Oberflachenspannungen nach der Ringmethode. Die Waagschale
wurde dazu ersetzt durch einen genau gleich schweren Ringsatz, bestehend aus Kompen-
sationsgewicht, Ring und Aufhangevorrichtung. Als Zusatzapparat musste ein Messtisch,
der das Geféss mit der zu messenden Flussigkeit tragt, geschaffen werden, der ein absolut-
erschitterungsfreies Absenken ermdglicht. Dazu eignete sich eine Vorrichtung nach Art
einer Glycerinbremse, wobei sich der Kolben, der den Messtisch tragt, unter dem Einfluss
der Schwerkraft sehr langsam und regelmadssig senkt. Die Schmierung der Gleitlager durch
die Bremsflissigkeit selbst gewahrleistet eine vollig vibrationsfreie Bewegung. Das Heben
des Messtisches bis zum Eintauchen des Ringes geschieht dank des im Kolben eingebauten
selbsttdatigen Ventils sehr leicht von Hand. Der ganze Zusatzapparat findet in der fir die
Messung vollstdndig abgeschlossenen Waage Platz (siehe Fig. 1).

Die Messung selbst lauft ohne jede Bedienung des Apparates ab, und der Beobachter
hat lediglich auf der optischen Ablesevorrichtung die im Verlauf der Messung auftretende
maximale Spannung in Milligrammen abzulesen. Die Messwerte werden durch die im
folgenden gegebene Rechnung in die Oberflachenspannung von der Dimension Dyn/cm
Ubergefihrt.

Ist die Waage auf hohe Empfindlichkeit eingestellt, wo die optische Skala nicht fir
den ganzen Messbereich gentigt, so miissen vor der Messung die notwendigen, evtl. in einem
Vorversuch ermittelten automatisch betdtigten Gewichte abgehoben werden.

Aufden Einbau eines Thermostaten fiir Messungen bei anderer als Raumtemperatur
wurde bis anhin verzichtet, wenn gleich dies ohne Schwierigkeit mdglich ist.

Der Messring erheischt besondere Sorgfalt bei der Handhabung und Reinhaltung.
Seine exakteste Ausmessung ist Voraussetzung flir genaue Bestimmungen. Er besteht aus
einer Legierung von Platin mit 10% Iridium, wobei das letztere dem Platin eine gewisse
Harte verleiht. Die Drahtdicke wurde unter dem Mikroskop auSgemessen und ein Durch-
schnittswert ermittelt. Der Ringdurchmesser wurde vermittelst einer Prézisionsschublehre
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bestimmt. Die Aufhdngung am Ringbigel aus derselben Legierung muss eine genau hori-
zontale Lago der Ringebene gewadhrleisten.

Die Messung einer vorbereiteten Losung dauert mit Einschluss der Reinigung von
Ring und Geféss kaum langer als funf Minuten. Die als Tensiometer eingerichtete Waage
wird durch einfachen Ersatz des Ringsystems und des Messtisches durch die Waagschale
wieder fur analytische Wéagungen benutzbar.

Fig.l.
Zur Messung von Oberfladchenspannungen eingerichtete Analysenwaage.

Auf eine ausfuihrliche .Besprechung der Auswertung der Messun-
gen unter Berucksichtigung des in der Formel auftretenden Korrek-
turfaktors soll hier verzichtet werden (siehe hiezu Weissenberger, loe.
eit.). Eine knappe Darstellung des Rechnungsganges fir einige eigene
Bestimmungen durften zum Verstdndnis der Methode beitragen.

Die Berechnung erfolgt nach der folgenden Formel
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dabei bedeuten a Oberflachenspannung in Dyn/cm
g Erdbeschleunigung, 980 g cm sec- -
G — Maximale Spannung in Grammen
R — Mittlerer Ringradius in Zentimeter
E = Korrekturfaktor nach Harbins

Der Korrekturfaktor F bertcksichtigt die Abweichung der geo-
metrischen Form der gehobenen Flissigkeitsmenge vom Zylinder, fur
den die Gleichung ohne den Faktor F genligen wiirde. Der Faktor F
ist abhéangig von der Hohe des Ringes uUber dem Flussigkeitsspiegel,
der Spannung bzw. dem Gewicht der gehobenen Flissigkeitssaule,
sowie den Ringdimensionen.

F —f(R3V, R/r), oder f(R3g/G, R/r),

Dabei beudeten g — Spezifisches Gewicht der Flissigkeit
r Halbmesser des Ringdrahtes in Zentimeter

Far die FunktionF hat Harbins umfangreiche Tabellen fir
Ringe verschiedener Dimensionen aufgestellt, deren Werte fir den
Ring unserer Messungen in Tabelle 1 zusammengefasst sind:

Tabelle 1.
Werte des Korrekturfaktors F fiir den Ring mit den Daten

H :0,968 cm, r - 0,0335 cm, R/r = 28,90; V (§L .

R3V F R3V F R3V F R3V F

0,30 1,008 052 0,932 088 0,882 1,80 0,814
31 1,002 53 930 90 880 85 811
32 0,997 54 928 92 877 90 809
33 992 55 926 94 875 95 806
34 987 56 924 96 873 2,00 804
35 982 57 923 98 871 10 800
36 978 58 921 1,00 869 20 795
37 974 59 920 05 865 30 791
38 970 60 918 10 860 40 787
39 967 62 915 15 856 50 784
40 963 64 912 20 852 60 780
41 960 66 909 25 848 70 776
42 997 68 906 30 844 80 772
43 954 70 903 35 840 90 768
44 951 72 900 40 837 3,00 765
45 948 74 898 45 834 10 761
46 945 76 895 50 831 20 758
47 942 78 893 55 828 30 754
48 940 80 890 60 825 40 751
49 938 82 888 65 822 50 747
50 936 84 886 70 819 — —
51 934 86 884 75 816 — —
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Zur Prifung der Messmethode wurden die Oberflachenspannungen einer Reihe von
Losungen wasserigen Athylalkohols gemessen und Literaturwerten gegeniiber gestellt. Die
Alkoholkonzentration wurde pyknometrisch bestimmt, wodurch gleichzeitig das spezi-
fische Gewicht fur die Berechnung des Korrekturfaktors zur Verfigung stand. Die Mess-
daten und die daraus berechneten Oberflachenspannungen sind in der Tabelle 2 zusammen-
gestellt.

Tabelle 2.
Oberflachenspannung wésseriger Lésungen von Athylalkohol (bei 25°).
Ringdimensionen: R - 0,968 cm R3 — 0,907 cm3
r = 0033%cm RI/r 28,90
Formel: — —---- G*F -80,65°G+F
4 alt
. Oberflachen-

SPezi- \1aximale Korrek- spannung .

Alkohol- flsches Spannung turfaktor ; AbV\_lelchung vom

gehalt  Gewicht gemessen Ltlut(re’[;i- Literaturwert

e G F a a
% g/cm3 Gramm Dyn/cm Dyn/cm Dyn/cm %

Wasser 0,998 1,026 0,882 73,1 72,9 +0,2 0,27

(25° C)

(19° C) 0,997 1,012 0,880 - 71,8 71,9 -01 0,14
2,15 0,996 0,896 0,869 62,8 62,7 +0,1 0,16
5,0 0,991 0,800 0,858 55,3 55,5 - 0.2 0,36
8,9 0,985 m 0,713 0,848 48,7 48,5 +0,2 0,41
16,0 0,975 0,658 0,841 44,6 44,7 -01 0,22

18,0 0,972 0,5905 0,831 39,5 39,5 +0 +0

29,1 0,955 0,498 0,816 32,7 33,0 -0,3 0,9
.37,65 0,941 0,4625 0,811 30,4 30,0 +0,4 1,3

56,8 0,897 0,4206 0,807 27,3 27,0 +0,3 11

75,5 0,855 0,3913 0,804 25,3 25,0 +0,3 1,2

93,7 0,806 0,3616 0,803 23,4 23,0 +0,4 1,7

*) Die Literaturvergleiehswertc stammen aus Internat. Crit. Tablcs, Bd. IV, Seite
467, zitiert aus Bircumshaw, Soc. 121, 887 (1922).

Die Werte fur die Maximalspannung stellen den Durchschnitt von jeweils 5 Mes-
sungen dar. Eine Fehlbestimmung von 1 mg ergibt in der daraus errechneten Oberflachen-
spannung eine Differenz von ca. 0,1 Dyn/cm.

Die Literaturwerte, die zum Vergleich herangezogen wurden, messen sich eine Ge-
nauigkeit bei von ;0,3 Dyn/cm. Wie aus der Tabelle 2 ersichtlich ist, gehen nur zwei von
den zwolf ermittelten Oberflachenspannungen um 0,1 Dyn/cm Uber diese Fehlergrenzen
hinaus. Die beschriebene, apparativ modifizierte Ringabreissmethode zur Ermittlung von
Oberflachenspannungen dirfte fiir betriebstechnische Zwecke allgemein geeignet sein und
auch fur viele wissenschaftliche Bestimmungen geniigen.

Zusammenfassung.

Zur Ermittlung von Oberfldchenspannungen wurde die Eing-
abreissmethode studiert. Ein zweckmaéssiges Instrument zur Er-
fassung der dabei zu messenden sog. maximalen Spannung wurde
in einer speziellen Analysenwaage gefunden, die nach dem Prinzip
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der Gewichtskompensation konstruiert ist und eine kontinuierliche
Waé&gung Uber einen gentgend grossen Gewichtsbereich mit der gefor-
derten Genauigkeit gestattet. Mit Hilfe eines einfachen Zusatzgerétes
gestaltet sieh die Oberflachenspannungsmessung automatisch und
recht genau. Die Brauchbarkeit der Methode wird durch eine Beihe
von Messungen belegt.

Technisch-chemisches Laboratorium
der Eidg. Technischen Hochschule, Zirich.

37. Contributo alia conoseenza dell’essenza concreta
di gaggia farnese (Acacia farnesiana Willd.)

di Domcnico La Face.
(6 1 50)

La profumeria utilizza le essenze concrete — raramente le pomate — dei fiori della
gaggia farnese (Acacia farnesiana Willd.) e della gaggia romana (Acacia cavenia Hook, et
Am.), Mimosacee arbustivo le oui culture da profumeria si sono estese nell’Europa Méri-
dionale durante il XX socolol). Nonostante I'interesse destato dal loro profumo ed il
costo di esse, queste essonze sono state solo sommariamente esaminatc.

Walbanm ha studiato la pomata di gaggia preparata in India per digestione nei
grassi fusi e Il’essenza concreta di fabbricazione provenzale ottenuta per estrazione
eteropotroliea?).

Altri dati sono stati esposti in pubblieazioni del Bollettino Schimmel d; G.3) e da
Kerschbaum che nella stessa epoea ha scoperto nella gaggia la presenza del farnesolol),
ma senza pubblicaro, al riguardo, alcuna prova sperimentale.

La porzione di essenza volatile contenuta nei fiori 6 molto bassa, dcll’ordine di
40—50 g per 100 kg, e la quantita di fiori trattata annualmente nei Mondo é di circa 15
tonnellate, il che corrisponde ad una produzione totale compresa tra 6 e 7,5 kg di essenza
distillabile in corrente di vapore d’acqua.

Lo essenze della gaggia farnese si differenziano da quelle della gaggia romana per
il fatto che nelle une 6 assonte I’eugenolo che, viceversa, costituisce il 40—50% delle
altre; ma, seeondo Walbaum, ambedue conterrcbbero il salieilato di metile E stata
inoltre svelata, nei prodotti della gaggia farnese, la presenza dell’aldeide benzoica, del-
I’alcool benzilico, del paracresolo, dell’aldeide anisica, di un’aldeide a odore caprico dal
semicarbazone F. 97°, di un chetone a odore di violetta dal semicarbazone F. 143° e dal
p-bromofenilidrazone F. 103—107°, di un chetone, a odore di menta dal semicarbazone
F. 177—178° e, infine, di un’aldeido a odore cuminico dal semicarbazone F. 200—201°.

Sembrava pure verosimile la presenza del linalolo et del geraniolo, e Kerschbaum
aveva isolato dall’essenza il farnesolo.

X Per quanto riguarda la produzione e i caratterl analitici di queste essenze, con-
frontare: Naves < Mazuyer, Les Parfums naturels, p. 199—202, Paris1939, e Natural
Perfume Materials, p. 165—168, New Y ork 1947.

2) J. pr. [2] 68, p. 249 (1903).

3) Ber. Schimmel, ott. 1899, 58; apr. 1901, 16;apr. 1903, 17; apr. 1904, 21.

4) Haarmann & Reimer, Br. Tedesco 149.603 (1902); Frdl. 7, 762 (1905); Br.
Francese 328.146 (1902); Br. U.S.A. 735.978 (1903).
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To lio studiato I’assoluta, cioe la parte solubile nell’aleool, di una
concreta di gaggia farnese ottenuta a E-eggio Calabria (Italia) con
un reiulimento di 0,45%.

I caratteri di essa, I, differiscono sensibilmente da quelli delle
essenze assolute prodotte sulla costa Ligure, 111, descritte da G.
Jiovestil). Essi sono invece pil vicini a quelli di una assoluta di origine
provenzale, 11, descritta da Y. It. Naves-).

I. D f:0,0725 n f:15033 [a]D: +12,92l) 1 acidi: 45,0 1. esteri: 19,1

I1. D f:0,984 — — I. acidi: 02,8 I. esteri: 33,5;

I. esteri dopo formilazione

a freddo: 181,3
1. Dyf: 1,0165—1,066

nf: 1514—1521 — 1 acidi: 18—55 1. esteri: 07-2433)

Egualmente molto differenti da quelli di 1 e Il, sono i caratteri
della maggior parte delle assolute commerciali4).

Alio scopo di sottrarre i prodotti acidi ed i derivati fenolici agli
inconvenienti dell’idrolisi e dell’alcoolisi, non lio seguito la técnica
abituale di studio delle assolute, che consiste nell’isolare direttamente
le frazioni volatili per distillazione in corrente di vapore d’acqua o
per codistillazione con un poliolo. Ho estratto, invece, il complesso
dei prodotti acidi o fenolici ed almeno una parte dei costituenti
lattonici, trattando I’assoluta con una soluzione acquosa di idrato
di sodio: soltanto dopo ho effettuato la distillazione in corrente di
vapore d’acqua surriscaldato, a pressione ridotta, per isolare i com-
posti odoranti neutri. Ed infine, poiché nelle essenze concrete |’esi-
stenza dei derivati degli alcooli e dei fenoli non é sempre limitata
ad esteri volatili di acidi inferiori, ho saponificato la frazione neutra
non volatile nell’intento di ottenere, eventualmente, nuove porzioni
di alcooli o di fenoli alio stato libero.

Questo studio mi ha condotto alie constatazioni che saranno
esposte piu avanti, rimaste in gran parte incimplete malgrado la
forte quantita di essenza presa in esame ed i mezzi di indagine estesi
alie tecniche microchimiche.

Il fatto pia notevolc e I'assenza del salicilato di metile, sebbene
sia stato trovato, in piccola quantita, Pacido salicilico. L’assenza
del salicilato di metile, che Walbaum ha invece trovato nell’assoluta
di origine provenzale, pu6 attribuirsi a caratteri stagionali, o piuttosto

) Profumi Italici 3, 277 (1925).

2) Naves tfc Mazuyer, Les Parfums naturels 198, (1939).

3) Nessun altro autore ha osservato indici di esteri cosi alti (Naves <: Mazuyer,
op. cit. p. 201); neppure nel caso dell’assoluta di gaggia romana, che si pué sospettarc
mescolata all’assoluta di gaggia farnese.

4) Il prezzo di vendita delle essenze di gaggia — come si é stabilito comunemente —
corrisponde alia meta del costo dolia materia prima; il che deve indurre a fare delle riserve
nell’interpretazione dei caratteri analitici e della costituzione chimica dei prodotti com-
merciali.
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al fatto che la gaggia romana, la oui essenza & particolarmente ricca
in esteri, non & coltivata nella regione (li Eeggio Calabria, mentre
le due specie erescono vicine in Provenza e fioriscono ambedue in
ottobre-novembre.

Un altro fatto importante e la presenza, aceanto ai ceridi abituali
dei prodotti dei fiori, di forti quantiti di acido palmitico libero (circa
il 50% degli acidi liberi dell’assoluta).

Degli altri acidi presenti ho potuto identificare Pacido isobu-
tirrico, Pacido benzoico, Pacido salicilico.

L’essenza contiene inoltre un cresolo ed uno o piii etilfenoli.

La presenza della eumarina é stata osservata piii volte nel corso
dello studio.

Sembra, comunque, che I’'odore della gaggia sia in gran parte
dovuto al complesso odorante: cresolo, etilfenolo, eumarina.

Non ho riscontrato il chetone a odore di menta, la cui presenza ¢
stata segnalata dai chimiei della Ditta Schimmel; lio invece isolato,
sotto forma di fenilsemicarbazoni, un ossiacetofenone ed un chetone
idroaromatico a odore di violetfa.

Sebbene le microanalisi del derivato di quest’ultimo non siano
state soddisfacenti, e nelPimpossibilitd di purificare maggiormente
il prodotto, ottenuto in piccolissima quantita, secondo i dati esposti
nella parte sperimentale, sono indotto a supporre che si tratti del-
Pa-ionone otticamente attivo, costituente gia incontrato in svariati
prodotti odoranti vegetali da Y. R. Naves <& G. R. Parryl) e da
Y. R. Naves2).

Accanto ai chetoni, la frazione neutra volatile delPassoluta di
gaggia contiene in quantita rilevante il n-eicosano3), CQ0OH42 I’alcool
benzilico ed i suoi esteri, il linalolo, I’a-terpineolo e il nerolidolo o il
farnesolo (o tutti e due).

Questo lavoro ha potuto esacrc effettuato grazie all’appoggio del Consiglio Nationale
delle Richerche di Roma e del Centro di studio per le essenze di Reggio Calabria (Dir. Prof.
Fr. La Face), o della Ditta L. Givaudan <: Cie S.A., Vernier-Geneve, che ha messo i suoi
laboratori a disposizione. Esso é stato ispirato e guidato dal Dr. Yves-René Naves.

Parle sperimentale.

Le microanalisi sono state eseguite da Mlle D. Hohl (L. Givaudan <& Cie, Vernier).

| punti di fusione sono corretti. dn equivale a (ny—n,.) x 104.

Essenza concreta di gaggia farneséi Essa € stata prodotta nei dintorni di Reggio
Calabria nell’ottobre 1948 con tutte le garanzie di autenticita. L’assoluta, da me preparata
nel modo abituale con un rendimento del 36%, si presentava come un prodotto bruno-
verdastro, della consistcnza del miele e dall’odore possente, tenace e caratteristico.

df: 0,9725; n3: 1,5033; dn: 121,6; [a)D:+ 12,92° (CCl4; e = 10,02)
. acidi: 45,9; I.esteri: 19,1
> Helv. 30, 421 (1947). *) Hclv. 32, 1065 (1949).
3) I! n-eicosano é stato ricordato da Prophéte tra i costituenti delle cere di rosa

(BI. [4] 39, 1607 (1926)); ma secondo Chibnal e coll. (Biochem. J. 28, 2189 (1934)) questo
complesso non sarebbe che un miscuglio di paraffine.
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Isolamento dei fenoli. 519 g di assoluta sono stati trattati con 4 X 1250 cmJ di
soluzione di idi‘ato di sodio al 3%, in prescnza di etore. Le soluzioni alcaline riunite sono
state cstratte con etorc in un pcrcolatore per 45 ore. Si sono cosi ottenuti 9 g della frazione
fonolica che, rettificata, ha dato:

0,4 g; E2g :70—75° a odore cresolieo;

2,15 g: 1528 :80—95° a odoro che richiamaquello delp-etilfenolo;
0,75g: E28 106—128°, a odoro di cuoio di ltussia edi castéreo;
5,0 g: di residuo ceroso, dall’odorc dcbhole dicuoio.

Le dio prime frazioni, trattate col cloruro di dinitro-3-5-benzoile e piridina, lianno
dato dei nitrobenzoati. Della prima frazione si sono ottenuti 0,3 g di estero che, dopo
ricristallizzazione dall’alcool, fondeva a 103,5—104°.

CHMH1006N2 Cale. C 55,63 H 3,335 X 9,27%
(302,236) Trov. ,, 5566 , 3;30 » 9,20%

La scconda frazione ha dato 0,4 g di un estero fondente, dopo eguale trattamento,
a 85—86°.

CBHI06X2 Cale. C 5696 H382 N 8,86%
(316*262)  Trov. , 56,94 ,341 , 8,56%

Isolamento de/jli acidi e dei latloni. La soluzione alcalina che, dopo 45 oro, non cedeva
pih quantita apprezzabili di prodotto all’etere, é stata saturata con anidride carbénica
o0 quindi sottoposta alia percolazione prolungata a freddo, separando ogni 8—9 ore
I’estratto ottenuto e saturando di nuovo con anidride carbénica dopo 3—4 operazioni.
L ’estrazione si é protratta per 43 giornate di 8—9 ore, sino a quando, cioe, I’entita del
prodotto estratto 6 divenuta insignificante.

Sin dal principio gli estratti emanavano odore di cumarina e presentavano un
aspetto ceroso; poicho vari saggi preliminari avevano dimostrato cho la loro composizione
non differiva sensibilmente, sono stati riuniti. Il totale pesava 108 g. 1l prodotto, distillato,
ha dato:

8,25 g liquido, E27 -- 56—125°;

58,65 g butirroso, E27 - 180—197°; F. 55—5S°;

32,4 g residuo a odore di acidi grassi.

La seconda frazione era costituita essenzialmente da acido palmitico, identificato

con la preparazione del palmitato di benziltiouronio che, ricristallizzato dall’alcool a 95%,
fondeva a 139—139,5° e dell’anilide fondente, dopo analogo trattamento, a 89—90°.

CUHA02N2S  Cale. C 68,20 H 10,02 X 6,63 S 7,57%

(422,653) Trov., 6848 , 975 , 654 , 7,69%
C2ZH 310X Cale. C 79,70 H 11,25 X 4,23%
(345,532) Trov. , 79,87 , 11,19 , 4,21%

La prima frazione era solo parzialmcnte solubile in una soluzione di idrogeno-
carbonato di sodio al 10%: la parte solubile pesava 4,8 g, la parte insolubile 3,3 g.

La parte insolubile, a odore di fieno tagliato o di grassi, é stata trattata con I’am-
moniacal). Si 6 ottenuto 0,55 g di prodotti insolubili, che sono stati ripresi con pentano,
a —15/—20°. Sono rimasti insolubili 0,11 g di un prodotto semicristallino, semiceroso
a forte odore di cumarina e di foglie di fico da cui non e stato possibile estrarre un pro-
dotto definito, né per cristallizzazione, né per sublimazionc sotto vuoto elcvato. 0,5 g
sono stati disciolti a +5° oirea in 1,2 cm3di acido nitrico di d = 1,42 e, dopo un quarto
d’ora, il prodotto e stato precipitato su ghiaccio, asciugato, ricristallizzato in alcool a
50%. Si 6 ottenuto 0,12 g di un miseuglio eutectico di nitro-6 e di nitro-8-cumarina,
fondente a 140—14102).

0,,H504X4 (191,138) Cale. N 7,33%  Trov. X 7,51%

1) Dean, Ind. Eng. Chem. 7, 519 (1915).
2) Dey & Krishnamurti, J. Indian Chem. Soc. 4, 197 (1927).
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Isé6lamenlo degli acidi. La soluzione scaricata dal percolatorc é stata acidificata con
acido fosforico sino al viraggio del rosso congo, e gli acidi Ijberati sono stati estratti con
I’ctere.

Si sono ottenuti 43 g di un prodotto vischioso e semicristallino a forte odore butir-
rico e caprilico. Qucsto miscuglio bstato esterificato a riflusso per 5 ore insieme con 250 enr3
di alcool metilico preventivamente addizionato di 4,6 g di acido solforico. Si sono ottenuti,
cosi, con qualche perdita nelle frazioni piu volatili, 39 g di esteri e, dalle loro aequo di
lavaggio, si sono isolati 2,4 g di acidi a odore predominante di acido acético (reazione del
cacodilo affermativa).

Gli esteri sono stati quindi frazionati per distillazione tralasciando i prodotti distil-
labili al disotto di 130°/3 mm, debolmente odoranti.

Le prime frazioni, piu abbondanti (38%), erano costituite da isobutirrato di metilo.
L’acido é stato identificato, dopo saponificazione, mediante la preparazione del-
I’isobutirrato di fenilfenacile F. 89—90°, dopo rioristallizzazione dall’alcool.
C18iri803 (282,324) Cale. C 70,57 H 6,43%  Trov. C 76,70 H 6,45%
Lofrazioni superiori, aodore di benzoato e salicilato di metilo, dall’indice di esteri
361,5, sono stato trattato con una soluzione di idrato di sodio al 3%.
Sono stati ottenuti 2,25 g di una frazione | costituita prcvalentemente da benzoato
di metilo e 1,4 g di una frazione Il ricen di salicilato di metilo.
I. Df- 1,0773; n|° = 1,5182; zIn = 168
Il. Df = 1,1650; iij° = 1,5340; /In 211

L "acido benzoico é stato identificato per saponificazione e per sublimazione, F. 121,5-
122° (in tubo saldato), nonche per preparazione del benzoato di benziltiouronio F. 166,5-
167° (saggio del miscuglio).

L "acido salicilico e stato identificato, dopo saponificazione, mediante la preparazione
del salicilato di benziltiouronio, F. 146—14701), dopo ricristallizzazione nell’alcool
acquoso al 50%.

CIBHX03N2S (304,354) Cale. N 9,20 S 10,53%  Trov. N 9,13 S 10,12%

La frazione che distillava dopo il benzoato ed il salicilato di metile (E3- 125°)
e del peso di 2,0 g fondeva a 153—157°. Essa non 0 stata studiata.

Studio dei costituenli neutri. La frazione di essenza assoluta insolubile nella soluzione
di idrato di sodio, del peso di 325 g, 6 stata sottoposta all’azione di una eorrente di vapore
surriscaldato a 140° sotto 40—45 mm.

Si sono ottenuti 76 g di distillato ricco di cristalli traslucidi di paraffine. Questo
distillato 6 stato deparaffinato per trattamento con I’aleool etilico a 80% alia temperatura
tra - 50et 0o ottenendo 56 g di prodotti solubili.

La frazione paraffinica ricristallizzata dall’alcool assoluto, a F. 35,5—36,5°, risponde
alia composizione centesimale del n-eicosano.

C201132 (282,53) Cale. C 85,03 Il 14,98%  Trov. C 84,75 H 1527%

Crioscopia nella canfora, trovato: P.M. 285; nel ciclopentadecanone, trovato
P.M. 292.

Il prodotto deparaffinato aveva i seguenti caratteri: = 0,9564; ab  + 3,37°;
njJl= 1,4951; An = 146; |. acidi — 11,1; 1. esteri 69,7; alcooli combinati (espressi
in alcool benzilico) = 13,45%; alcooli primari (esecondari) liberi, per acetilazione piridi-
nica2) = 23,45%.

Il residuo non volatile presentava: |. acidi = 10,3; |. esteri — 58.25.

52,7 g della frazione deparaffinata sono stati frazionati per distillazione:

[) Donleavy, Am. Soc. 58, 1005 (1936); Veibel & Lilehund, BI. [5] 5, 1157 (1938).
2) Naves, Helv. 30, 1613 (1947).
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o distillate zln
N E/ram Peso % Df ..%,0 (Abbe) aD
1 40—45/2,5 1,20 2,27 0,8511 1,4840 139 - 0,70
2 45—74/2,8 1,05 4,26 0,9434 1.494S 130 in.
3 74—S0/2,8 3,00 9,95 1,0216 1,5071 152 in.
4 80—83/2,8 1,30 12,41 0,9962 1,5031 148 + 0,40
5 83—90/2,8 0,70 13,73 — 1,4992 153 + 1,00
6 90—96/2,7 2,40 18,26 1,0065 1,5010 158 + 2,20
7 96—102/2,7 1,95 21,90 1,0464 1,5065 156 + 7,70
8 102—104/2,7 3,10 27,54 1,0552 1,5160 171 + 12,60
9 104—109/2,7 3,35 34,11 1,0627 1,5208 172 + 10,00
10 109—116/2,7 1,15 36,23 1,0336 1,5191 179 + 4,25
11 116—140/2,7 1.32 38,73 1,0095 1,5105 165 + 2
12 140—150/2,7 1,28 41,19 0,9594 1,5028 136 in.
13  150—156/2,7 3,40 47,59 0,9340 1,4965 122 in.
14  156—158/2,7 1,80 51,00 0,9268 1,4950 124 in.
15 158—165/2,7 1,80 54,41 0,9384 1,4979 124 i
16  165—172/2,7 1,90 58,01 0,9492 1,5000 130 in.
17 172—182/2,7 1,60 61,04 9,9534 1,5029 127 in.
18 182—192/2,7 1,00 62,92 0,9603 1,5060 140 in.
19 192—205/2,7 0,95 04,71 — 1,5089 141 in.
20 205—213/2,7 2,50 69,45 0,9631 1,5119 125 in.

Res. 13,35 Totale 50,08

8,1 g delie frazioni 1—6 riunite sono state saponificatc per ebollizione di 30 minuti
in presenza di 65 cm3di soluzione alcoolica nérmale di idrato di sodio. La frazione neutra
risultante (5,9 g) e stata trattata per 72 ore, alia temperatura del laboratorio, con 5 g di
anidride ftalica et 30 cm3 di piridina anidra. Dopo saponifioazione degli estcri ftaliei
isolati come sali di sodio, si é ottenuto 2,7 g di alcooli ftalizzabili in queste condizioni
e 1,8 g di una frazione contenente gli alcooli tcrziari. | due prodotti sono stati frazionati
in palloni di Widmer. Il prodotto ftalizzabilo ha dato 1,8 g di aleool benzilico quasi puro:

E j 75—76° Dj° = 1,0412; nf° 1,5392; An = 175,8;

clic b stato identificato per preparazione del suo allofanato, F. 191° (saggio del miseugliol)),
nonché per ossidazione in aldeide benzoica (odore).

Il prodotto non ftalizzabile ha dato una frazione principale (0,9 g) E22 = 60—62°;

= 0,8762; I = 1,4644; An — 105,5; al®= +6,42°, a odore di essenza di petit
grain saponificata, e di cui 0,5 g trattati con 0,65 g di isocianata di xenile lianno dato,
dopo ricristallizzazioni nel benzene, 0,22 g di xeniluretano di linalolo, F. 90—91° (saggio

del miseuglio).
C2H20 2N Cale. C 79,01 H 7,81 X 4,01%
(349,454) Trov, 7886 , 7,92 , 3,90%

Il residuo di distillazione della frazione non ftalizzabile (contenuto nel pallone c nella
colonna di distillazione), del peso di 0,44 g, é stato trattato con 0,5 g di isocianato di p-
nitrofenile, per 96 ore alia temperatura del laboratorio ¢ poi per un ora a bagno maria,
in presenza di 3 cm3di tetracloruro di carbonio. E stato ottenuto, dopo ricristallizzazione

1) Vedi Naves <0 Grampoloff, Helv. 25, 150S (1942).
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nelPetere di petrolio o nel benzene, 0,16 g di p-nitro-feniluretano dell’ alfa-terpineolo,
F. = 120—120,5° (saggio del miscuglio).

Ci,H204N2 Cale. C 63,93 H 7,26 N 8,77%

(319,370) Trov. , 64,28 , 721 , 877%

Le frazioni 7—11 (7,5 g; |. acidi = 8,3; |. esteri = 204,6) che omanavano odori di
acetofenone e di lampone, sono state saponificate con una soluzione alcoolica di idrato di
sodio a rifiusso.

La frazione neutra é stata trattata con 5 g di reattivo P di Girard «b Sandulesco
(cloruro di aceto-idrazido-piridinio). 1 chetoni rigencrati alia temperatura del laboratorio
in ambiente di acido cloridrico 2-n., pesavano 1,1 g e la frazione neutra 4,3 g.

La frazione chetoniea, liquido spesso di colore seuro, é stata trattata con 1 g di
fenil-4-semicarbazide in presenza di 15 cm3di alcool metilico e di 1 cm3di acido acético.

La miscela grezza dei fcnilsemicarbazoni ottenuti, magma vischioso e colloidale,
é stato purificato per mezzo di eristallizzazioni nell’alcool metilico ottenendo delle frazioni
definitc.

T 01 g, F. 172—173°, poco solubilc.

CI6H1502N3 Cale. C 66,9 H 562 N 15,6%
(269,294) Trov. ,, 66,74 , 5,45 ,» 15,43%

Alcunicristalli, al contatto di una soluzione acquosa béllente di acido ossalico,
hanno sviluppato un odoro aromatico del tipo di quellodell’acetofenone.

Il. 0,03 g, F. = 182—182,5°, pil solubile.

CIH 20N3 (311,314) Cal. C73,28 H 8,09 N13,49%
C2H 2ZI0N3 (325,547) » 73,79 837 ,12,92%
C2H 220N3 (339,466) ,, . 74,28 862 ,12,39%

Trov., 73,07 , 815 , 13,61%

La miscela con il fenilsemicarbazone del d-oc-ionone F. - 181—181,501), non ha
mostrato differenza del punto di fusione.

Alcuni cristalli messi a contatto di una soluzione acquosa béllente di acido ossalico,
hanno sviluppato odore di violetta.

| prodotti che non avevano reagito con il reattivo P (4,3 g) sono stati rettificati in
corrente di vapore d’acqua surrisealdato a pressione ridotta, nell’apparecchio di Naves.
Sono stati isolnti 3,4 g di prodotti volatili (D4° 0,9281; nj® 1,5180) che sono stati
frazionati per distillazione in un pallone di Widmer.

Le testo (2,1 g) contencvano principalmente dell’alcool benzilico, identificato
mediante ossidazione crémica in aldcide benzoica, mescolato probabilmente con alcooli
terponici e con sesquiterpeni.

La frazione seguente (0,45 g), n'p — 1,4940, ossidata con il miscuglio crémico, ha
dato 0,32 g di una frazione aldeidica a odore citrino, da cui si 6 ottenuto 0,08 g disemi-
carbazone del farnesal, ricristallizzato daH’aleool metilico, F. 133—134° (saggio del
miscuglio). Il prodotto contenerd dunque del nerolidolo, o del farnesolo, o tutti e due.

RIASSUNTO.

Lo studio dell’essenza assoluta preparata a partiré dall’essenza
concreta della gaggia farnese, Acacia farnesiana, fabbricata in
Calabria, ha dimostrato I’assenza dell’eugenoclo e del salicilato di
metile che sono dei costituenti importanti delle essenze della gaggia
romana, Acacia cavenia.

‘) Naves, Helv. 30, 770 (1947).
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Sono stati isolati e caratterizzati i composti seguenti: un mis-
cuglio di cresoli, una miscela di etilfenoli, gli acidi butirrico, palmitico,
benzoico e salicilico, Feieosano, un ossiacetofenone, un chetone —
dalla formula degli iononi (probabihnente I’a-ionone otticamente
attivo). 13 dimostrata la presenza della cumarina, dell’alcool benzilico,
del linalolo, dell’a-terpineolo, del nerolidolo o del farnesolo (o tutti
e due) in parte esterificati.

Laboratori di Bicerche di L. Givaudan & Cie S.A.,
Vernier- Genéve ;

Centro di Studio ‘per le essenze, Beggio Calabria (ltalia).

38. Systematische Untersuchungen Uber tuberkulostatisch
wirksame primare Amine

von G.Brubacher und E. Suter.
(12. 1X. 49.)

In Ergdnzung zu einer friheren Mitteilungl), in der dber die
tuberkulostatische Wirkung von einigen Verbindungen, die unter dem
Gesichtspunkt der Strukturdhnlichkeit2) ausgewéhlt worden waren,
berichtet wurde, bringen wir im folgenden Angaben {ber entspre-
chende Untersuchungen mit einer Beihe von Verbindungen, die als
isoster mit der p-Aminobenzoesadure (PAB) bzw. mit dem p-Amino-
benzoesdure-athylester zu formulieren sind.

Die in Oberflachenkulturen von Vallée auf Lockemann-IS&hr-
16sung ermittelten tuberkulostatischen Wirkungen der mit p-Amino-
benzoesdure zu vergleichenden Verbindungen: 2-(p-Aminophenyl)-
propen und p-Amino-benzamidin zeigt Tabelle 1, oberer Teil, der
noch zur Erganzung die friher ermittelten Werte von Verbindungen
dieser Beihe enthalt.

2-(p-Aminophenyl)-propen, eine bereits von J. v. Braun3) be-
schriebene Verbindung, wurde von uns durch Bromierung von p-
Nitrocumol, anschliessende Halogenwasserstoffabspaltung und Be-
duktion bereitet.

Die recht hohe Wirksamkeit des 2-(p-Aminophenyl)-propens
wird in Kulturen, die 10% Serum enthalten, sehr stark reduziert.

1) I1. Blocli, G. Brubacher, Il. Erle.nme.yer t8 E. Suter, Helv. 30, 540 (1947).

s) Siehe Il. Erlenmeyer, Les composés isostéres et le probléeme de la ressemblance
en chimie, Bl. Soc. cliim. biol. 30, 792 (1948).

3) A. 472, 39 (1929).
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Tabelle 1.

Tuberkuldstatische Wirkung von Verbindungen, isoster mit PAB oder isoster mit p-
Aminobenzoesdure-athylester.

Isoster Formel Oberflachenkultur in
it H.N - Lockemann -Nahrldsung
K Mol/1 sz
o
PAB —C% 4-10-° 0,5
OH
0
-c/ > i-i0-3 < 02
XH,
/O
-C 1w0"3 0,2
XCH3
NH
-C f > 2-10-4 < 1
x X h?2
/ICH.
2-10“5 10
x CH3
. ’0
p-Amino- 5dl)-' 40
benzoesaure- OCHjCIlI,
athylester 0
_Cf 2 10%4 1
xhchZxh3
/0
2,5-10-° 80
XCHX'H2XCH,
H
-C >Q Q- <1
XHCHI.'H.,
ICH.
2-10-° 100
x CH.,CHXHj

Weiterhin wurde noch die Wirkung dieser Verbindung auf
Staphylococcus aureus und Bacterium coli gepriftl). Auch in einer
Konzentration von T: 1000 war hier keinerlei bakteriostatische oder
baktericide Wirkung zu beobachten, so dass dieser Verbindung keine
antagonistische Wirkung zur p-Aminobenzoesdaure zukommt.

Die tuberkulostatische Wirkung der mit dem p-Aminobenzoe-
sauredthylester isosteren Verbindungen: 2-(p-Aminophenyl)-penten-(l)
und Kj-Athyl-p-amino-benzamidin enth&lt Tabelle 1, unterer Teil,

4) Wir mdchten auch an dieser Stelle der CIBA Aktiengesellschaft fur die Durch-
flhrung dieser biologischen Prifungen unseren verbindlichsten Dank aussprechen.
17
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der noeli ergédnzend die entsprechenden Werte der friher unter-
suchten Verbindungen dieser Reihe wiedergibt.

Zur Darstellung von 2-(p-Aminophenyl)-penten-(I) wurde R-
Propylzimtsaure nitriert. Die so erhaltene yS-Propyl-p-nitro-zimt-
saure, deren Konstitution durch oxydativen Abbau zur p-Mtro-
benzoesdure bewiesen wurde, wurde zum 2-(p-Nitropheny1)-pcliten-(1)
decarboxylieri und dieses mit SnCl2und Salzsédure zum entsprechenden
Amin reduziert.

Kj~-Athyl-p-aminobenzamidin wurde aus p-Nitrobenzoesaure-
imino-athylester durch Umsetzung mit Athylamin und darauffolgende
Reduktion gewonnen.

Herrn Prof. Il. Erlenmeyer danken wir bestens fiir die Anregung zu dieser Arbeit
und seine wertvollen Ratschldge.

Expcrimcntcllcr Teill.

Darstellung von 2-(p-Aminophenyl)-propen 2).
2-(p-Nitrophenyl)-2-brompropan.

5,86 g p-Xitroeumol, bereitet nach li. D. Haworlh <mL. Barker3), wurden in 16 cm3
Tetrachlorkohlenstoff gelést und nach Zugabe von 6,38 g N-Bromsuccinirnid und 41 mg
frisch bereitetem Dibcnzoylperoxyd OYi Stunden am Rickfluss in gelindem Sieden er-
halten. Das nach der Aufarbeitung erhaltene, gelb gefarbte Ol (8,5 g) kristallisierte auch
nach monatelangem Stehen nicht. Bei 110° beginnt sich die Verbindung unter HBr- Ent-
wicklung zu zersetzen.

2-(p-Nitrophenyl)-propen.

a) Aus 2-(p-Nitrophenyl)-2-brompropan durch Destillation: 23 g rohes 2-(p-Nitro-
phenyl)-2-brompropan wurden der Hochvakuumdestillation unterworfen. Die bei 105—
109°/1—2 mm (130—140° Badtemperatur) siedenden Anteile (6 g) kristallisierten und
lieferten nach dem Umkristallisieren aus Petrol&ther 2,2 g 2-(p-Nitrophenyl)-propen vom
Smp. 52—55°. Eine bei 54—55° schmelzende Analysenprobe wurde im Hochvakuum
bei 45° getrocknet.

4,350 mg Subst. gaben 10,58 mg C02 und 2,26 mg H2
3,16 mg Subst. gaben 0,237cm3N2 (21°, 747 mm)
O9HD2N Ber. C 66,25 H 556 N 8,59%
Gef. ,, 66,37 , 581 8,56%

b) Aus 2-(p-Nitrophenyl)-2-brompropan mittels alkoholischer Kalilauge: 9,4 ¢
rohes 2-(p-Nitrophenyl)-2-brompropan wurden mit 50 cm3 10-proz. alkoholischer Kali-
lauge (ca. 2 Mol.) drei Tage bei Zimmertemperatur stehengelassen. Die vom Kalium-
bromid befreite Losung wurde zur Hélfte im Vakuum eingedampft, mit 50 cm3 Wasser
versetzt und zweimal ausgedthert. Die gewaschene und getrocknete &therische Ldsung
wurde unter Zusatz weniger Kérnchen Hydrochinon eingedampft und der Rickstand
im Vakuum (0,7 mm) fraktioniert. Die bei 80—95° Ubergehende Fraktion (2,92 g) er-
starrte in der Kélte und schmolz bei 46—51°. Nach Umkristallisieren aus Petrolather
erhielt man 15 g (25% der Theorie) vom Smp. 51—54°,

‘) Samtliche Schmelzpunkte sind unkorrigiert.
2) Vgl. J. v. Braun, loc. eit.
3) Soc. 1939. 1302.



Volumen xxxin, Fascieulus n (1950) - Xo. 38. 259

2-(p-Aminophenvl) -propen.

400 mg 2-(p-Nitrophenyl)-propen wurden unter Eiskiihlung in eine Ldsung von
2,S g kristallisiertem Zinn(ll)-chlorid in 3 g konz. Salzséure eingetragen. Es wurde etwas
Ather hinzugefiigt und das Reaktionsgemisch zwei Tage lang geschiittelt. Das Reaktions-
gemisch wurde nun in Wasser gelost und die Lésung unter Wasserkihlung mit 10-proz.
Sodalésung neutralisiert. Anschliessend wurde vorsichtig mit 20-proz. Kalilauge bis zur
Auflésung des gebildeten Zinnhydroxyds versetzt. Das als Emulsion ausgeschiedene
2-(p-Aminophenyi)-propen wurde sofort in Ather aufgenommen, mit Wasser gewaschen
und mit 2-n. HCI aasgeschuttelt. Die salzsaure Ldsung wurde im Vakuum bei Zimmer-
temperatur aufein kleines Volumen eingeengt und mit konz. HCI versetzt. Es fielen 100 mg
eines mikrokristallinen Pulvers vom Smp. 231—233° aus (v. Braun gibt 230—235° an).
Das salzsaure Salz wurde durch wiederholtes Umféallen aus Wasser mit konz. HCI in
schénen mikrokristallinen Rhomboedern erhalten.

Zur Analyse wurde die Substanz tber KOH und Schwefelsdure bis zur Gewiehts-
konstanz und anschliessend 24 Stunden bei 40° im Hochvakuum getrocknet.

4,049 mg Subst. gaben 0,44 mg C02 und 2,01 mg ILO
(',HjjXCl Bor. C 63,71 H 7,13% Gef. C 63,62 H 7,21%

p-Amino-benzaniidin-dihydrochlorid.

Diese Verbindung wurde nach den Angaben von A. P. T. Easson 4¢F. L. Pymanl)
aus p-Nitrobonzamidin-hydrochlorid durch Reduktion mit salzsaurer Zinn(ll)-chlorid-
16sung und granuliertem Zinn oder durch katalytische Hydrierung mit i?o«e;/-Xickel er-
halten, jedoch fanden wir stets den Smp. 284—286° (Lit. 320°).

Zur Analyse wurde 2 Stunden bei 60° im Hochvakuum getrocknet.

2,100 mg Subst. gaben 0,379 cm3 X2 (23°, 744 mm)
C-HUN3CI12 Bor. X 20,20% Gef. X 20,36%

D arstellung von 2-(p-Aminophenyl)-penten-( 1).
[?-Propyl-p-nitrozimtséurc.

1 g /3-Propyl-zimtsdure wurde innerhalb einer halben Stunde unter mechanischem
Rihren bei 0° in ein Gemisch von 9 cm3konz. Salpetersdure und 4,5 cm3konz. Schwefel-
saure eingetragen und das Reaktionsgemisch noch anderthalb Stunden bei 0° mechanisch
gerihrt. Anschliessend wurde der Kolbeninhalt auf Eis gegossen undderausgeschiedene
Kristallbrei abgesaugt, mit Wasser gewaschenundiiber Schwefelsduregetrocknet. Man
erhielt so 1,16 g (52% der Theorie) eines gelbstichigen Kristallpulvers vom Smp. 87- 104°.
Mehrmaliges Umkristallisieren aus Benzol ergab 650 mg B-PropyLp-nitrozimtséure.

Die Verbindung kristallisiert aus Benzol in sehr hellen, gelbgriinstichigen Rhombo-
edern vom Smp. 108—110°. Xach dem Schmelzen wird sic wieder fest und schmilzt end-
gultig bei 119,5°. Durch langeres Erhitzen auf 90° wird die niederschmelzende Form in
die hdéher schmelzende Ubergefuhrt.

Zur Analyse wurde eine Probe nochmals aus waésserigem Alkohol umkristallisiert
und zwei Stunden im Hochvakuum bei 60° getrocknet.

5,386 mg Subst. gaben 12,03 mg C02 und 2,52 mg H2)
4,62 mg Subst. gaben 0,238 cm3 X2 (22°, 741 mm)

CIHI04N Ber. 0 61,27 H 557 X 596%
Gef. ,, 60,95 »5.24 ,, 581%

») Soe. 1931, 2994.
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O xydativer Abbau.

100 mg /?-Propyl-p-nitrozimtsédure wurden in eine Lésung von 1 g Kaliumdichromat
in 4 cm3konz. Schwefelsdure und 3 cm3 Wasser eingetragen und 5Minutenim Sieden
gehalten. Nach dem Erkalten wurde mit 10 cm3 Wasser verdinnt.Die ausgeschiedenen
Kristalle erwiesen sich als p-Nitrobenzooséure.

2-(p-Nitroplienyl)-penten-(I).

250 mg /J-Propyl-p-nitrozimtsédure wurden in 1 g Chinolin gel6st und unter Zugabe
von 0,03 g Kupferpulver auf 185° erhitzt. Bei dieser Temperatur setzte eine lebhafte Gas-
entwicklung ein. Die Temperatur wurde innerhalb 20 Minuten auf 195° gesteigert. Nach
dem Erkalten wurde vom Kupferpulver abfiltriert, in Ather aufgenommen, mit ver-
dunnter Salzsiure, Sodalésung und Wasser gewaschen und getrocknet. Das nach dem
Verdampfen des Athers zuriickgebliebene Ol wurde im Vakuum destilliert.Bei 140°
gingen 130 mg (67% der Theorie) Uber. Zur Analyse wurde nochmals im Vakuumdestil-
liert. Sdp.,3 135—137°.

4,383 mg Subst. gaben 11,11 mg C02 und 2,71 mg H2
3,280 mg Subst. gaben 0,222 cm3 X2 (25°, 736 mm)
CuHI3O,N Bor. C 09,09 H 6,87 N 7,33%
Gef. ,, 69,17 ,, 6,92 , 7,51%

2-(p-Nitrophcnyl)-penten-(I) hat einen charakteristischen, sehr intensiven, etwas
an Nitrobenzol erinnernden Geruch.

2-(p-Aminopheny 1)-pentcn-(l )-hydrochlorid.

340 mg 2-(p-Xitrophenyl)-pentcn-(I) wurden mit etwas Ather in die Lésung von 2 g
kristallisiertem Zinn(ll)-chlorid in 1,8 cm3konz. HCleingetragen und 1/>Tage geschuttelt.
Darauf wurde das Reaktionsgeinisch wie beim Aminophenyl-propen beschrieben aufge-
arbeitet. Das hierbei erhaltene Hydrochlorid, 160 mg (46% der Theorie), beginnt sich bei
180° zu zersetzen und schmilzt endgultig bei 210"

Zur Analyse wurde das salzsaure Salz noch cinigemale aus Wasser mit konz. Salz-
saure umgefallt, im Vakuum uber IVOH und H2504 bis zur Gewichtskonstanz getrocknet
und anschliessend im Hochvakuum bei 40° 2 Stunden nachgetrocknet.

4,038 mg Subst. gaben 9,85 mg C02 und 2,96 mg H2G
CnHIeNCl Ber. C 66,82 H 8,16% Gef. C 06,57 H 8,20%

Darstellung von N,-Athyl-p-aminobenzamidin.
N1-Athyl-p-nitrobenza midin.

4,6 g p-Nitrobenzoesdure-iminodthylester-hydroclilorid wurden in die Lésung von
2 cm3 Athylamin in 8 cm3 Methanol eingetragen. Die entstandene klare Lésung wurde
nach 12 Stunden mit 40 cm3 2-n. NaOH versetzt, worauf sich ein gelbes Ol abschied,
welches nach dem Anreiben erstarrte. Der Kristallbrei gab, zweimal aus Benzol und
Petrolather umkristallisiert, 2,2 g Nj-Atliyl-p-nitrohenzamidin (57% der Theorie).

Die Verbindung bildet gelb geférbte Kristalle, die aus Benzol umkristallisiert bei
82—84° schmelzen und sich beim Stehen in eine hoher schmelzende Form vom Snip. 105—
107° umwandeln.

Zur Analyse wurde eine kleine Probe wiederholt aus Benzol umkristallisiert und
4 Stunden bei 70° im Hochvakuum getrocknet.

4.182 mg Subst. gaben 8,54 mg C02 und 2,12 mg H2
3,00 mg Subst. gaben 0,575 cm3 Ns (21°, 742 mm)

CHNON3 Ber. C 5595 H 574 N 21,75%
Gef. ,, 55,73 ,, 5,67 ,, 21,73%
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Hydrochlorid: Aus Alkohol-Ather, Smp. 210—212° (Zers.).
4,938 mg Subst. gaben 8,56 mg C02 und 2,29 mg H2
431 mg Subst. gaben 0,691 cm3 X2 (19°, 735 mm)
CHIND NI Ber. C 47,06 H527 N 18,30%
Gef. ,, 4731 , 519 , 18,16%
Pikrat: Aus Alkohol-Wasser, Smp. 165,5—167°.
3,050 mg Subst. gaben 0,530 cm3 N,, (23°, 741 mm)
CI5HI40 9N, Ber. N 19,93% Gef. X 19,54%

Xj-Athyl-p-ami nobenzamidin-monohydrochlorid.

1,15 g Nj-Athyl-p-nitrobonzamidin-hydrochlorid wurden in 30 cm3 /
und mit iftraey-Nickel als Katalysator hydriert. Es resultierten 920 mg sclmeeweisser,
dusserst hygroskopischer Kristalle vom Smp. 221—223°. Nach viermaligemUmkristalli-
sieren aus  Alkohol und anschliessendem Trocknen im Hochvakuum iiber Phosphor-
pentoxyd war die Substanz analysenrein.

3,050 mg Subst. gaben 6,034 mg C02 und 1,958 mg 1,0
1,630 mg Subst. gaben 0,314 cm3 N» (28°, 738 mm)

CHIUNI3CL Ber. C 5401 H 7,07 X21,05%
Gef. ,, 5381 , 7,16 ,21.21%

N1-Athyl-p>-aminobenzamidin -monohydroehlorid-monohydrat.

Beim Stehen an der Luft nimmt die oben beschriebene Verbindung eine Molekel
Kristallwasser auf und verdndert sich dann nicht mehr weiter. Uber Schwefelsdure wird
das Kristallwasser wieder abgegeben.

4,910 mg Subst. gaben 8,918 mg C02 und 3,223 mg H20
C9H,,,0N3C1 Ber. C 4965 H 7,41% Gef. C 49,57 Il 7,35%

X, -Athy l-p-amino-benzamidin-dihydrochlorid.

250 mg des Monohydrochlorids wurden in wenig Alkohol gelést und mit konz.
alkoholischer Salzsaure gefdllt. Es fielen 250 mg schneeweisser Kristalle aus, welche nach
dem Trocknen im Vakuum iber ILSO, den Smp. 265—266° (Zers.) zeigten.

5,249 mg Subst. gaben 8,816 mg C02 und 3,133 mg H2
CHIN3CI2 Ber. C 45,78 H 6,41% Gef. C 45,83 H 6,68%

Das Dihydrocldorid ist nicht hygroskopisch.

Die Analysen verdanken wir dem mikroanalytischen Laboratorium der CIHA
Aktiengeselschajl (Dr. H. Gi/sel).

Zusammenfassung.

Es wurde eine Reihe von z. T. neu dargestellten Verbindungen,
die als isoster mit p-Aminobenzoesdure bzw. mit p-Aminobenzoe-
saure-athylester zu formulieren sind, auf ihre tuberkulostatisclie Wir-
kung gepruft.

Universitat Basel,
Anstalt fir anorganische Chemie und Hygienische Anstalt.
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39. Biologische Citrullinsyntliese.
1. Mitteilung?)
von A. F. Miller und F. Leuthardt.
(23. 1. 50.)

Wir haben in friheren Arbeiten den Einfluss des Glutamins und
der Ureidoglutarsaure auf die biologische Citrullinsyntliese im Leber-
homogenat untersucht und den Nachweis geleistet, dass das Ferment-
system, welches die Synthese bewirkt, in den Mitocliondrien lokali-
siert ist2)3). In der vorliegenden Mitteilung beschreiben wir weitere
Versuche Uuber die Citrullinsyntliese in Mitochondriensuspensionen,
die aus Leber der Ratte gewonnen wurden.

Fig. i.
Mitochondi'iensuspension (0,5 cm3). Ratte mit Fleisch geflttert, 24 Stunden auf Hunger.
Versuchsdauer: 15 Minuten bei 3S°. Gasatmosphdre 95% 0,+ 5% C02 Gesamtvolumen
3,0 cm3. Ornithin 0,0033-m.. Phosphatpuffer (pH 7,0) 0,004-m., NaHCO03 0,013-m.,
Mg++ 0,01-m., A/P.P. 0,00066-m., KCI bis zur Isotonie zugesetzt. Abszisse: Glutaminsdure
(gestrichelt) oder Glutamin (ausgezogen), /;Mol in 3 cm3. Ordinate: Citrullinbildung invy.

Wir haben in der genannten Arbeit2) gezeigt, dass bei hdheren
Konzentrationen (oberhalb etwa 7—10pMol/cm3) Glutamin be-
deutend mehr Citrullin liefert als die gleiche Menge Glutaminséure
in Gegenwart von Ammoniumionen. Bei kleinen Konzentrationen ist
Glutaminsdure unter allen Bedingungen wirksamer. Wir konnten
nun weiter feststellen, dass eine kleine Menge Glutaminsdure fir die
Reaktion unentbehrlich ist. Bei hohen Konzentrationen von Glutamin

*) Diese Arbeit wurde mit Hilfe der Fritz Hofjmann-La Roche-Stiftunrj zur For-
derung wissenschaftlicher Arbeitsgemeinschaften in der Schweiz ausgefihrt, der wir fir ihre
Unterstlitzung den besten Dank aussprechen.

“) F. Leuthardt, A. F. Miller ib Il1.Xielsen, Helv. 32, 744 (1949).

3) F. Leuthardt <t A. F. Miller, Exper. 4, 478 (1948).
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entsteht durch Hydrolyse der Sdureamidgruppe geniigend Glutamin-
saure. Bei niederen Konzentrationen ist das nicht der Fall, daher sinkt
die Aktivitat des Glutamins unterhalb etwa 20—30 //.Mol/3 cm3 An-
satz rasch auf kleine Werte ab. Man kann aber durch Zusatz von
geringen Mengen Glutaminsdure (2,5 //Mol/3 cm3) zum Glutamin die
Citrullinbildung stark erhdhen, besonders dann, wenn noch Am-
moniumionen zugesetzt werden. Wie Figur 1 zeigt, sind 15 //Mol
Glutamin + 2,5 /«Mol Glutaminsidure (in 3 cm3 Ansatz) ohne Am-
moniak ebenso wirksam wie 15 //Mol Glutaminsaure + 30 //.Mol
Ammoniumchlorid. Die Wirksamkeit des Glutamins kann aber nicht
durch die hydrolytische Spaltung seiner Saureamidgruppe erklért
werden. Wenn namlich zum Glutamin ausser der kleinen Menge
Glutaminsdure noch Ammoniumchlorid zugesetzt wird, tritt eine
weitere Steigerung der Citrullinsynthese ein. Die Menge von etwa
30 //Mol KH.J+/3 cm3 stellt bereits das Optimum der Ammoniak-
konzentration dar (vgl. Tabelle 3). Die Citrullinbildung kénnte also
nicht mehr steigen, wenn einfach durch Hydrolyse des Glutamins die
Ammoniakkonzentration weiter vermehrt wirde. Man muss daher
eine direkte Reaktion der Sdureamidgruppe annehmen. Das Glutamin
ist die einzige bisher bekannte Verbindung, welche nicht nur das
Ammoniak ersetzen kann, sondern ihm bei Gegenwart kleiner Mengen
Glutaminsaure auch bedeutend Uberlegen ist. Es handelt sich hier
offenbar um eine spezifische Reaktion des Glutamins, denn Asparagin
ist vollig unwirksam, trotzdem es ebenso leicht desaminiert wird wie
Glutamin.

Tabelle 1.
Konzentration des Glutaminsédure in 3 cm3
Ammoniumsalzes 50 //Mol 20 //Mol
y Citrullin y Citrullin
10//Mol/3 cm3 . . .. 930 610
20 /«Mol/3 cm3 . . .. S70 550

Mitochondriensuspension (0,5 cm3). Ratte mit Fleisch gefuttert, 24 Stunden auf
Hunger. Versuchsdauer: 15 Minuten bei 38°. Gasatniosphérc 95% 0*+5% CO*. Gesamt-
volumen 3,0 cm3 Ornithin, Phosphatpuffer, NaHCO03, Mg++, A.T.P., KCI, vgl. Text
zu Figur 1.

In einigen Versuchen wurde am Schluss nicht nur das Citrullin,
sondern auch die Menge der noch vorhandenen Substrate (Glutamin
und Glutaminsaure), sowie das freie Ammoniak bestimmt. Glutamin
und Glutaminsdure wurden nach den Angaben von Krebsl) mit Hilfe
des Clostridium Welehii bestimmt. Es wird am Schluss fast die
gesamte Menge des zugesetzten Glutamins oder der Glutaminsédure
als Glutaminsaure wieder gefunden (Clostridium Welehii deear-
boxyliert sowohl die Sdure als auch das Amid). Das Defizit (2—3 //.Mol

b H. A. Krebs, Biochein. 43. 51 (194-8).
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auf 50 /<Mol) Ubersteigt kaum die Fehlergrenze der Methode und
ist sicher kleiner als die gebildete Menge Citrullin, besonders bei
Gegenwart von Glutamin. In Versuch 3 von Fig. 2 wurden 10 «Mol
Citrullin synthetisiert; es fehlen aber am Schluss nur etwa 2,5 /«Mol
Glutaminsdure. Diese Tatsache deutet darauf hin, dass die Glutamin-
saure bei der Reaktion mit dem Ornithin nicht verbraucht wird. Das
Defizit ist durch unvollstdndige Decarboxylierung oder durch Neben -
reaktionen zu erklaren. Bei einer Glutaminkonzentration von 20 /Mol
3cm3sind nach 15 Minuten etwa 75% des S&ureamids noch vor-
handen, bei 50 /;Mol etwa 10%. Bei der letzten Konzentration haben
wir am Versuchsende zwischen 10 und 17 /;Mol Ammoniumsalz ge-
funden. Wie oben bereits erwéhnt, ist diese Konzentration optimal
und genugt nicht, den Unterschied zwischen der Oitrullinbildung aus
Glutaminsdure + KH| einerseits und Glutamin andererseits zu er-
klaren. In den Versuchen mit Glutaminsdure verschwindet ein Teil
des zugesetzten Ammoniaks, und zwar wird mehr verbraucht, als
dem entstandenen Citrullin entspricht. Auch hier sind Nebenreak-
tionen anzunehmen, die Ammoniak fixieren.

1 2 3 4
Glutaminsaure Glutamin

Fig. 2.
Mitochondriensuspension (0,5 cm3). Hatte mit Fleisch gefittert, 24 Stunden auf Hunger.
Versuchsdauer: 15 Minuten bei 38°. Gasatmosphére 95% 02+5% CO02 Gesamtvolumen
3,0 ein8 Ornithin, Phosphatpuffer, XaHCO.,, Mg++, A.T.P., KCI vgl. Text zu Figur 1
Am Versuchsende wurde Citrullin und (nach Enteiweissen durch 1 Minute langes Erhitzen
im siedenden Wasserbad) Glutaminsdure, Glutamin und Ammoniak bestimmt. Die ge-
strichelten horizontalen Linien geben die Menge der zugesetzten Substrate an (pro 3 cm3).
Versuch 1: 50 /Mol Glutaminsaure + 10 /tMol XHS; Versuch 2: 20 /;Mol Glutaminsaure
+10 /i Mol NH3; Versuch 3: 50/i Mol Glutamin; Versuch 4:20 /t Mol Glutamin. Schraffierte
Sdulen: Gesamtmenge Glutaminsdure am Versuchsende (im Versuch 3 und 4: Glutamin-
saure + Glutamin). Schwarze S&ulen: Citrullin. Punktierte S&ulen: Ammoniak, und zwar
Séule links vor Desamidierung mit Cl. Welchii, S&ule rechts nach Decarboxylierung. In
Versuch 3und 4 gibt die Differenz die Menge des am Versuchsende vorhandenen Glutamins.

Wie wir bereits in friheren Arbeitenl) mitgeteilt haben, reagiert
die a-Ureidoglutarsdure nur dann mit Ornithin, wenn ein Substrat

') F. Leuthardt, A. F. Miller <OH. Nielsen, Hclv. 32, 744 (1949).
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wie Fumarat zugegen ist, welches die oxydative Phosphorylierung
und damit die Resynthese des A.T.P. unterhéltl). Die Glutaminsdure
kann diesen Prozess selbst in Gang halten, ist also von anderen
Atmungssubstraten unabh&ngig. Im Gegensatz zum Glutamin
liefert die Ureidosaure auch bei héheren Konzentrationen nur dann
Citrullin, wenn Ammoniumionen zugegen sind. Wir beobachteten
unter diesen Bedingungen aber auch hier eine starke Steigerung
durch kleine Mengen Glutaminsdure (2 /¢Mol/3 cm3) (Fig. 3).

y

Fig. 3.
Mitochondriensuspension (0,5 cm3). Hatte mit Fleisch gefuttert, 24 Stunden auf Hunger.
Versuchsdauer: 12 Minuten bei 38°. Gasatmosphdrc 95% 02+5% CO02 Gesamtvolumen
3,0 c¢m3. Ornithin 0,005-m., Mg++ 0,0066-m., A.T.P., NaHCO03, Phosphatpuffer und KCI
wie im Versuch von Figur 1. Ordinate: Citrullinbildung iny pro 3cm3. Abszisse: Menge der
a-Ureidoglutarsdure (ausgezogene Linien) oder Glutaminsdure (punktierte Linie) in 3cm3.
Alle Ansédtze enthalten NH4CL Die Ansatze mit 2 und 10 /;Mol Ureidoglutar- oder Glut-
aminsaure enthalten 10 [iMol N11,0/3 cm3, die dbrigen 20 /;Mol N11,(11. a Ureidoglutar-
saure+ NH.,Cl; ®Urcidoglutarsdure + NH,CI+2 /;Mol Fumarat; « tireidoglutarsédure
-fNH,CI+ 2 /;Mol Glutamat.

Alle diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Glutamin-
saure bei der Citrullinsynthese katalytisch wirkt, d. h. dass sie durch
eine zyklisch verlaufende Reaktion immer wieder regeneriert wird.

Sehr aktive Mitochdndriensuspensionen bilden auch ohne Zusatz
von Glutaminsdure bei Gegenwart von Ammoniak betréchtliche
Mengen Citrullin. Setzt man zu solchen Suspensionen kleine Mengen
Glutaminsaure zu, so wird mehr Citrullin gebildet, als der zugesetzten
Menge Glutaminsdure entspricht (Fig. 4). Dies zeigt, dass die Bildung
des zusatzlichen Citrullins zum groéssten Teil auf Kosten des vor-
handenen Ammoniaks erfolgt und dass offenbar die Glutaminsdure
diesen Prozess beschleunigt. Man erhdalt derartig aktive Suspensionen
aus den Lebern von Tieren, die vor dem Versuch wahrend ca. 10 Tagen

X) Nur in sehr aktiven Suspensionen (Tiere mit Fleisch gefuttert und wéahrend der
Verdauung getotet) ist die Ureidoglutarsdure gelegentlich ohne Fumaratzusatz wirksam.
(Vgl. die Bemerkung tber Einfluss der Ernédhrung auf S. 267.)
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mit Fleisch erndhrt und wé&hrend der Verdauung (d. h. ohne die
Ubliche Hungerperiode) getétet wurden. Der hohe Leerwert (ohne
Zusatz von Glutaminséaure) ist entweder dadurch zu erklaren, dass
die Mitochondrien bereits gentigend Glutaminsdure aus dem Eiweiss
der Nahrung aufgenommen haben, um die Synthese in Gang zu

fiM Glutaminsaure

Fig. 4.
Mitochondriensuspension (0,5 cm3= 1,88 mg X). Ratte mit Fleisch gefittert, wéhrend
der Verdauung getdtet. Versuchsdauer: 30 Minuten bei 38°. Gasatmosphére 95% 0 2+
5% CO02. Gesamtvolumen 3,0 cm3. Ornithin 0,0066-m., Phosphatpuffer (pH 7,0) 0,004-m.,
XaHCO03 0,013-m., Mg++ 0,0066-m., A.T.P. 0,00033-m., KCI bis zur lIsotonie, XH,C1
0,0066-m. Ordinate: links Citrullinbildung in y, rechts Citrullinbildung in /iMol nach
Abzug des Leenvertes ohne Glutaminsdure. Die punktierte Linie gibt die Citrullinmenge
an, die der zugesetzten Glutaminsdure &quivalent ist. Abszisse: /;Mol Glutaminsdure

in 3 cm3.
y
1500
1000
500
0 2 4 6jiIMNH3
Fig. 5.

Mitocliondriensuspension (0,5cm3 2,25 mg X). Ratte mit Fleisch gefuttert und wéhrend

der Verdauung getdtet. Versuchsdauer: 30 Minuten bei 38°. Gasatmosphdre 95% O0,-t-

5% CO02 Gesamtvolumen 3,0 cm3. Ornithin, Phosphatpuffer XaHCO03, Mg++, A.T.P..

KCI wie im Versuch von Figur 4. Glutaminsdure 0,01-m. Abszisse: /iMol XHjCI/3 cm3.

Ordinate: links Citrullinbildung in y, rechts Citrullinbildung in jiMol nach Abzug des

Leerwertes ohne XH4CL Die punktierte Linie gibt die Citrullinmenge an, die dom zuge-
setzten Ammoniumsalz &quivalent ist.
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halten, oder dass aus einem noch unbekannten-Grunde das Ferment-
system derart aktiviert worden ist, dass auch die normalerweise in
den Geweben vorhandene Menge Glutaminsdure genugt.

In solchen Suspensionen wird das zugesetzte Ammoniak (bei
Gegenwart von Glutaminséaure) vollstandig in Citrullin Gbergefihrt.
Die gebildete Menge Citrullin ist dquivalent der zugesetzten Menge
Ammoniak (Fig. 5).

Die oben erwéhnte starke Erhdhung der Fermentaktivitat bei
Tieren, die mit Fleisch erndhrt wurden, beschrankt sich nicht auf
die Citrullinsynthese. Wir haben z. B. auch bei der Oxydation des
Pyruvats einen &hnlichen Einfluss der Ern&dhrung beobachtet und
werden auf diese Frage in einer spateren Arbeit zurickkommen.

Experimenteller Teil.

Tiermaterial. Es wurden mannliche Albinoratten im Gewicht von 100—180 g
verwendet. Die Tiere wurden teilweise mit gemischter, teilweise mit ausschliesslicher
Fleischkost ern&hrt. Erstere wurden vor dem Versuch 48 Stunden auf Hunger gesetzt,
letztere nur 24 Stunden oder gar nicht.

Herstellung des Homogenats und der Mitochondriensuspcnsion. Wir
verweisen auf unsere friheren Mitteilungenl)2).

Milieu. Dazu diente, wenn nichts anderes bemerkt ist, 0,017-m. Phosphatpuffer
und KCI, das bis zur Isotonic der Gesamtldsung zugesetzt wurde. Gesamtvolumen 3,0 cm3
Gasatmosphére 95% O&+ 5% COn.

Substanzen. Die meisten verwendeten Produkte wurden von F. Hoffmann-
La Rocht,, .Basel, bezogen. Glutamin wurde aus Ribensaft nach Vickery und Mitar-
beitern3), a-Ureidoglutarsdure aus I( + (-Glutaminsdure und Kaliumcyanat nach be-
kannten Methoden dargestellt. A.T.P. wurde nach Needhmn unter Berlicksichtigung der
Angaben von Le. Page bereitetl).

Analytische Methoden.

Citrullinbcstimmiing nach Archibuld5).

Glutamin und Glutaminsdure wurden mit Clostridium Welchii S.R. 12 nach
den Angaben von Galt?) und Krebs7) bestimmt. Glutaminsdure wie auch Glutamin werden
spezifisch decarboxyliert, wobei letzteres bei Gegenwart eines Detergens (Cetyl-trimethyl-
ammoniumbromid, ,Getavlon*“) vorgéngig noch desaminiert wird. Die Einzelheiten sind
am angegebenen Ort beschrieben8). Wir bestimmten einerseits die CO02Entwieklung
bei Zugabe des Clostridiums manometrisch, andererseits das Ammoniak vor und nach
Einwirkung der Bakterien nach der Methode von Sobel und Mitarbeitern9).

b F. Leuthardt, A. F. Muller ,0 H. Nielsen, Helv. 32, 744 (1949).

2) F. Leuthardl 3 A. F. Miller, Exper. 4, 478 (1948).

3) 11. 1. Vickery, G. 1\ Puchcr d: H. E. Clark, J. Biol.Chem. 109, 39 (1935).

J) D. M. Needham, Biochem. J. 36, 113 (1942); G. A. LePage in ]!". IT. Umbreit,
R. H. Burris <;¢/. F. Stauffer, Manonietric techniques and related methods, Burgess
Publ. Comp., Minneapolis 1945.

5 R. M. Archibald, J. Biol. Chem. 156, 121 (1944).

«) E. F. Galt, Biochem. 1. 39, 46 (1945).

") /1. .4. Krebs, Biochem. 3. 43, 51 (1948).

8)  Frei & F. Leuthardt, Helv. 32, 1137 (1949).

9) .4. E. Sobel, M. Mayer < S. P. Gottfried, 3. Biol. Chem. 156, 355 (1944).
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Zusammenfassung.

Aus den bisher bekannten Tatsachen dber die biologische
Citrullinsynthese in der Leber geht soviel mit Sicherheit hervor,
dass die Glutaminsdure unentbehrlich ist. Verschiedene Beobach-
tungen sprechen dafir, dass sie wahrend des Prozesses wieder re-
generiert wird, also katalytisch wirkt. Glutamin ist sicher keine
Zwischenstufe der Synthese. Dies geht schon daraus hervor, dass in
der Leber das Ferment, welches die Reaktion zwischen Glutamin-
saure, Ammoniak und Adenosintriphosphat katalysiert, nicht in den
korpuskularen Elementen (Mitochondrien, Mikrosomen) lokalisiert ist.
sondern sich unter den Iéslichen Substanzen findetl). Andererseits aber
ist Glutamin bei Gegenwart einer kleinen Menge Glutaminsdure viel
wirksamer als Ammoniak, und zwar muss angenommen werden, dass
die Sdureamidgruppe ohne vorangehende Hydrolyse direkt reagiert.

Die Bedeutung der a-Ureidoglutarsdure ist noch nicht abgeklart.
Sie liefert zwar im hydrogencarbonatfreien Milieu mehr Citrullin
als die Glutaminsiure, aber nur bei Gegenwart von Ammoniak,
und ausserdem erfahrt ihre Wirksamkeit bei allen Konzentrationen
eine bedeutende Steigerung durch Zusatz kleiner Mengen Glutamin-
saure. Ausser dem Citrullin sind bisher keine TJreidoséuren sicher als
Produkte des tierischen Stoffwechsels bekannt. Die Verbindungen,
die man aus dem Urin isoliert hat, sind sehr wahrscheinlich Kunst -
produkte. Das Auftreten der a-Ureidoglutarsaure bei der Citrullin-
synthese wéare das erste Beispiel dieser Art. Es kann aus den bisher
bekannten Tatsachen noch nicht geschlossen werden, dass sie unter
naturlichen Bedingungen als Zwischenprodukt auftritt.

Zurich, Physiologisch-chemisches Institut der Universitat.

40. Die Umwandlung der Glutaminsaure in Asparaginsaure
in den Mitochondrien der Leber?
(mit Bemerkung tber das Vorkommen einer Transaminasc in Clostridium Welchii)
von A. F. Miller und F. Leutharilt.
(23. 1. 50.)

Rainer d: Pappas3 haben aus der Leber ein Fermentsystem
isoliert, welches die folgende Reaktion katalysiert: Citrullin + Aspara-
ginsdure -> Arginin f Apfelsdure. Die Asparaginsdure kann nicht

* J. Frei €F. Leutharilt, im Druck.

2) Diese Arbeit wurde mit Hilfe der Fritz Hoffmann-La Roche-Stiftung zur For-
derung wissenschaftlicher Arbeitsgemeinschaften in der Schweiz ausgefihrt, der wir fur ihre
Unterstitzung den besten Dank aussprechen.

3) S. Rainer d-.1. Pappas, J. Biol. Chem. 179, 1183, 1190 (1949).
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durch die Glutaminsiure ersetzt werden. Die Autorin nimmt daher
im Gegensatz zur bisherigen Auffassungl) an,'dass bei der Arginin-
svnthese die Asparaginsdure und nicht die Glutaminsiure den Stick-
stoff liefert. Da aber im kompletten Homogenat die Glutaminsdure
sehr wirksam ist, muss man annehmen, dass im Gewebe eine rasche
Umwandlung der Glutaminsiure in Asparaginsdure mdglich ist. Bei
Zusatz von Asparaginsdure geht die Argininsynthese im Leber-
homogenat sogar langsamer vor sich als mit Glutaminsdure, weil die
erstere die oxydative Besynthese des Adenosintriphosphats (A.T.P.)
nicht zu unterhalten vermag. Erst bei Zusatz von Succinat oder
Fumarat erhdlt man mit Asparaginsdure gleiche Werte wie mit
Glutaminsdure, nie aber héhere Werte2).

In dieser Arbeit zeigen wir, dass die Mitochondrien der Leber die
Glutaminsaure tatséchlich in Asparaginsdure Uberfuhren und dass
sie eine sehr intensiv wirkende Transaminase enthalten. Die Asparagin-
saure wurde durch Papierehromatographie identifiziert.

1 3 2

Asparaginsdure - - -18|8]|f|§]|

Glutaminsaure -+>

Chromatogramm 1: Glutaminséure.
Alanin Chromatogramm 2: Glutaminsaure 4 Malonat
60 /(Mol/3 cm3.
Chromatogramm 3: Kontrolle mit zugesetzter
Glutaminsdure, Asparagin-
saure, Alanin.

Mitochondriensuspension 0,5 cm3in 3,0 cm3 Ge-

samtvolumen, 40 Minuten in Luft bei 38° inku-

biert. Glutaminsaure 0,01-m., A.T.P. 0,0017-m.,

Mg++ 0,0033-m., Phosphatpuffer (pH 7,0) 0,025-m.
Fig. 1. Chromatographie mit Phenol.

Die Mitochondrien enthalten die gesamten Fermente des Tri-
earbonsaurezyklus3). Es ist also anzunehmen, dass nach Desami-
nierung der Glutaminsdure zur Ketoglutarsdure Oxalessigsaure ent-
steht, welche mit der dberschissigen Glutaminsdure unter Bildung

1) /1. Borsooh & J. ]V. Dubnojf, J. Biol. Cliem. 14!, 717 (1941); P. P. Cohen &
M. Hayano, J. Biol. Chem. 166, 251 (1946).

2) H. Fahrlander, P. Favarger <mF. Leutimrdl, Hclv. 31, 942 (1948).

3) ./. Mauron & F. Leuthardt, unverdffentlichte Untersuchungen.
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von Asparaginsdure reagiert. Der Zusatz von Malonat hemmt, wie
zu erwarten, die Bildung der Asparaginsdure, weil durch Malonat
die Dehydrierung der Bernsteinsaure verhindert wird.

Figur 1 zeigt die Bildung der Asparaginsaure aus Glutaminsaure
in einer Mitochondriensuspension im Papierchromatogramm. Bei
Gegenwart von Malonat in einer Konzentration von 60 /« Mol/3 cm3
Ansatz ist die Asparaginsaure im Chromatogramm nicht mehr sichtbar.

Nach den Untersuchungen von Eatner ist die Argininsynthese
eine A.T.P.-abhéangige Reaktion. Erfolgt die Synthese in Gegenwart
von Glutaminsdure, so muss dieselbe zuerst in Asparaginsiure ver-
wandelt werden. Die letzte Stufe dieser Reaktion, die Transami-
nierung, ist vom A.T.P. unabhéngig und wird durch Malonat nicht
gehemmt. Dies wird durch den Versuch in Tabelle 1 bestatigt. Da
sich Glutaminsaure spezifisch durch Clostridium Welchii bestimmen
lasstl) und da die Transaminierung zwischen Glutaminsdure und
Oxalessigsaure umkehrbar ist2), haben wir die Gegenreaktion, Bildung
der Glutaminsdure aus Oxalessigsaure, untersucht.

Tabelle 1.
33-proz. Homogenat: 0,1 cm3 10 Minuten bei 3S° in Luft inkubiert. Gesamtvolumen
3,0 cm3 Asparaginsdure und a-Ketoglutarsdaure 0,013-m., Mg++ 0,0033-m., Phosphat-
puffer (pH 7.4) 0,00(ifi-m. KCI bis zur Isotonie zugesetzt. Bestimmung der gebildeten
Glutaminsdure durch Decarboxylierung mit Cl. Welchii.

fiMol Glutaminsaure

pro Ansatz
60 fxMol Malonat. . . . 7,1
ohne M alonat 7,2
3fiMol A.T.P.. 6,6
ohne AT.Puiiiiieiee 7,2

Das Studium der Lokalisation der Glutaminsdure-Oxalessig-
sdure-Transaminase in der Zelle durch fraktionierte Zentrifugation
ergab, dass sowohl die l6sliche Fraktion des Protoplasmas als auch
die Mitochondrien das Ferment enthalten. Da es sich um ein sehr
aktives Enzym handelt, besteht die Mdglichkeit, dass die Aktivitat
der Mitochondrien auf Adsorption oder ungenigender Trennung der
Fraktionen beruht. Die Fermentaktivitat, bezogen auf den Stick-
stoff, bleibt aber auch nach zweimaligem kurzem Auswaschen der
Mitochondrien nahezu konstant (Tabelle 2). Wir dirfen daher an-
nehmen, dass das Ferment tatsdchlich ein Bestandteil der Mito-
chondrien ist. Die Bedingungen fur die Messung der Fermentaktivitat
sind offenbar im kompletten Homogenat nicht optimal, sonst durfte,
wenn man die Umséatze in den Fraktionen auf das urspringliche

1) 1. A. Krebs, Biochem. J. 43, 51 (1948).
“) .1. E. Braunslein (6 M. O. Krilzmann, Enzymologia 2, 129 (1937/38).
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Homogenat bezieht, in Tabelle 2 die Summe von Il und 111 nicht
grosser sein als 1.

Tabelle 2.
Ansétze 40 Minuten bei 38° in Luft inkubiert. Gesamtvolumen 3,0 cm3. Asparaginsaure,
Kotoglutarsdure 0,013-m.; Phosphatpuffer (pH 7,4) 0,0066-m.; Mg++ 0,0033-m. KCI bis
zur lIsotonie zugefugt. Bestimmung der Glutaminsdure mit Cl. Welehii.

Glutaminsaure durch Trans-

Fraktionen: aminierung entstanden:
(siehe Erklarung) /<Mol/cm3
I«Mol/mg X ;rsprgl. Homogenat'
L Homogenat....cooverennnnne 30 132
11. Uberstehendes......ccccoeuunnnee 50 134
I11. Mitochondriensuspension . 73 42
IV. Mitochondrien 2 X ausgew. 70 29

Fraktionierung: Alle Operationen bei 0°. 2 g Leber werden 1 Minute in iso-
tonischem KCI homogenisiert. Gesamtvolumen 150 cm3: Homogenat (I). 12 cm3
dieses Homogenats werden 25 Minuten bei 3600 U./Min. zentrifugiert (1500 g) und dekan-
tiert, Volumen 11 cm3: Uberstehendes (If). Aus dem Riickstand werden durch vier-
malige Zentrifugation mit isotonischem Mannit (5,75%) die Mitochondrien abgetrennt
und dann 10 Minuten bei 18000 U./Min. (24000 g) sedimentiert, bis das Uberstehende
klar ist. Die abzentrifugierten Mitochondrien werden in isotonischem KCI aufgenommen
(Vol. 6 cm3): Mitochondriensuspension (ll11). 3 cm3 dieser Suspension werden
zweimal je 5 Minuten bei 24000 g mit isotonischer Mannitldsung gewaschen und wieder
mit 3 cm3isotonischem KCI aufgenommen: Mitochondrien 2mal ausgewaschen (1V). Alle
Fraktionen 10mal mit isotonischem KCI verdinnt. Die Ansétze enthalten immer 0,5 cm*
der verdinnten Fraktionen.

Fig. 2.

Asparaginsdure und a-Ketoglutarsdure: 50 Mol/2,6 cm3 Suspension von 01. Welehii
0,3 cm3pro Ansatz. Gesamtvolumen 2,6 cm3. Inkubation in 1lrarburg-Gefédsschen wahrend
6 Stunden. Acetatpuffer pH 4,2 nach Krebs.

Abszisse: Zeit in Stunden. Ordinate: Decarboxylierung in /jMol C02 <« Ansdtze mit
Asparaginséure. o Ansatz mit Asparaginséure + oc-Ketoglutarsame. x C02Menge nach 6
Stunden bei Zusatz von ,,Cetavion®.
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Stickstoff pro Ansatz: Homogenat 224 y, Uberstehendes 145 y, Mitochondrien-
suspension 57 y, Mitochondrien (2 X ausgewaschen) 42 Y.

Bei der Glutaminsidurebestimmung beobachteten wir, dass die
Decarboxylierung der Glutaminsaure mit Cl. Welehii nur dann spezi-
fisch verlauft, wenn das von Krebsl) empfohlene Detergens (,,Ce-
tavlon®, Cetyl-trimetbylammoniumbromid), 6 mg/2,6 cm3 Ansatz,
zugesetzt wird. Asparaginsaure und in vermehrtem Masse Asparagin-
saure bei Gegenwart von a-Ketoglutarsdure werden durch unseren
Stamm von 01. Welehii langsam decarboxyliert, wenn kein ,,Ce-
tavlon® zugesetzt ist. Da a-Ketoglutarsdure ohne Zusatz durch den
Organismus nicht decarboxyliert wird, liegt die Vermutung nahe,
dass Cl. Welehii einerseits die Asparaginsdure langsam decarboxy-
liert, andererseits aber eine Transaminase enthéalt, die aus Asparagin-
saure und a-Ketoglutarsdure Glutaminsdure bildet. Dadurch I&sst
sich die vermehrte C02Entwicklung bei Gegenwart der Asparagin-
saure und der Ketosdure erklaren (vgl. Fig. 2).

Experimenteller Teil.
Methodik.

Tiermaterial. Es wurden ménnliche Albinoratten im Gewicht von 150—200 g
verwendet. Die Tiere wurden optimal erndhrt und vor dem Versuch 48 Stunden auf
Hunger gesetzt.

Herstellung des Homogenats und der Mitochondriensuspension. Wir
verweisen auf unsere friheren Mitteilungen2)3) und auf die Anmerkung bei den einzelnen
Versuchen.

Substanzen. Die meisten verwendeten Produkte wurden von F. Hoffmann-
La Roche, Basel, bezogen. A.T.P. wurde nach Needham unter Beriicksichtigung der An-
gaben von Le Page, bereitet4).

Analytische Methoden.

Vorbereitung der Ansdtze fur die Chromatographie. Nach den Angaben
von Aivajxtral) wurde der Ansatz mit dem vierfachen Volumen kaltem Alkohol vermischt,
zentrifugiert, dekantiert und zum Alkohol das vierfache Volumen Chloroform zugegeben.
Die Uberstehende wasserige Phase, welche die Aminosduren enthdlt, wurde abpipettiert
und eine kleine Menge zur Chromatographie auf den Papierstreifen aufgetragen.

Chromatographie. Wir hielten uns im grossen und ganzen an die Angaben von
De«/6). Es wurde eine mit Wasser gesattigte Phenolldsung verwendet. Das Standgefass
enthielt in einer separaten Schale eine NaCN-Losung. Wir arbeiteten mit Whatman-
Papier Nr. 1 bei Zimmertemperatur und Hessen im allgemeinen die Streifen zur Trennung
der Aminosduren wéhrend 48 Stunden in der Phenollésung; das untere Ende des Streifens
beruhrte den Boden des Standgefasses, so dass die Phenolldsung kontinuierlich abfliessen
konnte. Diese Anordnung gestattet eine deutliche Trennung von Asparaginsdure und

J) /1. .4. Krebs, Biochem. J. 43, 51 (194S).

2) F. Leuthardt, A. F. Miller <GH. Nielsen, Helv. 32, 744 (1949).

3) F. Leuthardt <€A. F. Miiller, Exper. 4, 478 (1948).

4) G.A. Le Page in W. W. Umbreit, R.H. Burris iC J. F. Staufjer. Manometrie
teeliniques and related methods, Burgess Publ. Comp., Minneapolis 1945.

5 J. Atvapara, Arch. Biochem. 19, 173 (1949).

6) C. E. Dent, Biochem. J. 43, 109 (104S).
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Glutaminsdure, die auf den gewdhnlichen 12 Stunden-Chromatogrammen sehr nahe bei-
einander liegen. Als Reagens zum Nachweis der Aminosduren bedienten wir uns einer
0,1-proz. Ninhydrinlésung in iso-Propylalkohol.

Glutaminsdure wurde mit Cl. Welchii S.R. 12 nach den Angaben von Galel
und Krebs2) bestimmt. Die Einzelheiten sind a.a.0. beschrieben3).

Zusammenfassung.

1. Homogenat oder Suspensionen von Mitochondrien aus Ratten-
leber bilden aus Glutaminsdure Asparaginsdure. Die Asparaginsaure
wurde durch Papierchromatographie nachgewiesen. Malonat hemmt
die Reaktion.

2. Die Lebermitochondrien enthalten eine sehr wirksame Trans-
aminase (Glutaminsdure-Oxalessigsaure).

3. Da die Mitochondrien alle Fermente des Tricarbonsdurecyclus .
enthalten, wird angenommen, dass nach der Desaminierung der
Glutaminsaure zur a-Ketoglutarsdure Oxalessigsaure entsteht, welche
mit der Uberschissigen Glutaminsdure unter Bildung von Asparagin-
séure reagiert.

Zurich, Physiologisch-chemisches Institut, der Universitat.

41. Derivate des a-Aminopyrrols.
1 Mitteilung.

Sterische Resonanzbeeinflussung
von C. A. Grob und P.'Ankli.

(27. 1. 50))

In einer friheren Mitteilung4) wurde gezeigt, dass das Konden-
sationsprodukt I aus Formylbernsteinsdure-athylester und Alanin-
athylester bei der Behandlung mit Alkalialkoholat nicht in das Dihy-
dropyridin-Derivat Ila, sondern in das substituierte a-Pyrrolon 11l
Ubergeht. Das analoge Kondensationsprodukt IVa aus Formylbern-
steinsaure-dinitril (Oxymethylen-athylendieyanid) (V, R = H) und
Alanin-athylester ergab bei der Behandlung mit Alkalialkoholat ein
dhnliches Resultat. An Stelle eines Dihydropyridin-Derivates Ilb
entstand in guter Ausbeute ein Derivat des a-Aminopyrrols, ndmlich
die bicyclische Verbindung Villa. In der Folge zeigte es sich, dass
diese Reaktion auch auf andere Derivate des Aminomethylen-bern-
steinsdure-dinitrils (IV) anwendbar ist. Die so erhéltlichen substi-

b E.F. Gale, Biochem. J. 39, 46 (1945).
2) H. A. Krebs, Biochcm. J. 43, 51 (1948).
3) ,/. Frei & F. Leuthardt, Helv. 32, 1137 (1949).
* C. A. Grob &G P. Ankli, Helv. 32, 2010 (1949).
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tuiertcn a-Aminopyrrole zeigen in mancher Hinsicht ein interessantes
Verhalten, wovon in dieser und in einer weiteren Mitteilung die Rede
ist.

R
k
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Das noch nicht beschriebene Oxymethylen-&thylendicyanid
(Va), welches nur als Salz bestédndig ist, wurde durch Kondensation
von Athylendicyanid mit Ameisensaure-athylester in Gegenwart von
Kalium-tert.Amylat erhalten. Das Kaliumsalz Vb lieferte mit Alanin-
athylester das (a-Carbéathoxy-athylaminomethylen)-bernsteinsaure-di-
nitril (IVa). Mit Glycin-atliylester, Athylamin und Anilin wurden die
analogen Verbindungen IV b bis d erhaltenl).

NC—C OH

a R = CH(CH,)—cooc,h3
HO  C=NH HC C—NH—R' R'=H
\ / \ / b R = Calj
X X R'=H
| | ¢ R =C2H5
R R'= COCH,
Vlia R = CH(CH3—COOCjH5 Vil d R = C6H,
b R = CH,—COOCjH. R'= Il
¢ R = CH- e R - céir,
d R= CrH- R'= COCH
XC—C CH XC—C CH NC—C CH
HO C HO C HC C
\/\ \/\ \/ \'T
X XH X N—CH3 X X
R—HC 0=0 R—HC  0=0 R—HC 0—00H,
Villa R = OH, IXa R = CH3 Xa R = CH,
bR =H bR= H bR=H

*) Die Kondensationsprodukte mit Glycin- und Alanin-ester sind seither von
F. Bergei iO A. Cohen beschrieben worden: U.S. 2384068; Chem. Abstr. 40, 2853 (1946).
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Das Kondensation8produkt I1Va, ein Derivat des /J-Aminoacrylo-
nitrils, ging in Gegenwart von Alkalialkoholaten in guter Ausbeute
in eine kristalline Verbindung der Zusammensetzung C8470 X3 uber.
Da sie sich mit den Ublichen Mitteln nicht dehydrieren liess, mit
Eisen(l11)-chlorid keine F&rbung erzeugte und in wasserfreiem Milieu
kein Salz bildete, konnte es sich nicht um das Dihydropyridin-
Derivat I1b handeln. Vielmehr war unter Addition des Iminowasser-
stoffatoms an die Cyanogruppe Kingschluss zu einem nicht fassbaren
a-Pyrrolimin Via eingetreten. Letzteres isomerisiert spontan zum
a-Aminopyrroldorivat VIla und erleidet unter Alkoholabspaltung
Ringschluss zum bicyclischen Lactam V illal). Das Kondensations-
produkt 1V b lieferte in analoger Reaktionsfolge das bicyclische Lac-
tam VIl b. Dass diesen Verbindungen nicht die ebenfalls denkbare
Imidazolonstruktur X1 (R = CH3 oder H) zukommen kann, wird
weiter unten begrindet.

Die intermediare Bildung von a-Aminopyrrolen kann an Hand
des Athylaminomethylen-bernsteinsaure-dinitrils (1Vc) gezeigt wer-
den. Die Behandlung dieser Verbindung mit Kaliumatliylat fihrt zu
einer luftempfindlichen Base, dem 2-Amino-l-athyl-lI-cyano-pyrrol
(V1lb).

In der Literatur werden diese wenig stabilen, basischen Pyrrolderivate durchwegs
als echte a-Amino-pyrrole formuliert2), obschon die a-Pyrrolimin-formen Via bis d, Uber
welche sie in unserem Falle zweifellos entstehen, diskutierbar wéren; dies um so mehr, als
sich fur die analogen Oxyverbindungen, z. B. die Verbindung 111, die a-Pyrrolonform als
zutreffend erwiesen hat3). Da aber diese Verbindungen relativ starke Basen sind und
weder in saurem noch in alkalischem Milieu Ammoniak abspalten, ziehen wir ebenfalls die
Formulierung als oc-Aminopyrrole vor.

Mit Acetanhydrid liefert das 2-Amino-l-4thyl-4-cyano-pyrrol
(VIIb) ein bestdndiges X-Acetylderivat Vllc, welches mit Ehrlich's
Reagenz die fur Pyrrolderivate mit freier a-Stellung charakteristische
Rotfarbung gibt. Ausgehend vom Oxymethylen-athylen-dicyanid (V)
und Anilin werden in einer analogen Reaktionsfolge das 2-Amino-I-
phenyl-4-cyano-pyrrol und sein X-Acetylderivat (VIlId und e) er-
halten. Es ist bemerkenswert, dass das primare Kondensationspro-
dukt 1Vd nicht einheitlich ist4). Anscheinend liegt die Form 1Vd im
Gemisch mit der isomeren Schiffsehen Base vor, in der sich die
Doppelbindung in Konjugation zum Benzolring befindet. Es wurde
sich somit um einen Fall von prototroper Tautomerie handeln, der
aber nicht weiter untersucht wurde.

') Wie uns privat mitgeteilt wurde, sind Ringschlusse dieser Art fast gleichzeitig
auch in den Laboratorien der Firma Hojfmann-La Roche 8 Cie. AC., Basel und Wehvyn
Garden City, beobachtet worden.

2) H. Fischer B Il. Orth, Die Chemie des Pyrrols, Bd. I, S. 110, Leipzig 1934; ferner
Il. Fischer, H. Cuggemos d? A. Schéafer, A. 540, 30 (1939).

3) C. A. Crob c? P. Ankli, loe. eit.

4) Siehe Experimenteller Teil.
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Das bicyclische Lactam V illa ist eine relativ saure Verbindung
und l6st sieh schon in verdinnten Alkalicarbonaten. Wahrend
Eisen(lll)-chlorid keine Farbe erzeugt, fallt die Reaktion mit Ehr-
lich's Reagenz positiv aus. Mit Dimethylsulfat wird die X-Methyl-
verbindung I1Xa gebildet. Diazomethan liefert neben 80% obiger
X-Methylverbindung 20% des isomeren Methylathers Xa. Beide sind
unléslich in verdinnten Alkalihydroxyden und Mineralsduren. Die
Methylierung des Lactams VIIIb verlief analog, indem ausser dem
N-Methylderivat I1Xb der Methyldther Xb entstand. Diese Reak-
tionen sprechen gegen die Formulierung der Lactame VIlIlaund b als
Imidazolon-4-Derivate X1 (R = CH3bzw. H), welche in der Literatur
als schwache Basen beschrieben werdenl). Ebenso kénnen die Me-
thylather Xa und b nicht als Imidazolderivate X 11 formuliert wer-
den, da diese deutlich basischen Charakter haben mussten. Im ubri-
gen ist die Entstehung einer neutralen X-Methylverbindung aus einem
Imidazolonderivat wie X1 nicht ohne Umlagerung maglich.

Eindeutig widerlegt werden die alternativen Formeln X1 und
X111 durch die Infrarot- und Ultraviolett-Spektren. DasIR.-Spektrum
des Lactams V illa weist die fur die XH- und CO-Gruppe charakteri-
stischen Banden bei 2,93 bzw. 5,80 /i auf. Im Spektrum des X-Methyl-
derivates IX a ist die XH-Bande abwesend. In demjenigen der O-
Methylverbindung Xa fehlt sowohl die XH-Bande als auch die
CO-Bande; dafur ist eine neue bei 6,29 /i vorhanden, welche der
X C-Doppelbindung entspricht.

Wie aus Fig. 1 hervorgeht, liefern das Lactam Villa und sein
X-Methylderivat 1 Xa fast identische UV.-Spektren. Andrerseits sind
in bezug auf Lage der Maxima und Minima die Spektren des dem
Lactam Villa entsprechenden Anions XV sowie des Methylathers
Xa sehr &hnlich und nur durch eine geringe Rotverschiebung von
den beiden obigen Spektren verschieden. Man muss deshalb anneh-
men, dass in allen vier Verbindungen eine &hnliche Elektronenver-
teilung besteht. Da fir den Methyldther die Imino&atherstruktur X
durch die chemischen Befunde und das IR.-Spektrum gesichert ist,
mussen im Lactam Villa und in seinem X-Methylderivat IXa die
Elektronen weitgehend in Richtung auf die zwitterionische Grenz-
form XTlla verschoben oder verschiebbar sein. Diese Mesomerie, die
schon in der gewdhnlichen Carbonamidgruppe eine geAvisse Rolle
spielt2), Avird im vorliegenden System um so ausgepragter sein, als
hier Konjugation der jr-Elektronen der Carbonamidgruppe zum Pyr-
rolring moglich ist. Daneben spielen sicher noch Grenzformeln Avie
XHI1b beim Lactam bzAv. X1V beim Methylather eine gewisse Rolle.

b Siehe z. B. H. Finger, J. pr. [2], 76, 93 (1907).
b F. Arndt G R. Eistert, B. 7!, 2040 (1938).
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Die Mesomerie in Richtung auf die zwitterionischen Strukturen
XIlla und b hat zur Folge, dass das Wasserstoffatom der Amid-
gruppe relativ leicht als Proton abldsbar wird, was die bereits in
verdlinnter Sodaldsung eintretende Salzbildung erklart. Ein weiterer
Anstoss zur Stabilitat des Anions XV wird durch die Ausbreitungs-
moglichkeit der negativen Ladung auf die benachbarte Carbonyl-
gruppe und den Pyrrolring gegeben.

Fig. 1.
Bicyclisches Lactam V111 a in Athanol. 7Juax 220 und 246 m/i'; log e 4,35 bzw. 3,9.
Bicyclisches Lactam Villa in 0,1-n. NaOH. Amx 225 und 260 m/i; log e 4,37 bzw.
4,0i.
N-Methylderivat 1Xa in Athanol. 7nmx 220 und 247 m/i; log e 4,35 bzw. 3,9.
— 0-Methylderivat Xa in Athanol. / mnx 223 und 255 mvi; log 7 4,32 bzw. 3,78.
2-Acetamino-l-dthyl-4-cyano-pyrrol (Vllc oder XVla) in Athanol.

Es ist nun bemerkenswert, dass die Resonanz zwischen der meso-
meren Carbonamidgruppe und dem Pyrrolring an gewisse sterische
Voraussetzungen gebunden ist. So gentgt die Flankierung durch
Carbonylgruppe und Pyrrolring allein nicht, um dem Imidwasser-
stoff eine merkliche Aciditat zu verleihen, denn das vergleichbare
li-Acetylamino-I-athyl-4-cyano-pyrrol (XVI1a), welches auch durch
die Grenzfonneln XVIb und e wiedergegeben werden kann, bildet
auch in Natronlauge kein Salz. Ferner ist sein XIV.-Spektrum (Fig. 1)
deutlich von demjenigen des bicyelischen Laetams verschieden.
Wéhrend dieses zwei deutliche Maxima bei 220 /tund 246 aufweist,
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besitzt das einfache Pyrrolderivat XV 1 oberhalb 220 u Gberhaupt kein
Maximum bei allgemein niedrigerer Extinktion. Daraus ist zu schlies-
sen, dass in dieser Verbindung die Elektronen der mesomeren Car-
bonamidgruppe gar nicht oder nur in untergeordnetem Masse nach
Grenzformel XV Ic mit dem ji-Elektronensystem des Pyrrolringes in
Wechselwirkung treten. Das unterschiedliche chemische und optische
Verhalten der beiden Verbindungen kann nur auf einen sterischen
Faktor zuruckgefuhrt werden, ndmlich auf die im Lactam durch die
Doppelringstruktur aufgezwungene Coplanaritat des Pyrrolringes
und der mesomeren Carbonamidgruppe. Diese Coplanaritat ist aber
bekanntlich Voraussetzung fur die Besonanz im Gesamtsystem.

NC—C  CH2 NC—C CH2 NC—C CH
| [ |
HC C HC C HC
WY (AR VI ©
N N N N N NH
|| |1 | |
R—HC  C=0 R—C  C—OCHS3 HX—HC C—00
X1 X11 X1la
NC—C CH NC—C CH NC—C CH
| ||
pHC C cnHC  C HC C
\ | Vo \
N NH N N N :N:©
|1 I | © [ 1
H,C—HC  C=0 H3G—HC  C=OCHZ---memeev H3C—HC----C=0
X11b X1V XV

Im monocyclischen Pyrrolderivat XV1 sowie in dessen Anion
kénnte nennenswerte Besonanz nur bei Fixierung der drehbaren
Acetamidgruppe in der Ebene des Pyrrolringes eintreten. Die Be-
trachtung von Kalottenmodellenl), welche wenigstens ein angenéher-
tes Bild des wahren Sachverhaltes geben, zeigt nun, dass die in Frage
kommenden planaren Grenzstrukturen wie XVI1b und c infolge Hin-
derung durch den ortho-Substituenten nicht ohne Spannung realisier-
bar sind2). Daraus durfte geschlossen werden, dass die Besonanz
zwischen Carbonamidgruppe und Pyrrolring gehindert ist. Da im all-

NC—C CH ' NC—C CH NC—C CH
HC C H HC ¢ H pjHC c H
\ [\ \ / \©/ \' | %R/
N N N N N N
[ I I
h 2 c h2c c
:h3 c¢h3 h o0©Xh3 h N(H3
XVla b 0

* Es wurden Fixhcr-llirschfelder-yiodcWe benutzt.

2 Das gilt auch dann, wenn die Seitenkette um 180° um die C—N-Bindung ge-

dreht wird.
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gemeinen die Farbe mit der Grosse der Besonanz zwischen polaren
Grenzformen vertieft wird, muss die Absorption der offenen Verbin-
dung XV relativ kurzwellig ausfallenl).

Im Gegensatz dazu ist im bicyclischen Lactam X111 die Co-
planaritat des konjugierten Systems durch den Bingschluss erzwun-
gen und die Besonanz dadurch in héchstem Masse beglinstigt, was
sicli in der erhdhten Aciditat und in der langerwelligen UV.-Absorp-
tion &ussert. Die Beobachtung, dass Bingschluss bei sonst gleichem
Chromophor zu einer Botverschiebung im Spektrum fuhren kann, ist
schon mehrfach gemacht worden2). Erwahnt seien beispielsweise die
von Ramart-Lucas und Mitarbeitern untersuchten Verbindungen vom
Typus XVII, XVIII und XIX.

r

H,C CH,
I\ /R C—R fy XCH2
Al
V x A 0 /C=°
N
XVIL oy XVIII {H, XX o

Diese Autoren zeigten, dass die nach langeren Wellen verschobene
Absorption der cyclischen Verbindungen XV 111 und X1X einzig auf
dem Bingschluss, also auf einem sterischen Effekt beruhen kann3).
Erwahnt seien ferner die BotverSchiebungen beim Ubergang von
0.-Methoxyacetoplienon (XX) zu seinen cyclischen Derivaten XXI

und XX 114) sowie vom o-Methylstyrol-derivat XX11l1 zum Inden-
derivat XXI1V und 1,2-Dihydronaphtalin-derivat XXV 5).
CH,
0
s XCH,
' e CH
UK /ons WRRN, VANAWWASE
c c G
XX o XXI XXIIX
CH, CH, CH,
CH, .
CH» X /"CH
CH cH
CH .CH,
0 :
Vol CH, vy "CH, % /\CH» C
XX XXV XXV XXVI 00

1) Siehe L. N. Ferguson, Cliem. Reviews 43, 385 (194S).

2) Siehe z. B. Mine Ramarl-Lucas, BI. [5] 9, 850 (1942), 10, 13 (1943).
3) Mme Ramart-Lucas i Mlle Biguard, BI. [5] 2, 1383 (1935).

#) Mme Ramart-Lucas & 31. J mHoch, BI. [5] 2, 1381 (1935).

5 Mme Ramart-Lucas <6 31.J. Hoch, Bl. [5] 5, 848 (1938).
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Die oben gegebene Erklarung durfte auch hier gultig sein, da bei
diesen nicht ringgeschlossenen Verbindungen ein Teil der fir die
Resonanz (und damit fur die Lichtabsorption) massgebenden polaren
Grenzformen, wie z. B. XXV, sterisch etwas gehindert sind. In den
analogen cyclischen Verbindungen dagegen ist die Resonanz infolge
der erzwungenen Coplanaritat sehr beglnstigt.

Der eine von uns (C.A.G.) dankt der Haco-Oesellscha/t AG., Oumligen, fiir die Unter-
stitzung dieser Arbeit. Wir mdchten ferner auch an dieser Stelle Herrn Prof. R. R. Wood-
ward, Cambridge, USA., fir die Aufnahme und Interpretation der IR.-Spektren, sowie
Herrn Prof. Sune Bergslrom, Lund, fir einen Teil der UV.-Spektren bestens danken.

Experimenteller Teil.

Alle Schmelzpunkte wurden auf dem Kojler-Block bestimmt und sind korrigiert. Fehler-
grenze i 2°.

Kaliumsalz des Formylbernsteinsdure-dinitrils (Vb).

50 g Athylendicyanid, in 500 cm3 absolutem Benzol geldst, wurden wéhrend zwei
Tagen uber frisch geglihtem Natriumsulfat getrocknet. Zur filtrierten Ldsung wurde
nach dem Vermischen mit 52 g trockenem Ameisensédure-dthylester unter Feuchtigkeits-
ausschluss, N2-Atmosphédre und Turbinieren die abgekihlte Lésung von 26 g Kalium in
einer Mischung von 180 cm3absolutem tert. Amylalkohol und 500 cm3 absolutem Benzol
in dinnem Strahle zufliessen gelassen. Nach zweistiindigem Stehen bei Zimmertemperatur
wurde das gelbe, mikrokristalline Kaliumsalz abgenutscht, mit einer Mischung gleicher
Teile absolutem Alkohol und absolutem Ather gewaschen und im Vakuum wéhrend vier
Stunden bei ca. 80° getrocknet. Ausbeute an rohem Kaliumsalz 82 g. Aus absolutem
Alkohol kristallisierte eine Probe des pulverigen, hellgelben Produktes in braunlichen,
flachen Nadeln, die bei 205—210° schmolzen. Die Substanz ist sehr hygroskopisch und
zersetzt sich bereits beim Umkristallisieren. Sie ist fir die weiteren Umsetzungen rein
genug.

(a-Carbéathoxyédthylaminomethylen)-bernsteinsdure -dinitril(IVa).

38 g Kaliumsalz Vb, 40 g DL-Alanin-athylester-hydrochlorid in 60 cm3 Eisessig und
140 cm3absolutem Alkohol wurden eine halbe Stunde aufdem VVasserbad unter Rickfluss
erhitzt. Nach dem Abkuhlen wurde im Vakuum eingeengt und der Rickstand zwischen
Ather und Wasser verteilt. Die dtherische Lésung wurde mit KHCO03-Lésung und Wasser
gewaschen, ber Natriumsulfatgetrocknet und eingedampft. Der z&hflussige, braune Ruck-
stand destillierte bei 0,02 mm und 195—200° Badtemperatur und lieferte 44,5 g (82% der
Theorie) eines gelben, zahfliissigen Oles. Eine Probe aus der Mittelfraktion des nochmals
destillierten Produktes wurde analysiert.

2,563 mg Subst. gaben 5,456 mg C02und 1,391 mg H20
1,995 mg Subst. gaben 0,359 cm N, (23°, 739 mm)

CI0H130O,N3 Ber. C 57,95 H 6,32 N 20,28%
(207,23) Gef. ,, 58,09 , 6,07 , 20,18%

Carbdthoxymethylaminomethylen-bernstoinsdure-dinitril (IVb)J).

20 g Kaliumsalz Vb und 19 g Glycin-éathylester-hydrochlorid wurden mit 70 cm3
absolutem Alkohol und 30 cm3 Eisessig eine halbe Stunde auf dem Wasserbad unter
Ruckfluss erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde wie oben aufgearbeitet. Das Rohprodukt
destillierte bei 0,02 mm und 195—205° Badtemperatur und lieferte 19,8 g (75% der Theorie)

1) Die Versuche mit Glycinester wurden von Dr. E. Sorkin ausgefihrt.
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eines gelben, zdhfliissigen Oles, das nach einigen Tagen kristallisierte. Umlosen aus Alko-
hol-Wasser gab farblose, rhombische Blattchen vom Smp. 57°. Zur Analyse wurde im
Hochvakuum wéhrend zwdolf Stunden bei Zimmertemperatur getrocknet.
4,010 mg Subst. gaben 8,175 mg C02und 2,031 mg H20
1,939 mg Subst. gaben 0,372 cm3 N2 (18°, 730 mm)
CHNON3 Ber. C5595 H 574 N 21,75%
(193,20)' Gef. , 55,63 , 567 , 21,62%
Die Substanz lést sich gut in Athanol, Methanol und Chloroform, weniger gut in Ather.

2-0Ox0-3-methyl-6-cyano-1,2,3,4-tetrakydro-imidazo-[l,2-a]-pyrroll)
(bicyclisehes Lactam) (Villa).

Zur abgekiihlten Ldésung von 8,3 g Kalium in einer Mischung von 60 ein3 absolutem
tert. Amylalkohol und 150 cm3 absolutem Benzol wurde unter Feuchtigkeitsausschluss,
N2-Atmosphédre und Turbinieren eine Lésung von 40 g IVa in 200 cm3absolutem Benzol
zufliessen gelassen. Unter Warmeentwicklung schied sich sofort ein brdunlichgelber
Niederschlag aus. Nach dreistindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde unter Tur-
binieren mit 200 cm3Eiswasser versetzt, die rot gefarbte, wésserige Phase abgetrennt und
die Benzol-Amylalkohol-Lésung zweimal mit 2-n. NaOH nachgewaschen. Beim Anséduern
der vereinigten, alkalischen Auszige mit 2-n. HCI fiel das Produkt als gelblicher kristalli-
ner Niederschlag aus, der abgenutscht und mit Eiswasser gewaschen wurde. Ausbeute
22,8 g. Aus dem Filtrat konnten durch Ausschitteln mit Chloroform noch 2,4 g gewonnen
werden, total also 25,2 g (81,0% der Theorie). Zur Reinigung wurde das Produkt in heis-
sem Chloroform unter Zugabe von wenig Methanol gelést und durch Zusatz von Petrol-
ather zur Kristallisation gebracht. Zur Analyse wurde noch zweimal umkristallisiert und
im Hochvakuum zwei Stunden bei 80° getrocknet. Farblose Nadeln, Smp. 165—166°
(bei ca. 140° Umwandlung in rhombische Bléttchen).

3,664 mg Subst. gaben 8,018 mg C02und 1,463 mg H20
2,957 mg Subst. gaben 0,681 cm3 N2 (18°, 733 mm)
C8H,0N3 Ber. C 59,62 H 4,38 N 26,08%,
(161,16) Gef. ,, 59,70 , 4,44 , 26,05%
Die Reaktion wurde in etwas geringerer Ausbeute auch mit Na-Methylat und Na-
Athylat im entsprechenden Alkohol ausgefiihrt.

Die Substanz ist gut loslich in Athanol und Methanol, weniger gut in Chloroform
und Ather, unléslich in Petrolather und kaltem Wasser. Eine dthanolische Lésung gibt
mit Ehrlich's Reagenz nach einigen Minuten eine hellrote Féarbung.

2-Oxo0-6-cyano-1,2,3,'4-tetrahydro-imidazo-[1,2-a]-pyrrol3
(bieyclisches Lactam) (VHIb).

159 IVb, in 50 cm3absolutem Benzol geldst und mit der Losung von 3,3 g Kalium
in einer Mischung von 22,0 cm3absolutem tert. Amylalkohol und 60 cm3absolutem Benzol
versetzt, gaben nach der obigen Aufarbeitung 10,4 g (91% der Theorie) des bicyclischen
Lactams. Das gelbbraune Produkt war in allen Lésungsmitteln sehr schwer l6slich. Eine
Probe wurde dreimal aus einer Mischung gleicher Teile Methanol und Aceton umkristalli-
siert und zur Analyse wéahrend zwei Stunden bei 80° im Hochvakuum getrocknet. Farb-
lose, rhombische Bléattchen, Zers, ab 280° (Umwandlung bei ca. 250°).

3,909 mg Subst. gaben 8,214 mg C02und 1,129 mg HaO

1,690 mg Subst. gaben 0,428 cm3 N2 (22°, 737 mm)
C,HBON3 Ber. C 57,14 H 3,43 N 28,56%
(147,13) Gef. ,, 57,34 , 323 , 2857%

Die &thanolische Lésung der Substanz gibt mit Ehrlich's Reagenz nach einigen
Minuten eine hellrote Féarbung.

1) Ringbezeichnung nach Patterson < Capell, The Ringindex of Organic Compounds,
New York 1940.
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Athylaminomethylcn-bernsteinsaure-dinitril (IVc).

59 Kaliumsalz Vb und 2,8 gAthylamin-hydrochlorid wurden mit 15 cm3 absolutem
Alkohol und 5 cm3 Eisessig wéhrend 15 Minuten unter Rickfluss auf dem Wasserbad er-
hitzt. Nach dem Abkihlen wurde im Vakuum eingeengt und der Riickstand zwischen
Wasser und Ather unter Zusatz von wenig Chloroform verteilt. Die &atherische Lésung
wurde mit KHCO03-Ldsung und Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und
eingedampft. Die Destillation des zadhflissigen Rickstandes bei 0,02 mm und 140—145'
Badtemperatur gab 3,3 g (71% der Theorie) eines schwach gelb gefarbten Oles, das beim
Anreiben kristallisierte. Nach dom Umkristallisieren aus Chloroform-Petroldther schmol-
zen die farblosen Nadeln bei 102—103°. Zur Analyse wurde im Hochvakuum wéhrend drei
Stunden bei 50° getrocknet.

3,992 mg Subst. gaben 9,087 mg CO» und 2,380 mg H,0

1,269 mg Subst. gaben 0,359 cm3 N, (24°, 734 mm)
C7THIN3 Ber. C 02,20 H 6,71 N 31,09%
(135,16) Gef. ,, 62,12 , 6,67 , 31,40%

Die Substanz ist gut loslich in Athanol, Methanol und Chloroform, weniger gut in
Benzol und Ather.

2-Amino-1 -dtliyl-4-cyano-pyrrol (VIIb).

29 IVc wurden in 10 cm3 absolutem Alkohol geldst und unter Feuchtigkeitsaus-
schluss und N2Atmosphére zu einer Lésung von 0,63 g Kalium in 10 cm3 absolutem Al-
kohol gegeben. Das braun gefarbte Reaktionsgemisch wurde wéahrend zwei Stunden bei
Zimmertemperatur stehen gelassen, dann im Vakuum auf ein kleines Volumen eingeengt,
mit Wasser verdinnt und ausgedthert. Die dtherische Loésung wurde wiederholt mit
kleinen Portionen 2-n. HCI ausgeschittelt und die vereinigten Auszige unter Eiskiihlung
bis zur alkalischen Reaktion mit 2-n. NaOH versetzt, wobei sich das Aminopyrrol als Ol
ausschied. Dieses wurde in Ather aufgenommen, die 4therische Lésung neutral gewaschen,
Uber Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Der Rickstand, in einem Kragenkdlb-
chen bei 0,02 mm und 130—140° Badtemperatur destilliert, gab 1,7 g (85% der Theorie)
eines farblosen Oles, das sich nach kurzer Zeit rot farbte. Zur Analyse wurde eine Probe
im Hochvakuum destilliert und sofort verbrannt.

3,987 mg Subst. gaben 9,086 mg C02und 2,453 mg H20
C,H,N3(135,16) Ber. 0 62,20 H 6,71% Gef. C 62,19 H 6,89%

Die Substanz ist sehr unbestdndig und farbt sich auch im Vakuum nach einigen
Stunden dunkelrot. Ein Teil der Substanz wurde mit einem Tropfen Methanol versetzt
und gut verschlossen bei —15° aufbewahrt. Nach einigen Tagen hatten sich wenige Kri-
stalle gebildet. Nach nochmaliger Destillation kristallisierte das Produkt aus Chloroform-
Petroldther beim Impfen in farblosen, abgesehnittenen Pyramiden, die bei 34—35°
schmolzen und sich nach kurzer Zeit gelbbraun farbten.

2-Acetamino-1-4thyl-4-cyano-pyrrol (Vllic).

200 mg frisch destilliertes VIIb wurden mit 5 cm3 Essigsdureanhj’drid unter Fcuch-
tigkeitsausschluss wéhrend 10 Minuten auf dem Wasserbad erwdrmt, im Vakuum zur
Trockene verdampft und der kristalline Rickstand im Molekularkolben bei 0,01 mm und
130° Badtemperatur sublimiert. Aus Chloroform-Petroldther kristallisierte das farblose
Produkt in sehr feinen, verfilzten Nadeln, Snvp. 154°. Zur Analyse wurde im Hochvakuum
wahrend zwei Stunden bei 80° getrocknet.

3,635 mg Subst. gaben 8,165 mg CO» und 2,068 mg H»0
1,006 mg Subst. gaben 0,215 cm3 N2 (24°, 734 mm)
C,HuUON3 Ber. C 61,00 H 6,26 N 23,72%
(177,20) Gef. ,, 61,30 , 637 , 23,72%

Die Substanz I8st sich gut in Athanol, Methanol, Aceton und Chloroform, weniger
gut in Benzol und Ather.
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Phenylaminomethylen-bernsteinsdure-dinitril (IVd), bzw. Anil
des Formylbernsteinsdure-dinitrils.

2,92 g Kaliumsalz Vb wurden in 3 cm3Wasser geldst, mit 2,4 g Anilin versetzt und
zur Losung des Anilins 3 cm3 Eisessig zugetropft. Nach kurzem Erwdrmen auf dem Was-
serbad wurde mit Wasser verdinnt und abkiihlen gelassen, wobei sich 2,1 g Anilid ab-
schieden. Durch Umldson aus verdinntem Methanol wurden Nadeln vom Smp. 148—
155° erhalten. Zur Analyse wurde noch zweimal aus demselben Lésungsmittel umkristalli-
siert, wobei sich der Schmelzpunkt nicht dnderte, und 30 Minuten bei 0,03 mm und 90°
getrocknet. Das Préparat stellt vermutlich ein Gemisch der obigen Isomeren dar.

CuH,N3 Ber. C72,11 H 4,95 N 22,94%
(183.20)  Gef. ,72,04 ,, 471 ,22,74%

Das Isomerengemisch ist 18slich in Methanol, Aceton, weniger gut in Chloroform,
schwer in Ather.

Nach dem Sublimieren im Hochvakuum bei 0,03 mm und 140° Badtemperatur
schmolz die Substanz bei 148—149°. Nach einstiindigem Kochen in Xylol und Umkristalli-
sieren aus wasserigem Methanol wurden diinne Bléttchen erhalten, welche bei 139—140°
schmolzen. Zur Analyse wurde zwei Stunden bei 80° im Hochvakuum getrocknet.

3,810 mg Subst. gaben 10,059 mg C02und 1,682 mg H20
1,974 mg Subst. gaben 0,398 cm3 N2 (13°, 726 mm)
CnHN3 Ber. C72,11 H 4,95 N 22,94%
(183.20) Gef.,, 72,05 , 4,94 ,2298%
Es durfte hier eines der beiden Isomeren vorliegen.

2-Amino-l-phenyl-4-cyano-pyrrol (VIId) und
2-Acetamino-l-phenyl-4-cyano-pvrrol (VHe).

1.8 g des obigen Isomerengemisches wurden mit der Lésung von 1,04 g Kalium in
25 cm3absolutem Alkohol versetzt und zwei Stunden bei 20° stehen gelassen. Dann wurde
am Vakuum eingeengt, mit Wasser versetzt und zweimal ausgedthert. Die &therische
Lésung wurde wiederholt mit kleinen Portionen 2-n. HCI extrahiert, die sauren Auszige
alkalisch gemacht und erschépfend ausgedthert. Nach dem Trocknen und Abdestillieren
des Athers hinterblieben 1,8 g Base als braunlicher Sirup. Dieser farbte sich an der Luft
rot, liess sich jedoch bei 0,03 mm unzersetzt bei 120° Badtemperatur destillieren. Mit
HCI-Gas in Ather wurde ein unbestindiges Hydrochlorid gebildet.

1.8 g rohe Base wurden mit 5 cm3 Acetanhydrid wéahrend 10 Minuten auf 90° er-
wéarmt und im Vakuum eingedampft. Der Rickstand (2,2 g), der nach einiger Zeit kri-
stallisierte, wurde aus Chloroform-Hexan umgclést. Farblose, zugespitzte St&bchen,
Smp. 171°. Zur Analyse wurde eine Probe aus Alkohol-Wasser umkristallisiert und im
Hochvakuum drei Stunden bei 80° getrocknet.

3,950 mg Subst. gaben 10,030 mg C02und 1,725 mg H,0
6,378 mg Subst. gaben 1,078 cm3 N2 (22°, 734 mm)
CI3HuON3 Ber. C 69,32 H 492 N 18,66%
(225,24) Gef. ,, 69,29 , 489 , 18,89%
Die Reaktion mit Ehrlich's Reagenz war positiv.

M ethylierung des bicyclischen Laetams Villa zu IXa und Xa.

a) Mit Diazomethan. 2g der Verbindung Villa wurden in 15cm3 Methanol
geldst und unter Eiskiithlung und Umsclilttehi in kleinen Portionen &therische Diazo-
methanlésung zugegeben. Nach Abklingen der N2-Entwicklung wurde mit einem Uber-
schuss von Diazomethan wéhrend einer Stunde bei —15° stehen gelassen, dann mit
einigen Tropfen Essigsdure versetzt und im Vakuum zur Trockne verdampft. Der Ruck-
stand wurde in Ather unter Zusatz von Chloroform gelést, die Lésung mit 2-n. NaOH und
Wasser gewaschen, getrocknet und eingedampft. Das Rohprodukt lieferte aus Aceton-
Petroldther umgeldst 1,3 g des N-Methylderivates 1Xa. Die Mutterlauge wurde im Va-
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kuum eingedampft und der Rickstand (760 mg) an 23 g A120 3 chromatographiert. Die
mit Petroldther-Benzol-Gemischen bis zum Verhdltnis 4:1 eluierten Fraktionen gaben
540 mg des O-Methylderivates Xa. Mit Petrolather-Benzol 1:4 und Benzol wurden noch
200 mg N-Methylderivat eluiert. Die N-MethylVerbindung (total 1,5 g) kristallisierte aus
Aceton-Petroldther in farblosen Nadeln, Smp. 178—79°. Eine Probe wurde zur Analyse
noch zweimal umkristallisiert und wéhrend zwei Stunden im Hochvakuum bei 70° ge-
trocknet.
4,073 mg Subst. gaben 9,240 mg C02und 1,900 mg H20
1,518 mg Subst. gaben 0,326 cm3 N2 (27°, 744 mm)
4,058 mg Subst. verbrauchten 7,115 cm30,02-n. Na2520 3 (NCH3-Best.)
COHOON3 Ber. C 61,70 H 5,18 N 23,99 -CH38,58%
(175.18) Gef. ,, 61,91 , 522 , 23092 ” 8,79%

Die Substanz Igst sich gut in Chloroform und Aceton, etwas weniger gut in Athanol
und Methanol, schlecht in Ather. In verdiinntem NaOH ist sie unléslich. Die athanolische
Lésung gibt mit Ehrlich's Reagenz eine hellrote Féarbung.

Die O-Mcthylverbindung kristallisierte aus Aceton-Petroldther in farblosen, recht-
winkligen Blattchen vom Smp. 133—134°. Eine noch zweimal umkristallisierte Probe
wurde zur Analyse im Hochvakuum zwei Stunden bei 70° getrocknet.

4,205 mg Subst. gaben 9,553 mg C02und 1,992 mg H20

1,742 mg Subst. gaben 0,373 cm3N2(26°, 743 mm)

3,514 mg Subst. verbrauchten 5,994 cm30,02-n. Na2S20 3 (Zeisel-Viebock)
C9HOON3 Ber. C 61,70 H 5,18 N 23,99 -0CH317,71%
(175.18) Gef. ,, 61,99 , 530 , 23,90 ” 17,64%

Die Substanz I6st sich in allen Ldsungsmitteln etwas besser als die N-Mothylvet-
bindung. In 2-n. HCI und 2-n. NaOH ist sie unldslich. Die &thanolische Ldsung gibt mit
Ehrlich's Reagenz eine kirschrote Farbung.

b) Mit Dimethylsulfat. Zu einer Lésung von 500 mg der Verbindung Villa in
2cm32-n. NaOH und 8 cm3 Wasser wurden unter Umschitteln 400 mg Dimethylsulfat
zugetropft. Nach kurzer Zeit begann das Methylderivat in feinen Nadeln auszukristalli-
sieren. Das Reaktionsgemisch wurde noch eine Stunde geschittelt, dann die Kristalle ab-
genutscht und mit Wasser gewaschen. Das Rohprodukt (420 mg) schmolz bei 176—178°.

Nach dem Umkristallisieren aus Aceton-Petrolather schmolzen die farblosen Nadeln bei
178—179° und gaben mit dem unter a) beschriebenen N-Methylderivat keine Depression.

M ethylierung des bicyclischcn Lactams VIHb zu IXb und Xb.

a) Mit Diazomcthan. 1g der Verbindung VUIb wurde fein verrieben, in 30 cm3
Methanol aufgeschwemmt und unter Eiskihlung und Turbinieren im Verlaufe von sechs
Stunden mit kleinen Portionen dtherischer Diazomethanlésung versetzt. Dann wurde
nach Zugabe einiger Tropfen Essigsdure im Vakuum zur Trockne verdampft, der Rick-
stand unter gelindem Erwarmen mit ca. 10 cm32-n. NaOH ausgezogen und abgenutscht.
Aus dem alkalischen Filtrat konnten durch Ansduern 530 mg Ausgangsmaterial zuriick-
gewonnen werden. Das methylierte, in 2-n. NaOH unldsliche Gemisch (460 mg) wurde
an 14 g A120 3chromatographiert. Die ersten mit Petroldther-Benzol eluierten Fraktionen
gaben 105 mg der O-Methylverbindung Xb. Die néchsten Fraktionen lieferten 350 mg der
N-Methylverbindung IXb. Das N-Methylderivat kristallisierte aus Aceton-Petroléther in
farblosen Nadeln vom Smp. 210° (ab ca. 160° Umwandlung). Eine noch zweimal um-
kristallisierte Probe wurde im Hochvakuum wéhrend zwei Stunden bei 80° getrocknet und
analysiert.

3,364 mg Subst. gaben 7,320 mg C02und 1,207 mg H20

1,454 mg Subst. gaben 0,338 cm3 N2 (24°, 742 mm)

8,528 mg Subst. verbrauchten 15,420 cm30,02-n. Na2S2 3 (NCH3Best.)
C8H70N3 Ber. C 59,62 H 4,38 X 26,08 - CH39,33%
(161,16) Gef. ,, 59,38 , 4,32 . 26,18 ” 9,24%
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Die Substanz ist wenig léslich in Athanol, Methanol, Aceton und Chloroform.

Das O-Methylderivat IX b kristallisierte aus Aceton-Petrdldather in farblosen Nadeln
vom Smp. 151°. Eine mehrmals umkristallisierte Probe wurde zur Analyse zwei Stunden
bei 80° im Hochvakuum getrocknet.

3,685 mg Subst. gaben 8,060 mg C02und 1,406 mg H2

1,983 mg Subst. gaben 0,456 cm3 N2 (23°, 745 mm)

2,624 mg Subst. verbrauchten 5,140 cm30,02-n. Na2S20 3 (Zcisel-Viebdck)
C8H,0ON3 Ber. C 59,62 H 438 N 26,08 -OCH, 19,26%
(161,16) Gef. ,, 59,69 , 4,27 , 2599 ” 19,48%

Die Substanz l6st sieh in den oben angegebenen Lésungsmitteln etwas besser als die
N-MethylVerbindung.

b) Mit Dimethylsulfat. 500 mg der Verbindung VIHb wurden in 2cm3 2-n.
NaOH und 8 cm3Wasser geldst und mit 400 mg Dimethylsulfat wie die Verbindung Villa
methyliert. Ausbeute 440 mg des N-Methylderivates INb vom Smp. 210°.

Die Mikroanalysen wurden in unserem mikroanalytischen Laboratorium ausgefiihrt
(Leitung E. Thommen).

Die UV.-Absorptionsspektren wurden mit einem Bcckman- Quarz-Speklrograph,
Modell DU, aufgenommen.

Zusammenfassung.

In-substituierte Aminomethylen-bernsteinsaure-nitrile der allge-
meinen Formel 1Y gehen unter der Einwirkung von Alkalialkoholaten
in a-Aminopyrrolderivate V11 Uber. Die in gleicher Weise erhéltlichen
Derivate des 1-Carbathoxymethyl-2-amino-pyrrols (Via und b) er-
leiden spontan einen weiteren Ringschluss und bilden bicyclische Lac-
tame VIII. Letztere unterscheiden sich deutlich vom analog gebauten
a-Acetylamino-pyrrol (XV) durch ihre stark erhohte Aciditat und
langerwellige Absorption im UV,

Ein Vergleich der Eigenschaften und Spektren des bicyclisehen
Lactams Villa mit jenen des entsprechenden X- und O-Methyl-
athers legt es nahe, fir das Lactam einen mesomeren Zustand anzu-
nehmen, der sich durch die Grenzformeln Villa, XlIlla und b um-
schreiben lasst. Die Resonanz zwischen diesen Grenzformeln ist durch
den ebenen Bau des Lactams besonders begunstigt und wirkt sich auf
die Aciditat und die UV.-Absorption in charakteristischer Weise aus.
Diese Tatsache tritt besonders beim Vergleich mit dem analog ge-
bauten, jedoch monocyclischen 1-Athyl-2-acetylamino-4-cyano-pyrrol
(XV), in welchem die Resonanz eher gehindert ist, deutlich hervor.

Es werden andere in der Literatur beschriebene Falle, in denen
Ringschlisse ohne weitere Verdnderung des Chromophors batho-
chrom wirkten, erwahnt und darauf hingewiesen, dass die Anderung
der UV.-Absorption wahrscheinlich auch eine Folge sterischer Reso-
nanzbeeinflussung ist.

Organisch-chemische Anstalt der Universitat Basel.
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42. Dei* enzymatische Abbau des Scillirosids zum Scillirosidin.
22. Mitteilung Uber Herzglykosidel)
von A. Stoll und J. Renz.

(27.1. 50))

Aus der roten Varietat der Meerzwiebel (Scilla (= Urginea) mari-
tima (Baker) L., Farn. Liliaceae), die seit langem zur Vertilgung von
Ratten verwendet wird, haben wir vor acht Jahren das Scillirosid2),
den Haupttréger der spezifischen Wirkung auf Ratten isoliert und
beschrieben. Das Scillirosid ist ein Glykosid; es besteht aus dem
Aglylron und 1 Mol Glucose und besitzt wie das chemisch nahe ver-
wandte Scillaren A auch eine sehr starke Wirkung auf das Herz.

Die Untersuchungen Uber seine Konstitution3) waren dadurch
erschwert, dass das Aglykon als solches bisher nicht isoliert werden
konnte, so dass die Abbaureaktionen vom Glykosid aus durchgefihrt
werden mussten. Die Zucker-Aglykonbindung von Herzglykosiden,
bei denen der Zuckeranteil aus Glucose besteht, ist ganz allgemein mit
Sauren schwer verseifbar, so dass hierzu meist Bedingungen notwen-
dig sind, die eine Verdnderung bzw. Aveitgeliende Zerstdrung des
Aglykons mit sich bringen. Die in letzter Zeit bei schwer spaltbaren
Herzglykosiden mehrfach mit Erfolg angeAvahdte Verseifungsmethode
mit Aceton-Salzsaure nach Mannich4) fuhrte beim Scillirosid zu kei-
nem brauchbaren Ergebnis. Bei der sauren Hydrolyse des Scillirosids
entstanden neben 1 Mol Glucose nur dunkelgefarbte, amorphe Pro-
dukte, aus denen keine kristallisierten Fraktionen geAvonnen Averden
konnten. Wie aus der Untersuchung uber die Konstitution des Scilli-
rosids heiworgeht, sind die besonders empfindlichen Stellen des Agly-
kons eine Kerndoppelbindung, die sehr Avahrscheinlich zAvischen C8
und 09lokalisiert ist, eine dazu benachbarte tertidre Hydroxylgruppe
an C14, ferner ein acetyliertes Enol-Hydroxyl in a-Stellung zur Car-
boxylgruppe des doppelt ungesattigten, 6gliedrigen Lactonringes.

Bis vor kurzem avar es in keinem Fall mdglich geAvesen, bei den
Herzglykosiden die Bindung zwischen Aglykon und Zucker auf dem
schonenden, enzymatischen Wege zu l6sen. Auch die rote Meer-
zAviebel enthdlt kein Ferment, das die glykosidische Bindung des
Scillirosids aufzuspalten Aerméchte.

p 21. Mitt., Helv. 32, 293 (1949).

2) A. Stoll fcJ. llenz, Helv. 25, 43 (1942).

3) .4. Stoll &-J. Renz, Helv. 25, 377 (1942); A. Stoll, J. Renz <6 -4. Hdfenstein, Helv.
26, 648 (1943).

4) C. Mannich cf G. Sieivert, B. 75, 750 (1942).
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Die Untersuchung der Herzglykoside der Samen von Coronilla
glauca L. (Farn. Papilionaceae)l) fihrte zu der Feststellung, dass die
genuinen, nur mit Glucose verbundenen Aglykone von einem Enzym-
system der Samen bis zu den Aglykonen abgebaut werden. Es gelang,
vier verschiedene, neue Aglykone zu identifizieren, die einerseits zum
Strophanthidin, anderseits zu gewissen Digitalis-Aglykonen in néhe-
rer Beziehung stehen. Heu war die Beobachtung, dass Enzyme der
Coronillasamen Glucosereste von Glykosiden, denen ubrigens ver-
schiedene Aglykone zugrunde liegen, gleicherweise bis zur zucker-
freien Stufe abzuspalten vermdgen. Das Enzymsystem der Coronilla-
samen erweist sich insofern als spezifisch, als cs mit Hilfe der a-Glu-
cosidase der Hefe oder der jS-Glucosidase des Emulsins nicht gelingt,
die Coronillaglykoside zu spalten.

Dieser Befund veranlasste uns, auch auf das Scillirosid der Meer-
zwiebel, das wie erwdhnt nur aus Glucose und Aglvkon besteht, die
Enzyme der Coronilla einwirken zu lassen. Das Ergebnis war positiv;
es konnte mit guter Ausbeute eine kristallisierte, zuckerfreie Verbin-
dung isoliert werden, die sich auf Grund ihrer Eigenschaften und der
Analysen als intaktes Aglykon des Scillirosids erwies. Fur diesen Ab-
bau eignen sich nicht nur die zerkleinerten, nicht vorbehandelten
Samen, sondern besonders auch Enzympréparate, die z. B. durch
Extraktion der Coronillasamen mit Fettldsungsmitteln oder durch
Vorextraktion mit Alkohol oder Methanol erhalten werden. Die Herz-
glykoside und das Furocumaringlykosid der Samen werden so ent-
fernt, ohne dass die enzymatische Aktivitat leidet. Die Enzyme kon-
nen auch mit Wasser oder Pufferlésungen aus dem Pflanzenmaterial
extrahiert und aus diesen Ausziigen mit Alkohol gefallt werden.
Solche Enzympréparate sind wasserléslich und eignen sich fur die
Glykosidspaltung unter Bedingungen, die fur die préaparative Auf-
arbeitung des Aglykons ginstig sind.

Auf der Suche nach leichter zugénglichem Enzymmaterial fur
die fermentative Spaltung des Scillirosids fanden wir, dass auch
Luzernesamen (Medicago sativa L.) befadhigt sind, den Glucoserest
des Scillirosids abzuspalten. Diese Beobachtung ist insofern bemer-
kenswert, als sowohl die Samen als auch die Ubrigen Teile der Lu-
zernepflanze frei von Herzglykosiden sind. Uber die interessanten
Enzymsysteme, die sich in Coronilla- und in Luzernesamen vorfinden,
werden wir in einer besonderen Arbeit spédter berichten.

Das Aglykon des Scillirosids, das wir Scillirosidin nennen,
besitzt die Zusammensetzung C6H 30 7. Wie aus den Analysen und
der Lactontitration hervorgeht, enthélt das Aglykon die Acetyl-
gruppe noch, die nach den friheren Untersuchungen im Lactonring
sitzt. Das Scillirosidin kristallisiert aus wéasserigem Methanol in bis

b A. Stoll, A. Pereira <C./. Renz, Helv. 32, 293 (1949).
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1 cm langen Nadeln, die bei 173—17501) schmelzen. Der Drehwert
liegt bei —22,6° ([aj™ in Methanol). Als charakteristische Merkmale
sind in Fig. 1 die im Laboratorium von Prof. T. Reichstein, Basel,
neu aufgenommenen UV.-Spektren von Scillirosid und Scillirosidin
abgebildet.

Aus der ldentitat der beiden Spektren geht hervor, dass das
Aglykon bei der enzymatischen Hydrolyse, insbesondere in bezug auf
den die Acetylgruppe tragenden Lactonring intakt geblieben ist.

Das Scillirosidin 16st sich bei Zimmertemperatur bereits in der
20fachen Menge Methanol. Bei der Acetylierung entsteht ein Mono-
acetyl-scillirosidin, CBH43® 8 das aus Methanol in glasklaren, meist
viereckigen Plattchen kristallisiert und bei 256° schmilzt. Das reine
Acetylderivat 16st sich erst in der ca. 100fachen Menge siedendem
Methanol.

Das Scillirosidin ist ausgezeichnet durch eine sehr hohe Herz-
wirksamkeit. Die Toxizitdt nach Hateher-) liegt bei 0,057 mg. Unseres
Wissens steht damit das Aglykon des Scillirosids an der Spitze aller
bis jetzt bekannten Herzgifte. Erst kiirzlich ist im Hellebrigenin3) ein
Aglykon bekannt geworden, das sich durch eine sehr hohe Wirksamkeit
auszeichnet und dessen Acetylierung mit einer Steigerung der Toxi-
zitat einhergeht. Die AcetylVerbindung des Scillirosidins ist dagegen
weniger wirksam. Das Hellebrigenin. und das Scillirosidin sind die
einzigen bisher bekannt gewordenen Aglykone, die gegentber ihren
Glykosiden eine erhohte Toxizitat aufweisen. In der folgenden Ta-

0 Alle Schmelzpunkte dieser Arbeit sind korrigiert.

2 Die Werte, die an der Katze bestimmt wurden und sich auf 1 kg Tier bei intra-
vendser Infusion beziehen, verdanken wir einer Privatmitteilung von Prof. E. Rothlin,
Basel. 3) ./. Schmutz, Helv. 32, 1442 (1949).
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belle sind vergleichbare Toxizitatswerte einiger Aglykone und ihrer
dazugehdrigen Glykoside zusammengestellt.

Tabelle 1.
Toxizitdtswerte einiger Glykoside und Aglykone

Toxizitat nach Hatcher

Substanz Formel M.G. o
mg/kg 10“3Millimol/kg

Scillirosid......cooovvvnine. 032H1012 020 0,120%) 0,194
Scillirosidin.....ccocevne. c2h 3,0t 458 0,057%*) 0,124
Acetyl-sciliirosidin . . . 500 0,152%*) 0,304
Hellebrin ... O'asHsiOjs 734 0,1042) 0,142
Desgluco-hellebrin . . . QjoMuOio 562 0,0872) 0,155
Hellebrigenin........... 02.IH3206 416 0,0772 0,185
Acetyl-hellebrigenin . . A gUuO: 458 0,0642) '0,140
k-Strophanthosid . . . 042761018 872 0,1263) 0,144

i CaoHiAb 548 0,1113) 0,202
Strophanthidin . . . . C2H320 6 404 0,2853) 0,705

In der letzten Spalte der Tabelle ist vergleichsweise die letale
Infusionsdosis nach Hatcher in Minimolen angeflhrt; daraus geht be-
sonders deutlich die Wirksamkeitssteigerung hervor, die bei der Uber-
fuhrung des Glykosids Scillirosid in das Aglykon Scillirosidin eintritt.

Experimenteller Teil.

Darstellung von Scillirosidin. Um Baum zu sparen, beschreiben wir im folgen-
den nur ein Beispiel fiir die enzymatische Spaltung des Scillirosids mit Coronillasamen.
Bei der Verwendung von Luzemesamen oder des aus Samen herausgeldsten Enzyms ver-
fahrt man ganz analog.

Eine Aufschwemmung von 400 g mit Ather und Methanol vorextrahierten Samen
der Coronilla glaucad) in 2,5 Liter Wasser, zu der man die Lésung von 5 g Scillirosid in
125 cm3 Alkohol zumischt, wird nach Zugabe von etwas Toluol wéahrend 3 Tagen bei 35°
schwach gertihrt, wobei das pH des Versuchsansatzes zwischen 5,7 und 6 schwankt.
Dann wird das Reaktionsgemisch mit 6 Litern Alkohol verdinnt, nach kurzem Rihren
die Samenmasse von der wasserig-alkoholischen Lésung abfiltriert und noch zweimal mit
Alkohol extrahiert. Die vereinigten Extrakte wErden im Vakuum auf 1 Liter konzentriert,
worauf man das gebildete Aglykon mit Chloroform extrahiert. Der Eindampfrickstand
der Chloroformlésung wird in 2 Litern 50-proz. Methylalkohol aufgenommen, diese L6-
sung mit Bleiacetat behandelt und das Filtrat der Bleifallung im Vakuum konzentriert.
Darauf wird das Genin erneut in Chloroform ubergefiihrt und die Chloroformlésung zur
Trockne eingedampft. Den Eindampfrickstand (4,3 g) 16st man in Benzol-Chloroform
(1:1) und filtriert durch eine Saule aus Aluminiumoxyd. Die mit Benzol-Chloroform ge-
wonnenen Fraktionen enthalten das in den Coronillasamen nach der Vorextraktion zuriick-
gebliebene Furocumarin (Smp. 1630)5). Die mit reinem und mit 0,5% Methanol-haltigem

*) Bestimmung von Prof. E. Rolhlin, Pharmakol. Labor der Sandoz AG., Basel.
2) J. Schmutz, Helv. 32, 1442 (1949).
3) E. Bothlin, Schweiz, med. Wschr. 70, 577 (1940).
4) Die Samen stammen aus der Umgebung von Lissabon. Fir die Einsammlung sind
wir Herrn Dr. A . Pereira in Lissabon zu bestem Dank verpflichtet.
*) Vgl. A. Stoll, A. Pereira 6J. Benz, Helv. 32, 293 (1949).
19
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Chloroform eluierten Anteile kristallisieren rasch beim Anreiben mit Methanol in langen
Nadeln und geben eine starke Liebermann'sehe Farbreaktion. Die Kristalle werden ver-
einigt und mit wenig Methanol gewaschen. Die Ausbeute an diesen weissen Kristallen be-
tragt 2,2 g, was einer Ausbeute von 60% entspricht. Zur weiteren Reinigung wird das
Préparat in der Sfachen Menge heissen Methanols geldst und durch Zugabe des gleichen
Volumens heissen Wassers umkristallisiert. Beim Abkuhlen bildet sich zuerst eine farblose
Olige Abscheidung, die beim Stehen vollstdndig in grosso, schén ausgebildete Drusen, die
aus Nadeln und Spiesscn bestehen, ubergeht (2g). Aus verdinnterer Losung kristallisiert
das Scillirosidin in Blattchenohne vorherige 06lige Ausscheidung und schmilzt bei 173—
175°. Bei Zimmertemperatur wird das Aglykon von der 20fachen Menge Methanol geldst.

C2H.,.,07 Ber.C 68,10H 7,47 COCH3 9,38%

(458,3) Gef.,, 68,21, 7,87 ., | 8,82%

Optische Drehung: 0,2102g im Hochvakuum bei 80° getrocknete Substanz in
25 cm3Methanol, 2 dm-Rohr.
a= -0.38° Mj> = - 22,6“

Lactontitration : 0,1638 g hochvakuumtrockene Substanz, geldst in 10 cm3 Me-
thanol, werden nach Zugabe von 10,00 cm30,1-n. Schwefelsdure wahrend 15 Minuten im
Dampfbad erwé&rmtund nach 2stindigem Stehen bei Zimmertemperatur gegen Phenolphta-
lein mit 0,1-n. Natronlauge titriert. Die gelblich verfarbte Lésung verbrauchte 6,65 cm3
Lauge. B

Aquivalentgewicht: Ber. 229  Gef. 245

Die Lauge (2 Mol) wurde vom Lactonring und der Acetylgruppe verbraucht.

Die AcetylVerbindung des Scillirosidins. 0,50 g des Aglvkons werden in
Pyridin geldst und mit Essigsaureanhydrid acotyliert. Beim Eingiessen der Reaktions-
16sung in Wasser scheidet sich ein weisses Pulver (0,50 g) ab, das nach dem Aufnehmen in
35 cm3siedendem Methanol in glasklaren Plattchen (0,46 g) kristallisiert. Nach dem Um-
kristallisieren aus der I0Ofachen Menge siedenden Methanols schmilzt die Acetylverbindung
bei 256°.

CHB13608 Ber. C 67,15 H 7,25 COCH3 (2) 17,19%
(500,3) Gef. , 67,14 , 7,85 ” 17,53%

Optische Drehung : 0,0841 mg Substanz in 25 cm3Methanol gelést, 2 dm-Rohr,
a= -0,41°.

M n -61,0»

Alkalische Titration :52,1 mg der Acetylverbindung wurden in 5 cm3Methanol
und 5,00 cm30,1-n. Natronlauge geldst. Die Lésung wurde im Dampfbad kurz erwérmt
und nach einigem Stehen bei 20° mit 0,1-n. Schwefelsdure gegen Phenolplitalein titriert.
Laugenverbrauch 3,12 cm3.

Aquivalentgewicht: Ber. 166,4; Gef. 167,0.

Das entspricht 3 Mol Alkali, 1 Mol fiir den Lactonring, 2 Mol fir 2 Acetylgruppen.

Zusammenfassung.

Das Scillirosid, das sehr aktive ratizide und herzwirksame Haupt-
glykosid aus der roten Meerzwiebel, wird durch Enzyme der Coronilla-
und der Luzernesamen, welche die Bindung zwischen Aglykon und
Glucose angreifen, in das Aglykon Scillirosidin und Glucose zerlegt.
Das erst durch diese enzymatische Spaltung zugénglich gewordene
Scillirosidin besitzt eine gegentber Scillirosid gesteigerte, sehr hohe
Wirksamkeit auf das Herz.

Pharmazeutisch-chemisches Laboratorium
,»Sandoz, Basel.
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43. Zur Kenntnis des Deliydroemetins
von P. Karrer und 0. Hdttner.
(28. 1. 50.)

Quartdre Ammoniumsalze cyclischer Basen lassen sich, wie kirz-
lich gezeigt wurdel), mit Lithiumaluminiumhydrid zu o-Dihydroderi-
vaten reduzieren; die Reduktion schreitet nicht weiter, tu gleicher
Weise wird Dehydro-emetinbromid (Rubremetin-bromid) C2H 330 4srBr
durch LiAIH, zu einem Dihydro-dehydroemetin 0 2H 340 40 2reduziert,
das aus Analogiegriinden ein o-Dihydroderivat sein muss. Die farblose,
kristallisierte Verbindung schmilzt bei 157—158° und ist sehr empfind-
lich gegen Oxydationsmittel, auch gegen Sauerstoff, durch den sie in
rote Oxydationsprodukte Ubergefihrt wird. Bei der katalytischen Hy-
drierung nimmt sie 1 Mol H2auf und geht in ein Gemisch zweier Sub-
stanzen Uber. Die eine derselben, die das Hauptprodukt der Reaktion
ist, erwies sich mit dem friher auf andere Weise dargestellten Tetra-
hydro-dehydroemetin2) identisch:

Tetrahydro-dehydroemetin (nach neuer Methode erhalten)
Smp. 134° (nach Sintern) [a]Jf = + 42,0° (Alkohol);

Tetrahydro-dehydroemetin (nach fritherer Methode2) gewonnen)
Smp. 134° [<*l«= + 41,5° (Alkohol).

Auch die Absorptionsspektren der
beiden Praparate zeigten keine Unter-
schiede (Fig. 1).

Die zweite Substanz, welche nach
der Hydrierung neben Tetrahydro-
dehydroemetin erhalten wurde, scheint
isomer mit Tetrahydro-dehydroemetin
zu sein. Die Verbindung, tvelche vor-
laufig als Isotetrahydro-dehydroeme-
tin bezeichnet werden soll, schmilzt
bei 194° und ist in Ather schwerer 16s-
lich als Tetrahydro-dehydroemetin.
Durch die verschiedene Loslichkeit in
Ather konnten die beiden Substanzen
getrennt werden.

Dihydro-dehydroemetin reduziert
neutrale Silbernitratlésung beim leich-

" Iso-tetrahydro-dehydroemetin.
ten Erwarmen sehr stark. Tetrahydro- y y

Tetrahydro-dehydroemetin.

') H.Schmid & P. Karrer, Helv. 32, 960 (1949).
# P. Karrer, C. H. Engster t6 O. Buttner, Helv. 31, 1219 (1948).
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dehydroemetin l&sst erst bei lAngerem Kochen mit neutraler Silber-
nitratlosung eine schwache Reduktionswirkung erkennen; noch
schwécher ist dieses Reduktionsvermdgen beim Iso-tetrahydro-dehy-
droemetin vorhanden.

Die Konstitution des Dehydroemetins (Rubremetin) ist noch
nicht bekannt. A. R. Battersby, Il. T. Opcnshaw & 11. C. S. Woocll)
haben kurzlich fur diese Verbindung Formel | vorgeschlagen; die
gelbe Farbe der Substanz soll ihre Ursache darin haben, dass | ein
Resonanzhybrid darstellt, in dem, &hnlich wie in den Cyaninfarb-
stoffen, die positive Ladung zwischen den beiden Stickstoffatomen
wechseln kann.

CH,,

Diese Formel | enthalt zwei ortho-Dihydropyridinringe (d und e).
Bei der bekannten Empfindlichkeit der o-Dihydropyridin-Derivate ge-
gen Oxydationsmittel ist es wenig wahrscheinlich, dass eine Verbin-
dung der Konstitution I unter den Bedingungen der Darstellung des
Dehydroemetins (Erhitzen mit Uberschuss von Brom oder Jod) be-
standig sein kdnnte. (Im Berberin und &hnlichen Alkaloiden gehort
das K-Atom einem nicht hydrierten Pyridinring an.)

Auch die Bildung des oben beschriebenen o-Dihydro-dehydro-
emetins aus Dehydroemetin und LiAIH, schliesst Formel I fir Dehy-
droemetin aus. In letzterem muss vielmehr eine Gruppierung Il (quar-
tares Salz einer Isochinolinbase) enthalten sein. Die o-Dihydroverbin-
dung kann dann durch das partielle Strukturbild 111 dargestellt wer-
den, Tetrahydro-dehydroemetin durch IV.

Experimenteller Teil.
Dihydro-dehydroemetin.

0,7 g scharf getrocknetes und fein pulverisiertes Dehydroemetin-bromid wurden in
100 ein3 absolutem, peroxydfreiem Ather aufgeschlammt und mit 150 mg Lithiumalumi-
niumhydrid versetzt. Rach zweistindigem Rihren und Erwérmen auf 35° war die Reak-
tionsmasse fast farblos. Das Uberschissige Lithiumaluminiumhydrid wurde mit feuchtem
Ather zersetzt, die atherische Lésung vom anorganischen Riickstand getrennt und Gber
Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Einengen dieser Lsung im Vakuum Kkristallisierte
das Dihydro-dehydroemetin in gelblichen Drusen, die durch nochmaliges Umkristallisieren

q Exper. 5, 114 (1949).
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aus absolutem Ather einen Smp. von 157—158° bcsassen. Die gesamte Aufarbeitung
dieser Substanz wurde unter Stickstoff durchgefihrt,, da andernfalls sofort rote Oxy-
dationsprodukte entstanden. Ausbeute 0,42 g.
C2A A N 2(474,28) Ber. C 73,46 H 7,24% Gef. C 73,19 H 7,26%
[a]* = + 38° (in Athylalkohol)
Getrocknet wurde im Hochvakuum bei 70° und 0,001 mm Hg.

Die Mikrohydrierung von Dihydro-dehydroemetin mit Platin in Eisessig ergab die
Aufnahme von 1 Mol Wasserstoff.

Tetrahydro-dehydrocmetin und Iso-tetrahydro-dehydrocmetin.

830 mg Dihydro-dehydroemetin wurden in Eisessig geldst und mit 100 mg vorhy-
driertem Platinoxyd und Wasserstoff 8 Stunden geschuttelt. Es wurde fast genau die
berechnete Menge (40,5 cm3) Wasserstoff aufgenommen. Durch erneutes Zufligen von
Platin und ladngeres Schitteln konnte keine Wasserstoffaufnahme mehr fcstgestellt wer-
den. Die vom Platin getrennte Eisessiglosung wurde im Vakuum zur Trockne verdampft,
der Riickstand mit Sodalésung versetzt und mehrere Male mit Ather (400 cm3) ausge-
schiittelt. Man trocknete die Atherlgsung Gber Natriumsulfat und dampfte sie zur Trockne
ein. Der amorphe Riickstand wurde aus Ather kristallisiert. Da die so erhaltenen Kristalle
nicht einheitlich schmolzen, wurden sie in &therschwerldsliche und atherleichtlésliche An-
teile getrennt. Die letzteren schmolzen bei 134° und gaben mit dem friher erhaltenen
Tctrahydro-dohydroometinl) keine Schmelzpunktsdepression. Auch in den UV.-Spektrcn
sowie in ihrer Fahigkeit Silbernitratlésung beim Kochen schwach zu reduzieren, erwiesen
sich die beiden Stoffe identisch.

C2H30.,N2(476,29) Ber. C 73,06 H 7,01% Gef. C 7295 H 7,37%
[a]I3 = + ('n “hs. Athylalkohol)

Die in Ather schwerlosliche Fraktion wurde zweimal aus viel Ather umkristallisiert
und schmolz hernach bei 194°. Sic wirkte in der Hitzo auf Silbernitratlésung ebenfalls
schwach reduzierend. Das bei 40° im Hochvakuum getrocknete Iso-tctrahydro-dehydro-
emetin ergab Analysenwerte, die mit der Formel C&8H 160 ;N2 libereinstimmten.

Ber. C 73,06 H 7,61% Gef. C 73,30 H 7,34%
[«*]£ = —380° (in abs. Athylalkohol)

Zusammenfassung.

Dehydroemetin-bromid (Rubremetinbromid) wurde durch LiAIH4
zu Dihydro-dehydroemetin C2H 340 4il 2 reduziert, welches sich durch
weitere katalytische Reduktion in Tetrahydro-dehydroemetin Uber-
fuhren liess, identisch mit der entsprechenden aus Deliydroemetin-bro-
mid durch Reduktion mit Zink und Schwefelsdure erhaltenen Verbin-
dung. Als zweites Produkt entsteht bei der katalytischen Hydrierung
des Dihydro-dehydroemetins ein Iso-tetrahydro-dehydroemetin.

Zirich, Chemisches Institut der Universitat.

») Helv. 31, 1219 (1948).
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44. N-Methyl-o-dihydro-plienanthridin und Umwandlungsprodukte

von P. Karrer, L. Szabo, H. J.V. Krisbna und R. Scliwyzer.
(28. 1. 50.)

Amé Pictet & E. Patry1l) liesscn vor langer Zeit Natronlauge auf
Phenanthridin-jodmethylat einwirken und erhielten dabei zwei ver-
schiedene Verbindungen vom selben Smp. 108°; die eine war mit
Wasserdampf nicht fliichtig und erwies sich als N-Mel hyl-phenanthri-
don (1), die zweite war wasserdampfflichtig und wurde als o-Dihydro-
plienanthridin angesprochen (11). Die Bildung der beiden Substanzen
wurde von den Autoren in folgender Weise gedeutet:

C,H.faCH 0JVCO COH 4CH,
21 +2 NaOH = | |+ | “ +2NaJ+H,0
CH,-N-CH3 CcH4 NCH3 cén.,-nch3
J [ "

Pictet & Patry beobachteten auch, dass die Verbindung Il allméh-
lichinN-Methyl-phenanthridon(l) tbergeht,und sie fuhrten die schlech-
ten Analysenvon Il (eswurden stets Kohlenstoff- und Wasserstoffwerte
erhalten, die zwischen den fur I und Il geforderten lagen) auf die leichte
OxydierbarkeitderVerbindungllzumN-Methyl-phenanthridon zurick.

Dieselbe Verbindung Il vom Smp. 108° findet sich als ,,Dihydro-
phenanthridin® in einer Dissertation von //. J. Ankersrnit, ,,Uber das
Phenanthridin®, Bern 1891, beschrieben. Dieser Autor erhielt die Sub-
stanz durch Reduktion von Phenanthridin-jodmethylat mit Zinn und
Salzsdure und durch Behandlung desDihydro-phenanthridins mit Jod-
methylbeilOOO0. Stimmende Analysen werden auch hier nicht mitgeteilt.

Die Nachprufung dieser Untersuchung hat folgendes ergeben:
Wenn man Phenanthridin-jodmethylat mit Zinn und Salzsaure redu-
ziert und bei der Aufarbeitung allen Sauerstoff peinlichst ausschliesst,
so erhalt man das wirkliche o-Dihydroderivat in Form farbloser, bei
48° schmelzender Kristalle. Das Absorptionsspektrum dieser Verbin-
dung ist in Figur 1 ersichtlich; die Analysen stimmen scharf auf die
Formel C14H 13N, diejenige eines N-Methyl-dihydro-phenanthridins.

Die Substanz ist das ortho-Dihydroderivat 111, denn wir konn-
ten sie auch aus N-Methylphenanthridon IV durch Reduktion mit
LiAlIH, erhalten:

v \ I\ LiAlll, /m X / \ LiAIH, \
\ S ->
\ / \ / \
HC=X—CH3 H2C-N -CH3 OC-N-CH3
J 11 v

1) B. 35, 2534 (1902).
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Ferner stellten wir sie aus Phenanthridin-jodmethylat durch Reduk-
tion mit LiAIH,, herl).

------------- N-Methyl-o-dihydro-phenanthridin aus Phenanthridin-jodmethylat
+ LiAIH, (in CH50H)

. N-Methyl-o-dihydro-phenanthridin aus Phenanthridin-jodmethylat
+ Sn + HCI (in C,H50H)
N-Methyl-o-dihvdro-phenanthridin aus N-Methyl-phenanthridon
+ LiAIH, (in C2H50H).

Gegenuber Luftsauerstoff verhalten sich die Praparate von iSF
Methyl-o-dihydro-phenanthridin, die durch Reduktion von Phenan-
thridin-jodmethylat mit Zinn und Salzsdure dargestellt wurden, ver-
schieden von jenen Préparaten, die man aus if-Phenanthridon oder
iT-Methyl-phenanthridin-jodmethylat durch Reduktion mit Lithium-
aluminiumhydrid erhalt. Wéhrend die nach den beiden letzteren Ver-
fahren gewonnenen Produkte in Beriuhrung mit Luftsauerstoff wéh-
rend lédngerer Zeit unverdndert haltbar sind, erwiesen sich die aus
Phenanthridin-jodmethylat mit Zinn und Salzsdure erzeugten N-
Methyl-'o-dihydro-phenanthridin-Préparate meistens sehr autoxyda-
bel. Liess man sie mit Luft in Beruhrung, so wurden sie nach kurzer
Zeit braun und schmierig und waren nach einigen Stunden in eine
neue Substanz verwandelt. Diese liess sich am besten in der Weise

b Vgl. dazu die Reduktion anderer quartarer Ammoniumsalze mitLiAIH,, ILSchmid
&\P. Karrer, Helv. 32, 960 (1949).
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reinigen, dass inan sie mit Wasser befeuchtete, hierauf konz. Salzsdure
bis zur Lésung zusetzte und diese L6ésung sofort mit Wasser ver-
dunnte, wobei das neue Produkt ausfiel. Aus Ather kristallisiert,
schmolz es bei 1080 und war mit dem von Pictet <& Patry sowie von
Anlcersmit beschriebenen, wasserdampfflichtigen Stoff identisch.

Fig. 2.

Diese Substanz, die wir ,,Oxyd aus N-Methyl-o-dihydro-phenan-
tkridin“ nennen, besitzt die Zusammensetzung CI4H 11Oil, d. h. zwei
H-Atome des IT-Methyl-dihydro-phenanthridins sind durch Sauerstoff
ersetzt worden. Sie wirkt auf Silbernitratlésung auch noch reduzie-
rend, wenn auch etwas schwécher als die DihydroVerbindung. Bei
langerem Stehen an der Luft geht sie, was schon Pictet & Patry fest-
stellten, in jST-Methyl-phenanthridon Uber (Spektrum Fig. 2). In ein-
zelnen Versuchen konnten wir das ,,Oxyd aus N-Methyl-o-dihydro-
phenanthridin® nicht fassen, indem aus Dihydro-phenantimdin direkt
JSf-Methyl-phenanthridon entstand.

Das Verhalten des N-Methyl-dihydro-phenanthridins zu Sauerstoff hahen wir auch
manometrisch bei verschiedener Aciditat der Losung untersucht. Hierbei liess sich folgen-
des feststellen:

a) In Anwesenheit einer Spur von Alkali. Wird eine alkoholische Lésung von N-
Methyl-o-dihydro-phenanthridin mit einer Spur Natriumalkoholat versetzt und die L6-
sung in Sauerstoff-Atmosphére geschittelt, so farbt sich die L6sung etwas gelb, doch wird
zundchst kein Sauerstoff aufgenommen. Setzt man zu dieser Losung einen Tropfen Salz-
saure, so beginnt eino langsame Sauerstoff-Aufnahme, die nach dem Verbrauch eines
Atoms Sauerstoff pro Mol Dihydroverbindung fast zum Stillstand kommt.

b) In Anwesenheit einer Spur von Sdure. Wird eine alkoholische Ldsung von N-
Methyi-dihydro-phenanthridin mit einer Spur Salzsdure versetzt und in Sauerstoff-
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Atmosphdre geschittelt, wird in ungefdhr einer Stunde die einem Atom entsprechende
Menge Sauerstoff absorbiert.

¢) In Anwesenheit von einem Aquivalent Salzsdure. Setzt man einer alkoholischen
Lésung von N-Methyl-dihydro-phenanthridin ein Aquivalent wéasserige Salzsaure zu und
schittelt sie in Sauerstoff-Atmosphére, so nimmt sie die einer Molekel entsprechende
Menge Sauerstoff innert ca. zehn Stunden auf. Die Aufnahme erfolgt gleiohmassig.

d) In rein alkoholischer Lésung wird in ungeféhr sechs Stunden ein Atom Sauerstoff
absorbiert.

e) Spektrophotometrischc Verfolgung der Oxydation. N-Methyl-dihydro-phenan-
thridin wurde in Alkohol geldst und das Absorptionsspektrum jede 24 Stunden bestimmt.
Nach 3 Tagen war das Spektrum mit demjenigen des durch Luftsauerstoff oxydierten
N-Methyl-dihydro-phenanthridins vom Smp. 108° identisch. Nach einer Woche hatte es
sich in das Spektrum des N-Mothyl-phcnanthridons verwandelt.

Eine Formulierung fur das ,,Oxyd aus N-Methyl-o-dihydro-phe-
nanthridin“ zu finden, ist nicht leicht. Wir mdchten auf evtl. mdg-
liche Konstitutionsformeln mangels sicherer Unterlagen heute nicht
eintreten.

Aus N-Metliyl-o-dihydro-phenanthridin l&sst sich ein kristalli-
siertes Hydrochlorid hersteilen, wenn man die Base in einem Gemisch
von Ather und Alkohol (10:1) mit einer sehr geringen Menge Salz-
saure versetzt und, mdglichst bei Luftabschluss, in der Kélte stehen
lasst. Das Hydrochlorid, das bei 140—145° schmilzt, besitzt die Zu-
sammensetzung C14H 13N, HCIL.

Eine neixe Verbindung entsteht, sofern man auf das ,,Oxyd aus
N-Methyl-dihydro-phenanthridin® oder auf N-Methyl-o-dihydro-phe-
nantliridin bei Gegenwart von Luftsauerstoff in &therisch-
alkoholischer Lésung wenig Salzsaure einwirken lasst. Die Umwand-
lung l&sst sich spektrophotometrisch verfolgen. Das Keaktionsprodulct
ist ein Chlorid der Zusammensetzung CI4H 120NC1 und schmilzt bei
213—215°; es soll im folgenden als ,,Chlorid aus N-Methyl-o-diliydro-
phenanthridin-oxyd* bezeichnet werden. Die gut Kkristallisierte Ver-
bindung ist in Wasser leicht, in Alkohol wenig und in Ather praktisch
nicht Iéslich und reduziert neutrale Silbernitratlésung nicht. Die L6-
sungen zeigen im UV.-Licht nur unbedeutende Fluoreszenz.

Die Tatsache, dass die N-Methyl-phenanthridin-Préaparate, die
durch Reduktion von Phenanthridin-jodmethylat mit Zinn und Salz-
saure hergestellt wurden, autoxydabel sind, wéahrend sich dieselbe
Substanz, die durch Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid aus N-
Methyl-phenanthridon oder N-Methyl-phenanthridin-jodmethylat ge-
wonnen wurde, viel bestédndiger ist, muss darauf beruhen, dass die
erstgenannten Préparate noch Spuren einer katalytisch wirkenden
Substanz enthalten, welche die Autoxydation beginstigt. Vermutlich
sind es Spuren von Sdaure, die, wie die vorbeschriebenen Versuche
zeigen, die Aufnahme des Sauerstoffs durch N-Methyl-o-dihydro-
phenanthridin beschleunigen.
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Experimenteller Teil.
Darstellung von Phenanthridin-jodmethylat.

Es ist nicht notig, das Phenanthridin mit Methyljodid im Bombenrohr bei 100°
reagieren zu lassen: wird Phenanthridin mit Methyljodid im Uberschuss auf dem Wasser-
bade 2—3 Stunden erhitzt, bildet sich das Jodmethylat in quantitativer Ausbeute.

Darstellung von N-M ethyl-o-dihydro-phenanthridin
aus Phenanthridin-jodmethylat mittels Zinn und Salzséure.

1 g reines Phenanthridin-jodmethylat (E. 202°) wird in 30 cm3 konzentrierter Salz-
saure (d = 1,19) geldst und ungeachtet evtl. ungeldster Anteile mit 1,59 Zinnpulver in
kleinen Portionen auf dem Wasserbade versetzt. Die LOsung entfdarbt sich momentan,
die Reduktion dauert aber 1—1% Stunden, nach welcher Zeit eine wasserklare Ldsung
entstanden ist. Diese wird abgekihlt und mit 80—100 cm3 Wasser verdinnt, wobei ein
Oliger Nicderschlag ausfallt. Man ldsst iber Nacht bei 1—2° stehen und filtriert dann den
gesamten Niederschlag eines Zinndoppelsalzes ab. Er wird in ungeféhr 150 cm3 Wasser
und 5 cm3 Salzséure auf dem Wasserbade geldst; in die warme Ldsung wird 2—3 Stunden
lang Schwefelwasserstoff eingeleitct. Dann wird die Losung nochmals erwdrmt und er-
neut eine Stunde lang H2S eingeleitct. Den aus Zinnsulfid bestehenden Niederschlag haben
wir abfiltriert, mit wenig heissem Wasser gewaschen und die auf 0° abgekihlte, klare
Loésung mit eiskalter 2-n. NaOH alkalisch gemacht. Es bildete sich ein Niederschlag, den
man im Kuhlschrank bei moéglichst tiefer Temperatur in einem gut geschlossenen Geféss
sich sammeln ldsst, dann ebenfalls im Eisschrank mdglichst rasch abfiltriert und mit aus-
gekochtem, eiskaltem Wasser alkalifrei wéscht. Das Auswachen muss so geschehen, dass
der Niederschlag stets mit Wasser bedeckt ist und nur zum Schluss darf das Wasser ab-
gesogen werden. Nun wird der Niederschlag noch im Eisschrank in einem mit P20 5-be-
schickten Trockenapparat gebracht, das Geféss evakuiert und die Verbindung bei Zimmer-
temperatur einen Tag getrocknet. Zum Umkristallisieren haben wir das Praparat in
Petrolather (Sdp. 30—60°) kalt aufgeldst, die Ldsung kalt filtriert, auf 3—4 cm3 einge-
dampft, von einem evtl. entstandenen Niederschlag durch Dekantieren (nicht Filtrieren)
befreit, das Geféss schnell geschlossen und zum Kristallisieren in den Eisschrank gestellt.
Farblose Nadeln vom Smp. 48°. Ausbeute 0,2—0,3 g.

Das so hergestellte N-Methyl-dihydro-plienanthridin ist gegen Luftsauerstoff sehr
empfindlich und verwandelt sich in Berihrung mit diesem in eine braune, schmierige
Masse. Seine alkoholische Ldsung fluoresziert stark mit blauer Farbe und reduziert Silber-
nitrat in der Kélte momentan. Absorptionsspektrum siehe Figur 1.

C,HI3N Ber. C8621 H 671 N 7,17% Gef. C 86,32 H 7,02 N 7,37%

Reduktion von Phenanthridin-jodmethylat mit Lithiumaluminiumhydrid
zu N-Methyl-o-dihydro-phenanthridin.

1,4 g Phenanthridin-jodmethylat wurden in kleinen Mengen innerhalb einer halben
Stunde zu einer Aufschlammung von 0,6 g Lithiumaluminiumhydrid in 30 cm3Ather bei
Zimmertemperatur hinzugefiigt. Die gelbe Farbe des Phenanthridin-jodmethylats ver-
schwand augenblicklich. Das Reaktionsgemisch hat man wéhrend 2 Stunden bei Zimmer-
temperatur gerihrt, hierauf durch Zugabe von 5 cm3 Wasser den Uberschuss von LiAIH4
zerstort und Atherschicht und Wasserschicht getrennt. Hierauf wurde der wésserige An-
teil durch eine Schicht von Hyflo-supercell filtriert, das Filtrat mit Kalilauge alkalisch ge-
macht und 1—2 g Kaliumchlorid eingetragen. Den durch Filtration abgetrennten Nieder-
schlag hat man mit peroxydfreiem Ather ausgekocht und diesen Ather zur Extraktion der
alkalisch gemachten wésserigen Schicht verwendet. Hierauf wurden die beiden Ather-
ldsungen vereinigt, kurz getrocknetund das Lésungsmittel im Vakuum verdampft. DerRick-
stand von N-Methyl-o-dihydro-phenanthridin kristallisierte aus Petroldther (Sdp. 30—60°).

Ci4HuN Ber. C 86,21 H 6,71 N 7,17%
Gef. ,, 86,50 , 6,83 , 7,25%
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Smp. 48°. Im Gemisch mit einem N-Methyl-o-dihydro-phenanthridin-Préparat, mel-
ches durch Reduktion von Phenanthridin-jodmethylat mit Zinn und Salzsdure hergestellt
worden war, fand keine Schmelzpunktsdepression statt. Auch die Absorptionsspektren der
beiden Préparate sind, wie Figur 1 zeigt, praktisch identisch.

Gegeniber Luftsauerstoff war das Prdaparat viel unempfindlicher als das mit Zinn
und Salzsdure hergestellte.

Reduktion von N-Methyl-phenanthridon mit Lithiumaluminiumhydrid
zu N-Mcthyl-o-dihydro-phenanthridin.

19 nach draebal) hergestelltcs Methyl-phenanthridon wurde in kleinen Mengen zu
einer Aufschlimmung von 2 g LiAIH4 in 200 cm3 trockenem Ather eingetragen und das
Reaktionsgemisch wéhrend 8 Stunden am Ruckflusskihler unter Riuhren gekocht. Am
folgenden Tag zersetzten wir den Uberschuss an LiAIH., durch 6 cm3 Wasser, filtrierten
den entstandenen Niederschlag ab und extrahierten ihn mit peroxydfreiem Ather. Nach
der Abtrennung der wisserigen Schicht des Filtrates wurden die beiden Atherlésungen
vereinigt, getrocknet und im Vakuum abgedampft. Der kristalline Ruckstand von N-
Methyl-o-diliydro-phenanthridin liess sich aus Petroldther Umkristallisieren und schmolz
dann bei 48°. Auch dieses Praparat zeigte in Mischung mit den nach den beiden vorbe-
schriebenen Methoden dargestellten Prdparaten von N-Methyl-o-dihydro-phenanthridin
keine Schmelzpunktsdepression und bcsass dasselbe Absorptionsspektrum (Fig. 1).

ClIHnN Ber. C 86,12 H 6,71 N 7,17%
Gef. ,, 86,60 , 6,72 , 7,10%

Umwandlungsprodukte des mittels Zinn und Salzsdure aus Phenanthri-
din-jodmethylat gewonnenen N-Methyl-o-dihydro-phenantliridins.

a) Oxyd des N-Methyl-o-dihydro-phenanthridins.

Man ldsst 0,2 g N-Methyl-o-dihydro-phenanthridin in einem offenen Geféss lber
Nacht bei Zimmertemperatur stehen, befeuchtet dann die braune, schmierige Masse
mit einem Tropfen Wasser und gibt soviel konz. Salzséure hinzu, bis sich alles aufge-
16st hat. Dazu sind ca. 10—15 cm3 nétig. Die hellgelbe Lésung wird nun mit Wasser so
lange versetzt, bis sich bei weiterer Verdinnung kein Niedcrschlag mehr bildet. Man
schliesst das Gefdss und l&sst den Niederschlag iber Nacht im Eisschrank. Der kristallin
gewordene Niederschlag wird abgenutscht, mit Wasser gewaschen und tUber P20d im Va-
kuum bei Zimmertemperatur getrocknet. Zur Reinigung haben wir ihn in Ather geldst,
vom Unldslichen durch Filtrieren befreit, die Lésung auf 1—2 cm3eingedampft und im Eis-
schrank mehrere Tage lang stelicngelassen. Die Ausbeute ist bescheiden, 20—30mg. F. 108°.

Die reine Substanz ist gegen Luftsauerstoff ziemlich bestdndig. lhre alkoholische
Lésung reduziert Silbernitrat.

CMHI3ON Ber. C7962 H 6,16 N 6,63%
CJMHuUON Ber. ,, 8038 , 526, 6,7%
Gef. ,, 80,05 , 556, 6,79%

b) N-Methyl-phenanthridon.

0,2 g nicht umkristallisiertes N-Methyl-o-dihydro-phenanthridin vom F. 48° wurden
ungeféhr sechs Wochen lang bei Zimmertemperatur (25°) in einem offenen Gefédss aufbe-
wahrt. Die sich anfangs verflissigende Masse wurde langsam wieder fest. Wir haben
die Substanz mit 20 cm3 konz. Salzsdure in der Kaélte verrieben, den unléslichen Teil
abgenutscht, mit Wasser sorgfaltig ausgewaschen und aus verdinntem Alkohol (ca. 3 bis
4 cm3) zweimal umkristallisiert. Farblose Nadeln vom F. 108°. Ausbeute 0,1 g. Das Ab-
sorptionsspektrum ist mit demjenigen des N-Methyl-phenanthridons identisch. Auch der
Mischschmelzpunkt der beiden Substanzen liegt nicht tiefer als der Schmelzpunkt jedes
der beiden Préparate.

3 Ann. 276, 252 (1893).
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¢) N-Methyl-o-dihydro-phenanthridin-hydrochlorid.

Die Verbindung wurde auf folgende Weise dargestellt: 0,1 g N-Methyl-o-dihydro-
phenanthridin wurde in 100 cm3kaltem Ather geldst und nach Zugabe von 10 cm3 Alkohol
mit einem Tropfen konz. Salzsdure versetzt. Da sich nach 24stindigem Stehen im Eis-
schrank nichts ausgeschieden hatte, wurde der Ather und die Hilfte des Alkohols ohne
Erwdrmen im Vakuum abgedampft und die erhaltene Lésung mit 20 cm3 Ather versetzt.
Uber Nacht schieden sich im Eisschrank Kristalle ab, die im Eisschrank méglichst rasch
abfiltriert, mit Ather gewaschen und tUber Paraffin und P205 im Vakuum getrocknet
wurden. Zur Reinigung hat man die Verbindung in wenig Alkohol geldst, vom Unldslichen
durch Dekantieren (nicht Filtrieren) befreit, mit Ather versetzt und in den Eisschrank
zum Kristallisieren hingestellt. Ausbeute 0,07 g farblose Kristalle, die sich bei 140—145°
ohne zu schmelzen zersetzen.

CHHIN, HCI Ber. C 7251 H 6,04% Gef. C 72,02 H 6,19%

Zusammenfassung.

Durch Deduktion von Phenanthridin-jodmethylat mit LiAIH4
oder Zinn und Salzséure, ferner durch Deduktion von N-Metliyl-
phenanthridon mit LiAlli4 entsteht dasselbe N-Methyl-o-diliydro-
phenanthridin vom Smp. 48°. Die unter diesem Namen in der Litera-
tur fruher erwdhnte Substanz ist ein Oxydationsprodukt des N-
Methyl-o-dihydro-phenauthridins und geht allméahlich in N-Methyl-
phenanthridon Uber. Diese Oxydationsvorgéange wurden néher verfolgt .

Zurich, Chemisches Institut der Universitat.

45, Uber das Auftreten von Carotinoiden
in Pollen und Staubbeuteln verschiedener Pflanzen

von P. Karrer, C. H. Eugster und M. Faust.
(28. 1. 50.)

Das reichliche Vorkommen von Antheraxanthin in den Staub-
beuteln von Lilium tigrinum1) und von cis-Antheraxanthin in jenen
von Lilium candidum?2) veranlasste uns, Pollen einer Leihe von Pflan-
zen auf das Vorhandensein von Carotinoiden, besonders Carotinoid-
epoxyden qualitativ zu prufen3).Ausser Pollen wurden auch Staub-
blatter einiger Pflanzen untersucht4). Auf die Isolierung der oft ge-
ringen Mengen von Carotinoidpigmenten wurde verzichtet; die folgen-
den Angaben sind daher nur als eine erste Orientierung gedachtb).

') P. Karrer cf A. Ossuald, Hclv. 18, 1303 (1035).

2) G. Tappi & P. Karrer, Hclv. 32, 50 (1949).

3) Uber Carotinoide in Pollen von Verbascum tkap3iforme L. siehe G. Bertrand o
Poirault, C. r. 115, 828 (1892).

4) Uber Vorkommen von Lycopin in Staubbeuteln von Dahlien vgl. W. Gugelmann,
Dissertation, Ziirich 1938.

6) Der qualitative Nachweis der verschiedenen Carotinoide erfolgte spektrometrisch,
meistens nach vorheriger chromatographischer Trennung. Carotinoid-epoxyde (Xantho-
phyll-epoxyd, eis-Antheraxanthin) wurden ausserdem durch die Salzséure-Reaktion und
durch die Umwandlung in furanoides Oxyd erkannt.
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Carotinoide tﬁ]agfd- Wahrsch.eml. Natur
der Pigmente
epoxyde
Pollen
Zea Mays L. (Sorte Rheintaler) geringe Mengen keine Xanthophyll-ester,
sehr wenig Carotin
Helianthus annuus L .....ccccco...e. grosse Mengen spuren-  Xanthophyll-ester,
weise sehr wenig Carotin
Aster, einfach bluhende.
niedrige Var......s bedeutende Mengen keine Xanthophyll-ester,
sehr wenig Carotin
Helianthus tuberosus L............... bedeutende Mengen keine Xanthophyll-ester,
sehr wenig Carotin
Ainus glutinosa (Schwarzerle) . fast keine keine —
Pinus Mugo (Legfohre) . . . . fast keine keine —
Narcissus exsertus (Bergnarzisse) geringe Mengen 9 ?
Tilia platyphyllos (Sommerlinde) fast keine — —
Chrysanthemum Leucanthemum grosse Mengen keine ?
Chrysanthemum coronarium grosse Mengen keine

Staubbeutel

Colchicum autumnale L. . .. bedeutende Mengen vor- Xanthophyll-ester,
handen Xanthophyll-epox.
und wenig Carotin

Ranunculus alpestris........... bedeutende Mengen vor- J
handen
Antirrhinum majus maximum . vorhanden keine
Lilium umbellatum .............. bedeutende Mengen bedeut. cis-Antheraxan-
Mengen  thin, wenig Carotin
Liliumregale . bedeutende Mengen bedeut. cis-Antheraxan-
Mengen  thin, wenig Carotin
Lilium Willmottiae unicolor . . bedeutende Mengen bedeut. eis-Antheraxan-
Mengen  thin, wenig Carotin
Lilium M axw ill...... bedeutende Mengen bedeut. cis-Antheraxan-

Mengen  thin, wenig Carotin
Capsanthin ?

Die kleine Ubersicht lasst erkennen, (lass die untersuchten Pollen
unterschiedliche Mengen von Carotinoiden enthielten. Carotinoid-
epoxyde fehlten in vielen Féallen; oft scheinen Xanthophyllester und
etwas Carotin die Carotinoidgemische zu bilden. Die Hauptpigmente
vieler Pollen sind jedoch Flavon- bzw. Flavonolfarbstoffe.

Die untersuchten Staubbeutel erwiesen sich reich an Carotinoi-
den. In jenen mehrerer Lilienarten wurde cis-Antheraxanthin gefun-
den, das fur diese Pflanzen charakteristisch zu sein scheint. In Staub-
beuteln zweier anderer Pflanzen Hessen sich andere Epoxyde nach-

weisen.
Zirich, Chemisches Institut der Universitat.
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46. Uber einige vom L-Cystein sich ableitende Sulfide
und Sulfoxyde
von P. Karrer und G.Aman.

(28. 1. 50.)

In neuerer Zeit sind verschiedene Sulfoxyde als antibiotisch wirk-
sam befunden worden, so Allicinl) und Sulforaphen?); Sulfoxyde und
Sulfone, die sich von Methionin und Methioninhomologen ableiten,
kénnen als Antagonisten der Glutaminsidure wirken3). Diese und an-
dere Grunde veranlassten uns, Sulfoxyde von Sulfiden darzustellen,
die man aus L-Cystein und a-Halogencarbonsduren erhélt.

So wurden aus L-Cystein und d, Z-a-Jodpropionsdure sowie aus
L-Cystein und ?(—)-a-Bronrpropionsaure zwei [I-Carboxy-athyl-(1)]-
L-S-cysteine (I) erhalten. Wé&hrend beide in bezug auf ihre Cystein-
halfte optisch einheitlich sind (L-Konfiguration), ist die Propionsaure-
komponente im ersteren Fall voraussichtlich racemiscli, im zweiten
Fall vielleicht teilweise racemiscli, indem sich nicht bestimmen l&sst,
ob bei der Kondensationsreaktion teilweise Waiden'sehe Umkehrung
erfolgt. Das aus L-Cystein und d,l-a.-Jodpropionsadure gewonnene [1-
Carboxyatliyl-(1)]-L-S-cystein ist daher sehr wahrscheinlich ein Ge-
misch zweier Diastereomeren, die aus L-Cystein und Z—)-a-Brom-
propionsdure synthetisierte Verbindung kann vielleicht zwei solche
Diastereomeren enthalten.

CH2SH JCHCH3 CH2—S—OHCHS3 CH,—S—CHCH2CH(CH3),
| | | |

CHNIL + COOH » *chnh, cooh chnh2 cooh

| | [ ] |

COOH COOH | COOH 1]

In analoger Weise stellten wir aus L-Cystein und Z-a-Brom-iso-
capronsadure [Z-I-Carboxy-3-methyl-butyl-(I)]-L-S-cystein (11) her, fur
das beziglich der konfigurativen Einheitlichkeit dasselbe gilt wie fur I.

Durch Oxydation mit Hydrogenperoxyd gewann man aus [d, I-I-
Carboxy-athyl-(I)]-L-S-cystein (1) und [Z-]-Carboxy-atliyl-(I)]-L-S-
cystein (1) sowie aus [Z-1-Carboxy-3-methyl-butyl-(I)]-L-S-cystein (I1)
die entsprechenden Sulfoxyde Il und IV. In ihnen tritt ein neues
Asymmetriezentrum auf, die Sulfoxydgruppe. Daher werden die iso-

* C.J. Cavallito & J. H. Bailey, Am. Soe. 68,1950 (1944); C. J. Cavallilo, J.S. Buck
tO C. M. Suter, Am. Soc. 66, 1952 (1944).

2) H.Schtnid tO P. Karrer, Heiv.31, 1017 (1948): 0. Ivénovics <0 St. Horvéth, Na-
ture 160, 297 (1947).

3) E. Borek <0 H.Waelsch, J. Biol. Chem. 177, 135 (1949).
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lierten, gut kristallisierten Sulfoxyde 11l und IV voraussichtlich Mi-
schungen von diastereomeren Formen sein.
CH*— — S—CHCHj  CH2-— S—CHCH2CH(CH3), CH2—S—CH2XCHXCH?
chnh2 6 cooh ¢hnh2 6 cooh chnh,
(O0H 111 COOH IV CH2H V

Wir versuchten, Verbindung IV durch fraktionierte Kristallisa-
tion in die Diastereomeren zu zerlegen. Es gelang auch, Fraktionen mit
verschiedenen optischen Drehungen zu isolieren, doch waren diese
wahrscheinlich nicht optisch einheitlich.

Schliesslich haben wir noch L-S-Propyl-cysteinol (V) hergestellt,
indem wir n-S-Propyl-cysteinl) in den Athylester Gberfiihrten und
hierauf mit LiAlIH4 reduzierten.

Versuche zur pyrogenen Decarboxylierung des L-S-Propyl-cy-
stein-sulfoxydsl) in Fluoren bei 115—120° verliefen unbefriedigend.
Es fand wohl CO02Abspaltung statt, aber das erwartete Amin
H2NCHoOII 25(0)Clio(.’112C113 konnte nicht isoliert werden. Ebenso-
wenig gelang es uns, n-S-Allyl-cystein durch Erhitzen mit Alloxan in
Wasser zum S-Allyl-thioglykolaldehyd abzubauen:

CH,S—chZxh=gh2 chx—ch,ch=ch2
| |

CHNH., CHO

|

COOH

Herr Prof. A. Orumbach, Hygiene-Institut der Universitat Zurich,
hatte die Freundlichkeit, folgende acht Verbindungen auf entwick-
lungshemmende Wirkung bei Pyococcus aureus, S. cerevisiae und
B. Coli zu prifen:

[d,Z-1-Carboxy-athyl-(1)]-L-S-cystein (1).
[i-1-Carboxy-athyl-(1)]-L-S-cystein (I).
[i-1-Carboxy-3-methyl-butyl-(I)]-L-S-cystein (I1).
[</,M-Carboxy-athyl-(I)]-L-S-cystein-sulfoxyd (I11).
[I-I-Carboxy-&athyl-(1)]-L-S-cystein-sulfoxyd (I11).
[Z-1-Carboxy-3-methyl-butyl-(1)]-1.-S-cystein-sulfoxyd (I1V).
DL-Crotylglycin  CH3CH=CHCHZXCH(NH,)COOH.
L-Crotylglycin ~ CH3CH=CHCH2CH(NH2COOH.

Alle diese Substanzen zeigten in den gepriften Dosen keine ent-
wicklungshemmende Wirkung (10 mg Substanz in 1 cm3ag. dest., da-
von 0,1 cm3in Kdlirehen auf Agarplatten bzw. 2,5 mg Substanz in
5 cm3Anaerobenagar). Nach K. Dittmer, H. L. Goering, J. Goodman <
St. J. Cristol2) soll Crotylglycin bei E. coli und S. cerevisiae schwach
antibiotisch wirksam sein.

Fir die Durchfihrung dieser Prifungen auf antibiotische Wirkung danken wir
Herrn Prof. Grumbach bestens.

>) A. Sloll 6 E. Seebeck, Helv. 31, 210 (1948).
2) Am, Soc. 70, 2499 (1948).
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Experimenteller Teil.
[d,I-1-Carboxy-dthyl-(1)]-r.-S-eystein (I).

Die Losung von 2,3 g i.-Cysteinhydrochlorid in Wasser wurde mit 0,2-n. Barium-
hydroxydlésung (80 ein3) neutralisiert und dazu die mit 85 cm3 0,2-n. Ba{OH)2 neutrali-
sierte Ldsung von 2,8 g rf,Z-a-Jodpropionséure bei Zimmertemperatur langsam zugetropft.
Das Reaktionsgefdss war mit Stickstoff gefullt. Die Mischung wurde allméhlich sauer,
weshalb man von Zeit zu Zeit etwas 0,2-n. Barytlauge, im ganzen ca. 30 cm3, zusetzte.
Hierauf engten wir die Flissigkeit im Vakuum auf ca. die Hélfte ihres Volumens ein,
setzten absoluten Alkohol hinzu und licssen Uber Nacht stehen. Es hatte sich ein farbloser
Niederschlag gebildet, der grosstenteils aus dem Bariumsalz des Reaktionsproduktes be-
stand, wéhrend BaJ2in der alkoholischen Flussigkeit geldst blieb. Der Niedcrschlag wurde
abzentrifugiert, in ca. 180 cm3Wasser aufgenommen und durch 2-n. ILSO., das Bariumion
in der Hitze quantitativ gefallt (ca. 4 cm32-n. H2S04). Nach der Entfernung des Barium-
sulfatniederschlages durch Filtration oder Zentrifugieren hat man dio Lésung im Vakuum
eingeengt, bis sich ein Niederschlag zu bilden begann. Dessen Menge vermehrte sich im
Laufe der ndchsten zwolf Stunden. Er wurde abgenutscht, aus heissem Wasser umkristalli-
siert und bei 100° im Vakuum getrocknet. Die Verbindung, das [rf,Z-l-Carboxy-athyl-(1)]-
L-S-cystein, schmolz unter Zersetzung bei 169—171° (unkorr.).

C6HuO04NS Ber. C 37,3 H 569 N 7,25 S 16,58%
Gef. ,, 37,27 ,, 536 , 7,42 , 16,69%

Ausbeute ca. 36% der Theorie.

[1-1-Carboxy-athyl-(1))-1-s-cystein (I).

Zur Darstellung dieser Verbindung kondensierten wir L-Cysteinhydrochlorid mit
1(—)-a-Brompropionsdure in analoger Weise, wie dies im vorhergehenden Beispiel (unter
Verwendung von d,l-ct-Jodpropionsdure) beschrieben ist. Die einzige Modifikation bestand
darin, dass man die Reaktion bei 50° vornahm und nach der Vereinigung der beiden Kom-
ponenten das Reaktionsgemisch noch drei Stunden bei dieser Temperatur hielt.

Dio verwendete 1(—)-a-Brompropionsdure haben wir aus L-Alanin und Nitrosyl-
bromid dargestelltl). Ihre optische Drehung war [a]j® = —25°. In der Literaturl) werden

fur die Substanz spezifische Drehungen vom [a]® = —26° bis = —28,1° angefuhrt.

Dio Ausbeute an [l-I-Carboxy-athyl-(I)]-L-S-cystein betrug, ausgehend von 6,3 g
1-a-Brompropionsdure und 6 g L-Cystein 1,7 g. Smp. 178—179°. Spezifische Drehung in
Wasser [a]™ = + 74,50°.

[d,I-1-Carboxy-athyl-(I)]-L-S-cystein-sulfoxyd (Il).

1,6 g [ii,I-1-Ciirboxy-athyl-(I)]-L-S-cystein wurden in 16,58 cm3 0,5-n. Natronlauge
unter schwachem Erwérmen gelést und nach dem Abkiihlen mit 1,4 g 30-proz. Wasserstoff-
superoxyd versetzt. Die klare Losung wurde 48 Stunden in den Eisschrank gestellt, fil-
triert und mit 16,58 cm3 0,5-n. Salzsdure neutralisiert. Diese Ldsung haben wir im Va-
kuum zum Sirup eingeengt, worauf dieser nach einiger Zeit kristallin erstarrte. Die Ver-
bindung, das [d,U-Carboxy-athyl-(I)]-L-S-cystein-sulfoxyd, liess sich aus wenig heissem
Wasser Umkristallisieren und schmolz nach dem Trocknen bei 100° im Vakuum unter Zer-
setzung bei 153—154° (unkorr.). Ausbeute 0,9 g, d. h. ca. 52% der Theorie.

CoHuUOSNS Ber. C 3445 H 526 N 6,7 S 1531%
Gef. , 3461 , 519 , 7,15 , 15,06%

In gleicher Weise wurde aus [?-l-Carboxy-&athyl-(I)]-L-S-cystein das entsprechende
Sulfoxyd erhalten (aus 0,85 g Sulfid 0,4 g Sulfoxyd).

CeHuUOSNS Ber. C 3445 H 5,26% Gef. C 34,47 H 5,16%

‘) E. Fischer, A. 340, 171 (1905); E. Fischer & K. Raske, B. 39, 3995 (1906).
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[(¢,(-1-Carboxy-&atliyl-(l)]-L-S-cystein-sulfon.

19 [£Z,Z-1-Carboxy-athyl-(I)]-L-S-cystein wurde in 12 cm3iieissem Wasser geldst, die
Losung schnell auf 15° abgekihlt und 5,8 g 30-proz. Wasserstoffsuperoxyd zugegeben. Die
Reaktionsmischung blieb 48 Stunden bei Zimmertemperatur stehen; ein Niedersehlag
schied sich nicht ab. Hierauf haben wir die Lésung im Vakuum zum Sirup eingedampft,
der nach einigen Stunden kristallisierte. Die Substanz wurde aus heissem Wasser umkristal-
lisiert. Smp. 160—-161° (unkorr., unter Zersetzung). Ausbeute 0,162 g. Nach der Analyse
handelt es sich um das Sulfon.

CBHuOBNS Ber.C 32,00 H 488 N 6,22 S14,22%
Gef.,, 32,06 ,, 500 , 6,67 , 14,09%

[Z-1-Carboxy-3-methyl-butyl-(1)]-L-S-cystein (II).

Die zur Darstellung der vorgenannten Verbindung notwendige Z-a-Brom-isocapron-
saure stellten wir aus h-Leucin und Nitrosylbromid herl). Ihre spezifische Drehung (ohne
Loésungsmittel) betrug [a]d* = —38,91°.

Die Kondensation des L-Cysteins mit Z-a-Brom-isocapronsaure wurde wie diejenige
mit a-Brompropionséure ausgefuhrt (siehe vorstehend). Die Uberfihrung der a-Brom-
isocapronsdure in ihr Bariumsalz musste wegen der geringen Ld&slichkeit der Sdure in
Wasser in der Wéarme ausgefihrt werden.

Das nach Umkristallisation aus Wasser erhaltene [Z-1-Carboxy-3-methyl-butyl-(I)]-
L-S-cystein schmolz bei 160—162° (unkorr.).

CAANS Ber.C 4595 H 7,24 N 595 S13,61%
Gef.,, 4568 ,, 7,05 , 6,67 , 14,00%
[a]5® = - 23,56° (inW assert-1 Mol NaOHpro Mol Substanz)

[Zz-1-Carboxy-3-methyl-butyl-(1)]-L-S-cystein-sulfoxyd (IV).

Das vorbeschricbene Sulfid Il wurde in 0,5-n. Natronlauge geldst, wobei wir pro
Mol Sulfid zwei Aquivalente NaOH anwandten. Hierauf oxydierte man mit H2 2in der-
selben Weise, wie dies bei der Darstellung des [<Z,Z-I-Carboxy-athyl-{l)]-r,-S-cystein-sulf-
oxyds beschrieben wurde; auch die Aufarbeitung des Ansatzes erfolgte analog. Aus 0,83 g
[Z-i-Carboxy-3-methyl-butyl-(1)]-L-S-cystein gewannen wir 0,57 g des Sulfoxyds,
Smp. 130—132° (unlsorr. unter Zersetzung).

C,HIi705NS Ber. C 43,02 H 6,77%  Gef. C 42,88 H 6,86%

[a]* = +26,81° (in Wasser)

Da dieses Sulfoxyd (infolge der Neubildung eines Asymmetriezentrums der Sulf-
oxydgruppe) ein Gemisch von Diastereomeren sein kann, haben wir es aus Wasser frak-
tioniert zu kristallisieren versucht. Dabei wurden Fraktionen von etwas verschiedenen
optischen Drehungen erhalten, doch waren sie sehr wahrscheinlich optisch nicht einheitlich.

L-S-Propyl-cysteinol (V).

L-S-Propyl-cystein2) wurde in der fir Aminosduren Ublichen Methode3) in den
Athylester Gbergefihrt, den wir ohne Destillation mit LiAlH4 reduzierten.

Tn einem 500 cm3 Kundkolben, versehen mit Rickflusskiuhler, Rihrer (Queck-
silberverschluss) und Tropftrichter suspendierte man 3,3 g LiAIH4in 180 cm3 absolutem
Ather und liess unter Rithren 11 g L-S-Propyl-cystein-athylester, geldst in 80 cm3 absolu-
tem Ather, langsam zutropfen. Nachdem man eine weitere halbe Stunde turbiniert hatte,
wurde der Uberschuss an LiAIH4 durch etwas Essigester zersetzt, hierauf das Reaktions-
produkt durch vorsichtige Zugabe von 7 cm3 1120 zerlegt, die dtherische Schicht vom

* E. Fischer, B. 39, 2929 (1906).
3) .4.Stoll & E. Seebeck, Helv. 31, 210 (1948).
3) E. Fischer, B. 34, 433 (1901).
20



300 HELVETICA CHIMICA ACTA.

Niederschlag getrennt und eingedampft. Das zuriickgebliebene Ol haben wir in Chloro-
form aufgenommen und auch den Niedersehlag mit Chloroform ausgewaschen. Die Chloro-
formausziige wurden vereinigt, filtriert und eingedampft. Hierauf hat man den dligen
Rickstand im Hochvakuum (0,03 mm) in der Kugelrohre destilliert. Das L-S-Propvl-
cvsteinol ging bei 88—95° Luftbadtemperatur Uber. Ausbeute 5,2 g.

C6H,,OXS Ber. C 48,32 H 10,0000 Gef. C 48,23 H 10,03%
[x]fe = - 28,54° (in absolutem Alkohol)

Zusammenfassung.

Aus L-Cvstein und d. ?-a-Jodpropionsdure bzw. I(—)-a-Brom-
propionsdure wurden zwei diastereomere [I-Carboxy-atliyl-(I)]-L-S-
ey,steine und aus L-Cystein und Z-a-Brom-isocapronsaure [M-Carboxy-
3-methyl-butyl-(I)]-L-S-cystein hergestellt und aus diesen Verbindun-
gen die entsprechenden Sulfoxyde bereitet. Ausserdem wurde [-S-
Propyl-cysteinol synthetisiert.

Die genannten Verbindungen besassen bei den gepruften Mikro-
organismen Kkeine antibiotische Wirkung, ebensowenig DL-Crotylgly-
cin und L-Orotylglycin.

Zirich. Chemisches Institut der Universitat.

47. Zur Kenntnis von Nitrothiazolverbindungen 111
von H. v. Babo und B. Prijs.

(26. 1. 50.)

In unserer ersten und zweiten Mitteilungl) beschrieben wir die
Darstellung der bis dahin unbekannten 2-Mtrothiazolverbindungen.
Wir unternahmen nun Versuche, um den Einfluss der Uitrogruppe auf
die Reaktivitat anderer Substituenten am Thiazolkern zu ermitteln.

Zunachst wurden die Eigenschaften von 2-Brom-5-nitrothiazol
(1V)2) untersucht und mit denen des isomeren, noch nicht beschriebe-
nen 2-Mtro-5-bromthiazols (VII11) verglichen.

Zur Darstellung des ersteren nitrierten wir zunéchst 2-Amino-
thiazol (1)3) nach Ganapathi?2) zu 2-Amino-5-nitrothiazol (11). Hierbei
konnte — vor allem bei niedriger Temperatur — ein Hebenprodukt
isoliert werden, bei dem es sich nach der Analyse um 2-Hitramino-6-
nitrothiazol (ITI)4) handeln durfte. Es verpufft bei .162°, grossere

) li. Prijs, J. Osterlag <6 //. Ertenmeyer, Helv. 30, 1200, 2110 (1947).

) K. Ganapathi <6 .1. Venkataraman, Proc. Ind. Acad. Sei. 22, A 343, 362 (1945).

3) 2-Aminothiazol bildet ein bisher in der Literatur nicht beschriebenes Monopikrat
vom Smp. 222—223° (siehe Experimenteller Teil).

4) iber das homologe 2-Nitramino-4-methyl-5-nitrothiazol mit &hnlichen Eigen-

schaften berichten E.Ochiai d- F. Nagasau-a, J. Pharmac. Soc. Japan 59, 43 (1939):
C. 1941 1, 1805.
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Mengen explodieren beim Berihren mit einem heissen Draht unter
starker Rauchentwicklung. Der Kdérper zeigt auch eine fur Nitramine
lypische Farbreaktionl).

2-Brom-5-nitrotliiazol (IV) wurde aus 2-Amino-5-nitrothiazol (I1)
nach Ganapathi oder auch nach Craig2 —durch Diazotierung in konz.
Bromwasserstoffsdure unter Zusatz von Brom ohne Verwendung von
Kupfersulfat — erhalten.

Das isomere 2-Kitro-5-bromthiazol (VIIl) gewannen wir aus 2-
Amino-5-bromthiazol (VII1), das seinerseits am besten nach J.P. Eng-
lish und Mitarbeitern3) zu erhalten ist. Die Uberfiihrung der Amino-
in die Nitrogruppe erfolgte nach dem in der 1. Mitteilung4) angegebe-
nen Verfahren. 2-Nitro-u-bromtliiazol zeigt beim Loésen in Alkali eine
intensive Rotfarbung, die beim Ansduern wieder verschwindet.

— S

;. >H 2
I X
Y
0,X S 0,X
1 LEXHNO2
TR VI
Br S Bi -— S -S
| J-XH. —=-> -X ()2 > J-NO,
X VI X IX X
. 02X S C2HB00C- - S
NJ-ch3 — > Lch WAL S
X Xl X X1 X
1
CH.COXH S X320 S HIK-XHCO | ¢
-CH3 <= \ J-ch3 .ty ¢h3
XV X XIV X Xir x

Bei unseren Versuchen mit den beiden isomeren Brom-nitrothia-
zolen gingen wir von folgenden Tatsachen aus.

Bereits im Jahre 1890 bemerkte Wohmannb), dass das Chloratom
der 2-Chlor-4-methylthiazol-5-carbonsaure sehr labil und daher leicht
hydrolisierbar ist. Spéater stellten Erlenmeyer, Buchmann & Schenkel6)

') J.Thiele <+ A. Lachmann, A. 288, 269 (1S95).

") L. C. Craig, Am. Soc. 56, 231 (1934).

3) ./. P.Engluh, J. H. Clark, ./. W. Clapp, D. Seeger <R. H. Ebel, Am. Soc. 68,
453 (1946). 4) B. Prijs, J. Ostertag <®H. Erlenmeyer, loc. cit.

5) M. Wohmann, A. 259, 277 (1890).

6) H. Erlenmeyer, P. Buchmann <G //. Schenkel, Helv. 27, 1432 (1944).
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in analogen Fallen Aktivierung des 2-stdndigen Chloratoms durch eine
5-standige Carboxylgruppe fest. Es war daher von Interesse, festzu-
stellen, ob auch der Xitrogruppe ein aktivierender Einfluss zukommt.
Daneben waére es fur die Aufklarung der Struktur des Thiazols von
Bedeutung, nachzuweisen, wieweit 2,5-substituierte mit den rezi-
proken 5,2-substituierten Thiazolverbindungen zu vergleichen sind.
Hachdem uns nun die beiden isomeren Brom-nitro-thiazole (IV und
VI1I1) zur Verfigung standen, unternahmen wir verschiedene Ver-
suche, um den Einfluss der Xitrogruppe auf die Beweglichkeit des
Bromatoms in den beiden Verbindungen festzustellen.

2-Brom-5-nitrothiazol (IV) Kess sich durch Kochen mit 25-proz.
Salzsdure zu 2-Oxy-5-nitrothiazol (V) verseifenl).

Beim Versetzen einer Lésung von 2-Brom-5-nitrothiazol (1V) mit
einer Losung von Xatriumbutylat?) trat sofort Ausscheidung der be-
rechneten Menge Xatriumbromid ein; ein analysenreines Eeaktions-
produkt konnte jedoch nicht gefasst werden.

Dagegen gelang es, aus dem 2-Brom-5-nitrothiazol (IV) durch
Umsatz mit dem Silbersalz der p-Acetylamino-benzolsulfinsdure3) das
p-Acetylaminophenyl-5-nitrothiazolyl-(2)-sulfon (V1) vom Smp. 193—
194° zu erhalten.

Die Beweglichkeit des Bromatoms im isomeren 2-Kltro-o-brom-
tixiazol (V111) scheint weit geringer zu sein. Bei Verseifungsversuchen
wurde die Substanz entweder unverdndert zuriickgewonnen oder es
trat —bei Anwendung héherer Temperaturen im Bohr —vollstdndige
Zersetzung ein.

Mit Xatriumbutylat erfolgte keine Xatriumbromidabscheidung.
Maoglicherweise tritt bei diesem Versuch Aufspaltung des Thiazolkerns
ein.

Beim Umsatz von 2-Hitro-5-bromthiazol mit einer Lésung von
Cuprocyanid in Pyridin oder einer alkoholischen Lésung von Kalium-
cyanid wurde statt des erwarteten 2-Xitrotliiazol-5-carbonséurenitrils
2-Xitrothiazol (1X)4) erhalten.

Der Labilisierung von Halogenatomen durch o- und p-stadndige
Xitrogruppen in aromatischen Systemen geht die Aktivierung von
Methylgruppen durch solche Xitrogruppen parallel. Es lag daher nahe,
als weiteres zu untersuchendes Verbindungspaar 2-Xitro-5-metliyl-
thiazol5) und 2-Methyl-6-nitrothiazol zu wéhlen. In der Absicht, zum
noch unbekannten 2-Methyl-5-nitrothiazol (X1) zu gelangen, wurde
daher die Xitrierung von 2-Metliylthiazol (X) untersucht. Es wurde

") 2-Bromthiazol l4sst sich auf diese Weise nicht zu 2-Oxythiazol verseifen (Versuche
von J . Ostertag).

-) Uber die analoge Reaktion in der Pyridinreihe vgl. H. L. Friedmann et ah, Am.
Soc. 69, 1204 (1947).

3) Org. Synth., Coll. Vol. I, S. 7.

4) Vgl. D.T. Mowry, Chem. Rev. 42, 203 (1948).
5) B. Prijs, .7. Ostertag it H. Erlenmeyer, loc. cit.
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hierbei ein Mononitroclerivat vom Smp. 131—133° erhalten. Die Aus-
beute erreichte jedoch trotz Verwendung von Kaliumnitrat in 20-proz.
Oleum oder in 100-proz. Schwefelsdure hdchstens 3—4%.

Da zu vermuten war, dass es sieh bei diesem Xitrierungsprodukt
um 2-Methyl-5-nitrothiazol (X1) handelt, wurde zu Vergleichszwecken
2-Methyl-5-acetylaminothiazol (XV) aus 2-Methyithiazol-5-carbon-
sauredthylester (X 11)1) durch Abbau nach Guriins Uber das Hydrazid
X111 und das Azid X1V dargestellt.

Wir versuchten nun, die Verbindung XV zum Vergleich durch
Hydrierung des vermutliehen 2-Methyl-5-nitrothiazols (X1) mit Raney
Xickel in Essigsdureanhydrid darzustellen, eine Methode, die uns ge-
stattete, ausgehend von anderen Xitrothiazolderivaten direkt zu den
entsprechenden Acetylaminoverbindungen zu gelangen (siehe Experi-
menteller Teil). Die Wasserstoffaufnahme erfolgte auch im Falle des
2-Methyl-5-nitrothiazols quantitativ, jedoch konnte das Reaktions-
produkt nicht analysenrein erhalten werden, da wegen der geringen
Ausbeute an 2-Methyl-5-nitrothiazol nur sehr wenig Material zur Ver-
figung stand.

W ir danken Herrn Prof. Erlenmeycr fur seine Anregung zu dieser Arbeit und seine
wertvollen Ratschléage.

Experimenteller Teil.

Pikrat von 2-Aminothiazol.

Das aus konzentrierter alkoholischer Losung gefallte, gelbe Pikrat wurde mit etwas
Alkohol gewaschen, zweimal bei 0,1 nun und 120° sublimiert und dreimal aus Alkohol um-
kristallisiert. Smp. 222—223°.

2,180 mg Subst. gaben 0,407 cm3N2 (22°, 744 mm)
C,H70,N5S Ber. N 21,27% Gef. N 21,15%

2-Brom-5-nitrothiazol (I1V).

a) Aus 2-Amino-5-nitrothiazol (11)2). 4,5 g 2-Amino-5-nitrothiazol wurden bei —5°
unter kréftigem Rihren in kleinen Portionen in 45 cm3 Schwefelséure (1:2) geldst. Dann
wurden 15 g fein pulverisiertes Kupfersulfat und 6,18 g Natriumbromid zugegeben. Das
Gemisch wurde bei 0° unter weiterem Rihren innerhalb 5 Minuten mit 2,5 g Natriumnitrit
in 6cm3Wasser versetzt und die saure Losung mehrfach ausgedthert. Die mit Natriumsulfat
getrockneten Atherausziige ergaben braunlich-weisse Kristalle, die mit Wasserdampf
destilliert und dann aus Ather umkristallisiert wurden. Man erhieltso 2,5 g 2-Brom-5-nitro-
thiazol (IV) vom Smp. 91° (Lit. 91—92°). Die Substanz kann Hautdtzungen hervorrufen.

b) Aus 2-Aminothiazol (1)2). 30 g 2-Aminothiazol wurden in kleinen Portionen unter
schnellem Rihren bei 15° in 75 cm3 konz. 112S0,, gelést. Dann wurden unter weiterem
Rihren vorsichtig 15 cm3rauchende Salpetersdure (d — 1,51) zugetropft. Nach 12 Stunden
wurde das Gemisch bei 15° unter gleichzeitigem Zusatz von 32 g Gattermann-Kupfer in eine
Lésung von 95,4 g Natriumbromid in 375 cm3Wasser gegossen. Nun wurde unter Rihren
innerhalb 20 Minuten bei 10—15“ mit einer Lésung von 25,2 g Natriumnitrit in 60 cm3
Wasser diazotiert. Es wurde sodann mit Wasserdampf destilliert und das so erhaltene
2-Brom-5-nitrothiazol (IV) im Vakuum sublimiert. Man erhielt so 33 g IV vom Smp. 90“.
Der Sublimationsriickstand bestand hauptsdchlich aus 2-Nitramino-5-nitrothiazol (I11).

>) A. Schoberl <6 M. Stock, B. 73, 1240 (1940).
2) Vgl. K. Gaimprihi & A. Venkataraman, loc. eit.
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c) Aus 2-Amino-5-nitrothiazol (IlI) nach L. C. Craigl). 2,3 g 2-Amino-5-nitrothiazol
wurden spatelweise unter Riuhren in 8 cm3 63-proz. HBr geldst. Sodann wurden 3 ¢cm3
Brom zugetropft. Nun wurde unter Kihlung mit Eis-Kochsalz innerhalb 7 Minuten mit
2,5 g Natriumnitrit, gelést in 15 cm3 Wasser, diazotiert. Das Reaktionsgemisch wurde auf
200 g Eis gegossen und dann mit Ather extrahiert. Die Atherschicht wurde mit verdiinnter
Natriumthiosulfatldsung ausgeschuttelt, getrocknet und eingedampft. Nach zweimaligem
Umkristallisieren des Ruckstandes aus Alkohol-Aceton erhielt man 1,4 g 2-Brom-5-nitro-
thiazol (IV) vom Smp. 92°.

2-Nitramino-5-nitrothiazol (1I1).

30 g reines 2-Aminothiazol (1) wurden unter Rihren und Kiuhlung mit Eis-Kochsalz
spatelweise in 80 cm3 konz. Schwefelsdure geldst. Anschliessend wurde mit 16 cm3rau-
chender Salpetersdure (d = 1,51) nitriert, wobei die Temperatur konstant bei 10° gehalten
wurde. Nach 12 Stunden wurde auf 500 g Eis gegossen. Der entstandene braune Nieder-
schlag wurde abgenutscht. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Wasser unter Zusatz
von Aktivkohle erhielt man in guter Ausbeute 2-Nitramino-5-nitrothiazol (I11) in gelben
Kristallen vom Smp. 162° (unter Verpuffung).

1.927 mg Subst. gaben 0,495 cm3 X, (20°, 741 mm)
C3H,0.,N4S Ber. X 29,47% Gef. X 29,18%

Eine Probe der Substanz wurde mit Ferrosuifatldsung versetzt und die Lésung mit
konz. Schwefelsdure unterschichtet. Nach einiger Zeit bildete sich an der Grenzflache ein
brauner Ring2).

2-Nitro-5-bromthiazol (VIII).

3,5 g 2-Amino-5-bromthiazol-hydrobrotnid (VII) vom Smp. 160° wurden in ver-
dinnter Salzsdure (4 cm3konz. HCI 4- 40 cm3 Wasser) geldst. Die Lésung wurde ziemlich
schnell unter Rihren zu einem Gemisch von 1,6 g Natriumnitrit, geldst in 60 cm3Wasser,
2 g Ivupfer(l,I1)-sulfit und 2 g Natriumhexanitrocobaltat(l11) getropft, wobei die Tempe-
ratur auf 25° gehalten wurde. Nachdem die Hélfte der Aminldsung zugegeben war, wurden
nochmals je 2 g des Cu- und des Co-Komplexes hinzugefiigt. Die Diazotierung war nach
ca. 20 Minuten beendet. Nun wurde mit etwas Aktivkohle aufgekocht und ausgeéthert.
Die Atherlosung lieferte gelbliche Kristalle, die aus Petrolather umkristallisiert den Smp.
82° zeigten.

2,87 mg Subst. verbrauchten 1,93 cm3 AgXO>(f =0,568)
CjHOjNjBrS Ber. Br 38,23% Gef. Br 38,21%

Der Nitrokdrper kann auch aus der sauren Reaktionslésung direkt durch Destillation
mit Wasserdampf isoliert werden. In konz. Natronlauge ldst er sich mit gelber Farbe, die
nach einiger Zeit nach rot umschlégt.

2-Oxv-5-nitrothiazol (V).

7 g 2-Brom-5-nitrothiazol (IV) wurden mit 175 cm325-proz. Salzséure 5 Stunden am
Riuckfluss auf 130—150° erhitzt, wobei allmé&hlich Lésung eintrat. Nach dem Erkalten
wurde mit 175 cm3 Wasser verdiinnt und dreimal mit Ather extrahiert. Aus der Ather-
16sung erhielt man 4,1 g (82% der Theorie) 2-Oxy-5-nitrothiazol (V) in gelben Kristallen,
die nach dreimaligem Umkristallisieren aus Benzol bei 136° schmolzen und sich bei 142°
zersetzten. Die Substanz kann auch bei 120° und 0,1 mm sublimiert werden.

2,9S3 mg Subst. gaben 0,498 ein3 X2 (20°, 740 mm)
C3H23N2S Ber. X 19,17%  Gef. X 18,94%

’) Loc. cit.
-) Val. 7. Thiele <m.1. Lachmann, loc. cit.
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Silber-p-acetylaminobenzolsulfinat.

Zur Lo6sung von 0,17 g Natriumcarbonat und 0,4 g reiner p-Acetylaminobcnzol-
sulfinsdurel) in 25 cm3destilliertem Wasser fligte man eine Lésung von 0,34 g Silbernitrat
in 20 cm3 destilliertem Wasser. Die entstandene Suspension wurde einige Minuten ge-
schittelt, das Silbersalz abfiltriert, mit destilliertem Wasser gewaschen und im Vakuum
bei 65° getrocknet.

p-Acetylaminophenyl-5-nitrothiazolyl-(2)-sulfon (VI).

In eine LOésung von 0,62 g reinem 2-Brom-5-nitrothiazol (1V) in 60 ein3 verdiinntem
Dioxan (35 cm3 Dioxan + 25 cm3 Wasser) wurden 0,9 g Silber-p-acetylaminobenzolsul-
finat eingetragen. Das Gemisch wurde 90 Minuten am Rickfluss zum Sieden erhitzt. Vom
entstandenen Silberbromid (0,5 g; ber. 0,55 g) wurde heiss filtriert und das Filtrat mit
Wasser verdinnt. Das ausgeschiedene gelbliche Sulfon VI wurde dreimal aus Methanol
umkristallisiert und bei 183—185°/0,1 mm sublimiert. Es schmilzt bei 193—194° unter

3,318 mg Subst. gaben 4,86 mg C02und 0,81 mg HD
3,273 mg Subst. gaben 0,368 cm3 N2 (20°, 735 mm)
CUH!O5N.S2 Ber.C40,35 H 2,77 N 12,82%
Gef. ,, 39,97 , 2,73 ,, 12,67%

2-Nitrothiazol (1X) aus 2-Nitro-5-bromthiazol (VIII).

1,3 g 2-Nitro-5-bromthiazol wurden in 12 cm3 wasserfreiem Pyridin gelost.
dunkelrote Losung wurde am Ruckfluss zum Sieden erhitzt und innert 30 Minuten wurden
0,9 g Cuprocyanid in kleinen Portionen eingetragen. Nach 2stiindigem Kochen wurde die
Losung abgekihlt und unter Ruhren in eisgekuhlte verdinnte Salzsaure (10 cm3 konz.
HCI 4 30 cm3 Wasser) eingetropft. Nun wurde mehrfach ausgeathert. Die aus der Ather-
I6sung erhaltene Substanz schmolz nach Sublimation bei 80—100°/20 mm bei 76°; Misch-
probe mit 2-Nitrothiazol (1X)2) vom Smp. 76° ebenso.

1,678 mg Subst. gaben 0,317 cm3 N2 (23°, 748 mm)
C3H2D2N2S  Ber. X 21,53% Gef. X 21,44%

2-Mcthy 1-5-nitrothiazol (X1).

Die

6,0 g 2-Mcthylthiazol (X) wurden in einem Schliffkolben mit Kihler und einem

Tropftrichter, der zu einer auf den Boden des Gefésses reichenden Kapillare ausgezogen
war, unterhalb 0° vorsichtig in 22 cm3 Monohydrat geldst. Dann wurde bei 150° innerhalb
90 Minuten eine LOsung von 40 g Kaliumnitrat in 40 cm3 Salpetersaure (d = 1,5) zu-
fliessen gelassen. Anfangs trat heftige Reaktion ein, wobei die Temperatur auf ca. 330°
stieg. Nach 12stindigom Stehen wurde mit 100 g Eis versetzt, mit Soda bis zur schwach
sauren Reaktion abgestumpft und zweimal mit Ather extrahiert. Der Atherriickstand, ein
gelbliches Ol, erstarrte beim Abkihlen zu gelblichen, scharf riechenden Kristallen. Diese
wurden in heissem Methanol gelést und die Lésung wurdemit Ather-Trockeneis abgekiihlt.
Die sich bildenden weissen Kristalle wurden schnell abgenutscht und getrocknet. Smp.
131—133°. Der Nitrokdrper kann auch aus saurer Losung mit Wasserdampf destilliert
werden und ldsst sieh bei 12 mm und 110—120° sublimieren. Auch ldsst er sich aus viel
Petrolather Umkristallisieren. Reinausbeute ca. 300 mg (4% der Theorie).
4,639 mg Subst. gaben 5,08 mg C02und 1,08 mg H&
1,790 mg Subst. gaben 0,306 cm3 X2 (22°, 737 mm)
C,HO,N2S Ber.C3333 H 279 X 19.43%
Gef. ,, 3341 , 2,60 ,19,18%
Der Nitrokdrper zeigt beim Ldsen in warmer 2-n. Natronlauge Gelbfarbung, die beim
Stehen Uber Nacht nach rot umschldgt. Die Farbe verschwindet wieder beim Neutrali-
sieren mit 2-n. Salzséure.

) Org. Synth., Coll. Vol. I, S. 7.
2) B. Prijs, J. Ostertag & H. Erlenmeyer, loc. eit.
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2-M ethylthiazol-5-carbonsdure-hydrazid (X II1).

Zu einer siedenden Lodsung von 1 g Hydrazinhydrat in 5 cm3 Methanol wurden
wéhrend 35 Minuten 2 g 2-Mcthylthiazol-5-carbonsdure-athylcstcr (X11), gelést in 6 cm3
Methanol, getropft. Nach dem Abdestillieren der flussigen Anteile im Vakuum blieben
weisse Kristalle zurick, die, aus Methanol umkristallisiert, den Smp. 159° zeigten. Aus-
beute ca. 250 mg. Das unreine Hydrazid farbt sich an der Luft rot.

5,004 mg Subst. gaben 7,02 mg C02und 1,92 mg H2
2,113 mg Subst. gaben 0,500 cm3 X2 (21°, 742 mm)
CHT70ON3S Ber.C3820 H 4,49 X 26,73%
Gef. ,, 38,28 , 4,29 , 26,82%

2-M ethylthiazol-5-carbonsdureazid (XIV).

0,5 g des Hydrazids X I11 wurden bei 0° in 10 cm3verdiinnter Salzséure'(3 cm3konz.
HCI + 7 cm3 Wasser) gelost, auf —15° abgekihlt und unter Rihren tropfenweise mit
0,3 g Natriumnitrit in 5 cm3 Wasser versetzt, wobei die Temperatur zwischen —10° und
—5° gehalten wurde. Die Lésung wurde zweimal ausgeathert; der Atherriickstand be-
stand aus weissen, pulvrigen Kristallen vom Smp. 60°. Eine Probe verpuffte bei schnellem
Erhitzen unter Gasentwicklung und Bildung eines roten Ols. Die Substanz wurde ohne
weitere Reinigung weiterverarbeitet.

2-Methy 1-5-acetylaminothiazol (XV).

0,2 g des Azids X1V wurden in einer Mischung von 1,5 g Eisessigund 6 g Essigsaure-
anhydrid geldst und die Lésung 2 Stunden am Rickfluss zum Sieden erhitzt, wobei sie sich
intensiv braun farbte. Nach Abdestillieren der Ldsungsmittel im Vakuum verblieb ein
braunes Ol, das beim Abkiihlen in Eis-Kochsalz zu Kristallen erstarrte. Diese wurden in
etwas heissem Wasser aufgenommen, die Lésung zum Sieden erhitzt, filtriert und zur
Trockne eingedampft. Der Rickstand wurde aus Benzol-Petrolather umkristallisiert. Smp.
141—143°.

3,580 mg Subst. gaben 6,081 mg C02und 1,628 mg H20
C6H8ON2S Ber. C40,15 H 5,16% Gef. C 46,35 H 5,09%

Acetylierende Hydrierung von Nitrothiazolverbindungen.

450 mg reines 2-Nitro-5-methylthiazoll) vom Smp. 60°, geldst in 30 cm3 Essigsdure-
anhydrid, wurden bei Zimmertemperatur mit Ifauey-Nickel hydriert. Die Wasserstoff-
aufnahme (235 cm3; ber. 240 cm3) war nach 40 Minuten beendet. Der Katalysator wurde
durch Zentrifugieren abgetrennt und die Lésung im Vakuum zur Trockne eingedampft.
Der Riickstand wurde in Methanol geldst. Nach 12 Stunden wurden die erhaltenen Kri-
stalle, die noch Spuren von Nickelsalzen enthielten, in absolutem Alkohol gel6st und 15
Minuten mit Aktivkohle gekocht. Beim Einengen und Abkihlen der filtrierten Ldsung
fielen weisse Kristalle aus, die, noch zweimal aus absolutem Alkohol umkristaliisiert, bei
224° schmolzen (Smp. des bekannten2) 2-Acetylamino-5-methylthiazols 224°).

Das 2-Acetylamino-5-methylthiazol bildet in methylalkoholischer Ldsung ein
Pikrat, das zweimal aus Alkohol umkristallisiert wurde; Smp. 187°.

3,742 mg Subst. gaben 0,608 cm3 N2 (23°, 729 mm)
CI2HuO8N5S  Ber. N 18,23% Gef. N 17,97%

Aus 2-Nitrothiazol (IX) erhielt man in &hnlicher Weise 2-Acetylaminothiazol vom

Smp. 202°.

Die Mikroanalysen verdanken wir z.T. dem mikroanalytischen Laboratorium der
CIBA Aktiengesellschaft (Dr. H. Oysd), z.T. dem mikroanalytischen Laboratorium der
Chemischen Anstalt.

1) B. Prijs, J. Ostertag <CH. Erlenmeycr, loc. cit.
2) F. Nagasaan, J. pharmac. Soc. Japan 60, 219 (1940); C. 1941 11, 199.
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Zusammenfassung.

Es wurde 2-Nitro-5-bromthiazol synthetisiert und die Eigen-
schaften und Reaktionen dieses Kdrpers wurden mit denjenigen des
isomeren 2-Brom-5-nitrothiazols verglichen. Ferner wurde 2-Methyl-
5-nitrothiazol dargestellt und andererseits durch Abbau der 2-Methyl-
thiazol-5-carbonséure 2-Methyl-5-acetylaminothiazol gewonnen.

Universitat Basel, Anstalt fir anorganische Chemie.

48. Die Konstitution der Sennoside.
6. Mitteilung Uber Anthraglykosidc
von A. Stoll, B.Becker und A. Helfensteinf.
(31. 1. 50.)

A. Kinlcituiij|.

In unserer 3. Mitteilung Uber Anthraglykosidel) beschrieben wir
die Isolierung und die Eigenschaften der Sennoside A und B, der
HauptWirkstoffe der Folia Sennae. In einer weiteren Mitteilung?2) be-
richteten wir Uber die Bestimmung des Molekulargewichtes der Sen-
noside. Da diese und ihre Aglykone, die Sennidine A und B, sich als
solche fur eine Molekulargewichtsbestimmung nicht eigneten, ermit-
telten wir die Molekulargewichte an Hand von Derivaten, von Estern
und Athern der Glucoside und der Aglykone, wobei uns die Methode
der isothermen Destillation nach Barger-Signer gute Dienste leistete.
Die damit gewonnenen Resultate lieferten den Beweis fur die bimole-
kulare Struktur der Sennoside und ihrer Aglykone und gestatteten
uns die Aufstellung der Bruttoformeln C42HMO fur die beiden iso-
meren Sennoside und von C30H 18010 fir die beiden Sennidine.

Vor kurzem berichteten wir in der 5. Mitteilung dieser Reihe3)
Uber die Stellung des Zuckers in den Sennosiden. Durch Vergleich der
Acetvlierungs- und Methylierungsprodukte der Sennoside A und B
und ihrer Aglykone stellten wir zunéchst fest, dass in den Glucosiden
die D-Glucose mit einem a-Hydroxyl des Anthracengeristes verknipft
sein muss. Das bei der Oxydation der Dimethylather-diester der Sen-
noside A und B erhaltene Anthrachinonderivat war identisch mit dem
totalsynthetisch hergestellten I-Methoxy-8-oxy-anthracliinon-3-car-

b A. Stoll, B. Becker & W. Kussmaul, Helv. 32, 1892 (1949).

2) A. Stoll & B. Becker (4. Mitteilung), Festschrift Prof. P. Casparis, Bern, S. 221,
Schw. Apoth.-Verein, Zirich 1949.

3) A. Stoll (6 B. Becker, Festschrift Prof. J. B. Wibaut, Amsterdam, R. 69 (1950),
im Druck; vgl. auch .4. Stoll, Suppl. Bl. Soc. Chim. Biol. Nr. 11—12, p. 41—62 (1948).
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bonsdure-methylester. Damit war der Beweis erbracht, dass in beiden
Sennosiden der Zuckerrest mit der 8-Oxygruppe des Antliracen-
gerustes verbunden ist.

Durch die vorliegende Arbeit ist: es mdglich geworden, die Struk-
turformel der Sennoside aufzustellen und diese durch Synthese zu be-
statigen.

D. Die reduktive Spiiltuni) der Sennoside und der Sennidinc.

In fritheren Mitteilungen dieser Reihe zeigten wir, dass die Senno-
side sich von einem im Antlirachinonkern reduzierten Rhein ableiten,
Uber dessen Oxydationsgrad wir aber keine genaueren Angaben
machen konnten. Versuche, die qualitativ leicht durchfuhrbare Oxy-
dation zur Anthrachinonstufe quantitativ zu gestalten, fihrten nicht
zu reproduzierbaren Resultaten, weshalb wir das Verhalten der Senno-
side bei der Einwirkung von Reduktionsmitteln untersuchten und da-
bei hofften, den Verbrauch an Reduktionsmitteln bis zur Anthracen-
stufe erfassen zu kénnen. Das Ergebnis war Uberraschend: selbst unter
sehr milden Bedingungen, z. B. bei katalytischer Hydrierung mit
Palladium bei Zimmertemperatur, zerfallt die Sennosidmolekel unter
Aufnahme von 1 Mol Wasserstoff in zwei gleiche Hé&lften; das ent-
stehende neue Glucosid mit halbem Molekulargewicht, das sich unter
bestimmten Bedingungen kristallisieren lasst, musste auf Grund seiner
Eigenschaften und seiner Entstehungsweise ein 8-Glucosido-rheinan-
thron (111) sein. Auch sein ebenfalls kristallisierbares Aglykon zeigte
alle Eigenschaften eines Anthrons; so farbte sich seine Ldsung in Al-
kali bei Luftzutritt rasch rot, im Gegensatz zu den Sennidinen, die ja
erst beim Erhitzen mit einem Oxydationsmittel die Borntréager-Reak-
tion zeigen. Beim Ublichen Acetylieren mit Essigsdureanhydrid in Py-
ridin und Verestern der Oarboxylgruppe mit Diazomethan erhielt man
einen gut Kkristallisierenden Triacetoxy-anthracen-3-carbonsdure-me-
thylester (1V), dessen Elementaranalyse und Molekulargewichtsbe-
stimmung, zusammen mit der grellen Fluoreszenz im Ultraviolett,

HO O OH HO OH
CH, '

" -COOH , ,—COOH
‘'chVv

OCOCH,
CoHuOs O 0 OH

c;y -¢c °°H N N - cooch,

111 ’ v
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den Beweis fur die Anthranolstruktur der erhaltenen Verbindung er-
brachten.

Die Frage, ob die durch reduktive Spaltung der Sennoside erhalte-
nen Rheinanthronderivate sich vom 9- oder 10-Anthron, (T) oder (I1),
ableiten, konnte, wie in Abschnitt D gezeigt wird, eindeutig im Sinne
von Formel I entschieden werden.

Ein weiteres wichtiges Resultat lieferte die reduktive Spaltung
durch die Feststellung der Identitat der Spaltstiicke aus Sennosid
A und B; so zeigten die durch Reduktion aus beiden Sennosiden
gewonnenen Anthronglucosidpréparate z. B. auch die gleiche optische
Drehung.

Da bei der katalytischen Hydrierung neben der reduktiven Spal-
tung noch wasserstoffverbrauchende Nebenreaktionen liefen, betrug
die Gasaufnahme gewdhnlich .1,2—1,5 Mol. Durch Verwendung von
Natriumdithionit als Reduktionsmittel gelangten wir nicht nur zu
einer bequemen préparativen Reduktionsmethode, sondern es gelang
uns auch, die Wasserstoffaufnahme scharfer quantitativ zu verfolgen,
indem wir in Anlehnung an die Versuche von 0. Warburyl) die C02-
Menge massen, die sich aus Natriumhydrogencarbonat durch das bei
der Reduktion entstehende Natriumhydrogensulfit entwickelte. Der
Wasserstoffverbrauch lag zwischen 0,9—1,05 Mol pro Mol Sennosid,
bei einer Ausbeute von 75—85% kristallisiertem Anthron-glucosid.

Zur Bestatigung dieser Befunde unterwarfen wir auch die
Methylester der Sennoside A und B, die wir durch Entacetylieren der
entsprechenden Deca-acetyl-ester2) gewonnen hatten, der Reduktion
mit Natriumdithionit. Die erhaltenen monomolekularen 8-Gllcosido-
rheinanthron-methylester waren in allen ihren Eigenschaften, wie
Schmelzpunkt, Loslichkeit, Drehwert und Molekulargewicht iden-
tisch. Durch saure Hydrolyse entstand daraus der Rheinanthron-
methylester, der beim Acetylieren in Essigsdureanhydrid/Pyridin den
schon erwdhnten Triacetoxy-anthracen-carbonsdure-methylester (1V)
lieferte.

Auch die Einwirkung von Natriumdithionit auf eine wasserige
Losung der Sennidinsalze fuhrte in glatter Reaktion zum Rhein-
anthron, das wiederum als Triacetylverbindung (1V) identifiziert
wurde.

Nach diesen Versuchen kénnen in den Sennidinen die beiden
Rkeinanthronmolekeln (I) entweder direkt, d. li. durch eine —C—C—
Bindung, oder Uber eine —O— oder —O—O—Briicke miteinander ver-
bunden sein3). Andere Mdoglichkeiten kommen nicht in Frage, da von

’) 0. Warburg, ]V. Christian et A. Griese, Bioch. Z. 282, 191 (1935); vgl. P. Karrer
und Mitarbeiter, Helv. 20, 57 (1937).

2) 4. Mitteilung, 1 c.

3) Vgl. A.Stott, Suppl. BIl. Soc. Chim. Biol. No. 11—12, S. 41—62 (1948).
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den beiden sonst noch denkbaren Verkntipfungsstellen bei den Senno-
siden das Hydroxyl am C1 nachweisbar frei liegt, wadhrend dasjenige
am 0 8 durch den Zucker besetzt ist.

Bei der Annahme einer —O—Brucke (Va), d. h. einer einfachen
Atherbindung, wiirde die Molekel unsymmetrisch, kénnte aber bei
einer reduktiven Aufspaltung trotzdem zwei identische Héalften lie-
fern, da ja Anthron und Anthranol tautomer reagieren. Es ist be-
kanntl), dass Arylather des Benzylalkohols, im einfachsten Fall also
Phenyl-benzylather, bei Zimmertemperatur in Gegenwart von Palla-
dium katalytisch unter Aufnahme eines Mols Wasserstoff glatt in
Phenol und Toluol gespalten werden, also unter Bedingungen, bei de-
nen auch die Sennoside zerfallen. Gegen die Annahme einer einfachen
Atherbriicke spricht aber die Resistenz der Sennidine beim Erhitzen
mit starken S&uren, z. B. konz. Salzsdure. Auch ist es uns nie ge-
lungen, irgendein ,,unsymmetrisches* Derivat, bei dem der durch die
Bricke nicht beanspruchte zweite Anthronsauerstoff bzw. dessen
Enol in Reaktion getreten wére, zu fassen.

0 0
AW
INVAR
0 0
0
/\/\
IV \ vV V 0
Va Vb /v \ Ve

Die wenigen in der Literatur beschriebenen Substanzen mit einer
Brickenbindung aus zwei Sauerstoffatomen (Vb)2 zeigen keinerlei
Peroxydcharakter und verhalten sich fast wie normale Ather; durch
Reduktionsmittel werden sie unter Aufnahme von einem Mol Wasser-
stoff in symmetrische Hé&lften gespalten. Gegen S&uren sind solche
Verbindungen jedoch sehr empfindlich, so dass die Annahme einer
—O—0O—DBricke im Formelbild der Sennidine unwahrscheinlich ist.

Stabilitdt gegentiber S&dureeinwirkung ist hingegen bei einer
—C—C—Bindung (Vc) sicher zu erwarten, ihre Aufspaltung durch
Wasserstoff aber auf den ersten Blick schwierig zu erklaren. Schon
Eder3) hat fur den ,,.Dehydro-emodin-anthranol-monomethylather*

*) Vgl. A. Liitiringhaus, Z. angew. Chem. 51, 915 (1938).

2) A.v. Baeyer, B. 33, 3387 (1900); R.Pummerer <0 A. Rieche, B. 59, 2161 (1926);
St. Goldschmidt. B. 55, 3194 (1922).

3) R. Eder <6F. Hauser, Areh. Pharm. 263, 436 (1925).
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aus Chrysarobin. eine Formel vom Typ des Dihydro-dianthrous (Via)
bzw. Dianthranols (VIb) diskutiertl), doch war er der Ansicht, wohl
auf Grund der irrtimlichen Angaben von Eckert?), dass solche Ver-
bindungen durch Wasserstoff nicht spaltbar seien.

0 OH
A A A
| i
r & f)
Vz \/\y
Via 0 VIb OH

Barnett3) beschrieb hingegen eine gute Darstellungsmethode des
(monomolekularen) Anthrons durch Reduktion des Dihydro-dian-
throns mit Zinn in Eisessig, Salzsdure und Platinchlorid als Katalysa-
tor. Wir wandten eine von Perhin4) fir die Reduktion von Anthrachi-
nonen zu Anthronen ausgearbeitete Methode (mit Zinnchlorur in Eis-
essig/Salzséure, ohne Katalysator) auch auf Dihydro-dianthron an
und erhielten ebenfalls Anthron. Sogar mit Zink in Eisessig gelang uns
die Sprengung der —0—C—Bindung des Dihydro-dianthrons, wobei
wir aus dem erhaltenen Gemisch von Reduktionsprodukten mit Hilfe
eines Aluminiumoxyd-Chromatogramms ca. 30% Anthracen isolieren
konnten.

Grundsatzlich war somit die Aufspaltbarkeit der —C—C—Bindung
durch Reduktionsmittel bewiesen, aber es galt noch zu erklaren, wes-
halb die Spaltung der Sennidine mit ausgesprochen milden Reduk-
tionsmitteln gelingt, wahrend fir die Spaltung von Dihydro-dian-
thron viel energischere Bedingungen notwendig sind. Die vergleichen-
de reduktive Spaltung einer Reihe von Sennidinderivaten gab dar-
tber Aufschluss.

LI'-Dimethyl-sennidin-dimethylester, mit einem freien a-Hy-
droxyl pro Anthronrest, liess sich wie das unsubstituierte Sennidin
mit Wasserstoff in Gegenwart von Pd-Katalysator reduktiv zum 1-
Methyl-rheinanthronester aufspalten; 1,1, 8, S'-Tetramethyl-sennidin-

*) Es sei hier daran erinnert, dass nach K. H. Meyer, A. 379, 39 (1911) Anthron
und Anthranol tautomer reagieren, Dianthron (heute als Dihydro-dianthron bezeichnet,
wahrend die Bezeichnung Dianthron fur die friher unter dem Namen ,Bianthron“ be-
schriebene Substanz verwendet wird) und Dianthranol dagegen nicht, da sie sich nur durch
starkere chemische Eingriffe ineinander Uberfiihren lassen. Fir Dihydro-dianthron wird
auch die Bezeichnung 10,10’-Bianthronyl verwendet, vgl. Elsevier’s Encyclop. Vol. 13, 766.

2) .4. Eckert CA. Ho/mann, M. 36, 497 (1915).

3) E. de B. Barnett £ M m-4. Matthews, Soc. 123, 380 (1923).

4) E.J.Cross £ A. C. Perkin, Soc., 1930, 292.
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dimethylesterl) hingegen blieb unter &hnlichen Bedingungen, wie
auch bei der ublichen Einwirkung von Hatriumdithionit, unverandert.
Selbst bei dreifacher Beaktionszeit und Steigerung der Temperatur
wurden noch gegen 80% Ausgangsmaterial zurickgewonnen. Erst
bei der Einwirkung von Zink in siedendem Eisessig, unter Bedingun-
gen also, bei denen auch das unsubstituierte Dihydro-dianthron ge-
spalten wird, erfolgte reduktive Spaltung unter Bildung von 1,8-Di-
methyl-rheinauthron-methylester. Auch der 1,1',8,8"-Tetra-acetyl-
sennidin-dimethylester?) blieb bei der katalytischen Hydrierung mit
Pd in Eisessig unverdndert; er wurde auch durch Hatriumdithionit in
essigsaurer Losung bei 65°3) nicht reduziert, dagegen gelang auch bei
dieser bimolekularen Verbindung die reduktive Spaltung mit Zink in
siedendem Eisessig.

Voraussetzung fur eine Spaltung unter milden Bedingungen bil-
det somit das Vorhandensein von mindestens einer freien Hydroxyl-
gruppe in a-Stellung des Anthronkerns; sind beide a-Hydroxyle blok-
kiert und die Molekel damit dem Dihydro-dianthron-Modell &hnlich,
so erfolgt eine Sprengung der —C—C—Bindung nur unter schéarferen
Bedulttionsbedingungen. Die Lucke in der Beweiskette der reduktiven
Spaltung liess sich also weitgehend schliessen, und damit war fir die
Sennoside die Formel (VII) vom Typ des Dihydro-dianthrons (10,10°-
Bianthronyl) und die reduktive Spaltung nach folgendem Schema
sehr wahrscheinlich gemacht.

CHj.0.-O 0 OH

CeHiA-0 0 OH

C. Die Meso-Verbinduiiijen.

Der endgiltige Beweis fur die —C—C—Bindung war erbracht, als
es gelang, kristallisierte Derivate herzustellen, bei denen beide meso-
Sauerstoffe Acetylgruppen tragen. Damit war jede Mdglichkeit einer
Atherbindung zwischen den beiden Halften der Sennosidmolekel aus-
geschlossen.

Mit Essigsdureanhydrid in Gegenwart von etwas Schwefelsdure
gewonnene Tetra-acetyl-Produkte der Sennidine sind bereits in der
5. Mitteilung (loc. cit.) beschrieben worden; die vier Acetylgruppen

1) 4. Mitteilung, 1 c. 2) 5. Mitteilung, 1 c.
3) K. Zahn, B. 67, 2063 (1934).
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besetzen die vier a-Stellungen, wéhrend die meso-Sauerstoffatome
nicht reagiert haben. Beim Umsatz der Sennidine und ebenso auch
der Tetra-acetyl-sennidine mit Essigsdureanhydrid in Pyridin dagegen
bildete sich eine Hexa-acety]-Verbindung, indem offenbar unter der
Einwirkung des Pyridins eine Enolisierung und damit die Acetylie-
rung der entstandenen meso-Hydroxyle eintrat. Auch in diesem Fall
konnte Analogie zum Verhalten von Dihydro-dianthron festgestellt
werden, denn dieses lasst sich in Essigsdureanhydrid/Schwefelsaure
ebenfalls nicht acetylieren, dagegen gelingt die Acetylierung zum
Dianthranol-diacetat beim Umsatz mit Essigsdureanhydrid in sieden-
dem Pyridin.

Die Bildung der Hexa-acetyl-Verbindung der Sennidine ist also
mit einer Umwandlung des chinoiden in das benzoide Ringsystem
verknupft, was mit einer stark gesteigerten Fluoreszenz und vermehr-
ter Sauerstoffempfindlichkeit einhergeht. Durch Verestern der Carbo-
xylgruppen kann die Stabilitat allerdings betrachtlich erhéht werden.

Die Hexa-acetyl-Verbindungen aus Sennidin A und aus Senni-
din B erwiesen sich ubrigens als identisch. Diese fur die Konstitu-
tionsaufklarung wichtige Feststellung versuchten wir noch an einem
weiteren Sennidinderivat zu erhéarten, indem wir die meso-Diacetyl-
verbiiulung der Tetra-methyl-sennidin-diniethylesterl) herstellten.
Unter (blichen Bedingungen trat keine Reaktion ein, ganz in Uber-
einstimmung mit vergeblichen Aeetylierungsversuchen, die Perkin2)
mit Tetramethoxy-dihydro-dianthron unternahm. Erst durch viel-
stiindiges Erhitzen der Substanz in einem Pyridin-Essigsdureanhy-
drid-Gemisch gelang es uns schliesslich, die durch die a-Methoxy-
gruppen offenbar stark erschwerte Enolisierung zu erzwingen und da-
mit wenigstens einen Teil des Ausgangsmaterials in die meso-Diacetyl-
verbindung zu verwandeln. Der Tetramethyl-9,9'-diacetyl-sennidin-
dimethylester aus Sennidin A, wie auch die entsprechende Verbindung
aus Sennidin B, die im ultravioletten Licht wiederum grelle Fluores-
zenz zeigten, erwiesen sich in allen ihren Eigenschaften als identisch.

Wir priften nun das Verhalten dieser meso-Acetylverbindungen
gegenliber Reduktionsmitteln und fanden sie erwartungsgemass vollig
stabil gegeniiber katalytisch erregtem Wasserstoff, Katriumdithionit
und auch gegentber Zink in Eisessig. Erst unter den scharfen Be-
dingungen der Reduktion nach Perkin (loc. cit.) zerfielen diese ben-
zoiden Verbindungen unter gleichzeitiger Spaltung aller Ester- und
Athergruppen, d. h. sowohl aus dem Hexa-acetyl-sennidin-dimcthyl-
ester (VIII) als auch aus dem Tetramethyl-meso-diacetyl-sennidin-
dimethylester (1X) entstand unsubstituiertes Rheinanthron. Die Pa-
rallelitdit mit dem Verhalten der Modellsubstanz ist auch bei dieser

*) 4. Mitteilung, 1 c.
2) G.F. Allree 6 A.G Perkin, Soc. 1931, 144.
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Reaktion eine vollstdndige, wird docli Dianthranol-diacetat durch
Zink in Eisessig ebenfalls nicht angegriffen, wohl aber bei der Reduk-
tion nach Ferkin, bei der sich unter entsprechender Eliminierung der
meso-Acetylgruppen das einfache Anthron bildet.

o-coch3
R <0 0-R
i HO 0 OH
L, JI J—CO00CH3 | |
VIl R COCH; V X X Red. AN AN
[X R :=CH. ” » 2 1 ! i
| x OOOOH;, XA XCHX'y
\/ Iy 0
) O-R
OmCOCH.,,

1). Die Stelluiifi des Antlironsaucrstofis.

Unseres Wissens sind bisher weder 9- noch 10-Anthrone des Rheins
in der Literatur beschrieben worden. Die Reduktion eines Oxyanthra-
chinons zum Anthron wird wohl am h&ufigsten mit Zink in Eisessig
vorgenommen, l&sst sich aber auch mit einer Reihe anderer Reduk-
tionsmittel durchfihren. Ob dabei der Sauerstoff jeweils in 9- oder in
10-Stellung entfernt wird, muss von Fall zu Fall zu entscheiden ver-
sucht werden.

Run haben A. G. Perlcin und Mitarbeiter in einer Reihe von Ar-
beitenl) gezeigt, dass sich bei der Reduktion von a-Oxy-anthraehi-
nonen unter bestimmten Bedingungen die Reduktion so steuern lasst,
dass wahlweise 9- oder 10-Anthrone erhalten werden. Rach Perkin
bildet jede freie a-Oxygruppe mit dem benachbarten Keto-Sauerstoff
einen Chelatring und schitzt ihn dadurch vor der Einwirkung des
Reduktionsmittels, d. h. es wird das der a-Oxygruppe entfernter lie-
gende Sauerstoffatom herausreduziert. Wird nun aber das oc-Hydroxyl
durch Acetylierung verschlossen und damit die Chelatbildung verun-
maglicht, so fallt der Reduktionsschutz weg. In diesem Falle wird der
Sauerstoff, welcher der acetylierten Hydroxylgruppe benachbart ist,
herausreduziert, unter gleichzeitiger Abspaltung der Acetylgruppe,
wobei das isomere unsubstituierte Anthron entsteht. Die Reduktion
von Rhein, d.h. 1,8-Dioxy-anthrachinon-3-carbonsdure musste also
unter den von Perkin angegebenen Bedingungen ein 9-Anthron (I),
die Reduktion von Diacetylrhein ein 10-Anthron (11) liefern. Es wur-
den tatsdchlich zwei verschiedene Anthrone erhalten, die wir als Tria-
eetyl-methylester charakterisierten. Das 9-Antliron sowie der dar-
aus hergestellte .1,8,9-Triacetoxy-anthracen-3-carbonsaure-methyl-

1) z. B. Soc. 1930, 292.
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ester (1V) erwiesen sicli mit den aus den Sennosiden erhaltenen ent-
sprechenden Verbindungen identisch, womit die Formel (VII) der
Sennoside und aller davon abgeleiteten Verbindungen bestatigt ist.

Es schien uns angezeigt, die Konstitution der beiden erhaltenen
Rhein-antlirone noch auf einem dndern Wege zu tberprifen. Bekannt-
lich lassen sich a-Oxyanthrachinone nur schwer alkylieren. C. Ch'aebel)
hat gezeigt, dass diese Erschwerung durch die benachbarte meso-Keto-
gruppe bedingt ist; wird durch Reduktion zum Anthron ein meso-
Sauerstoff entfernt, so lassen sich die a-Hydroxyle, sofern sie nicht
dem zweiten meso-Sauerstoff benachbart sind, mit Dimethylsulfat und
Alkali glatt methylieren. Wir haben bereits frither gezeigt2), dass sich
die Sennidine in Dioxanlésung mit einem grossen Uberschuss von
Diazomethan trotz der benachbarten Ketogruppe in a-Stellung me-
thylieren lassen, doch war anzunehmen, dass unter gleichen Bedin-
gungen bei den einfachen Anthronen des Rheins die von Graebe fest-
gestellte Erschwerung der Alkylierung durch die benachbarte Keto-
gruppe starker in Erscheinung treten werde. Das 9-Anthron (I) sollte
sich also schwerer methylieren lassen als das entsprechende 10-
Anthron (I11). Die unter gleichen Bedingungen durchgefiihrte Alkylie-
rung der beiden Anthrone mit Diazomethan in Dioxan lieferte in bei-
den Féllen ein Gemisch verschiedener Alkylierungsstufen, aus denen
sich nach der mit Chromsaure in Eisessig durchgefihrten Oxydation
mit Hilfe der chromatographischen Adsorptionsanalyse sowohl 1,8-
Dimethyl-rhein-methylester als auch 1-Methyl-rhein-methylester iso-
lieren liessen. Aus 10-Anthron wurde in wiederholten Versuchen regel-
maéssig drei- bis viermal mehr Dimethylverbindung isoliert als aus
9-Antliron, was mit unserer Annahme im Einklang steht.

E. Die liezieliunfj zwischen Sennositl A und Scnnosid B.

Koch ungeklart blieb schliesslich die Frage, inwiefern sich Senno-
sid A und Sennosid B voneinander unterscheiden. Ein Vergleich von
Derivaten der beiden Glucoside zeigt, dass sie in ihren Eigenschaften,
z. B.im Aussehen, in der Léslichkeit, in der Lage des Schmelzpunktes,
in der Haltbarkeit usw. sehr dhnlich sind. Ein exakter Vergleich aber
lasst doch unverkennbare Unterschiede hervortreten, indem die B-
Verbindungen z. B. etwas hdher schmelzen, schwerer 16slich sind und
besser kristallisieren als die entsprechenden A-Derivate. Sohmelz-
punktsvergleiche sind bei den Sennosiden und ihren Derivaten aller-
dings nicht sehr aufschlussreich, da es sich nicht um eigentliche
Schmelzpunkte, sondern durchwegs um Zersetzungspunkte handelt,
deren Hohe von der Geschwindigkeit des Erhitzens beeinflusst wird.

Die Formel X zeigt, dass die Sennidine in 10- und in 10"-Stellung
je ein asymmetrisches C-Atom aufweisen und sich somit aus zwei

h A. 349, 223 (1906). 2) 4. Mitteilung, 1 c.
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strukturidentischen asymmetrischen Systemen zusammensetzen. Es
sind also theoretisch vier Isomere mdglich: eine (+)- und eine (—)-
Form, ein Eacemat und eine Mesoform.

HO O OH

Eine Untersuchung der Sennidine und ihrer Derivate im polari-
sierten Licht, die friher nur an einigen Vertretern der besser kristalli-
sierenden B-Beihe vorgenommen worden war, ergab tatsadchlich eine
stark positive Drehung von Sennidin A und seinen
Derivaten, wahrend Sennidin B und seine Abkdmmlinge keinerlei
Drehung des polarisierten Lichtes aufweisen.

In der chemischen Literatur sind mehrere aus Drogen isolierte
Verbindungen, bei denen man Dihydrodianthron-Struktur vermutete,
beschrieben, deren Konstitution ebenfalls optische Aktivitat erwarten
liesse. Als Beispiel sei das Ararobinol genannt, dem Ederl) die Konsti-
tution eines 3,3'-Dimethyl-1,8,I",8'-tetraoxy-10,10'-bianthronyls zu-
schreibt. Als weiteres Beispiel erwdhnen wir den ebenfalls von Ederl)
untersuchten ,,Dehydro-emodin-anthranol-monomethylathcr, die
6,6"'-Dimethoxy-Verbindung des Ararobinols. Eine optische Aktivitat
wurde bei diesen Verbindungen bis jetzt nie festgestellt, wofir folgende
Beobachtung vielleicht eine Erklarung liefert: Optische Aktivitat
wurde von uns erstmals an einem amorphen Sennidin-A-Préparat
festgestellt; bei wiederholtem Umkristallisieren aus organischen
Losungsmitteln, wie z. B. Eisessig oder Ather, sinkt der Drehwert
rasch, so dass schliesslich optisch inaktive Préparate entstehen. Bei
den in der Literatur beschriebenen Derivaten des 10,10'-Bianthronyls
handelt es sich um kristallisierte Stoffe; die Mdéglichkeit ist daher nicht
von der Hand zu weisen, dass eben durch das Umkristallisieren ur-
springlich optisch aktive Verbindungen racemisiert worden sind.

Unter Berucksichtigung all dieser Uberlegungen ist der Unter-
schied zwischen Sennidin A und Sennidin B rein stereochemisch be-
dingt; Sennidin A stellt dann die optisch aktive rechts-
drehende Form, Sennidin B die intramolekular kompen-
sierte Mesoform dar. Wéare Sennidin B ein Eacemat, so musste

') R. Eder <€F. Hauser, Arch. Pharm. 2S3, 436 (1925).
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Sennosid B als Verbindung eines Racemates mit n-Glucose in d-G1u-
cosido-(+)-sennidin (d. li. Sennosid A) und D-Glucosido-(—)-sennidin
zerlegbar sein. Sennosid B erwies sich aber unter allen bisher gepriften
Versuchsbedingungen als einheitlichl).

In voller Ubereinstimmung mit dieser Formulierung stellt das
Verschwinden der optischen Aktivitdt bei der reduktiven Spaltung
von Sennidin A sowie die Identitdt der monomolekularen Spaltstiicke
aus Sennosid A und aus Sennosid B, da mit dem Wegfall der optischen
Asymmetrie am Clo-Atom nur noch die durch den Zucker bedingte
Drehung in Erscheinung tritt. Auch die ldentitdt der Hexa-aeetyl-
sennidine A und B (VIII) und diejenige der Tetramethyl-9,9'-dia-
cetyl-sennidine A und B (1X) l&sst sich nun zwanglos erklaren, indem
bei der Umwandlung des cliinoiden in das benzoide Ringsystem die
Asymmetriezentren verschwinden, so dass A- und B-Derivate iden-
tisch werden.

Damit ist es u. W. zum ersten Mal gelungen, in der fur Pharmazie
und Medizin wichtigen Kdrperklasse der Antliraglykoside ein optisch
aktives Aglykon aufzufinden. Wir halten es wolil fir mdglich, dass
Sennidin A nicht einen Einzelfall, sondern einen Prototyp optisch ak-
tiver Verbindungen mit Dihydro-dianthron-Struktur darstellt.

F. Synthesen.

In den vorhergehenden Abschnitten ist der Beweis fur die Dihy-
dro-dianthron-Struktur der Sennidine erbracht worden. Es lag des-
halb nahe, nach den bekannten Methoden der Dihydro-dianthron-
Synthese die Darstellung der Sennidine zu versuchen. Xach der klas-
sischen Vorschrift von Dimroth2) gewinnt man Dihydro-dianthron
durch milde Oxydation von Anthron mit Eisen(lll)-chlorid in Eis-
essig. Diese Methode versagt haufig3) bei substituierten Anthronen,
sei es, dass diese nicht angegriffen werden, sei es, dass die Oxydation
bis zu Chinonen fortschreitet. Die Oxydation des 9-Rheinanthrons mit
Eisenchlorid gelang wohl, doch lag die Ausbeute an dem als Tetra-
acetyl-dimethylester isolierten Sennidin unter 10%. Bei der Oxyda-
tion des stabileren 1,8-Dimethyl-rheinanthron-methylesters dagegen
konnten wir Tetramethyl-sennidin-dimethylester in einer Ausbeute
von 50—60% der Theorie gewinnen.

*) Bei der Aufarbeitung grésserer Mengen von Fabrikations-Mutterlaugen gelang es
einmal, eine kleine Menge eines schwach drehenden Glucosids zu isolieren, das bei der
Spaltung ein stark linksdrehendes Aglykon lieferte, dessen Tetra-acetyl-dimethylester
(Smp. 210—215°) den Drehwert [a]f? = ca- - 210° (in Chloroform) aufwies. Diesem Senno-
sid lag daher vermutlich das optisch aktive linksdrehende Sennidin zugrunde. Ob das
Glucosid schon in der Droge enthalten war oder erst im Laufe der Aufarbeitung durch
partielle Racemisierung entstanden ist, kann auf Grund dieser einmaligen Beobachtung
nicht entschieden werden.

2) O. Dimroth, B. 34, 219 (1901).

3) Siehe z. B. Attree < Perkin, 1lc.



324 HELVETICA CHIMICA ACTA.

Im Bestreben, weitergehende Oxydationen zu verhindern und so
die Ausbeute an Dehydrierungsprodukt durch ein genau begrenztes
Angebot von Sauerstoff zu steigern, verwendeten wir zur Dehydrie-
rung gasféormigen Sauerstoff in Gegenwart von Palladiumkatalysator.
In der gleichen Apparatur, in der wir die reduktive Spaltung der Senni-
dine mit Wasserstoff und Palladium zum Anthron vorgenommen hat-
ten, fuhrten wir nun die Synthese des unsubstituierten Sennidins aus
9-Bheinanthron mit Sauerstoff in Gegenwart von Palladium durch.
Die Losung des Anthrons in der berechneten Menge Natronlauge
nahm dabei begierig Sauerstoff auf; nach Verbrauch von genau
einem halben Atom Sauerstoff pro Anthronmolekel trat in der Gas-
aufnahme ein fast volliger Stillstand ein. Als einziges Dehydrierungs-
produkt Hess sich alsdann Sennidin als solches oder als Tetra-acetyl-
dimethylester in einer Ausbeute von 60—70% gewinnen. Rhein ist
bekanntlich synthetisch zuganglich; somit ist also die Totalsynthese
eines Sennidins, natturlich in optisch inaktiver Porm, gelungen.

HO 0 OH
HO 0 OH
H% J—COOH
h,
------ Y
-COOH
HO O OH
Rhein Rheinanthron Sennidin

Die katalytische Dehydrierung in Gberschissigem Alkali bewirkte
den Verbrauch von mehreren Mol Sauerstoff, und als einziges Reak-
tionsprodukt konnte etwas Ehein nachgewiesen werden. Mit dem Di-
methyl-rheinanthron-methylester gelang die katalytische Dehydrie-
rung auch in Eisessiglosung; der Sauerstoffverbrauch betrug 100 %
die Ausbeute an kristallisiertem Tetramethyl-sennidin-dimethylester
etwa S0% der Theorie.

Auch bei diesen Synthesen liess sich wiederum die véllige Analo-
gie zwischen der Bildung von Dihydro-dianthron und unseren Senni-
din-Derivaten feststellen; das unsubstituierte Anthron liefert bei der
katalytischen Dehydrierung sowohl in alkalisch-wésseriger Ldsung als
auch in Eisessig in guter Ausbeute Dihydro-dianthron.

Fir die Partialsynthese der Sennoside selbst kam eine
Dehydrierung mit Eisenchlorid in heissem Eisessig wegen der Gefahr
einer Abspaltung des Zuckers nicht in Frage, doch zeigten schon orien-
tierende Versuche mit Kaliumferricyanid in wasserig-alkalischer L§-
sung oder mit frisch gefalltem Silberoxyd in Dioxan die prinzipielle
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Durchfihrbarkeit einer Buckbildung der Sennoside aus den mono-
molekularen Spaltsticken. Da die optisch aktive Zuckerkomponente
die Mdglichkeit einer asymmetrischen Synthese schuf, durfte mit dem
Auftreten von optischen Isomeren gerechnet werden.

Die bei den Sennidinen erfolgreiche katalytische Dehydrierung
fuhrte auch bei den Glucosiden zum Ziel: unter rascher Aufnahme
der berechneten Menge Sauerstoff entstand aus einer alkalischen L6-
sung von 8-Glucosido-rheinanthron in kurzer Zeit ein Sennosidge-
misch, aus dem beim Ansduern zunédchst Sennosid A, spater Sennosid B
kristallisierte. Diese synthetischen Sennoside stimmten in allen ihren
Eigenschaften, also auch im Drehwert, mit den natirlichen, aus Sen-
nadroge isolierten Sennosiden Uberein. Das theoretisch ebenfalls zu
erwartende :i>Glucosido-(—)-sennidin konnte in den Mutterlaugen bis
jetzt nicht gefunden werden.

Selbst beim blossen Hindurchsaugen von Luft durch eine alkali-
sche Lésung des Glucosido-rheinanthrons bildeten sich in etwa einer
Stunde — leichter in Gegenwart von Pd-Katalysator — Sennosid A
und Sennosid B.

Die Mdglichkeit, dass die Sennoside in der Pflanze sich im Sinne
eines Eedox-Systems, d. h. durch Ubergang der Dihydro-dianthron-
glykoside in Anthronglykoside und umgekehrt am Zellstoffwechsel be-
teiligen, ist daher wohl in Betracht zu ziehen.

Experimenteller Teil,

tibersieht.
I. Pie reduktive Spaltum).

1. Die Reduktion der Sennoside.
a) mit Natrium-ditkionit (praparativ und quantitativ);
b) mit Wasserstoff + Palladium;
¢) Hydrolyse des Spaltproduktes.
2. Die Reduktion der Sennosid-dimothylestor.
Darstellung, Reduktive Spaltung, Hydrolyse.
. Die Reduktion der Sennidino.
4. Die Reduktion von Dikydro-dianthron.
a) nach Perkin;
b) mit Zink/Eisessig.
5. Die Reduktion des 1,1'-Dimethyl-sennidin-dimethylesters.
Darstellung, reduktive Spaltung (H2Pd).
6. Die Reduktion des Tetramethyl-sennidin-dimethylesters.
Mit Zink/Eisessig, Acetylierung und Reduktion mit Essigsaure-anhydrid/Zn.
7. Die Reduktion des Tctra-acetyl-sennidin-dimethylesters.

w

11. Die .Meso-Verbiinluiijjen.

1. Der Hoxa-acetyl-sennidin-dimethylester.
2. Der Tetramcthyl-9,9'-diacetyl-sennidin-dimcthylester.
3. Die Reduktion dor Meso-Verbindungen nach Perkin.

a) Diacetyl-dianthranol;

b) Hexa-acetyl-sennidin-dimethylester;

c) Tetramethyl-meso-diacetyl-sennidin-dimethylester.
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I11. Die Stellung des Anllironsiiuerstoifs.

1. Die Darstellung von 9-Rheinanthron (I).
2. Die Darstellung von 10-Rheinanthron (I1).
3. Die vergleichende Methylierung der Rhoinanthrone.

1V. Die optische Aktivitat.

V. Die Synthesen.

1. des Sonnidins ;
2. des Tctramothyl-sennidin-dimethylesters;
3. der Sennoside A und B.

a) mit Sauorstoff/Pd;

b) mitLuft/Pd;

e) mitLuft allein.

I. Die reduktive Spaltung.
1. Die Reduktion der Sennoside.

a) mit N atrium -dithionit: 1,0 g Sennosid A wurde in 20 cm30,1-n. Natrium-
hydrogcncarhonat geldst, mit 1,0 g Xa,S20,, versetzt und auf dem Dampfbad erhitzt. Zur
rot-orangen Ldsung gab man nach 10 Minuten erneut 1,0 g Natrium-dithionit, worauf ge-
wohnlich Kristallisation einsetzte. Man erwérmte weitere 20 Minuten auf dem Dampfbad,
kihlte, saugte nach einigen Stunden ab und wusch mit Wasser nach. Das kristallisierte
braun-orange 8-Glucosido-rhoinanthron (l11) wog nach dem Trocknen Uber Phosphor-
pentoxyd 0,8 g.

Die Substanz ist besonders in Ldsung gegen Luftsauerstoff empfindlich. Eine be-
friedigende Umkristallisation gelingt bei genauer Befolgung der nachstehenden Vorschrift.
Man 16st 0,1 g in 25—30 cm3Aceton-Wasser (2:1) in der Warme und destilliert die Haupt-
menge des Acetons aus einem Bad von mindestens 80° ohne Vakuum ab, bis spontan
Kristallisation eintritt. In kurzer Zeitist dann das ganze Geféss mit einem Brei gelbbrauner
Nadeln erfillt. Gelegentlich treten auch dunkelbraune, metallisch gldnzende, klotzige
hexagonale Prismen auf.

Die Substanz zersetzt sich zwischen 220—250°; sie ist unléslich in Wasser, Chloro-
form und Benzol, l6slich in Methanol, Athanol, Aceton, Glykol-monoéathylather, Dioxan,
gut l6slich in 70-proz. Aeeton, spielend Iéslich in 70-proz. Dioxan. In neutralerund in
saurerLdsung zeigt sie im UV.-Licht grunliche, in Alkali intensivgelbe Fluoreszenz. Die
zundchst hellgelbe alkalische Lésung farbt sich an der Luft schon bei Zimmertemperatur
im Verlauf mehrerer Stunden rot.

Wird Sennosid B reduziert, so verlduft die Reaktion analog, und das Endprodukt
stimmt in allen seinen Eigenschaften mit dem aus Sennosid A gewonnenen Reduktions-
produkt uberein.

Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvakuum bei 110° getrocknet.

Cn H200lo (432,16)  Ber. 0 58,31 H 4,67%
Gef. ., 58,27; 58,26 ,, 5,0S; 5,06%
[a]jJ* = — 70° (c m 0,2 in 70-proz. Dioxan)

[a]“r = —120° (¢ = 0,1 in 70-proz. Aceton)

Quantitative Methode: Wir verwendeten eine Schuttelapparatur mit zwei
schwenkbaren Birnen und einer Vorrichtung zur Gasmessung. Da die Reduktion mit
Natrium-dithionit fir praparative Zwecke bei 100° vorgenommen worden war, musste zu-
néchst festgcstellt werden, ob die Reaktion auch bei tieferer Temperatur glatt und rasch
genug verlaufe. Es zeigte sich, dass die Reduktion bei 55° schon in 20 Minuten beendigt war,
so dass sich bei dieser Temperatur in unserer Apparatur bequem arbeiten liess.

In der einen Schittelbirne wurde Uberschiissiges Natrium-dithionit in 5-proz.
Hydrogencarbonat geldst, in der anderen die zu reduzierende Substanz, d.h. Sennosid A
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oder B, ebenfalls in 5-proz. Hydrogencarbonat. Hierauf wurde die Luft durch Kohlen-
dioxyd verdréangt und die beiden Ldsungen bis zur Sattigung mit Kohlendioxyd geschuttelt.
Nach der Prufung der Apparatur auf Gasdichtigkeit bei Zimmertemperatur und 55° wurde
der Inhalt der Birnen zusammengegossen und wdahrend 20 Minuten bei 55° geschuttelt.
Entsprechend der sofort einsetzenden Reaktion entwickelte sich Kohlendioxyd, dessen
Volumen nach Ablaufeiner Stunde bei Zimmertemperatur gemessen wurde. Dann sduerte
man die Reaktionsldsung mit' Eisessig an und saugte nach einigen Stunden das aus-
kristallisierte Reduktionsprodukt ab, wusch mit Wasser und trocknete ber Phosphor-
pentoxyd.

Die in 4 Versuchen gewonnenen Ergebnisse sind im folgenden tabellarisch zusammen-
gestellt; es ist zu beachten, dass auf ein Mol verbrauchten Wasserstoffs zwei Mol Kohlen-
dioxyd freigesetzt worden.

Gemessenes C02 Ho-Vcrbrauch Krist. Red. Prod.
Substanz .
cm3 (0°) Mol mg % d. Th.
100 mg Sennosid A 5,39 1,04 85 85
200 mg Sennosid A 9,40 0,91 170 85
100 mg Sennosid B 4,77 0,92 SO 80
200 mg Sennosid B 9,36 0,90 150 75

Die Scnnoside werden somit unter Aufnahme von 1 Mol Wasserstoff in das mono-
molekulare Anthronglucosid gespalten.

b) mit W asserstoff + Palladium: In einer Hydrierapparatur wurden 150 cm3
eines Gemisches von Glykol-monodathylathcr und Wasser (1:1) und 200 mg Palladiummohr
mit Wasserstoff geséttigt und darauf mit 862 mg (1/1000 Mol) Sennosid A versetzt. Mit
fortschreitender Wasserstoffaufnahme ging die Substanz allméahlich in Lésung; nach zwei
Stunden zeigte die nun vollig klare Ldsung eine griingelbe Fluoreszenz und nach drei
Stunden begann die Kristallisation des Reduktionsproduktes. Von da an verlangsamte sich
die Gasaufnahme, ohne je ganz zum Stillstand zu kommen. Nach total vier Stunden wurde
die Hydrierung unterbrochen, die Kristallsuspension vom Palladium durch Dekantieren
abgetrennt und die Kristallisation durch Zugabe von 200 cm3Wasser vervollstdndigt. Man
erhielt 600 mg goldbraune, kurze hexagonale Prismen; der Wasserstoffverbrauch betrug
1,38 Mol.

Fihrte man die Hydrierung in 70-proz. Dioxan, in dem sich das Sennosid A von An-
fang an klar léste, durch, so erfolgte die Wasserstoffaufnahme viel rascher, doch wurden
unter diesen Bedingungen die Nebenreaktionen beginstigt; der Wasserstoffverbrauch
stieg bis gegen zwei Mol an, wéahrend die Ausbeute an kristallisiertem Spaltprodukt auf
300 bis 400 mg zurickging.

Glatter verlief die Hydrierung beim Sennosid B. Im Versuchsansatz mit 862 mg
Sennosid B in 100 cm3 Glykol-monoathylather-Wasser (1:1) und 200 mg Palladium nahm
die klare Lésung rasch Wasserstoff auf. Schon nach 45 Minuten begann die Kristallisation
des Spaltproduktes; nach einer Stunde waren bereits 21 cm3H2verbraucht. Der Versuch
wurde nach drei Stunden bei einem totalen Wasserstoffverbrauch von 22,5 cm3= 1,01 Mol.
unterbrochen; die Ausbeute betrug 560 mg.

Noch rascher erfolgte die Wasserstoffaufnahme in 70-proz. Dioxan. Schon nach 5
Minuten waren Uber 80% der berechneten Menge Wasserstoff aufgenommen, die restlichen
20% nach weiteren 5 Minuten. Wurde der Versuch in diesem Zeitpunkt unterbrochen, so
konnte aus der vom Katalysator dekantierten und stark konzentrierten Ldsung das kri-
stallisierte Spaltprodukt in einer Ausbeute von 75% gewonnen werden.

c)Hydrolyse des Spaltproduktes : Man loste 200 mg kristallisiertes 8-Glucosido-
rheinanthron (111) in 40 cm3heissem Eisessig, gab 5 cm3konz. Salzsdure hinzu und hielt
die Losung 30 Minuten im Sieden. Beim Abkuhlen kristallisierten 80 mg 1,8-Dioxy-9-oxo-
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dihydro-anthracen-3-carbonséure (1) in braungelben, schief abgeschnittenen Platten. Zer-
setzung zwischen 250—280°.

Die Substanz 16st sich in verdinnter Lauge mit gelber Farbe, die an der Luft schon
in der Kélte bald von orange nach rot ibergeht, noch rascher in der Hitze.

Acetylierung und Veresterung: Eine Aufschlammung dieses 9-Rheinanthrons
(1) in Essigsaureanhydrid ging beim Eintauchen eines mit konz. Schwefelsdure benetzten
Glasstabes rasch in Lésung. Nach 12 Stunden wurde mit Wasser versetzt, der ausfallende
Niederschlag abgenutscht und grindlich mit Wasser gewaschen. Die Triacetylverbindung
zeigte im UV.-Licht die den Anthranolderivaten eigene starke Fluoreszenz.

Zum Verestem 18ste man den getrockneten Niederschlag in Aceton und versetzte
mit &therischem Diazomethan, dampfte nach 12 Stunden zur Trockne ein, nahm in wenig
Chloroform auf, verdiinnte mit Methanol undengte vorsichtig bis zur beginnenden Kri-
stallisation ein. Die schweren, gelbenPolyeder fluoreszieren in Ldsung grell blau und
schmelzen bei 220—222° unter Zersetzung.

Der 1,8,9-Triacetoxy-anthracen-3-carbonsdaure-methylcster (IV) wurde zur Analyse
bei 80° im Hochvakuum getrocknet.

C2,H1808 Ber.C64,38 H 4,42 CH3CO 31,46 CH,0 7,56%
(4*10,14) Gef. ,, 64,74 ,, 4,48 " 31,20 , 7,66%
Molekulargewicht gef. 405 (in Chloroform, vgl. 4. Mitt., l.e.)

2. Die Reduktion der Sennosid-dimethylester.

D arstellung des Sennosid-A-dimcthylesters: 1,0 g Decaacetyl-sennosid-A-
dimethylester (s. 4. Mitt.) in 10 cm3Methanol aufgeschlammtund mit 9 cm3 (ber. 7,6 cm3)
methanolisoher n.KOH in Ldsung gebracht, blieben tber Nacht stehen. Nach Zusatz von
9 cm3 2-n. Salzsdure schied sich das entacetylierte Produkt kristallin ab. Es wurde ab-
gesaugt, mit Wasser, Alkohol und Chloroform gewaschen (645 mg, ber. 685 mg), in Aceton-
Wasser (2:1) heiss gelést und mit Wasser bis zum Mischungsverhéltnis 1:1 versetzt, worauf
der Scnnosid-A-dimethylester in leuchtend gelben Platten vom Smp. 206 bis 208° kri-
stallisierte.

M d —- 90° (c = 0,2 in 70-proz. Dioxan)
CjiHjA o(890) CH30 Ber. 6,96% Gef. 6,51%

Darstellung des Sennosid-B-dimethylesters: Durch Entacetylierung des
Deca-dcetyl-sennosid-B-dimethylesters konnte diese Verbindung in analoger Weise ge-
wonnen werden. Das aus Aceton-Wasser in flachen Prismen kristallisierende Produkt
zeigte einen Smp. von 196—198°.

[a]* = —48° (c = 0,2 in 70-proz. Dioxan)
C,|H12020 (890) CHsO Ber. 6,95% Gef. 7,21%

Reduktive Spaltung: Eine Ldsung von 200 mg Sennosid-A-dimethylester in
6 cm3 70-proz. Dioxan wurde mit 200 mg Natrium-dithionit in 2 cm3 Wasser versetzt.
Nach wenigen Minuten begann die Kristallisation des Spaltproduktes. Man fugte nochmals
200 mg Natrium-dithionit hinzu und hielt die Mischung im ganzen 10 Minuten bei 70°,
kihlte dann ab und wusch die ausgeschiedenen goldbraunen Kristalle mit Wasser und
anschliessend mit Aceton. Ausbeute 90% der Theorie. Der Schmelzpunkt dpr frisch aus
wasserigem Aceton umkristallisierten Substanz lag bei 208—210°; die Molekulargewichts-
bestimmung in 90-proz. Dioxan ergab einen Wert von 468 (ber. 446; vgl. 4. Mitt., l.e.).

Mp = —170° (c = 0,1 in 70-proz. Aceton)

M d*= - 104° (c = 0,2 in 70-proz. Dioxan)
Die Reduktion des Sennosid-B-dimethylesters lieferte unter gleichen Bedingungen in
&hnlicher Ausbeute ein Kristallisat, das in allen seinen Eigenschaften, z.B. Schmelzpunkt,

Loslichkeit, Drehwert und Molekulargewicht mit dem aus dem A-Derivat gewonnenen
8-Glucosido-rheinanthron-methylcster Gbereinstimmte.
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Hydrolyse des Spaltproduktes: Wir lésten 200 mg.des Methylesters in 10 cm3
Wasser und etwas Natronlauge, gaben 5 cm3 konz. Salzséure hinzu und erhitzten zur Ab-
spaltung des Zuckers 20 Minuten auf dem Dampfbad. Das ausgeschiedene Aglykon, der
1,8-Dioxy-9-oxo-dihydro-anthracen-3-carbonsduremethylester, kristallisierte aus Chloro-
form-Methanol in hellgelben, flachen, parallel schief abgeschnittenen Prismen vom Smp.
188—191°.

In Natronlauge zeigte der Ester infolge Enolisierung der 9-Oxogruppc die Eigen-
schaften eines Anthranols, indem die im ersten Moment hellgelbe Ldsung bei ruhigem
Stehen durch den Luftsauerstoff von der Oberfliche her oxydiert und damit rot geférbt
wurde; beim TJmschutteln oder Erhitzen trat die Rotfarbung sofort auf. In neutraler
Loésung wies die Verbindung im Lichte der Quarzlampe kaum Fluoreszenz auf; es lag also,
wie erwartet, ein Anthron vor. Bei der Acetylierung in Pyridin/Essigsaureanhydrid bei
Zimmertemperatur entstand der bereits beschriebene, stark fluoreszierende 1,8,9-Tri-
acetoxy-anthracen-3-carbonsdaure-methylester (1V).

3. Die Reduktion der Sennidine.

200 mg Sennidin A oder B wurden in Wasser suspendiert und mit mdglichst wenig
n.Natronlauge in Lésung gebracht. Zu der gelbbraunen L&sung trug man unter gleich-
zeitiger Erwdrmung auf dem Dampfbad innert 30 Minuten 400 mg Natriurn-dithionit in
mehreren Portionen ein. Nach dem Erkalten wurde der entstandene gelbbraune Niodcr-
sclilag abgesaugt, mit Wasser nachgewaschen, in 60 cm3siedendem 90-proz. Aceton geldst
und die filtrierte Losung bei geringem Unterdrick auf 10 cm3 konzentriert. Das Reduk-
tionsprodukt kristallisierte in braungelben, schief abgeschnittenen Platten in einer Aus-
beute von 130 mg. Aus Essigester oder Eisessig wurden Kristalle gleicher Art vom Zer-
setzungsbereich 250—280° erhalten.

Die Identitdt mit 9-Rheinanthron (1) wurde in iblicher Weise durch Uberfithrung in
den 1,8,9-Triacetoxyanthracen-3-carbonsduremethylester (1V) bewiesen.

4. Die Reduktion des Dihydro-dianthrons.

a) Nach Perkinl): Zu 200 mg fein gepulvertem Dihydro-dianthron in 15cm3
siedendem Eisessig gab man 5 cm3 einer 40-proz. Lésung von Zinnchloriir in Salzséure
und hielt das Gemisch wihrend einer Stunde in gelindem Sieden (Steigrohr, Olbad 145°).
Das Dihydro-dianthron ging dabei bis auf einen kleinen Rest in Lésung. Nun fligte man
20 cm3 Wasser hinzu und kuhlte ab, worauf Kristallisation eintrat. Die abfiltrierten Jtri-
stalle wurden in Chloroform aufgenommen, diese schwach tritbe Lésung durch Filtration
geklart, eingeengt und mit Methanol versetzt, worauf das monomolekulare Anthron vom
Smp. 151—153° in einer Ausbeute von 60—70% auskristallisierte. Zur weiteren Charak-
terisierung fuhrten wir das Anthron in tblicher Weise mit Essigsdureanhydrid-Schwefel-
saure in das bekannte Acctylanthranol vom Smp. 131—132° uber.

b) Mit Zink/Eisessig: Setzte man Dihydro-dianthron wahrend kurzer Zeit der
Einwirkung von Zink in siedendem Eisessig aus, so wurde das Dihydro-dianthron teilweise
verédndert und es entstand ein Gemisch verschiedener Substanzen, aus dem sich, abgesehen
von etwas Ausgangsmaterial, kein einheitliches Produkt gewinnen liess. Bei langerer Ver-
suchsdauer dagegen wurde Anthracen gebildet.

W ir erhitzten nun 500 mg reinstes Dihydro-dianthron in 50 cm3 Eisessig mit 200 mg
Zinkpulver und hielten das Gemisch wéhrend 3—4 Stunden in gelindem Sieden, wobei wir
stiindlich frisches Zink zusetzten. Nach dem Eindampfen der Ldsung zur Trockne nahm
man den Rickstand in Chloroform auf und chromatographiertc die mit Wasser gewaschene
Lésung an einer Aluminiumoxydsaule. Aus der im UV.-Licht grell blau fluoreszierenden
Spitzenfraktion liess sich reines Anthracen in einer Ausbeute von ca. 30% der Theorie
kristallisieren. Die bei 120° und 12 mm sublimierte Substanz zeigte im Misch-Schmelz-
punkt mit frisch sublimiertem Anthracen keinerlei Depression (Smp. 213—214°).

J) E. J. Cross A A. G. Perkin, Soc. 1930, 292.
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5. Die Reduktion des Il.I'-Dimethyl-sennidin-dimethylesters.

D arstellung dos Sennidin-Derivates: Aus dem bereits friherl) beschriebe-
nen Dimethyl-sennosid-B-dimethylester liess sich das Aglykon in gut kristallisierter Form
wie folgt gewinnen: Man loste 1,0g des kristallisierten Sennosid-Derivates in 10 cm3
Wasser, gab 10 cm38-n. Schwefelsdure hinzu und erhitzte die Lésung auf dem Dampfbad.
Nach kurzer Zeit begann die Abscheidung des orange gefarbten Aglykons, das nach einer
Stunde abgenutscht und mit Wasser grindlich gewaschen wurde. Den Nicderschlag loste
man in 100 cm3siedendem Aceton, filtrierte von einem schwer I6slichen Nebenprodukt ab
und engte das klare Filtrat auf ca. 10 cm3ein, worauf der 1,1'-Dimethyl-sennidin-B-di-
methylcster in leuchtend gelben Prismen kristallisierte. Nach wiederholtem Umkristalli-
sieren aus Aceton schmolz er bei 183—185°.

Zur Analyse wurde die Substanz bei 70° im Hochvakuum getrocknet.

C3IH2010 Der. C 68,68 H 4,41 CH30 20,80%
(594,2) Gef. ,, 68,74; 68,96 , 4,99; 4,81 , 19,70; 19,50%

Die Oxydation dieses Aglykons mit Chromséure in Eisessig fuhrte, analog der bereits
friher beschriebenen Oxydation des entsprechenden Glucosids (vgl. 5. Mitt.) zum 1-Me-
thoxy-8-oxy-anthraehinon-3-carbonsduremethylester, die Oxydation mit Chromséuro in
Essigsdureanhydrid zum entsprechenden S-Acetylderivat.

Reduktive Spaltung : In Vorversiichen wurde der Dimethyl-sennidin-dimethyl-
ester in verschiedenen Ldsungsmitteln der katalytischen Reduktion mit Palladium unter-
worfen. Der Wasserstoffverbrauch sank jedesmal nach Aufnahme von 1 Mol betréchtlich
ab, was sich in einem deutlichen Knick in der Hydrierungskurve zeigte. Zum Stillstand kam
die Hydrierung indessen erst nach Aufnahme von 2 bis 3 Mol Wasserstoff. Neben der re-
duktiven Spaltung, fur die 1 Mol H2verbraucht wurde, liefen somit noch andere Reduk-
tionsvorgange, was sich bei der Isolierung des Spaltproduktes erschwerend auswirkte; wir
haben daher im folgenden Versuch die Reduktion nach der Aufnahme von 1 Mol H 2unter-
brochen.

200 mg Dimethyl-scnnidin-B-dimethylester 16ste man in 15 ein3reinem, mit Wasser-
stoff und 100 mg Palladium vorbehandeltem Dioxan und schittelte bis zur Aufnahme von
genau 1 Mol Wasserstoff. Die vom Katalysator abgegossene Ldsung dampfte man zur
Trockne und acetylierte den Rickstand in 4 cm3 Pyridin mit 2 cm3 Essigsaureanhydrid,
da das Spaltprodukt als solches sich nur schwer kristallisieren liess. Nach 12 Stunden
nahm man das zur Trockne eingedampfte Acetylierungsprodukt in Chloroform auf und
kristallisierte cs aus Chloroform-Methanol. Wir erhielten auf diesem Wege den monomole-
kularen I-Methoxy-8,9-diacetoxy-anthracen-3-carbonsduremethylester in gelben Prismen
vom Smp. 214—216°. Die in Chloroform geldste Substanz zeigte im UV.-Licht groll blaue
Fluoreszenz.

Zur Analyse wurde die Verbindung bei 70° im Hochvakuum getrocknet.

C2IH10 7 Ber. C 65,94 H 474 CIlI30 16,23 CH3CO 22,51%
(352) Gef. ,, 66,03; 65,82, 4,56; 4,90 , 16,12 ” 21,71%

Die Oxydation mit Chromsédure in Eisessig lieferte den bereits in der 5. Mitteilung
dieser Reihe beschriebenen 1-Methoxy-8-aeetoxy-anthrachinon-3-carbonsaure-methyl-
cster.

6. Die Reduktion des Tetramethyl-sennidin-dimethylesters.

Mit Zink/Eisessig: Eine Lésung von 500 mg Tetramethyl-sennidin-B-dimethyl-
ester (vgl. 4. Mitt.) in 15 cm3 Eisessig hielten wir mit etwas Zinkpulver wahrend 40 Minu-
ten in einem Olbad von 135—140° im Sieden. Die klare, gelbe Lésung wurde nun im Va-
kuum zur Trockne eingedampft, mit Wasser digeriert und in Chloroform aufgenommen.
Nach dem Trocknen der Lésung mit CaCl2 wurde sie stark eingeengt und mit Methanol
versetzt, woraufin 70-proz. Ausbeute der monomolekulare I,8-Dimethoxy-9-oxo-dihydro-

3 4. Mitt., Lc. S. 227.
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anthraccn-3-carbonsiiure-mothylestor in langen, goldgelben Prismen Kkristallisierte. Ge-
legentlich erhielten wir die Substanz auch in ockergelben Blédttchen. IThr Schmelzpunkt lag
bei 201—202°.

Entsprechend verlief die reduktive Spaltung des Tetramethyl-sennidin-A-dimethyl-
csters; es entstand das identische Spaltprodukt vom Smp. 201—202°.

Zur Analsyo trockneten wir die Substanz im Hochvakuum bei 80°.
CiA A (312) Ber.00921 H5,16% Gef. C 69,00 H 5,31%

Zum Beweis der Konstitution dieser Verbindung wurden folgende Versuche durch-
gefihrt:

Oxydation: Erhitzte man die Substanz in tblicher Weise mit Chromsdure in Eisessig
und reinigte das in Chloroform Ubergefihrte Oxydationsprodukt mit Hilfe einer kurzen
Séule von Aluminiumoxyd, so erhielt man in guter Ausbeute 1,8-Dimethyl-rhein-methyl-
cster (vgl. 5. Mitt.) vom Smp. 206—207°.

Acetylierung: 200 mg der vorstehend beschriebenen Anthronverbindung wurden in
einer Mischung von 3 cm3Pyridin und 2 cm3 Essigsdureanhydrid wéhrend zwei Stunden
bei 70° und anschliessend Uber Nacht bei Zimmertemperatur gehalten, véllig zur Trockne
verdampft, in Chloroform aufgenommen und mit Wasser gewaschen. Aus der getrockneten
und stark eingeengten Chloroformldsung kristallisierten auf Zugabe von Methanol 200 mg
1,8-Dimethoxy-9-acetoxy-anthracen-3-carbonsdure-methylester in gelben Polyedern, aus
Aceton in hexagonalen Platten, vom Smp. 205—206° aus.

Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvakuum bei 100° getrocknet.

C2H1800 Ber.C67,78 H 511 CHaCO 12,15 CH.,0 26,27%
Gef. ,, 67,50 ,, 5,47 » 11,50 . 26,64%

Acetylierung und Reduktion mit Essigsdureanhydrid/Zn.Die 9-Aece-
tylverbindung konnte auch direkt bei der mit einer Reduktion einhergehendenAcetylie-
rung der bimolekularen Verbindung mit Essigsdureanhydrid in Gegenwart vom Zink er-
halten werden. Zu diesem Zwecke wurden 100 mg Tetramethyl-sennidin-B-dimethylester
in 3 cm3Essigsaureanhydrid mit Zink in einem Olbad bei 155° in gelindem Sieden gehalten,
wobei die Substanz langsam in Ldsung ging. Nach einer Stunde dampfte man zur Trockne,
behandelte den Rickstand mit Chloroform und Wasser und dampfte die gewaschene und
getrocknete Chloroformlésung auf ein kleines Volumen ein. Auf Zugabe von Methanol
kristallisierte die 9-Acctylvorbindung vom Smp. 205—206° aus.

Ihre Oxydation fiihrte zum bereits friher beschriebenen Dimethyl-rhein-methyl-
ester vom Smp. 206—207°. Ein Misch-Schmelzpunkt des Ausgangsmaterials (206°) mit
dem Oxydationsprodukt (207°) ergab eine Depression von 20°.

7. Die Reduktion des Tetra-acctyl-sennidin-dimethylesters.

Man l6ste 500 mg Tetra-acetyl-sennidin-dimcthylester (A oder B) in 15 cm3sieden-
dem Eisessig am Riickfluss, gab 200 mg Zinkpulver hinzu und hielt die Mischung im Olbad
bei 140—150° wéhrend 40 Minuten im Sieden. Die heisse Eisessigldsung wurde von Zink
abfiltriert, zur Trockne cingedampft, der Ruckstand in Chloroform aufgenommen und der
beim Eindampfen der gewaschenen und getrockneten Chloroformlésung im Vakuum er-
haltene Rickstand aus Chloroform-Methanol kristallisiert; Ausbeute 250 mg. Nach
wiederholtem Umkristallisieren lag der Schmelzpunkt des in gldnzenden, maisgelben Bl&tt-
chen kristallisierenden 1,8-Diacctyl-rheinanthron-methylesters (I,8-Diacetoxy-9-oxo-di-
hydro-anthracen-3-carbonsduremethylester) etwas unscharf bei 194—197°.

Seine Konstitution wurde bewiesen einerseits durch Oxydation mit Chromsdure in
Eisessig, die zum 1,8-Diacetyl-rhein-methylester fiihrte, anderseits durch schonende Ace-
tylierung mit Essigsédureanhydrid in Pyridin, die den bereits beschriebenen 1,8,9-Triace-
toxy-anthraeen-3-carbonsduremethylester vom Smp. 220—222° lieferte.
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I1. Die Mcso-Vcrl)indujificii.
1. Der Hexa-acetyl-sennidin-dimethylester.

1.0 g Sennidin A lioss man mit B cm3Pyridin und 3 cm3 Essigsédureanhydrid wéh-
rend 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen und dampfte hierauf die Ldsung im Va-
kuum vollig zur Trockne. Beim Aufnehmen des Rickstandes in 5 cm3Dioxan trat spontan
Kristallisation ein. Die gringelben Kristalle wurden abgenutscht, mit wenig Dioxan und
Ather gewaschen und aus wenig Dioxan umkristallisiert. So erhielt man in einer Ausbeute
von etwa 70% Hexa-acetyl-sennidin in schweren kanariengelben Platten, die auch in
fester Form im UV.-Licht gelbgrtinc Fluoreszenz zeigten. Aus den Mutterlaugen Hess sich
auch etwas Tetra-acetyl-sennidin gewinnen. Die Substanz ist sauerstoff-empfindlich und
wurde deshalb in evakuierten Ampullen aufbewahrt.

Zur Erh6hung ihrer Stabilitat vercsterten wir sic, indem wir sie in Dioxan 18sten und
mit einer Losung von Diazomethan in Dioxan versetzten. Schon nach wenigen Minuten
begann die Kristallisation des Esters. Man dampfte nach einer halben Stunde zur Trockne,
nahm den Ruckstand in Chloroform auf, filtrierte mit etwas Tierkohle und versetzte die
eingeengte Losung mit Methanol, worauf der Hexa-acetyl-sennidin-dimethylester in
kanariengelben, hexagonalen Platten kristallisierte. Die Kristalle brdunten sich beim Er-
hitzen von 255° an, wurden bei etwa 280° schwarz und flgssen bei 302—303° zusammen.

Verwendeten wir als Ausgangsmaterial Sennidin B, so stimmte der daraus erhaltene
Hexa-aeetyl-sennidin-dimethylester in allen seinen Eigenschaften mit dem aus Sennidin A
gewonnenen Préparat Uberein. Damit war erstmals ein identisches bimolekulares Derivat
aus den beiden Sennidinen gewonnen.

Die in Chloroform durchgefiihrte Molekulargowichtsbestimmung (vgl. 4. Mitt.) ergab
einen Wert von 827 (ber. 818).

Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvakuum bei 70° getrocknet.

CwHjAe Ber.C6450 H 4,19 CH3CO 31,52 CH.,0 7,93%
Gef. ,, 64,43 , 4,41 . 31,43 . 8,22%

Der gleiche Hexa-acetyl-sennidin-dimethylester entstand in glatter Reaktion beim
Erhitzen von Tetra-acetyl-sennidin-dimethylester mit Essigsdureanhydrid in Pyridin, wo-
bei das zuné&chst dunkel geféarbte rohe Acetylierungsprodukt zur Reinigung in Chloroform-
I6sung durch eine 1 cm hoho Schicht Aluminiumoxyd filtriert wurde.

2. Der Tctramethyl-9,9'-diacetyl-sennidin-dimethylester.

1.0 g fein gepulverter Tetramethyl-sennidin-A-dimethylester wurde in einer Mi-
schung von 20 cm3 Pyridin und 10 cm3 Essigsdureanhydrid wahrend 6 Stunden unter
Stickstoffam Rickfluss im Sieden gehalten, wobei der grosste Teil der Substanz langsam in
Lésung ging. Nach dem Abkihlen wurde von einer geringen Menge ungeldstem Ausgangs-
material abfiltriert, das Filtrat zur Trockne eingedampft und der Rickstand mit alkohol-
freiem Chloroform, das Nebenprodukte herausléste, behandelt. Die aus der 9,9'-Diacetyl-
verbindung bestehende Hauptmenge (60—70%) der Substanz blieb ungeldst. In einem
siedenden Gemisch von 90 Vol.-Proz. Chloroform und 10 Vol.-Proz. Methanol Hess sich
die meso-Diacetylverbindung in Ldsung bringen und Kristallisierte daraus beim Einengen
und nach Zugabe von Methanol in grell gelb leuchtenden, schief abgeschnittenen Prismen,
die sich ab 310° verférbten, gegen 335° sinterten und bei 338—340° schwarz Zusammen-
flissen.

Tetramethyl-sennidin-B-dimethylestcr 16ste sich in Pyridin-Essigsadureanhydrid noch
viel schwerer und lieferte dementsprechend geringere Ausbeuten an meso-Diacetylver-
bindung. So wurden nach sechsstiindigem Erhitzen aus dem Acetvlierungsansatz noch
gegen 60% unverdndertes Ausgangsmaterial zuriickgewonnen, wdhrend aus dem zur
Trockne eingedampften Filtrat, in einer Ausbeute von etwa 20% der Tetramethyl-meso-
diacetyl-sennidin-dimethylester gewonnen werden konnte. Er stimmte in allen seinen
Eigenschaften mit dem aus Tetramethyl-sennidin-A-dimethylester erhaltenen Produkt
Uberein.
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Zur Analyse wurde die Substanz bei 90° im Hochvakuum getrocknet.
°40H34i2(700,3) Ber. CH3CO 12,18 CH,0 26,33%' Gef. CH3CO 11,28 CH.,0 26,07%

Die Bestimmung des Molekulargewichtes in einem Lésungsmittelgemisch von 90 Vol.-
Proz. Chloroform + 10 Vol.-Proz. Methanol (vgl. 4. Mitt.) ergab einen Wert von 703
(ber. 706).

3. Die Reduktion der Meso-Verbindungen nach Pcrlcin.

a) Diacetyl-dianthranol: 100 mg Diacetyl-dianthranol vom Smp. 270° ldste
man in 3 cm3 Eisessig und versetzte mit 2 cm3 einer 40-proz. Zinnchlorirlésung in konz.
Salzsdure. Der zunéchst ausfallende Kristallbrei ging innert 15 Minuten wieder in Lésung.
Nach einstindigem Sieden am Rickfluss wurde mit 1 cm3 Wasser versetzt, worauf mono-
molekulares Anthron vom Smp. 152—154° auskristallisierte. Die reduktive Spaltung er-
folgte somit unter Eliminierung der meso-Acetylgruppen.

b) Hexa-acetyl-sennidin-dimethylester: In gleicher Weise liess man auf
200 mg Hexa-aeetyl-ester in 3 cm3 Eisessig 2 cm3 Zinnchlorir-Salzsdure einwirken. Die
beim Abkiihlen ausfallende Substanz Idste sich recht schwer in Chloroform, leichter da-
gegen in Aceton, Essigester oder Eisessig. Offenbar war unter den angewandten Bedingun-
gen nicht nur reduktive Spaltung, sondern auch noch Entacetylierung und Verseifung ein-
getreten. Wir dampften deshalb die Reaktionslésung gesamthaft zur Trockne ein, acety-
lierten den Rickstand erneut mit Pyridin-Essigsédureanhydrid und vercstertcn mit Dia-
zomethan in Dioxan. Auf Zusatz von Methanol zu einer konz. Lésung in Chloroform kri-
stallisierte in guter Ausbeute der 1,8,9-Triacetoxv-anthracen-3-carbonsduromethylester
(V).

c) Tetramethyl-9,9'-diacetyl-sennidin-dimethylester: Bei der Reduk-
tion von 200 mg dieses meso-Aeetates in 6 cm3 Eisessig + 4 cm3 Zinnchlorirlésung wéh:
rend einer Stunde bei 150° trat gleichzeitiy Spaltung aller Ather- und Estergruppen ein.
Das beim Abkuhlen ausfallende Reduktionsprodukt war somit identisch mit dem aus
Hexa-acetat-ester erhaltenen Rheinanthron (1), was auch in diesem Fall durch Uber-
fihrung in den Triacetoxy-ester IV gezeigt wurde.

I1l. Die Stellung des Antlironsaucrstoifs.
1. Die Darstellung des 9-Rheinanthrons (I).

Man l6ste 1,0 g Rhein in 200 cm3 siedendem Eisessig, versetzte mit 35 cm3 einer
40-proz. L6sung von SnCl2in konz. Salzs&ure und hielt die Mischung wéhrend zwei Stun-
den am Ruckfluss im Sieden. Im Verlauf einiger Stunden kristallisierte das Anthron in
grossen glanzenden Blattchen (700 mg) von tief weinroter Farbe aus. Durch Umkristalli-
sieren aus Eisessig, Aceton oder aus Essigester unter Zusatz von Ticrkolilo konnte die
offenbar vom Reduktionsmittel herriihrende rote Farbung beseitigt werden, und man er-
hielt das 9-Rheinanthron in parallel schiefabgeschnittenen Prismen von ockergelber Farbe.
Die Substanz zersetzte sieh unter teilweisem Zerfliessen zwischen 260 und 2S0°.

Zur ldentifizierung stellten wir auf bereits beschriebenem Wege den 1,8,9-Triace-
toxy-anthracen-3-carbonsduremethylester (IV) her.

Recht bequem lédsst sich das 9-Rheinanthron aus den Sennosiden direkt herstellen,
indem unter den Versuchsbedingungen sowohl die Molekel reduktiv gespalten als auch der
Zucker entfernt wird: 1,0g Sennosid erhitzt man in 100cm3 Eisessig zum Sieden und
gibt 17 ein3 40-proz. Zinnchlorir-Salzsdure hinzu, worauf die Substanz bis auf eine ge-
ringe Trubung in Lésung geht. Nach 10 Minuten Sieden filtriert man die heisse Ldsung
durch eine Sinternutscho und kann aus dem abgekihlten Filtrat nach 4 Stunden 430 mg
(70% der Theorie) kristallisiertes 9-Rheinanthron absaugen.

2. Die Darstellung des 10-Rheinanthrons (II).

1,0 g Diacetyl-rhein erhitzten wir mit 30 cm3 Eisessig zum Sieden und fugten 15 cn
einer heissen 40-proz. Lésung von Zinnchlorlr in konz. Salzséure hinzu, worauf innert
2 Minuten vollstdndige Ldsung eintrat. Nach 5 Minuten langem Sieden kihlte man ab und
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konnte nach 12 Stunden von 710 mg braunen Kristallen abnutschen, die sich beim Er-
hitzen zwischen 240 und 260° zersetzten. Zur Charakterisierung acetyliertcn wir in Pyridin
mit Essigsaureanhydrid und veresterten das erhaltene Triacctat in Dioxan mit Diazome-
than. Nach wiederholtem Umkristallisieren aus Chloroform-Methanol erhielten wir den
1,8,10-Triacetoxy-anthracen-3-carbonsduremethylester in blass gelblichen, flachen Pris-
men vom Smp. 215—217°. Der Misch-Sehmelzpunkt mit dem entsprechenden Produkt aus
9-Rhcinanthron (Smp. 220-222°) lag hei 190-195° und zeigte somitdie erwartete Depression.

Das gleiche 10-Anthronderivat erhielten wir auch direkt bei der mit der Reduktion
einhergehenden Acetylierung von Rhein-methylester. Wir erhitzten zu diesem Zweck
100 mg Rhein-methylester vom Smp. 178° in 2 cm3Essigsaureanhydrid + 0,5 cm3Pyridin
zum Sieden und gaben portionenweise Zink hinzu. Nach Istiindigem Sieden wurde vom
Zink abgegossen, die Losung im Vakuum stark eingeengt, das (iberschiissige Essigsaure-
anhydrid mit Wasser zerlegt und das Reaktionsprodukt in Chloroform aufgenommen. Aus
der eingeengten Chloroformldsung kristallisierte bei Methanolzusatz die 1,8,10-Triacetoxy-
anthracenvcrbindung vom Smp. 215—217°.

Auch aus Diacetyl-rhein-methylester liess sich das 10-Rhein-anthrondcrivat ge-
winnen, indem der Ester mit Natrium-dithionit in essigsaurer Lésung (analog den Angaben
von Zahn1l) zundchst in eine Monoacctylverbindung des 1,8-Dioxy-10-oxo-dihydro-anthra-
cen-3-carbonsdure-methylesters verwandelt wurde, die sich, aus Chlorbenzol umkristalli-
siert, bei etwa 235° zersetzte. Bei der Acetylierung in Pyridin und der ublichen Aufarbei-
tung gewannen wir daraus die oben beschriebene Triacetylverbindung vom Smp. 215—217°.

Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvakuum bei 70° getrocknet.

C2H180s (410,14) Ber. CH3CO 31,46 CH30 7,56% Gef. CH3CO 30,09 CH30 7,69%

3. Die vergleichende Methylierung der Rheinanthrone.

500 mg 9-Rheinanthron bzw. 10-Rheinanthron wurden in kleinen Portionen in eine
konz. LOsung von Diazomethan (hergestellt aus 1,5 g Nitrosomethylharnstoff) in Dioxan
eingetragen. Nach 24 Stunden dampfte man die klare Lésung zur Trockne und oxydierte
den Ruckszand wie Ublich mit Chromsé&ure in Eisessig. Die nach dem Einengen der Oxyda-
tionslosung auf Zugabe von Wasser ausfallenden Chinone nahm man in Chloroform auf
und chromatographierte die gewaschene und konz. Chloroformlésung an einer Saule von
100 g Aluminiumoxyd. Der hellgelbe Dimethyl-rhein-methylester wurde am wenigsten ad-
sorbiert und konnte mit Chloroform in bereits sehr reinem Zustand eluiert werden. Aus
der héhergelegenen ziegelroten Zone liess sich mit methanolhaltigem Chloroform 1-Methyl-
rhein-methylester eluieren.

Aus 9-Rheinantliron (1) erhielten wir in wiederholten Versuchen nur 20 bis héchstens
50 mg kristallisierten 1,8-Dimethyl-rheinmcthylester, aus 10-Rheinanthron dagegen min-
destens 110 bis 150 mg. Umgekehrt waren die Ausbeuten an 1-Mothyl-rheinmethylester
etwas grosser beim 9-Rheinanthron als beim 10-Rheinanthron.

IV. Die optische Aktivitat.

Die Drehwerte der Scnnidine und mehrerer ihrer Derivate, die schon frither beschrie-
ben, z. T. damals aber nichtaufihre optische Aktivitat gepruft wurden, sind in der folgen-
den Tabelle zusammengestellt. Wegen der meist starken Farbung dieser Substanzen musste
oft mit sehr verdliinnten Ldsungen gearbeitet werden, was die Genauigkeit der Drehwerte
beeintrachtigte.

Es ist auffallend, dass der Drehwert des unsubstituierten Sennidins in organischen
Losungsmitteln abnimmt, so dass z. B. nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Ather
keine Drehung mehr zu beobachten ist. Dagegen bleibt der Drehwert von Verbindungen,
in denen die viera-Hydroxylgruppen substituiert sind, beim Umkristallisieren unverandert.
Wegen der leichten Racemisierbarkeit des Sennidins A ist es wohl mdglich, dass die bis
jetzt untersuchten Prdparate in bezug auf ihre optische Drehung noch nicht ganz ein-
heitlich sind.

1) K. Zahn, B. 67, 2063 (1934).
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Konz Lo 2
Substanz ' osungs- -Mo
% mittel A-Rcihe B-Reihe
D.oxan-
Sennidin 0,1 Wasser ca.+ 180° 0°
7:3
Tetra-methyl- Chloroform-
sennidin- 0,6 Methanol + 59° 0°
dimcthylester 9:1

Tetra-acetyl-
sennidin- 0,6 Chloroform + 210° 0°
dimethylestcr

Tetra-methyl-9,9’- Chloroform-
diacetyl-sennidin- 0,2 Methanol 0°
dimethylester 9:1

Hexa-acetyl-

sennidin- 0,2 Chloroform 0°

dimethylester

V. Die Synthesen.
1. Die Synthese des Scnnidins.

In der im Abschnitt I, 1 beschriebenen Schittelapparatur beschickte man die eine
Schittelbirne mit 540 mg 9-Rheinanthron in 10 cm3Wasser, die andere mit 100 mg Palla-
diummohr in 10 cm30,2-n. NaOH und séttigte mit Sauerstoff, wozu wenige Minuten aus-
rcichten. Nach dem Zusammenkippen nahm die gelbbraune Ldsung sehr rasch Sauerstoff
auf und wurde braunrot; im Verlauf von etwa 20 Minuten war die berechnete Menge
Sauerstoff aufgenommen, worauf der Gasverbrauch beinahe zum Stillstand kam. Nach
30 Minuten wurde die Lésung vom Palladium abfiltriert, das gebildete Sennidin durch
Ansduern ausgeféllt, abgesaugt, getrocknet, wie Ublich mit Essigsaureanhydrid-Schwefel-
saure acetyliert und das Acetylierungsprodukt in Aceton mit Diazomethan verestert. Der
kristallisierte Tetra-acetyl-sennidin-dimethylester wog 475 mg und schmolz unter Zer-
setzung zwischen 225—230°; Ausbeute 64%.

In einem &dndern Ansatz wurden aus 430 mg 9-Rheinanthron durch Dehydrierung
310 mg unsubstituiertes Sennidin, d. h. 72% der Theorie isoliert und dessen Reinheit nach
zweimaligem Umkristallisieren aus Ather durch kolorimetrischcn Vergleichl) mit natiirli-
chem Sennidin, dessen Kristallisation inzwischen ebenfalls gelungen war, bestatigt.

2. Die Synthese des Tetramethyl-sennidin-dimethylesters.

Entsprechend vorstehenden Versuchen 18ste man einerseits 210 mg Dimethyl-rhein-
anthron-methylester in 10 cm3 Eisessig, anderseits suspendierte man 100 mg Palladium in
10 cm3 Eisessig, sattigte mit Sauerstoff und schittelte nach dem Zusammenkippen der
Flussigkeiten bis zum Abklingen der Gasaufnahme, was nach etwa 30 Minuten der Fall
war. Der Gasverbrauch betrug 3,9 cm3 berechnet 3,8 cm3.

Die vom Katalysator befreite L6sung dampfte man zur Trockne und kristallisierte
den Rickstand unter Verwendung von Tierkohle aus Chloroform-Methanol (9:1) um. Das
rohe Kristallisat wog 170 mg, was einer Ausbeute von 81% entspricht. Nach dem Waschen
des rohen Tetramethyl-sennidin-dimethylesters mit etwas kaltem Aceton schied sich die-
ser aus Chloroform-Methanol in typischen, hcllbeigefarbigen Kristallen aus, die sich bei
ca. 300° zersetzten.

3 Vgl. 2. Mitt., Helv. 30, 59 (1946).
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3. Die Partialsynthcse der Sennoside A und B.

a) Mit Sauerstoff/Pd. 1,0g 8-Glucosido-rheinantliron wurde in einer Sehiittel-
birne in 10 cm3 Wasser suspendiert und das zweite Schittelgcfass mit 200 mg Palladium,
3cm3n.NaOH und 7 cm3 Wasser beschickt. Beide Suspensionen wurden mit Sauerstoff
gesdttigt und dann vereinigt. Bei weiterem Schitteln wurde innerhalb 10 Minuten die be-
rechnete Menge (12,9 cm3), in den folgenden 20 Minuten nur noch 1,5 cm3 Sauerstoff auf-
genommen; dann kam die Gasaufnahme vdllig zum Stillstand. Die vom Katalysator abge-
gossene Losung wurde nun mit Salzsdure angesduert, worauf nach kurzer Zeit die Kristalli-
sation von Sennosid A begann und nach etwa 4 Stunden beendet war. Umkristallisieren
aus Aceton-Wasser lieferte 390 mg leuchtend gelbes, wohlkristallisiertes Sennosid A, das
in allen seinen Eigenschaften, auch in der optischen Drehung, mit natirlichem Sennosid A
Ubereinstimmte.

[a]fe=-145°
(c = 0,1 in 70-proz. Aceton)

Die salzsaure Mutterlauge von Sennosid A lieferte nach zweitdgigem Stehen eine
weitere Kristallisation, aus der beim Umkristallisieren aus Aceton-Wasser 200 mg hell-
gelbes Sennosid B gewonnen wurden, dessen optische Aktivitdt auf seinem Gehalt an
Glucose beruht.

[>]f)o=-95"
(c = 0,2 in 70-proz. Aceton)

b) Mit Luft/Pd. In einem Becherglas I6ste man 1,0 g 8-Glucosido-rheinantliron
in 30 cm30,1-n. KaOH, gab 200 mg Palladium hinzu und presste unter Rihren wéhrend
einer Stunde einen kréaftigen Luftstrom durch die dunkle Ldsung. Die Aufarbeitung er-
folgte wie im Versuch a) und ergab wiederum 390 mg umkristallisiertes Sennosid A und
160 mg umkristallisiertes Sennosid B.

c) Mit Luft allein. In einem weiteren Ansatz erfolgte die Dehydrierung von
1,0 g 8-Glucosido-rheinanthron wie im Versuch b), aber ohne jeden Katalysator; die Auf-
arbeitung lieferte 170 mg Sennosid A und 90 mg Sennosid B.

Zusammenfassung.

Die Konstitution der Sennoside A und B als Derivate des Diliy-
dro-dianthrons wird bewiesen durch ihre reduktive Spaltung zu 9-
Bheinanthron-Derivaten und durch Darstellung von 9,9'-Diacetyl -
Verbindungen mit Dianthranol-Struktur.

Es gelingt, die Sennidine als stereoisomere 1,1',8,8'-Tetra-oxy-
10,10'-dihydro-dianthron-3,3"-dicarbonsduren zu charakterisieren und
zu zeigen, dass Sennosid A sehr wahrscheinlich das 8,8'-Diglucosid
des optisch aktiven (-f)-Sennidins, Sennosid B das 8,8'-Diglucosid
der entsprechenden optisch inaktiven Mesoform darstellt. Damit wird
erstmals ein naturliches optisch aktives Dihydro-dianthron-Derivat
nachgewiesen.

Die vorgeschlagenen Konstitutionsformeln werden durch Total-
synthese des Sennidins und Partialsynthese der Sennoside A und B
bestéatigt.

Pharmazeutisch-chemisches Laboratorium
»Sandoz“, Basel.
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49. Herstellung und Derivate des /J-Methyl-D-glucuro-pyranosids
von E. Hardegger und D. Spitz.
(31.1. 50)

Wie wir vor kurzem zeigen konnten1l) gelingt es nach K. Maurer &
G. Drefahl2) im a-Methyl-glucosid in beschranktem Ausmass die
priméare Oxygruppe mit Distickstofftetroxyd selektiv zum Carboxyl
zu oxydieren und aus den Oxydationsprodukten kristallisierte
Derivate des a-Methyl-D-glucuro-pyranosids zu bereiten3).

In der vorliegenden Arbeit wurde in analoger Weise die Oxy-
dation des /J-Methyl-D-gluco-pyranosids4) durchgefihrt, um zu (-
Methyl-D-glucuro-pyranosid (VI11) und den der a-Eeihe entsprechen-
den, mit Ausnahme von Il noch unbekannten Derivaten zu gelangen.
Die Einwirkung von Distickstofftetroxyd auf /J-Methyl-glueosid (1)
fuhrte erwartungsgemaéss und in Ausbeuten von durchschnittlich 70 %
zu sauren Oxydationsprodukten, deren Bariumsalze auf Grund ihrer
Unldslichkeit in Alkohol isoliert und auf diese Weise von Ueutral-
kdrpern abgetrennt werden konnten.

Zur weiteren Aufarbeitung wurden die amorphen, sehr hygro-
skopischen Bariumsalze wie in der a-Eeihel) entweder mit metha-
nolischer Salzsaure in die Methylester umgewandelt5) oder zunéchst
mit dem Kationen-Austauscher Wofatit KS zerlegt, worauf die freien
Sauren in methanolischer Lésung mit Diazomethan verestert wurden.
Die rohen, mit Acetanhydrid-Pyridin acetylierten Methylester lagen

b E. Hardegger X D. Sj>itz, Helv. 32, 2165 (1949).

®m B. 80, 94 (1947).

3) Weitere chemische Methoden zur Umwandlung von Methyl-glucosid in Methyl-
glucuronid: vgl. R. A. Leutgoeb tB H. Heinrich, Am. Soc. 61, 870 (1939), Oxydation von
a-Methyl-glucosid an Quecksilber-Kathode bei 11 ati Sauerstoffdruck zu 20% a-Methyl-
glucuronid. li. Smolenski, C- 24, 11, 317 (die Original-Abhandlung war uns nicht zugang-
lich), Oxydation von a-Methyl-glucosid mit Wasserstoffsuperoxyd in Gegenwart von
Eisen(l1l)-hydroxyd soll in 20-proz. Ausbeute zu a-Methyl-glucuronid fuhren. — Fir
préparative Zwecke geeignet erscheint die noch nicht durchgefuhrte Oxydation des a-
bzw. /?-Methyl-glucosid-2,3,4-triacetats mit Kaliumpermanganat nach der an -\,2,3,4-
Tetraacetyl-glueose ausgearbeiteten Methode von M.Slacey, Soe. 1939, 1529. — Be-
merkenswerterweise gelang es nicht, a-Methyl-glucosid mit Natriumhypobromit in a-
Methyl-glucuronid umzuwandeln, wéahrend aus a-Mentliol-glucosid auf gleiche Weise
a-Menthol-glucuronid hergestellt werden konnte, M. Bergmann, B. 56, 1060 (1923).

4) In ca. 70-proz. Ausbeute aus /J-Pentaacetyl-glucose uber die Acetobrom-glucose
herstellbar; fiir gréssere Ansdtze ist die Methylierung von Glucose mit Dimethylsulfat und
Alkali nach M. L. Maquenne, BI. [3] 33, 469 (1905), einfacher und billiger durchzufiihren,
trotzdem auf diese Weise nur etwa 20% Ausbeute an ~-Methyl-glucosid erzielt werden.

5 Vgl. dazu die Veresterung von 2,3,4-Trimethyl-methylglucuronid, J.1. Cunneen
& F. Smith, Soc. 1948, 1145; reiner a-Methyl-glucuro-pyranosid-methylester wurde von
L. N. Owen, S. Peat & W.J. G.Jones, Soc. {941, 339, als Ol beschrieben.
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als stark dunkle, sehr viskose Masse vor, die nur zu etwa 23in Benzol
16slich war. Filtration der henzolischen Lésung durch Aluminiumoxyd
der Aktivitat 11— 11 fuhrte nacheinander zu 2 farblosen, kristalli-
sierten Eluaten im Gewicht von 15 %4) der eingebrachten Substanz.

Die zuerst und in grosserer Menge eluierte, bei 105° schmelzende
Verbindung 111 der Bruttozusammensetzung CIGH20 12 wurde als
D-Zuckersdure-dimethylester-tetraacetat?) erkannt, da sie sich mit
methanolischem Ammoniak in das bekannte Zuckersadure-diamid (1V)
vom Smp. 168° (u. Zers.) ([a]D = + 10,7° in Wasser)3) Uberfihren
liess. Das stete Vorkommen von D-Zuckersdure in den Oxydations-
produkten des /?-Metkyl-glucosids (1) ist bemerkenswert, weil in der
mehrmals und analog durchgefihrten Oxydation des «-Methyl-
glucosids keine oder hochstens Spuren von Zuckersaure auftratend).

COOCH3 COXH,
CH,0—¢H i—OAc —OH
-OH -OAc + AcO—! HO-
HO— AcO- —_OAC —OH
—OH —OAc —OAc -OH
Il COOCH, Il COOCH, IV CONH,
CHO—¢H
—OH -OH
HO- 0 HO- °
—OH —OH
CONHo CONH—NH, COOR
v VI VIl R=H
Ba
Vlla R : )

Das in den spateren Fraktionen eluierte, Kkristallisierte Pré-
parat Il der Formel C14H 20010 schien nach Schmelzpunkt (154°) und
optischer Drehung (Joc]D = —29° in Chloroform) identisch mit dem
von W.F.Goebel oG F. H. Babersh hergestellten, als Pyranosid
formulierten /S-Methyl-glucuronid-methylester-triacetat. In Uber-

1) Ca. 65% der eingefahrenen Substanz Hessen sieh erst mit Methanol als dunkles,
nicht kristallisiertes und nicht weiter untersuchtes Produkt vom Aluminiumoxyd abldsen.

-) In der Literatur ndck nicht beschrieben.

3) C.S. Hudson tB S. Komatsu, Am. Soc. 41, 1141 (1919), fanden fir ein Préparat
vom Smp. 172—173° [a]D = 13,3° in Wasser; M. Bergmann, B. 54, 2651 (1921), be-
stimmte den Smp. zu 170° (u. Zers,), R. E. Reeses, Am. Soc. 61, 664 (1939), zu 176—178°.

*) Vgl. Helv. 32, 2169 (1949). 5 J. Biol. Chem. 111, 347 (1935).
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einstimmung mit dieser Annahme liess sich das in Ather sehr schwer-
losliche Methylester-triacetat 11 mit Ammoniak in Methanol in R-
Methyl-glueuronid-amid (V)1) nmwandeln, unter Eliminierung der
drei AcetyJgruppen als Acetamid. Fir die Pyranosid-Struktur von 11
spricht der negative Ausfall des Weerman-Tests2) mit dem Amid Y.
Zur Charakterisierung des Amids Y stellten wir durch Kochen mit
Hydrazinhydrat in quantitativer Ausbeute das schwer ldsliche
Hydrazid VI dar.

Die alkalische Verseifung des Methylester-triacetats Il fuhrte,
nach Entfernen der Katrinm-ionen mit Wofatit KS, zum /3-Metliyl-
glucuronid VII. Die nur schwierig kristallisierende Saure V11 wurde
als unscharf bei 78—82° schmelzendes Préaparat, sowie als amorphes
Bariumsalz zur Analyse gebracht. Durch aufeinanderfolgende Ein-
wirkung von Diazomethan und Acetanhydrid-Pyridin konnte die
Saure VIl wieder in das Methylester-triacetat Il zurickverwandelt
werden. Wie zu erwarten war, verbrauchte die Sdure V11 als Pyranosc-
Derivat 2 Mol Perjodsaure. Von der durch die Oxydation entstan-
denen Ameisensdure konnten 52 % der 1 Mol entsprechenden Menge
als Benzyl-thiuroniumsalz gefasst und identifiziert werden.

Wir danken der Rockefellcr Foundation in New York fir die Unterstiitzung dieser
Arbeit.

Experimenteller Teil3).
Oxydation von /?-Mcthyl-glucosid (1) mit Distickstoff-tetroxyd.

20 g /3-Methyl-glucosid (I) vom Smp. 105° wurden, wie friher fir das a-Methyl-
glucosid beschriebend), mit Distickstofftetroxyd6) oxydiert. Die aus den Oxydations-
produkten isolierten trockenen, sehr hygroskopischen, gelblichen Bariumsalze wogen 21 g.
Aus je 10 g Bariumsalz wurden, ebenfalls nach friher gegebener Vorschrift4), sowohl mit
methanolischer Salzsdure wie (ber die freien Carbonsduren mit Diazomethan je 6,5-7 g6)
rohe, dunkel gefarbte Methylester erhalten?).

4) Ausser V und dem entsprechenden ebenfalls kristallisierten Amid der a-Kcihe
(vgl. Fussnote 4) S. 338) ist noch das nicht kristallisierende /9-Methyl-glucuro-furanosid-
amid (vgl. L. N. Owen, S. Peat <G W.J.0. Jones, Soc. 1941, 339) bekannt.

2) Vgl. dazu z.B. R. A. Weerman, A. 401, 1 (1913); Rec. 37, 1, 16 (1918); W.N.
Haworlh, S. Peat iC ./. Whelslone, Soc. 1938, 1975; R.G. Aull, W. N. Haworth & E. L.
Ilirst, Soc. 1934, 1722; C. C. Barker, E. L. Hirst & J. K. N. Jones, Soc. 1946, 783. Vgl.
dagegen F. Miched «GK. Kraft, B. 67, 841 (1934). Die Ergebnisse der Untersuchung von
F. Miched <OK. Kraft wurden von W. N. Haworlh und Mitarb. (1938) teilweise widerlegt.

3) Alle Schmelzpunkte sind korrigiert. 4) Helv. 32, 2167 (1949).

5) Die Oxydationen wurden teils mit technischem, teils mit frisch im Sauerstoff-
strom destilliertem und Gber Phosphorpentoxyd getrocknetem Distickstofftetroxyd vor-
genommen; Einflisse auf die Ausbeuten an Il und Il wurden nicht festgestellt.

e) Gegen ca. 3,2-3,5 g in der a-Reilie (vgl. Fussnote 4)).

7) Wie nachtrdaglich angestellte. Versuche zeigten, kann das Auftreten gefarbter
Verunreinigungen, welche schon bei der Neutralisation mit Bariumcarbonat auftraten,
vermieden werden, wenn die Oxydationsprodukte des B- bzw. a-Methyl-glucosids, nach
Entfernen der Uberschissigen Stickoxyde im Vakuum, in wésseriger Losung mit Raney-
Nickel z. B. 6 Stunden bei 150° und 150 at hydriert werden. Neutralisation des hydrierten
Ansatzes mit BaC03und Ausfallen mit Alkohol fihrt dann zu rein weissen Bariumsalzen,
bzw. in den spéteren Stufen zu rohen, aber beinahe farblosen Acetyl-methylestern.
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Isolierung von Zuckersdure-dimethylester-tetraacetat (111) und /?-Methyl-
glucuronid-methylester-triacetat (I1).

16 g roher Methylester wurden bei 0° mit 100 cm3Pyridin und 25 cm3Acetanhydrid
im Verlauf von 24 Stunden acetyliert. Das im Vakuum zur Trockene eingedampfte Acc-
tylierungsgemisch wurde bis zum Verschwinden des Geruchs nach Pyridin bzw. Acetan-
hydrid mehrere Male mit Toluol im Vakuum zur Trockene gesaugt. Der Rickstand (21 g)
wurde mit Benzol digeriert, wobei 14 g Substanz in Ldsung gingen. Die dunkle L&sung
(ca. 100 cm3) wurde an Aluminiumoxyd Il—IIl1 chromatographiert.

Mit 300 cm3 Benzol wurden 1,5 g Zuckersdure-dimethylester-tetraacetat (I11)
eluiert. Das aus Chloroform-Ather umkristallisierte Praparat (1,4 g) schmolz bei 105°.
Zur Analyse wurde eine Probe bei 100° im Hochvakuum sublimiert.

3,830 mg Subst. gaben 6,644 mg C02und 1,900 mg ILO
CIH2012 Ber. C47,29 H 546% Gef. C47,34 H 555%
[a]D = -14° (c = 1in Chloroform)

Die folgenden Benzol-Eluate (300 cm3) enthielten 550 mg /J-Methyl-glucuronid-
methylestcr-triacetat (I1) vom Smp. 148°. Durch mehrmaliges Umkristallisieren aus
Chloroform-Ather konnte der Schmelzpunkt von Il bis auf 154° gebracht worden. Das
Analysenprédparat wurde bei 140° im Hochvakuum sublimiert.

3,500 mg Subst. gaben 6,710 mg C02und 1,956 mg H20
CuH20010 Ber.C48,27 H 5,79% Gef. C 48,19 H 5"76%
[a]D = —29° (¢ = 0,9 in Chloroform)

Mit 300 cm3 Benzol-Chloroform (1:1) wurden aus dem Aluminiumoxyd 0,35 g einer
nicht krist., gelben Substanz, mit 300 cm3 Methanol 9 g dunkles, nicht kristallisierendes
Harz eluiert, das nicht weiter untersucht wurde.

Zuckersdure-diamid (IV aus Il11).

200 mg Zuckersdure-dimethylestcr-tetraacetat (I11) wurden in 20 cm3 Methanol
geldst und bei 0° mit Ammoniak gesdttigt. Nach 12 Stunden wurde die Losung im Vakuum
zur Trockene cingedampft. Der Rickstand wurde aus Wasser-Methanol umkristallisiert,
wobei 70 mg des bei 168° (u. Zers.) schmelzenden Zuckersaurc-diamids (IV) anfielen.
Das in Wasser gut, in Alkohol und Methanol schwer l&sliche Préaparat wurde zur Analyso
2 Tage bei 70° im Hochvakuum getrocknet.

3,688 mg Subst. gaben 4,656 mg C02und 1,942 mg H20
3,280 mg Subst. gaben 0,392 cm* N2 (19°, 722 mm)
C6H120(N2 Ber.C 34,61 H5,77 N 13,45%
Gef. ,, 3445 , 589 , 13,28%
[a)D = +16,7° (c = 0,8 in Wasser)

B-Methyl-glucuronid-amid (V aus II).

200 mg /3-Methyl-glucuronid-methylester-triacetat (I1) wurden in 20 cm3 Methanol
geldst und bei 0° mit Ammoniak geséttigt. Nach dem Absaugen der flichtigen Anteile im
Vakuum kristallisierte der Riickstand aus Methanol. Das bei 198° schmelzende Préparat
wog 70 mg. Zur Analyse wurde die Verbindung V bei 180° im Hochvakuum sublimiert.

3,686 mg Subst. gaben 5,476 mg C02und 2,063 mg H2
C,H120N Ber. C40,58 H 6,32% Gef. C 40,54 H 6,26%
[a]D = - 72°(c = 0,4 in Methanol)

Weerman-Test: 52 mg (I/4 Millimol) /1-Methyl-glueiironid-amid (V) wurden in 1 cm3
Wasser geldst, bei 0° mit 0,5 cm3kalter NaOCI-Ldsungl) versetzt und 2 Tage bei 0° stehen-
gelassen. Mit einigen Tropfen 0,1-n. Natriumthiosulfat wurde das Uberschissige Hypo-
chlorit zerstért und 0,1 cm3 konz. Semicarbazid-acetat-Lésung (hcrgcstellt durch Ver-

1) Hergestellt nach R. A. Weermm, A. 401, 5 (1913).
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reiben von'2 g Semicarbazid-hydrochlorid mit 3 g kristallisiertem Natriumacetat und Ab-
filtrieren des flussigen Anteils vom ungeldsten Natriumchlorid) zugegeben. Nach 2 Tagen
bei 20° erschien die Mischung nur leicht getribt.

Ein in gleicher Weise mit 50 mg Gluconséure-amid angesotzter Test zeigte unmittel-
bar nach Zugabe der Semicarbazid-acetat-Ldsung eine Tribung und nach 3 Stunden einen
reichlichen Niederschlag von Hydrazodicarbonamid, welches durch Schmelzpunkt (248°)
und Mischprobe identifiziert wurde.

/5-Methyl-glucuronid-liydrazid (VI aus V).

100 mg /5-Methvl-glucuronid-amid (V) wurden mit 0,5 g Hydrazinhydrat eine halbe
Stunde am Ruckfluss gekocht und nach dem Abkuhlen mit 2 cm3 Alkohol versetzt, wobei
das Hydrazid VI sofort auskristallisierte. Das Prdparat wurde bis zum Smp. 238° aus
Wasser-Alkohol umkristallisiert und zur Analyse bei 230° im Hochvakuum sublimiert.

3,738 mg Subst. gaben 5,209 mg C02und 2,170 mg 1120
C-HuON2 Becr.C 37,84 H 6,35% Gef. C35,03 H 6,51%
[a]D = - 50° (¢ = 0,5 in Wasser)

/3-Methyl-glucuronid (VII aus I1).

348 (350) mg /3-Methyl-glucuronid-methylester-triacetat (I11) vom Smp. 154° wurden
in 4 cm3 Methanol geldst, mit 41 (39,9) cm3wasseriger 0,1 -n. Natronlauge 3 Minuten zum
Sieden erhitzt und nach dem Abkihlen auf Naphtholphtalcin titriert, wozu 2 (2) cm3
0,1-n. Essigsaure verbraucht wurden. Die Lésung wurde durch 15 cm3W ofatit KS filtriert,
der Wofatit zweimal mit je 40 cm3 Wasser gewaschen und die vereinigten Filtrate im
Vakuum Uber eine gekihlte Vorlage zur Trockene eingedampft. Der 6lige Ruckstand (VI1I)
wog 228 (228) mg (Ber. 208 mg). Das in der Vorlage gesammelte Destillat verbrauchte
30,5 (29,8) cm3 (Ber. 32 cm3) 0,1-n. Natronlauge.

Das /3-Methyl-glucuronid (V1) kristallisierte aus Aceton-Chloroform in Gegenwart
von 2 Tropfen Wasser. Ohne Zusatz von Wasser wurde kein kristallisiertes Préaparat er-
halten. Die Kristalle schmolzen unscharf bei 78—82° und réteten blaues Lackmuspapier.

Das Analysenprdparat wurde 24 Stunden im Hochvakuum bei 70°, dann 2 Tage
Uiber Phosphorpentoxyd getrocknet, im Schweinchen eingewogen und vor dem Verbrennen
bei 100° geschmolzen.

4,198 mg Subst. gaben 6,195 mg C02und 2,216 mg H2
CMH10, Ber.C40,39 H 581% Gef. C40,27 H5,91%

Bariumsalz Vllal): Die aus dem Metliylestcr-triacetat Il mit 0,1-n. Natronlauge
und Wofatit KS frisch hergestellto wésserige Lésung der Sdure VII wurde mit tber-
schissigem Bariumcarbonat aufgekocht, filtriert und das Filtrat in das doppelte Volumen
Alkohol eingetropft. Das amorphe Bariumsalz wurde zur Analyse 48 Stunden bei 70°
im Hochvakuum getrocknet.

3,737 mg Subst. gaben 4,101 mg C02, 1,593 mg H20 und
1,182 mg Rickstand
(CLH1072Ba, 1H2 Ber. 0 29,51 H 4,24 Ba 24,11%
Gef. ,, 29,95 , 477 , 24,58%

Umwandlung des /3-Methyl-glucuronids (VII) in das
M ethylester-triacetat II.

Eine frisch hergestclite Lésung von 20 mg /3-Mcthyl-glucuronid (VII) in 1 cm3
Wasser wurde mit 10 cm3 Methanol und 10 cm3 verdinnter &therischer Diazomethan-
Losung kurz durchgeschittelt und im Vakuum zur Trockene eingedampft. Der Ruckstand
wurde mit einigen Tropfen Pyridin und Acetanhydrid kurz aufgekocht, im Vakuum zur

1) Pb, Bi, Ni, Co-Salze waren 6lig, Cd- und Zn-Salze waren fest aber amorph, ein
offenbar Hg"-Salz wurde einmal kristallinerhalten; das Salz konnte nicht umkristallisiert
werden und die Herstellung war nicht reproduzierbar.
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Trockene verdampft und im Hochvakuum sublimiert. Das kristallisierte Sublimat zeigte
die fiir das Methylester-triacetat Il charakteristische Schwerloslichkeit in Ather. Das
Praparat schmolz nach einmaligem Umkristallisieren aus Chloroform-Ather bei 148° und
gab in der Mischprobe mit Methylester-triacetat Il vom Smp. 153° keine Schmelzpunkts-
erniedrigung.

Oxydation des /3-Methyl-glucuronids (VIlI) mit Perjodsdure.

Eine wésserige Losung, deren Gehalt an VII durch Eindampfen im Vakuum und
Trocknen des Riickstandes bis zur Gewichtskonstanz im Hochvakuum bei 20° iiber Phos-
phorpentoxyd bestimmt wurde, enthielt in 4,61 g Losung 209 mg (= 1,0 Millimol)
(9-Methyl-glucuronidl). Zu dieser Lésung wurden bei 16—17°, 5,60 cm3Perjodsduro-Ldsung
gegeben, die 2,88 Milliatome aktiven Sauerstoff enthielt, also ca. 0,5 molar war. Der Ver-
lauf der Oxydation wurde in Proben von 0,50 cm3 titrimetrisch verfolgt2). Die Glykol-
spaltung war nach 3 Stunden beendet. Die Probe verbrauchte dann 0,87 cm30,1-n. Arsenit,
woraus sich eine Verminderung des Gehalts an aktivem Sauerstoff von 2 Milliatomen
(x 1%) berechnet. Nach 4 Stunden war gemdass dem Arsenit-Verbrauch von 0,85—0,86 cm3
die Oxydation nicht weiter fortgeschritten, obwohl die Lésung sich inzwischen gelblich
geférbt hatte3). Die Oxydation wurde nun durch Zugabe von 25 cm3 1-n. Kaliumjodid-
Lésung abgebrochen.

Zur Aufarbeitung wurde die Mischung mit 7 g Kaliumcarbonat 15 Stunden geschit-
telt, wobei sich die Gelbfarbung stark aufhellte. Dann wurde der Ansatz mit 100 cm3
Wasser und 120 cm3 W ofatit KS unter zeitweisem Schiitteln 5 Minuten stehengelassen,
durch wenig frischen Wofatit KS filtriert und mit Wasser nachgewaschen. Die Eiltrate
wurden mit 14 g Silbercarbonat geschittelt, filtriert, mit Schwefelwasserstoff behandelt
und eingedampft4). Das mit Bariumhydroxyd auf Phenolphtalein neutralisierte Destillat
wurde im Vakuum auf ca. 5 cm3eingeengt, mit einer konz. Lésung von 250 mg Benzyl-
thiuroniumsulfat versetzt, von ausgeschiedenem Bariumsulfat abfiltriert und im Vakuum
zur Trockene verdampft. Der Ruckstand wog nach dom Umkristallisieren aus Wasser
HO mg. Das bei 145° schmelzende Préparat gab mit Benzylthiuronium-formiat (Smp. 148°)
keine und mit Benzylthiuromum-acetat (Smp. 140—141°) eine starke Schmelzpunkts-
erniedrigung.

Die Mikroanalysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung von Hrn.
TV. Marner ausgefuhrt.

Zusammenfassung.

[?-Methyl-D-gluco-pyranosid wurde mit Distiekstofftetroxyd
oxydiert. Aus den Oxydationsprodukten konnten Kkristallisierte
Derivate der D-Zuckersdure und des /MVlethyl-D-glucuro-pyranosids
isoliert werden. Das kristallisiererte /3-Methyl-glucuronid wurde als
Amid und Hydrazid charakterisiert und mit Perjodsdure abgebaut.
Die Pyranosid-Struktur des /3-Metliyl-glucuronids wurde sichergestellt.

Organisch-chemisches Laboratorium
der Eidg. Technischen Hochschule, Zirich.

4 Gehaltsbestimmungen durch Titration mit 0,01-n. Natronlauge fiihrten zu ca. 6%
héheren Werten; die durch Wéagung gefundenen Werte scheinen uns zuverléssiger.

2) Die Proben wurden mit 10 cm3 Wasser verdinnt und nach Zugabe von 1,5 cm3
1-m. Dikaliumhydrogenphosphat und 0,5 cm3 1-n. Kaliumjodid das ausgeschiedene Jod
mit 0,1-n. Arsenit titriert.

3) Erst ldngeres Stehen bei 17° fuhrte unter Ausscheidung von Jod zu weiter-
gehender Oxydation.

4) Aus dem Rickstand konnten mit Strontiumhydroxyd nur wenig Kristalle isoliert
werden, deren Menge fur eine weitere Untersuchung nicht ausreichte.
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50. Recherches clans la série des cyclitols XI.
Sur I’identité du vilmrnitol de Viburnum tinus L. avec le
/-quercitol de Gymnerna sylvestre Br.

par Th. Posternak et W. H. Schopfer.
(111 50)

A c6té des cyclohexane-hexols C6H 1200 (inositols), il existe dans
la nature des cyclohexane-pentols C6H 120 5 qui, jusqu’a présent, n’ont
d’ailleurs été trouvés que dans le régne végétal.

Leur représentant le plus anciennement connu est le d-quercitol
(Mb = + 24°) que Braconnotl) découvrit en 1849 dans les glands
de chéne et qui a été retrouvé dans un grand nombre d’autres plantes.
Sa constitution?2) et sa configuration3) sont actuellement bien établies.

En 1904, Power & Tutin1) isolérent des feuilles d’une asclépiada-
cée originaire de I’'Hindoustan, Gymnerna sylvestre Br., une substance
lévogyre, de formule CG1120 5 contenant 5 groupes hydroxyles. A
I'instar du d-quercitol, elle est dégradée par oxydation, au moyen du
permanganate, en acide malonique, ce qui constitue un sérieux argu-
ment en faveur de la constitution de cyelohexane-pentol que lui
attribuérent Power & Tutin. Ces auteurs nommeérent leur substance
«l-quercitol», appellation fort mal choisie d’ailleurs, car ce composé
n’est jias I’'antipode optique du d-quercitol.

En 1936, Hérissey & Poirot5) retirérent des feuilles et des fruits
de Viburnum tinus L. un principe lévogyre répondant a la formule
C6H 120 5 qu’ils nommeérent viburnitol. Sa rotation spécifique différait
de celle que Power ¢& Tutin avait indiquée pour leur substance (ta-
bleau I). Le viburnitol contient 5 groupes hydroxyle; il consomme la
méme quantité d’acide périodique que le d-quercitol. Ilérisscy & Poirot
en conclurent qu’il représente un cyelohexane-pentol. Cette conclusion
ne semble pas avoir retenu I’attention; toujours est-il que le viburnitol
n’est pas mentionné dans les revues récentes sur la chimie des cyclitols6).

Grace a la grande obligeance de M. le Dr T. M. Sharp, des Well-
come Laboratories of Tropical Medecine, Londres, nous avons pu ob-
tenir un échantillon de la substance de Power & Tutin. D ’autre part,

1) H. Braconnot, Ann. chim. phys. [3] 27, 392 (1849).

2) J. Kanonnikof, J. pr. [2] 32, 497 (1885).

3) Th. Posternak, Helv. 15, 948 (1932).

4) F. B. Power tCF. Tutin, Soc. 85, 624 (1904).

5) H. Hérissey & G. Poirot, J. pharm. chim. [8] 26, 385 (1937).

6) J. K. N. Jones, Ann. Reports Chem. Soc. 43, 167 (1947); IL G. Fleischer Jr., Adv.
Carb. Chem. 3, 45 (1948); IF. Pigman tC R.Al.Goep, Chemistry of the Carbohydrates,
Académie Press, New-York (1948).
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M. le Prof. Hérissey, Paris, a mis trés aimablement a notre disposition
un échantillon de viburnitol. Par la suite, noirs en avons préparé de
plus grandes quantités a partir des feuilles et des fruits de Viburnum
tinus; nous avons modifié et simplifié quelque peu le procédé de
Hérissey & Poirot ce qui nous a permis d’améliorer considérablement
les rendements. Comme nous I’avons constaté, le viburnitol est accom-
pagné dans les feuilles de quantités notables de méso-inositol; ce der-
nier est également présent dans les fruits, mais en quantités plus
faibles).

En possession d’échantillons de ces 2 cyclitols, nous avons com-
paré le viburnitol avec le «Z-quercitol». Comme nous I’indiquons plus
bas, leurs constantes sont tellement voisines que I'identité des deux
substances devenait trés probable. Toutefois une étude microbiolo-
gigue révéla des différences qu’il s’agissait d’expliquer.

isTous avions examiné leur action sur deux micro-organismes qui
ont besoin de méso-inositol comme facteur de croissance vitaminique,
Eremothecium Ashbyii Guill. et le mutant «inositolless» de Ncurospora
crassa Shaer & B. 0. Dodge; le «Z-quercitol» s’est montré sans action
alors que tous les échantillons de viburnitol étaient actifs.

En raison des grandes ressemblances que présentent par ailleurs
les deux substances, on pouvait alors se demander si I'activité biochi-
mique du viburnitol ne provenait pas de la présence de petites quan-
tités de méso-inositol (environ 4%) retenues tenacement. ifous avons
cherché a les éliminer. 1l était difficile, sinon impossible, de les déceler
par les criteres habituels (analyse élémentaire, pouvoir rotatoire, point
de fusion) qui dans le cas particulier ne sont que fort peu affectés.
Pour suivre les progrés de la purification nous avons dosé le méso-
inositol, dans nos préparations, par les méthodes microbiologiques
(voir partie expérimentale). Le viburnitol se laisse purifier le plus
commodément par recristallisation dans I’alcool de son dérivé acétylé.
On peut employer aussi le tri-acétate de I’isopropylidene-viburnitol?2),
mais la purification par son intermédiaire s’accompagne de grandes
pertes. Par le premier procédé, nous avons obtenu un échantillon de
viburnitol qui n’était guére plus actif dans nos tests que le «Z-quer-
citol». La différence entre les comportements biologiques des deux
substances se trouve ainsi éliminée.

Comme le montre le tableau I, les caractéres indiqués dans la lit-
térature pour le Z-quercitol et son penta-acétate d’une part, pour le
viburnitol et son penta-acétate d’autre part, sont assez voisins a l’ex-
ception des pouvoirs rotatoires qui different considérablement. Or,

nous avons constaté que la rotation spécifique [a]D = —73,9° indiquée
pour le Z-quercitol par Poiver <6 Tutin est erronée; nous trouvons
[«ta = —49,5°, soit une valeur trés proche de celle du viburnitol.

1) Hérissey <¢ Poirot, loc. cit.,, ne mentionnent pas la présence de méso-inositol.
2) Th. Postertmk, Helv. 33, 350 (1950).
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D’autre part, d’aprés nos déterminations, les points de fusion des
deux substances et de leur mélange sont identiques; il en est de méme
des points de fusion des penta-acétates et de leur mélange. Le vibur-
nitol est donc identique au «quercitol Iévogyre» de Gymnema sylvestre.

Tableau I.
I-Q uereitol Vibu -nitoi
Power <0 Nos Hérissey A& Nos
Tutin déterminations Poirot déterminations

Cyclitol libre:
Eau de cristallisa-

tion s 1 mol. 1 mol.
F o 174° 180-181° (corr.) 180-181° (corr.) 180-181° (corr.)
[ocn dans I'eaul) . -73,9° -49,5° £ 1.3° - 49,5° -47,3° + 1,3°

(c = 4,035) (t = 19°, (t = 18°, (t = 19°

Penta-acétate : ¢ = 0,539) ¢=20) ¢ = 0551)

F o 124—125° 120° (corr.) 125,7° (corr.) 126° (corr.)

Bien que I’'appellation de «Z-quercitol» soit plus ancienne que celle
de vibumitol, il conviendrait de ne plus I’employer en raison de son
caractére erroné que nous avons signalé plus haut. Actuellement on
ne connait donc que deux cyclohexane-pentols naturels distincts, le
eZ-quercitol et le viburnitol.

Viburnum tinus est une des rares plantes dans lesquelles on ait
constaté la présence simultanée de deux cyclitols (viburnitol et inosi-
tol). Il nous a paru intéressant d’isoler les composés phospho-organi-
gues acido-solubles de ses fruits pour voir s’il ne s’y trouverait pas
des esters phosphoriques du viburnitol. Par hydrolyse acide, ces subs-
tances, qui sont localisées avant tout dans les graines, ne nous ont
fourni que du méso-inositol. Chez Viburnum tinus, comme chez les
autres plantes vertes examinées auparavant, ces composés phospho-
organiques acido-solubles consistent donc essentiellement en esters
inosito-phosphoriques?).

Nous remercions vivement il. le Prof. A. U. Dunikcr, directeur du Jardin botanique
de Zurich, pour I’envoi de feuilles fraiches de Viburnum tinus.

Partie expérimentale.
Extraction du viburnitol de Viburnum tinus.

A partir des feuilles. Cette extraction comporte d’aprés Hérissey {mPoirot, les opéra-
tions suivantes pour les détails desquelles nous renvoyons au mémoire de ces auteurs: a)
traitement des feuilles fraiches finement hachées par I’eau bouillante; b) hydrolyse de
I’extrait par trois heures d’ébullition en présence de 3% d’acide sulfurique; c) apres éli-
mination de I’acide sulfurique comme sulfate de calcium, fermentation des sucres par la

X) Rapportée au monohydrato C,H1205, H2.
2 Ce qui n’exclut évidemment pas la présence de petites quantités de phosphates
de viburnitol que nous n’aurions pu déceler.
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levure de boulanger; d) défécation par I’'acétate neutre de plomb; e) précipitation du vibur-
nitol par le sous-acétate de plomb ammoniacal; f) décomposition du précipité par I’acide
sulfuriquo; g) évaporation a sec de la solution aqueuse résultant de I’opération précédente
et repi'ise par l’alcool fort & chaud; h) I’extrait alcoolique précédent additionné de sulfate
de sodium est traité sous forme pulvérulente par lI’acétone anhydre qui abandonne le vi-
burnitol a I’état cristallin.

Nous avons renoncé a la derniére opération h) aprés avoir constaté qu’elle ne fournit
que trés difficilement tout le viburnitol présent, en raison do la solubilité insuffisante de
la substance dans I’acétone anhydre. Par évaporation de I’alcool, apres I’'opération g), 011
obtient un sirop qui cristallise, parfois spontanément, et a coup sir, si I’'on amorce avec des
cristaux de viburnitol. Aprés un repos de quelques jours au frais, on reprend par un peu
d’alcool @ 90% et on essore les cristaux. On les traite & 1’ébullition par 80 parties d’alcool
a 96% contenant 0,4% d’acide chlorhydrique et sépare par filtration, a chaud, do I'in-
soluble qui consiste essentiellement en méso-inositol. Les liqueurs filtrées déposent par
refroidissement le viburnitol en belles aiguilles d 'un aspect homogéne qui, aprés recristalli-
sation dans l’alcool a 96%, ont un point de fusion constant de 180—181° (corr.).

Le poids du méso-inositol séparé par filtration a chaud représente en général 10 a
15% de celui des cristaux primitifs, mais cette quantité ne constitue qu’un minimum,
I’extraction par I’alcool lors de I’opération g) ne solubilisant qu’une partie du méso-inositol.
Apres recristallisation par dissolution djms I’eau suivie d’addition d’alcool, la substance
fond a 223° (corr.); il en est de méme du mélange avec un échantillon authentique de
méso-inositol.

A partir de 1 kg de feuilles fraiches fournies en juin par les Jardins botaniques de
Berne et de Zurich, nous avons obtenu 1,5—2,0 g de viburnitol. Des feuilles récoltées en
juillet et octobre dans le voisinage do Lugano nous ont fourni 3,2—3,5 g par kg. Le ren-
dement indiqué par Hérissey ;1 Poirot (0,5 g par kg) est considérablement inférieur.

Nous n’avons pas trouvé de viburnitol dans les feuilles d’un autre représentant du
genre, Viburnum lantana.

A partir des fruits. Nous sommes partis de fruits frais recueillis en octobre et no-
vembre dans le voisinage do Lugano. Apres passage a la machine a bacher, ils furent
chauffés 30 min. a I’ébullition a reflux avec 1 partie d’alcool a 96%. L’insoluble fut séché
a lair, puis finement moulu et extrait encore trois fois durant 30 min. par l’alcool a 96%
a I’ébullition. Les liqueurs alcooliques réunies furent ensuite traitées comme indiqué par
Hérissey < Poirot. De méme que lors de |’extraction des feuilles, nous avons renoncé a
I'opération h) et nous avons pu isoler le viburnitol par cristallisation directe. A partir
de 1 kg de fruits frais nous avons obtenu 1,25 g de viburnitol.

Principes phospho-organiques acido-solubles des fruits.

L’insoluble restant apres I’extraction des fruits par I’alcool chaud est séché a I-air,
011 le moud de nouveau et 011 I’extrait durant 10 heures a i’éther de pétrole dans un appa-
reil a extraction continue. A partir de 1 kg de fruits frais contenant 0,10% P on obtient
finalement 380 g d’une poudre a 0,21% P.

170 g de cette poudre sont agités trois heures, a la machine, avec 2500 cm3d’acide
picrique a 0,4%. L ’extrait qui contient 97% du P primitifest précipité par I’acétate neutre
de plomb. Aprés décomposition du précipité plombique par I’hydrogéne sulfuré, filtration
et aération, 011 neutralise par la soude caustique et précipite par I’acétate de baryum la
majeure partie des composés phosphores. Le précipité barytique contient 36% de phos-
phates minéraux. On I’en débarrasse par dissolution dans la quantité minimum d’acide
chlorhydrique a 20% suivie de reprécipitation par I’alcool. On obtient ainsi 0,7 g d’une
substance contenant 15,0% P. Sans chercher a en isoler des composés phospho-organiques
définis, nous I’avons hydrolisée. 0,3 g ont été chauffés 8 heures en tube scellé, a 130°,
avec 2 cm3 H2504 0,65-n.; on alcalnise par I’hydroxyde de baryum, filtre, élimine les
ions Ba” en exces par la quantité strictement nécessaire d’aeide sulfurique et évapore
a sec. Le résidu repris par I’alcool cristallise presque intégralement et fournit 32 mg de
méso-inositol (F. et F. de mélange 223° corr.).
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Purification du viburnitol.

Les méthodes microbiologiques décrites plus loin nous ont montré que tous nos
échantillons do viburnitol, retirés aussi bien des feuilles que des fruits, contenaient 4—5%
de méso-inositol; il en était de méme d’un échantillon fourni par M. le Prof. Hérissey. Nous
avons procédé a do nombreux essais afin d’éliminer le méso-inositol. La recristallisation,
dans diverses conditions, du viburnitol libre n’amena pas de purification notable. Les
meilleurs résultats ont été obtenus par I’'intermédiaire du penta-acétate. Ce dernier
(P. 124° corr.) préparé d’apres les indications de Hérissey <b Poirot, est recristallisé par
dissolution dans 4 parties d’alcool bouillant suivie do refroidissement & 20°. Aprés Gre-
cristallisations, le produit (F. 126° corr.) est désacétylé, dans les conditions habituelles,
par I’hydroxyde de baryum méthylalcoolique. Le viburnitol ainsi obtenu a pratiquement
le méme F. qu’avant la purification, mais n’est guére plus actif, dans nos tests microbio-
logiques, que le «Z-quercitol».

Une purification notable s’effectue également par I'intermédiaire du triacetate d’iso-
propylideno-viburnitol décrit dans un autre mémoirel); ce produit s’obtient malheureuse-
ment avec un rendement médiocre. Aprés plusieurs recristallisations par dissolution dans
I’éther acétique suivie d’addition de ligroine, on chauffe 3 heures a reflux avec 20 parties
d’un mélange de 3 vol. alcool et 1 vol. HC1 concentré. On évapore ensuite a sec et rccristal-
lise le viburnitol dans I’alcool & 96%.

Expériences microbiologiques.

Le méso-inositol est facteur de croissance essentiel ou complémentaire pour divers
microorganismes (Levures ou Champignons filamenteux).

Grace aux divers cyclitols préparés par I’'un de nous (Posternak), une étude détaillée
a pu étre faite de la spécificité d’action de ce facteur vitaminique sur Rhizopus suinus
Nielsen (= Ph. Cohnii Berl. et de 'Toni), Champignon Phycomyeétc2), sur Eremothecium
Ashbyii Guill.3) et Neurospora crassa Shaer et B. 0. Dodge, mutant «inositolless» de
Beadlel). Ces deux derniers sont des Champignons Ascomycétes.

Nous avons admis que la présence de 3 hydroxyles voisins en position cis, caractéri-
sant le méso-inositol, est I’'une des conditions de l’action vitaminique.

Le scyllo-mcso-inososc (inosose biochimique obtenu par I’action d ’Acetobacter suboxy-
dans sur le méso-inositol) agit but Eremothecium, mais pas sur Neurospora; nous admettons
que seul le premier est capable de réduire le groupe C=0 de l'inosose et de le transformer
en méso-inositol. Le monophosphate d’inositol agit sur Eremothecium qui peut le déphos-
phoryler. Neurospora ne réagit a la présence du monophosphate d’inosite que si cc dernier
a été stérilisé & chaud, l'autoelavage déterminant la déphosphorylation.

L *épi-méso-inosose (inosose chimique) et le québrachitol agissent faiblement sur les
deux organismes.

D’une maniére générale, le test Neurospora est plus spécifique que le test Eremothe-
cium-, nous avons utilisé cc dernier selon les prescriptions que nous avons établies, et
Neurospora selon les données de Beadle3), qui a isolé le mutant «inositolless». Le test
Saccharomyces cerevisiae n’a pas été employé.

Le premier échantillon de viburnitol, du professeur Hérissey, étudié en 1945, s’est
montré nettement actif comme facteur de croissance. Sa constitution étant différente do
celle du méso-inositol, il faut admettre, ou bien que lo test utilisé n’est pas spécifique, ou
bien que le viburnitol est contaminé par du méso-inositol. L ’expérience a montré que cette
seconde possibilité doit étre envisagée.

Nous indiquons ici quelques expériences caractéristiques, parmi de nombreuses autres.

') Th. Posternak, Helv. 33, 350 (1950).

2) W. Il. Schopfer, Helv. 27, 468 (1944).

3) W.H. Schopfer, Helv. 27, 1017 (1944); W. H. Schopfer, 'Th. Posternak & Mlle
M.Guiloud, J. Microbiology and Serology, 12,jISS (1947).

4) 1L. H. Schopfer, Th. Posternak <i Mlle M. L. Boss, Rev. int. de vitaminologie, 20,
121 (1948). 5) G. W. Beadle, J. Biol. Cliem., 156, 683 (1944).
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1 Examen de la substance de Gymnema sylvestre et du viburnitol 11. Test Eremothe-
ciuni Ashbyii. Milieu de culture: par litre d’eau distillée, glucose 20 g, tartratc de NH45 g,
KILPO., 1,5 g, MgSO.,, 7H20 0,5 g, vitamine Bx 400 y, biotine 0,4 y, I( + )-arginine et
I(—)-leucine, chacune 10 mg. Sur ce milieu I’organisme se développe, mais faiblement; en
présenco do méso-inositol la production do matiére vivante est considérablementaugmentée.
Les cultures sont récoltées au 9e jour, pesées et les poids des controles sans méso-inositol
déduits de ceux obtenus avec méso-inositol, viburnitol et substance de G. sylvestre.

Kg. 1.
Action du méso-inositol, du viburnitol impur et du 1-quercitol (de Gymnema sylvestre) sur
Eremothecium Ashbyii.

Le graphique 1 indique I’effet marqué du viburnitol Il, encore impur, et l’action
extrémement faible de la substance do G. sylvestre. L’irrégularité do la courbe ne permet
pas de déterminer son taux éventuel en méso-inositol.

Le test E. Ashbyii donnant des résultats moins fidéles que le test Neurospora, nous
avons dans la suite utilisé exclusivement ce dernier.

Remarquons, en passant, que la substance de G. sylvestre., sans agir sur le développe-
ment du microorganisme, augmente pourtant la production de riboflavine, caractéristique
pour E. Ashbyii.

2. Examen de la substance de G. sylvestre. Test Neurospora; milieu de Beadle.

Le rapport entre la dose de cette substance et celle de méso-inositol produisant le
méme effet sur le champignon est de 245; la substance de G. sylvestre agit donc comme
si elle contenait 0,41% de méso-inositol.

3. Examen comparatif du viburnitol I, du viburnitol A (purifié comme penta-acétatel))
et B (purifié comme tri-acétate de Vacétone-viburnitol2)). Test Neurospora. Le graphique 2
indique que les échantillons A et R sont plus purifiés que I’échantillon I1.

Viburnitol 11:

250 y agissent comme 11,5y de méso-inositol; rapport 21,7
500 y agissent comme 24,5y de méso-inositol; rapport 20,4
moyenne 21,05
L échantillon Il contient 4,75% de inéso-inositol.

1) Recristallisé une fois dans I’eau et ime fois dans I’alcool.
2) Recristallisé 2 fois (mélange éther acétique-ligroine).
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Viburnitol A :
500 y agissent comme 11,5y de méso-inositol; rapport 43,4
1000 y agissent comme 20 y de méso-inositol; rapport 50
moyenne 46,7
L *6chantillon A contient 2,14% de méso-inositol.
Viburnitol B:
500 y agissent comme 7,5y de méso-inositol ;rapport 66,7
1000 y agissent comme 15 y de méso-inositol; rapport 66,7
moyenne 66,7
Léchantillon B contient 1,5% do méso-inositol.

Fig. 2.
Action du mcso-inositol et de trois échantillons de viburnitol a divers degrés de pureté
sur Neurospora crassa «inositolless».

4. Examen comparatif des viburnitols a et /2, le premier purifié comme penta-acétatel),
le second comme tri-acétate de l’acétone-viburnitol2). Test Neurospora.

L’échantillon a atteste un taux en méso-inositol de 0,45%, I’échantillon fi de 0,875%.
Ces échantillons sont donc hautement purifiés; les taux qu’ils fournissent sont de l’ordre
de grandeur de celui livré par la substance de G. sylvestre.

En I’absence d’une réaction spécifique permettant de déceler de trés petites quan-
tités de substance, le test microbiologique, sensible et spécifique, contribue a la résolution
d’un probléme d’ordre chimique. Il rend évident la contamination de divers échantillons
de viburnitol par du méso-inositol. 1l contribue indirectement a démontrer I'identité du
Z-quercitol et du viburnitol. Son emploi s’impose lors de I’extraction du viburnitol de
Viburnum tinus chez lequel la présence simultanée du viburnitol et du méso-inositol a été
constatée, le second seul agissant sur nos tests.

RESUME.

Le viburnitol extrait de Viburnum tinus L. est identique au I
quereitol de Gymnema sylvestre Br. A I’état dament purifié il ne peut
remplacer le méso-inositol comme facteur de croissance pour Eremo-
thecium AsJibyii et pour le mutant «inositolless» de Neurospora crassa.
Les composés pliospho-organiques acido-solubles des fruits de Vibur-
num tinus consistent essentiellement en esters inosito-phosphoriques.

Lausanne, Laboratoire de Chimie organique de I’'Université.
Berne, Institut de Botanique et Jardin botanique de I’'Université.

X) Recristallisé 6 fois dans I’alcool.
2) Recristallisé 6 fois dans le mélange éther aeétique-ligroine.
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51. Recherches dans la série des cyclitols XII.
Sur la configuration du viburnitol

par Theodore Posternak.
(111 50)

Comme nous l’avons rappelé dans le mémoire précédentl),
Power ci Tutin2) d’une part, Hérissey & Poirot3) d’autre part, avaient
attribué au viburnitol la constitution d’un cyclohexane-pentol en
raison des propriétés suivantes de cette substance: a) formule C6H 120 6;
b) présence de cing groupes liydroxyles; c) formation d’acide malo-
nique par oxydation permanganique; d) consommation d’acide pér-
iodique identique a celle du d-quercitol.

Dans le présent article, nous confirmons cette formule de consti-
tution et nous établissons la configuration du viburnitol en nous
basant sur les réactions suivantes:

Aprés oxydation ménagée du viburnitol au moyen du perman-
ganate alcalin, nous avons pu isoler de I’acide a-galacto-méta-saccha-
ronique (1)4). TTous I’avons caractérisé, entre autres, par son sel neutre
de S-benzyl-thiuronium qui n’avait pas encore été décrit. Sa forma-
tion indique la présence dans le viburnitol du groupement

Le viburnitol se laisse oxyder facilement en un composé réduc-
teur par Acetobacter suboxydans. Lorsqu’on agite une solution du
cyclitol, dans une atmospheére d’oxygéne, avec des bactéries lavées,
on observe la consommation d’une demi molécule d’oxygéne. Le cé-
tose ainsi formé s’altére facilement lorsqu’on cherche a I’isoler. Nous
I’avons réduit, a I'état'brut, par I’'amalgame de sodium en milieu acé-
tique. Il se forme ainsi, avec un rendement de plus de 40%, une subs-
tance optiquement inactive identique au désoxy-scyllitol (V11)5). Ce
dernier avait été obtenu autrefois par hydrogénation du scyllo-ms-

i) Th. Posternak .0 W. Il. Schopfer, Helv. 33, 343 (1950).

-) F. B. Power & F. Tutin, Soc. 85, 624 (1904).

3) Il. Hérissey <& G. Poirol, J. pharm. chirn. [8] 26, 385 (1937).

4) Le méme acide sc forme par oxydation permanganique du d-quercitol (Th. Po-
sternak, Helv. 15, 048 (1932)).

6) Th. Posternak, Helv. 24, 1045 (1941). Dans cet article la substance était désignée
sous le nom de désoxy-inositol; le ternie de désoxy-scyllitol est préférable parce qu’uni-
voque: la configuration du scyllitol est en effet telle qu’il n’existe qu’un seul désoxy-
scyllitol.
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inosose (VI) en milieu fortement acide; dans ces conditions le groupe
carbonyle du cyclose est réduit en groupe méthyléne. Vu son nouveau
mode de formation, le désoxy-scyllitol ne peut différer du viburnitol
gue par la configuration d’un seul carbone. La formation d’acide
méta-saccharonique (1) par oxydation du viburnitol n’est alors compa-
tible qu’avec la formule Il qui, en notation de Lespieau-Maquenne, est
celle du 2,3,5/4,6-cyclohexane-pentol. Le cyclose obtenu par oxy-
dation biochimique doit alors étre représenté par la formule V (2,4/3,5-
tétrahydroxy-eyclohexanone).

La formule Il du viburnitol a pu encore étre confirmée de la
maniere suivante :

Par traitement au moyen de I’acétone en présence d’acide acé-
tique et de chlorure de zincl) 011 obtient un mono-isopropylidéne-vi-
burnitol (I11) que nous avons isolé comme triacetate cristallisé 1V.

HOOC
AV o]
1 16 2i 11 1 i6
IX Méso-inositol X I-Inositol X1 d-Qucrcitol
Ip = (CH3)Xx Ac = CHXCO
] H. Meenoein, A. 455, 227 (1927); G. Dangschat, Naturwiss. 30, 146 (1942); Il. E.

Stavely, O. Wintersteiner, J. Fried., Il. L. White & M. Moore, Am. Soc. 69, 2746 (1947).
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Sa formation confirme la présence de deux hydroxyles vicinaux Cis.
Aprés désacétylation au moyen du méthylate de sodium, la substance
consomme 2 molécules de periodate, ce qui est en accord avec la
formule 11l qui contient 3 groupes hydroxyles voisins.

Par une action prolongée, a basse température, de la phényl-
hydrazine, le cyelose Y fournit une osazone identique a celle qu’on
obtient a partir du produit d’oxydation du d-quercitol (X1) par Aceto-
bacter suboxydansl). L’identité des deux osazones a été établie par
le F. de mélange, par la comparaison des rotations spécifiques et enfin
par la comparaison des vitesses d’oxydation par |’acide périodique.
La consommation finale est d’environ 2 molécules d’acide périodique.
L’osazone en question ne peut répondre qu’a la formule VIII; cette
derniéere est identique a celle que Magasanik & Chargaff avaient dé-
duite, pour le dérivé du d-quercitol, par un tout autre mode de raison-
nement.

Si I’on compare la formule Il & celle du Z-inositol (X), on voit
qu’on peut considérer le viburnitol comme le 1-désoxy-Z-inositol.
L’autre cyclohexane-pentol naturel, le rZ-quercitol, représente par
contre un désoxy-fZ-inositol2). Le viburnitol est, d’autre part, appa-
renté stériquement au méso-inositol (1X); il peut étre considéré comme
le 1-désoxy-méso-inositol. La présence simultanée chez Viburnum
tinns de méso-inositol et de viburnitol est peut-étre I'indice de rela-
tions biogénétiques entre ces deux substances.

Partie expérimentale.
Triacétyl-isopropylidene-viburnilol 1V 3).

512 mg de viburnitol déshydraté par chauffe a 110° et finement pulvérisé, sont sus-
pendus dans 90 cm3 d’acétone anhydre. On ajoute 12 g de chlorure do zinc fraichement
fondu et pulvérisé, 12 cm3d’acide acétique anhydre et on chauffe 5 h. a I’¢bullition a
reflux. Apres un jour de repos, on ajoute 45 cm3de pyridinc anhydre. On essore le lende-
main le sel double de zinc et de pyridinc qui s’est déposé et on chasse I’excés d’acétone
dans le vide a température ordinaire. Ces opérations se font a I’abri de I'hnumidité de Iair.
On ajoute ensuite un mélange de 15 cm3 d’anhydride acétique et de 7,5 cm3 de pyridinc
anhydre. Aprés un repos d’une nuit, on concentre autant que possible dans le vide a une
température ne dépassant pas 40°; le résidu est repris par le chloroforme et lavé a I’hy-
drogénocarbonate de sodium et a l’eau glacée. Aprés évaporation du chloroforme dans
le vide, le résidu semi-cristallin est lavé a I’eau glacée et pressé sur une plaque poreuse. Le
produit (0,78 g) est recristallisé par dissolution dans 1,5 partie d’éther acétique suivie d’ad-
dition de plusieurs volumes de ligroine. Longues aiguilles (0,60 g) fondant a 104—105°
pour se resolidifier et fondre ensuite a 118—120°.

¢ = 5,52 (éther acétique); 1= 0,5 dm; a™ = 1,83° + 0,02°; [a]* =-66,3° £ 0,7°
3,675 mg subst. ont donné 7,300 mg C02et 2,200 mg H20
ClBH208 Calculé C54,53 H 6,71% Trouvé C 5421 H 6,76%

g B. Magasanik tC E. Chargaff, J. Biol. Chem. 175, 939 (1948); Th. Pasternak &
F. Ravenna, Helv. 30, 442 (1947).

2) Th. Posternak, Helv. 19, 1008 (1936).

3) Cf. H. E. Stavely, O. Wintersteiner, J. Fried, H. L. White & M. Moore, Am. Soc.
69, 2746 (1947).
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Désacétylation et oxydation périodique. Des quantités de I’ordre de 15 mg de triacétyl-
isopropylidéno-viburnitol sont chauffées 5 min. a I’ébullitioiL a-reflux avec 0,4 cm3d’une
solution 0,1-n. de méthylate de sodium dans I’alcool méthodique absolu. On reprend par
3cm3d’eau et ajoute 1 cm3 do métaperiodate de sodium 0,3-m. On laisse un temps dé-
terminé a température ordinaire, puis on ajoute 2 cm3d’hydrogénocarbonate de sodium
1-m. et un peu d’iodure de potassium solide, et on titre I’excés de periodatc par de I’ar-
senite de sodium 0,05-n.

Durée d’oxydation en minutes , 30 60 150
Periodatc consommé en mol. par mol. de substance 1,83 1,89 1,92

Acide méta-saccharonique (1) par oxydation du viburnitol.

2 g de viburnitol anhydre sont dissous dans 200 cm3 d’eau. On ajoute 0,6 cm3 de
potasse caustique a 50% et refroidit dans un mélange réfrigérantjusqu’a débutde formation
de glace. En agitant continuellement, on introduit goutte a goutte, en I’espace de 2 11,
110 cm3de permanganate de potassium a 3,2% (2,8 at. O actif); la température est main-
tenue a 0° durant toute cette opération. Aprés un repos de quelques heures a température
ordinaire, on essore et lave a I'eau le bioxyde de manganése. Les liquides réunis sont
acidulés a l’acide acétique; 0L les additionne de 25 cm3 d’acétate de plomb a 25% puis
d’ammoniaque jusqu’a réaction légerement alcaline au tournesol. Le précipité plombique
est essoré et lavé trés soigneusement a I’eau; on le décompose ensuite par I’hvdrogéne sul-
furé. Aprés aération, le filtrat du sulfure de plomb (volume 100 cm3) est chauffé 45 min. a
I’6bullition avec 3 g de carbonate de calcium. Apreés filtration, on concentre le liquide dans
le vide jusqu’a un volume d’environ 3 cm3et on ajoute 6 cm3dalcool. Les sels calciques
(0,9 g) sont essorés et lavés a I’alcool. On les reprend par 5 cm3d’eau et abandonne durant
4 jours a 4°. Des cristaux séparés (95 mg) sont décomposés a I’6bullition par 0,7 cm3
d’acide oxalique 1-n. Le filtrat de lI’'oxalate de calcium laisse par évaporation dans le vide
un résidu presque entierement cristallisé qu’on lave a I’acétone pour le débarrasser de
I’acide oxalique en excés. F. 145°.

La substance (20 mg) est ensuite purifiée par I'intermédiaire de son sel de calcium.
Aprés dissolution dans 1,7 cm3 d’eau on ajoute 0,15 cm3 de chlorure de calcium a 10%
et on alcalinise légérement a I'ammoniaque. Le méta-saccharonate de calcium se sépare
rapidement sous forme caractéristique de fines aiguilles centrées. On les recristallise par
dissolution dans I’acide chlorhvdrique dilué suivie de neutralisation a I'ammoniaque. Le
produit (25 mg) est finalement décomposé par 0,74 cm3 d’acidc oxalique 0,2-n. L’acide
libre ainsi obtenu fond (chauffe rapide) a 15S--160°; il en est de méme de son mélange avec
un échantillon authentique d’acide méta-saccharonique préparé a partir du galactose
(F. 160—162°).

¢ - 3,03 (dans I’'eau); 1= 0,5dm; a*1 +0,33° + 0,02° [*]*>= +21,8° + 1,3°

Nous avions trouvé autrefoisl) pour I’acide méta-saccharonique [a]j° = + 23,1°.

Sel de S-benzyl-thiuronium. 23,4 g d’acide méta-saccharonique préparés a partir du
galactose sont neutralisés, a la phénolphtaléine, par de la soude caustique 0,5-n. On intro-
duit. 49 mg de chlorhydrate de S-benzyl-isothiourée. La solution abandonnée au froid dé-
pose bientdt des tablettes (40 mg) qu’on recristallise dans 20 parties d’alcool a 80%.

F. 176—178° (déc.). Pour I’analyse, le produit est séché a 80°, dans le vide, sur I’'anhydride
phosphorique.

3,960 mg subst. ont donné 0,372 cm3 N2 (23°, 739 mm)
C2H300,N4S2  Calculé N 10,63% Trouvé N 10,53%
Le sel de S-benzyl-thiuronium préparé de la méme maniére a partir de I’acide ob-

tenu par oxydation du viburnitol, fondait également a 176—178“, de méme que son mé-
lange avec I’échantillon précédent.

3) Th. Posternak, Helv. 15, 953 (1932).
23
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Obtention et réduction en désoxy-scyllitol de la 3,5/ 4,6-télrahydroxy-cyclohexanone V.

On prépare une culture d’Aeetobacter suboxydans sur le milieu habituel d’eau de
levure contenant 5% de sorbitol. Au bout de 3 jours, le liquide (volume 240 cm3) est cen-
trifugé. Les bactéries sont lavées deux fois au moyen d’une solution glacée do chlorure de
sodium a 0,9%1). Pour finir, on les remet en suspension dans 3 cm3de chlorure de sodium
et on les introduit dans une poire a hydrogéner reliée a un réservoir gradué contenant de
I’'oxygéne. On ajoute 100 mg de viburnitol et agite dans un bain, a 30°, aprés avoir déplacé
I’air de I’appareil par de I’oxygéne. Au.bout de 8 h. la consommation d’oxygéne qui atteint
7 cm3 (vol. réduit), soit environ 0,5 mol., a pratiquement cessé. On centrifuge et clarifie le
liquide par filtration sur une couche de noir animal; il réduit la liqueur do FeMintj a froid.

La solution de cyclose V ainsi obtenue (vol. 5 cm3) est additionnée de 1,1 cm3d’aeido
acétique 1-n. et agitée jusqu’a cessation du dégagement d’hydrogene avec 0,9 g d’amal-
game de sodium a 2,7%. Cette opération est répétée encore 4 fois. La solution, qui est
restée continuellement acide, ne réduit plus la liqueur de Feliling. On I’évapore a sec; le
résidu est introduit dans une éprouvette et desséché dans le vide a 100°. On ajoute 1,5 cm3
d’anhydride acétique et un morceau de chlorure do zinc anhydre et on maintient 5 min.
a I’ébullition. On verse ensuite dans |’eau. Le précipité cristallin formé (140 mg; F. 175-180°)
fournit par recristallisation dans I’alcool 90 mg d’aiguilles fondant a 188—189°; leur mé-
lange avec du penta-acétate de désoxy-scyllitol2) fond & la méme température.

Ce dérivé acétylé fournit par saponification au moyen de I’'hydroxyde de baryum
méthylalcoolique, dans des conditions déja décrites, du désoxy-scyllitol de F. et F. de
mélange 233—235°. Examinée en solution a 4,4%), dans un tube de 0,5 dm, la substance
se montre optiguement inactive.

3,865 mg subst. ont donné 6,200 mg CO, et 2,520 mg H20
CIHI205 Calculé C43,90 H 7,37% Trouvé C 43,78 H 7.30%

Une solution du cyclose V s’obtient également, lorsque Acetobacter suboxydans sc
développe sur un milieu formé d’eau de levure contenant 2,5% de viburnitol et 0,2%
de sorbitol3). Au bout de 8 jours le liquide de culture, qui réduit fortement laliqueur de
Fehling afroid, est filtré sur du noir animal. Réduit par I’'amalgame de sodium dans les
conditions indiquées plus haut, il fournit du désoxy-scyllitol avec un rendement analogue
au précédent.

Osazone V I11.

A partir du viburnitol. Un liquide de culture de S jours obtenu, comme nous I’avons
indiqué ci-dessus, a partir de 100 mg de viburnitol est additionné de 0,8 cm3 d’un mé-
lange de 1 vol. de phénylhvdrazine et de 2 vol. d’acide acétique a 50%. Il se dépose im-
médiatement une matiére résineuse suivie d’un précipité cristallin. Nous avons trouvé
avantageux de laisser le produit se former lentement a 4°. Au bout de 3 jours le poids des
cristaux était de 80 mg; on ajoute 0,5 cm3de la solution acétique de phénylhvdrazine et
abandonne encore une semaine; il se sépare encore 50 mg. Le produit est dissous dans
5 cm3d’alcool bouillant; on concentre ensuite dans le vide & environ un tiers ce qui améne
la séparation de longues et fines aiguilles jaunes (60 mg) qu’on recristallise de la méme
maniére. F. 210—212° (déc.).

¢ — 1,0 (mélangede 1vol.pyridine + 1lvol.alcool); 1= 0,5dm.
Aprés 15 min.: aD = +0,4S° =+ 0,02°; [a]n = +96° +'4°
Aprés 7 heures: a,, = +0,33° £+ 0,02°; [a][, - + 66°%'4°.
3,795 mg subst. ont donné 8,840 mg C02et 2,00 mg H20
2,690 mg subst. ont donné 0,402 cm3 X2 (24°, 732 mm)
C,8H20 3X, Calculé C6351 H 592 X 16,46%
Trouvé , 6357 ,, 590 , 16,54%

') Cf. li. Magasanik <0 E. Chargaff, J. Biol. Chem. 174, 183 (1948).
) Th. Poslemak, Helv. 24, 1045 (1941).
3) Cf. Th. Posternak <6 F. Ravenna, Helv. 30, 445 (1947).
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Oxydation périodique. Des quantités d’osazone (le I'ordre de 10 nig sont dissoutes
dans 10 cm3 d’aleool a 60%. On ajoute 10 cm3 d’aeido périodique 0,012-m. et laisse a
I’6tuve, a30°. Aprés un temps déterminé on introduit 3 cm3 d’hydrogénocarbonate de
sodium 1-m. et un peu d’iodure de potassium solideet ontitre I’excés de periodatepar
I’arsenitc de sodium 0,05-ii.
Durée d’oxydation en minutes 40 60 210
Acide périodique consommé en mol. par mol, d’osazone 2,1 2,2 2.3
A partir du d-querdtol. Le d-quercitol a été soumis a l’action d’Acetobacter suboxy-
dans dans les conditions indiquées pour le viburnitol. La préparation de I’osazone a partir
d’une culture de 8 jours a été effectuée de la méme maniére et avec des rendements analo-
gues. Fines aiguilles jaunes fondant a 208—210° (déc.); leur mélange avec l’'osazone ob-
tenue & partir du viburnitol fond & la méme température.
c-- 0,8 (mélange de 1 vol. pyridino + 1 vol. alcool); 1=0,5 dm.
Aprés 15 min.:  oj, = +0,42°t* 0,02°; [a]D— +105° £5°.
Apres 7 heures: alt — +0,25° + 0,02°; [a]D— + 02,5° £ 5° »).
2,790 mg subst. ont donné 0,419 cm3N2(19°, 712 mm)
Ci8H2()3N, Calculé N 16,46%  Trouvé N 16,49%

Nous avons comparé les vitesses d ‘oxydation par I’acide périodique des osazones des
deux origines dans des conditions analogues a celles décrites par Magasanih <b Chargafj;
ces vitesses ont été trouvées identiques dans les limites d erreurs expérimentales. On intro-
duit 1,0 mg d’osazone dissous dans 2 cm3 d’alcool dans un mélange do 60 cm3 H2S04
0,2-n. et de 1 cm3 Nal04 0,013-m. Aprés un temps déterminé, on ajoute 12 cm3 d’une
solution saturée de KHCO03 et un peu de K1 solide et on titre par I’arsenite de sodium
0,01 -n.

Quantité d’acide périodique en
Durée d’oxy- Mmol.consommée par mol.d ‘osazone

Température .00 en min. derivée du
Viburnitol d- Quereitol
18° 5 0,66 0,66
18° 30 1,04 1,04
18» 1110 1,47 1,53
30» 1320 2,37 2,28»)
RESUME.

L’auteur décrit diverses réactions montrant que le viburnitol re-
présente le 2,3,5 /4 ,6-cyclohexane-pentol.

Lausanne, Laboratoire de Chimie organique
de I'Université.

1 li. Mayasanil: <6 E. Chargafj, J. Biol. C'hem. 175, 939 (1948), qui indiquent
Mo : -f62° n’ont probablement observé que la rotation finale.

2) B. Magasanik et E. Chargafj, loc. cit.,, qui n’indiquent pas la température, ob-
serverent une consommation de 2,35 mol. HT04 au bout de 24 heures.
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52. Zur Kenntnis des Kohlenstoffringes.
53. Mitteilungl).

3,4-Dimethyl-2,6-polymethylen-phenole
von V. Prelog, P. Barman und M. Zimnicrmann.
(1. 11. 50.)

Nach A. L. Wilds & C. H. Skunk?) entstellt durch Kondensation
von 2-Carbomethoxy-l-keto-tetrahyclro-phenanthren mit der quater-
naren Base aus .1,1-Bis-(diathylamino-methyl)-aceton der ungeséattigte
d-Diketo-carbonséure-ester I, der durch Cyclisierung mit Alkalien oder
Séuren in das Phenol Il Ubergeht.

COOR
(12
U INA - -CH;
c=o0 a A A |/ "o
1 CHl « A a i
Als wir die analoge Reaktion mit einer vielgliedrigen Verbindung,
dem Cyclopentadecanon-(2)-carbonsaure-(l)-ester (111, n  15) durch-

fuhrten, erhielten wir ein Phenol, dem die Formel V (n  15) zu-
kommt3). Die Reaktion verlief also verschieden, je nachdem ob der als
Ausgangsmaterial dienende cyclische /J-Keto-ester Ggliedrig oder 15-
gliedrig war. im ersten Falle reagierte die im Ring sitzende Carbonyl-
Gruppe mit der reaktiven Methyl-Gruppe in der Seitenkette unter
Bildung eines 1,2-kondensierten Systems, im zweiten das Carbonyl
der Seitenkette mit dem reaktiven Methylen im Ring, wobei ein in
1,3-Stellung iiberbricktes Benzol-Derivat entstand.

Es stellte sich nun die Frage, welches die kleinste Bricke ist, mit
der man in diesem besonderen Falle die m-Stellung noch Uberbricken.
kann. Zur Beantwortung dieser Frage kondensierten wir die Cyclanon-
(2)-carbonsaure-(l)-ester 11l mit 6, 7, 8 9 und 13glicdrigem Ring
auf gleiche Weise mit der quaterndren Base aus I,I-Bis-(diatliyl-
amino-methyl)-aceton wie das héhere Ringhomologe mit logliedrigem
Ring und cyclisierten die erhaltenen monocyclischen ungeséattigten
d-Diketo-carbonsdure-ester 1V mit Salzséure in Eisessig.

Wenn das monocyclische Ausgangsprodukt 6 oder Tgliedrig war,
entstanden dabei bicycliscke Endprodukte, deren Eigenschaften mit

g 52. Mitt. Helv. 32, 20SS (1949).
-) Am. Soc. 65, 471 (1943).
3) V. Prelog, M. M. Wirth A L. Ruzieka, Helv. 29, 1429 (1946).
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der Konstitution VI im besten Einklang stellen. Das Absorptions-
spektrum im UV. (vgl. Fig. 1, Kurve 2) zeigt-diefir Phenole charak-
teristische Absorptionsbande. Die Verbindungen sind 16slich in Natron-
lauge und geben mit 3,5-Dinitro-benzoylchlorid kristalline Ester. Bei
der Oxydation nach Kuhn-Roth konnte etwa 0,8 Mol. Essigsdure ge-
funden werden.

Fig. 1.

Die Eigenschaften der Gyelisierungsprodukte mit 8, 9 und 13glie-
drigem Ring sind dagegen &hnlich denjenigen der friher hergestellten
IBgliedrigen Verbindung. Es handelt sich demnach um 3,4-
Dimethyl-2,6-polymet hylen-phenole (V). Die fur Phenole
charakteristische Absorptionsbande im UV. (vgl. Fig. 2, Kurve 2) ist

300 2SO0 260 240 220 wi.
Fig. 2.

ebenso wie im Absorptionsspektrum der niedrigeren Homologen vor-
handen, die fir die Hydroxyl-Gruppe und fiur den Benzol-Kern
charakteristischen Absorptionsbanden sind auch im IR.-Absorptions-
spektrum (vgl. Fig. 3) sichtbar. Die Verbindungen sind dagegen in
Natronlauge unldslich und lassen sich nicht acylieren. Fur die Kon-
stitution V spricht insbesondere das Ergebnis der Oxydation nach
Kuhn- Roth, wobei 1,5 Mol Essigsdure entstehen.
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Die kleinste m-Bricke ist in diesem Falle dgliedrig,
der entsprechende grosse Bing Sgliedrig. Bei friheren Ver-
suchen, die in m-Stellung Uberbrickten 2,6-Polymethylen-4-nitro-
phcnolel) herzustellen, war die kleinste m-Bricke 6gliedrig, der grosse
Bing Ogliedrig. Das niedrigere Binghomologe liess sich zwar hersteilen,

es besitzt jedoch Eigenschaften, welche auf eine nicht aromatische
tautomere Konstitution liinweisen. Es scheint, dass bei den 2,6-Poly-
methylen-4-nitro-phenolen eine nicht aromatische Struktur wegen
Mesomerie Adel stabiler ist als bei den 3,4-Dimethyl-2,6-polymethylen-
plienolen, so dass nur im ersteren Falle die auf Modellen feststellbare
Bingspannung, welche durch die Sgliedrige m-Bricke erzeugt wird,
genugt, um das System zu desaromatisieren und dadurch zu ent-
spannen.

CHj CH,
I
-CH., ¢=0 -CH, C=0
©
0=0 + CH--CH.N'R3 > (Hax)n3 C=0 C=CH,
I
-CH CH, -C CH,
1 COOK XR, v COOR
©
In = 8,9,13(15)
OH
(H,C)n_2 | | (H,C)n_; HO- A —(w
1 \ =
L_CH,
1
Vi ch3
/ \ \
HO—/ v—CH, H—>\ H °=( 3
A
CH, CH,
A=Y.n=S§ B

*) V. Prelog <GK. Wiesntr, Helv. 30, 1465 (1947); V. Prdog, K. Wiesner, IF. Ingold
& 0. Héfltger, Holv. 31, 1325 (1948).
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Wir mdchten noch daran erinnern, dass in letzter Zeit zwei weitere
Verbindungen bekanntgeworden sind, beiwelchen &hnliche Spannungs-
verhaltnisse herrschen wie bei dem 3,4-Dimethyl-2,6-pentamethylen-
phenol (A). K. Zieglerl) ist es gelungen, das trans-Cyclo-octen (B) her-
zustellen, und in unserem Laboratorium wurde festgestellt, dass man
im formellen Widerspruch zur BmZi’schen Begel das ungesattigte
Keton C noch erhalten kann?2).

Bei der Behandlung mit Salzsdure in Eisessig entstehen aus den
ungesattigten <5-Diketo-carbonsdure-estern IV mit einem 8 bzw.
Ogliedrigen Bing neben den 3,4-Dimethyl-2,6-polymetliylen-pheno-
len (V) Verbindungen von der Zusammensetzung C15H 210 3C1 bzw.
CIBH MD,C1. Durch Erhitzen mit methanolischer Kalilauge bilden sich
aus diesen letzteren die homologen Carbonsduren C14H 2004 bzw.
C15H 20 4, welche bei der Decarboxylierung die Phenole C13-12002 bzw.
Cl14H 220 2 liefern.

340 320 300 280 260 240 mn
Fig. 4.

Obwohl sich die Konstitution dieser Nebenprodukte nicht mit
Sicherheit bestimmen liess, scheint uns folgende Interpretation wahr-
scheinlich zu sein. Durch Kochen mit Salzsdure in Eisessig bildet sich
aus 1V ein bicyclisches Zwischenprodukt V11, welches entweder unter
Verseifung und Decarboxylierung das bicyclische Phenol V liefert oder
unter Bingdffnung Chlorwasserstoff anlagert und in einen monocycli-
schen Phenol-o-carbonsdure-ester V111 von der allgemeinen Brutto-
formel CnH2n903Cl Ubergeht. Diese letztere ungewdhnliche Beaktion
findet anscheinend nur dann statt, wenn das bicyclische System ge-
spannt ist. Beim 6, 7, 13 und ldgliedrigen Ausgangsmaterial konn-
ten analoge Nebenprodukte nicht beobachtet werden. Den Carbon-

b Vortrag vor der Ziircher Chem. Gesellschaft, Dezember 1949. Vgl. auch IF. Hiichel,
Theoretische Grundlagen der organischen Chemie, 6. Aufl., Leipzig 1949, S. 87.

2 F. Prolog, L. Ruzicka, P. Barman <; L.Frenkiel, Helv. 31, 92 (1948); V. Prelog,
P. Barman & M. Zimmermann, Helv. 32, 1284 (1949).
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sauren, welche aus den chlorhaltigen Nebenprodukten durch metlia-
nolische Kalilauge entstehen, wirde demnach die Formel I1X und den
Phenolen die Formel X zukommen. Im Einklang mit einer solchen
Interpretation stehen die Absorptionsspektren im UY. (vgl. Fig. 4).
Die Absorptionsspektren der Verbindungen, welchen wir die Formeln
V11l und I X zuschreiben, weisen auf o-Phenol-carbonsdure-ester bzw.
0-Phenol-carbonsduren hin, wihrend die Decarboxylierungsprodukte
die fur Phenole typischen Absorptionsbanden zeigen.

ch3
I
C C
(H,Q)n—3_ C=0 C=CH,
' c CH,
bi a
Vil COOR
CH;, CH3 GH.,
An—s_ - V _¢C HO(CH2n 3 A -c h 3 In—3— CH.,
HO > HO . ! ' HO—.
Vv, 0
VIII  COOR IX COOH X

Experimenteller Teill).

1-(/?-Mcthvlen-y-oxo-buty 1)-cyclohexanon-(2)-carbonsdure-(1)-
methylester (IV, n — 6).

10 g Cyclohexanon-(2)-earbonséure-(l)-athylester wurden durch kurzes Erwdrmen
mit. einer Lésung von 1,35 g Natrium in 50 cm3absolutem Methanol und 50 cm3absolutem
Benzol in das Natrium-Derivat Ubergefihrt und in der Kalte mit dem Jodmethylat aus
20 g I,I-Bis-(diathylnmino-methyl)-aceton in 50 cm3 absolutem Methanol versetzt.

Das I,I-Bis-(didtliylammo-methy])-aceton wurde nach A. L. Wilds <0 C. H. Shunl -)
hergestellt. Das erhaltene Produkt zeigte einen Sdp.10mm 122° und ein iig* = 1,466. Im
Hochvakuum ging es als farblose Flissigkeit vom Sdp.01mm84—86° lber. Das Jod-
methylat wurde durch Mischen von 1 Teil I,I-Bis-(didthylamino-methyl)-aceton mit
2 Teilen Methyljodid auf gleiche Weise wie das Jodmethylat des 4-Di&thylamino-buta-
nons-(2) hergestellt, das Reaktionsgemisch wurde jedoch 24 Stunden statt 1 Stunde bei
Zimmertemperatur stehen gelassen.

Nachdem man das Reaktionsgemisch tUber Nacht stehen gelassen hatte, wurde es
6 Stunden am Ruckfluss gekocht und darauf wie gewdhnlich aufgearbeitet. Neben 3,59
des nicht reagierten /3-lveto-esters erhielt man 6,94 g eines dicken, bald erstarrenden Oles
vom Sdp. o,i nun 106—110°. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Benzol-Petroldther

*) Alle Schmelzpunkte sind korrigiert. Die Absorptionsspektren im UV. wurden
in alkoholischer Lésung mit dem Reciman-Spektrophotbmeter gemessen. Das Absorptions-
spektrum im Ill. ist in Nujol-Suspension mit dem BatVd-Spektrographen aufgenommen.

-) Am. Soc. 65, 472 (PJ43).
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zeigte das Produkt einen Smp. von 84,5°. Zur Analyse wurde 24 Stunden bei 50° im Hoch-
vakuum getrocknet.
3,998 mg Subst. gaben 9,652 mg C02und 2,722 mg H,0
3,458 mg Subst. verbr. 4,346 cm30,02-n. Xa25203
C13H1804 Ber. 06553 H 761 OCH., 13,02% Gef. C65,84 H 7,62 OCH313,00%
Es liegt demnach der M ethylester vor, welcher sich durch Umesterung wéhrend
der Kondensation in Methanol bildete.
Das Absorptionsspektrum im UV. war mit demjenigen des ndchsthoheren Homologen
(n = 7) praktisch identisch.

6-Mothyl-3,4-tetramethylcn-phenol [6-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-
naphtol-(7)] (VI, n = 6).

4 g der Verbindung IV (n = 6) wurden mit 150 cm3Eisessig und 35 cm3 konz. Salz-
sdure 30 Stunden am Riuckfluss im Stickstoffstrom gekocht. Bei der Aufarbeitung erhielt
man aus den Natronlauge-Ausziigen 0,41 g eines Phenols, welches nach zweimaligem
Umldsen aus Ather-Petrolather bei 87° schmolz. Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei
70° sublimiert.

3,776 mg Subst. gaben 11,266 mg CO, und 2,940 mg H,(l
CnH140 Ber. 0 81,44 H 8,70%  Gef. 0 81,42 118,71%
Oxydation mit Chromsédure nach Kuhn-Roth:

45,4 mg Subst. verbr. 21.9 cm30,01-n. NaOH
Gef. 0,78 Aqu. CH.,COOH

Das Absorptionsspektrum im UV. war identisch mit demjenigen des ndchsthéheren
Homologen.

Das 3,5-Dinitro-bonzoat bildete nach Umkristallisieren aus Chloroform-Petrol-
&ther farblose Kristalle vom Smp. 192°. Zur Analyse wurde 24 Stunden bei 100° im Hoch-
vakuum getrocknet.

3,734 mg Subst. gaben 8,257 mg C02und 1,465 mg H20
CIsH1006N2 Ber. C 60,66 H 453% Gef. C60,36 H 4,39%

1-(/J-Methvicn-y-oxo-butvl)-cycloheptanon -(2)-carbonsdure-(1)
IV, n = 7).

M ethylester: Aus 5g Cycloheptanon-(2)-carbonséure-(l)-dthylester erhielt man
nach der bei der Herstellung des niedrigeren Homologen angegebenen Vorschrift 4,7 g eines
dickflussigen Oles vom Sdp.0,1mm 110—115° {IIh'hnui»-Kolben). Das Produkt kristallisierte
nach mehreren Tagen und wurde durch Umldsen aus Petroldther gereinigt; Smp. 51°. Zur
Analyse wurde 48 Stunden bei Zimmertemperatur im Hochvakuum getrocknet.

3,902 mg Subst. gaben 9,466 mg C02und 2,792 mg H2
3,370 mg Subst. verbr. 4,050 cm30,02-n. Na2S20 3
(All,/), Ber.C6664 H 799 0CHa12,30%
Gef. ,, 66,40 ,, 8,01 . 12,42%

Es hatte demnach auchhier eine Umesterung stattgefunden. Das Absorptions-
spektrum im UV. ist in Figur 1, Kurve 1, dargestellt.

Athylester: Mit absolutem Athylalkohol als Losungsmittel liess sich ein Ol ge-
winnen, welches in einem HTdmer-Kolben rektifiziert wurde: Sdp.o”smm 106—110°;
nj» = 1,505.

3,657 mg Subst. gaben 9,035 mg C02und 2,642 mg H2
CijHjjO., Ber. C 67,64 H 8,33% Gef. C 67,42 H 8,08%

6-Methyl-3,4-pcntamethylen-plienol (VI, n — 7).

4,45 g der Verbindung IV (n = 7) wurden mit 160 cm3 Eisessig und 40 cm3 konz.
Salzsdure 30 Stunden im Stickstoffstrom am Ruckfluss gekocht. Die Aufarbeitung ergab
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0,78 g eines 6ligen Phenols, welches iber 20 g Aluminiumoxyd (Aktivitat 11—IV) chroma-
tographiert wurde. Aus den Benzol-Eluaten Hessen sich 0,58 g einer kristallinen Verbin-
dung gewinnen, die nach zweimaligem Umlésen aus Ather-Petrolather bei 80° schmolz.
Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 70° sublimiert; Smp. 82°.
3,543 mg Subst. gaben 10,597 mg C02und 2,886 mg 11,0
CIH10 Ber.CSL77 H 9,15% Gef. C81,62 H 9,12%
Oxydation mit Chromsédure nach Kulm-Rolli-.
56 mg Subst. verbr. 25,8 cm30,01-n. NaOH
Gef. 0,81 Aqu. CH3COOH
Das Absorptionsspektrum im UV. ist in Figur 1, Kurve 2, dargestellt.

Das 3,5-Dinitro-bcnzoat schmolz nach dreimaligem Umkristallisieren aus Chloro-
form-Petroldther bei151°. ZurAnalysewurde 24 Stunden im Hochvakuum bei90°getrocknet.
3,801 mg Subst. gaben 8,626 mg C02und 1,640 mg HsO
CIsHfiO,N2 Ber. C61,61 H 4,90% Gef. C61,93 H 4,83%

1-(/?-Methylen-y-oxo-butvl-)-cyclooctanon- (2)-carbonséure- (1)-
methvlester (IV, n = 8).

Aus 89 Cyclooetanon-(2)-carbonséure-(lI)-methylester konnten neben 0,859 des
Ausgangsproduktes, 6,5 g eines nach einigem Stehen erstarrenden Olesvom Sdp.01,nm
116—121° erhalten werden. Zur Analyse wurde dreimal aus Petrol&ther bei niedriger Tem-
peratur (Trockeneis) umgeldst. Die kleinen, farblosen Nadeln vom Smp. 57° wurden
30 Stunden im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet.

3,970 mg Subst. gaben 9,822 mg C02und 2,952 mg H2
CIsH20., Ber. C 67,64 H 833%  Gef. C67,52 H 8,32%
Absorptionsspektrum im UV.: Figur 2, Kurve 1.

3,4-Dimethyl-2,6-pentamethylen-phenol (V, n -- 8).

3,62 g der Verbindung IV (n = 8) gaben nach 30stiindigem Kochen im Stickstoff-
strom mit 140 ein3 Eisessig und 35 cm3 konz. Salzsdure nach der Aufarbeitung 2,5 g eines
Oles, welches Gber SOg Aluminiumoxyd (Aktivitat 1) chromatographiert wurde. Aus den
ersten Benzol-Eluaten konnten 0,91 g einer kristallinen, in Natronlauge nicht ldslichen
Verbindung isoliert werden, welche nach zweimaligem Umkristallisieren aus Petroldther bei
124° schmolz. Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 100° sublimiert.

3,969 mg Subst. gaben 11,913 mg CO., und 3,430 mg H,0
G\3HlaO Ber. C 82,06 H 9,54% Gef. C 81,91 H 9,67%
Oxydation mit Chromséure nach Kulm-Roth-.

18,6 mg Subst. verbr. 12,9 cm30,01-n. NaOH
Gef. 1,32 Aqu. CH2C00H

Absorptionsspektrum im UV.; Figur 2, Kurve 2.

Absorptionsspektrum im IR.: Figur 3.

Die Verbindung gab unter blichen Bedingungen kein 3,5-Dinitrobenzoat.

Verbindung C15H2103C1 (V IIl, n = 8).

Bei einem weiteren Ansatz erhielt man aus 59 der Verbindung IV (n ~ 8) 3,45¢g
eines Oles vom Sdp.Q.imm 110—125°, welches iiber 80 g Aluminiumoxyd (AKktivitat I11)
chromatographiert wurde. Aus den dligen Petroldther-Eluaten (2,56 g) konnte man bei
niedriger Temperatur (Trockeneis) feine, farblose Kristalle vom Smp. 60° isolieren. Zur
Analyse wurde 48 Stunden im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet.

3,720 mg Subst. gaben S,609 mg C02und 2,474 mg H20
3,640 mg Subst. gaben 1,870 mg AgCl
ClBH203C1 Ber. C63,26 H 7,43 Cl 12,45% Gef. C63,16 H 7,44 CI 12,70%

Absorptionsspektrum im UV.: Figur 4, Kurve 1.
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Verbindungen CAHAC”™ (IX, n = 8) und C13H2002 (X, n - 8).

202 mg der Verbindung VIl (n = 8) wurden 4 Stunden mit 15 cm310-proz. metha-
nolischer Kalilauge unter Stickstoff gekocht. Bei der Aufarbeitung erhielt man 161 mg
einer Sdure, die nach dreimaligem Umldsen aus Petrolather farblose Kristalle vom Smp. 96°
bildete. Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 80° sublimiert.

3,955 mg Subst. gaben 9,670 mg C02und 2,910 mg H20
CiA A Ber. C 66,64 H 7,99%  Gef. C 66,72 H 8,23%

Absorptionsspektrum im UV.: Figur 4, Kurve 2.

600 mg dieser Verbindung wurden mit 2 cm3 Chinolin bei 240° decarboxyliert. Die
Ubliche Aufarbeitung gab 455 mg eines Rohproduktes, aus welchem durch chromato-
graphische Reinigung 208 mg eines kristallisierten Phenols gewonnen werden konnten.
Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 60° sublimiert; Smp. 66°.

3,891 mg Subst. gaben 10,744 mg C02und 3,50S mg H20
C13H20, Ber.C 74,96 H 9,68% Gef. C 75,35 H 10,09%

Absorptionsspektrum im UV.: Figur 4, Kurve 3.

1-(/?-M ethylon-y-oxo-butyl)-cyelononanon-(2)-carbonsdure-(l)-
methvlester (IV, n = 9).

Die auf gleiche Weise wie bei dem niedrigeren Homologen durchgefiihrte Konden-
sation ergab aus 5 g Cyclononanon-(2)-carbonsaure-(l)-methylester 4,85 g eines Oles vom
Sdp.Qp mm 135—139°, welches bei niedriger Temperatur (Trockeneis) aus Petrolather kri-
stallisierte. Zur Analyse wurde das Produkt dreimal umgeldst und 36 Stunden bei Zimmer-
temperatur im Hochvakuum getrocknet; Smp. 58°.

3,716 mg Subst. gaben 9,343 mg C02und 2,897 mg H2
CliH210., Ber. C 68,54 H 8,63% Gef. C 68,61 118,72%

3,4-Dimethyl-2,6-hcxamethylen-pkenol (V, n = 9).

2,35 g der Verbindung IV (n = 9) wurden mit 100 cm3 Eisessig und 25 cm3 konz.
Salzsdure im Stickstoffstrom 30 Stunden am Ruckfluss gekocht. Das rohe Reaktionspro-
dukt, 1,68 g, wurde in Petrol&ther geldst und tber 50 g Aluminiumoxyd (Aktivitat 111—
1V) chromatographiert. Die Petroldther-Eluate lieferten aus demselben Ldsungsmittel bei
niedriger Temperatur (Trockeneis) 0,88 g der Verbindung Cj,,H230 3C1 (siehe weiter unten).

Die Benzol-Eluate gaben 0,72 g einer kristallinen, in Natronlauge nicht I6slichen Ver-
bindung, die nach Umkristallisieren aus Petroldther bei 102° schmolz. Zur Analyse wurde
im Hochvakuum bei 80° sublimiert.

3,674 mg Subst. gaben 11,083 mg C02und 3,256 mg H20
CuH,00 Ber.C8230 H 9,87% Gef. C 82,32 H 9,92%

Das Produkt besass ein fur Phenole charakteristisches Absorptionsspektrum, das
mit dem Absorptionsspektrum des niedrigeren Homologen praktisch tbereinstimmte. Mit
3,5-Dinitro-benzoyl-chlorid konnte keine Reaktion festgestellt werden.

Verbindung C161f230 3CI (V I, n = 9).

Die bei der Herstellung von 3,4-Dimethyl-2,6-hexamethylen-phenol erhaltenen farb-
losen Kristalle wurden noch dreimal aus Petrolather bei niedriger Temperatur (Trocken-
eis) umgeldst; Smp. 38°. Zur Analyse wurde 48 Stunden im Hochvakuum bei Zimmer-
temperatur getrocknet.

3,871 mg Subst. gaben 9,113 mg C02und 2,718 mg H20
G%H20 31 Ber. C6431 H 7,76% Gef. C 64,24 H 7,85%

Das Absorptionsspektrum im UV. war mit demjenigen des niedrigeren Homologen
praktisch identisch.
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Verbindungen G15H 2204 (IX, n = 9) und C14H 2202 (X, n = 9).

1,02 g der Verbindung VIII (n = 9) wurden 4 Stunden mit 30 cm3 10-proz. me-
thanolischer Kalilauge unter Stickstoff gekocht. Das Reaktionsgemiseh lieferte nach der
Aufarbeitung 0,81 g einer Sdure, die nach Umkristallisation und Sublimation im Hoch-
vakuum bei 105° schmolz.

3,558 mg Subst. gaben 8,803 mg CO, und 2,012 mg H,0
CIBH204 Ber. C67,64 H 833%  Gef. C67,52 H 8,22%
560 mg der Saure wurden mit 2 cm3 Chinolin wahrend 15 Minuten auf 240° erhitzt.
Das Decarboxylierungsprodukt wurdewie Ublich aufgearbeitet. Es liessensich  dabei
210 mgKristalle gewinnen, welche aus Petrolather umgeldst und zur Analysei
vakuum bei 70° sublimiert wurden; Smp. 88°.
3,939 mg Subst. gaben 10,892 mg C02und 3,478 mg H2
C4H202 Ber.C7563 H 9,98% Gef. C 75,46 H 9,88%

Die in alkoholischer Ldsung aufgenommenen Absorptionsspektra der beiden Ver-

bindungen waren praktisch identisch mit denjenigen der niedrigeren Homologen.

3,4-Dimcthyl-2,6-decamethylen-phenol (V,n = 13).

Das Natriumsalz aus 6 g Cyclotridecanon-(2)-carbonsaure-(l)-methylester wurde wie
gewohnlich mit dem Jodmethylat aus 8 g I,I-Bis-(didthylamino-methyl)-aceton konden-
siert und aufgearbeitet. Es liessen sich dabei neben 0,75 g Ausgangsprodukt, 4,7 g eines
gelben, dickfliissigen Oles vom Sdp.0ji nnn 145—150° gewinnen, welches auch nach mehr-
maligem Destillieren nicht analysenrein war.

2,98 g dieses Oles wurden mit 120 cm3 Eisessig und 30 cm3 konz. Salzsaure 30 Stun-
den unter Stickstoffgekocht. Die mitverdinnter Natronlauge, verdiunnter Salzsdure und
Wasser gewaschenen Benzolausziige hinterliessen beim Eindampfen 2,2 g eines dunkel-
braunen Oles vom Sdp.0,08 mm 135—138° (Hiciwon-Kolben). 1,1 gdavon wurden in Petrol-
ather geldst und an 359 Aluminiumoxyd (Aktivitdt 111—IV) chromatographiert. Die
kristallinen Petroldther-Eluate, 575 mg, liessen sich bei niedriger Temperatur (Trockeneis)
aus Petroldther Umkristallisieren und wurden zur Analyse im Hochvakuum bei 40° subli-
miert; Smp. 45,5°.

3,664 mg Subst. gaben 11,131 mg C02und 3,549 mg H,0
cCBH20 Ber. C 83,02 H 10,84%  Gef. C 82,90 H 10,S4%
Oxydation mit Chromséure nach Kulm-Roth:

37 mg Subst. verbr. 21,65 cm30,01-n. NaOH
Gef. 1,51 Aqu. CH3COOH

Das Absorptionsspektrum im UV. war praktisch identisch mit den Absorptions-
spektren der niedrigeren Homologen.

Die Analysen wurden in unserer mikro-analytischen Abteilung von Herrn 11. Mauser
ausgefuhrt.

/ usammenfassung.

Durch Kondensation von O0yclanon-(2)-carbonsdure-(l)-estern
mit der quaterndren Base aus I,I-Bis-(didthylamino-methyl)-aeeton
wurden ungesattigte ¢j-Diketo-carbonsaure-ester IV mit 6, 7, 8, 9
und 13gliedrigem King erhalten. Diese cyclisierte man mit Salzsdure
in Eisessig, wobei sich aus den 6 und Tgliedrigen monocyclischen Aus-
gangsprodukten 3,4-Polymethylen-phenoie VI, aus denjenigen mit 8,
9 und 13 Ringgliedern dagegen 2,6-Polymethylen-phenole V bildeten.

Organisch-chemisches Laboratorium
der Eidg. Technischen Hochschule, Zirich.
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53. Zur Kenntnis des Kohlenstoffringes.
54. Mitteilungl).

Vielgliedrige Cycloalkyl-amine
von V. Prelog, M. Fausy El-Neweihy und 0. Héafligcr.
(1. 11. 50.)

Um einen weiteren Beitrag zur Kenntnis des Einflusses der
Binggrosse auf chemische Eigenschaften der vielgliedrigen Ringver-
bindungen zu liefern2), stellten wir die Reihe der ringhomologen
Cycloalkyl-amine (I1) mit 6 bis 18 Binggliedern her und bestimmten
ihre Dissoziationskonstanten in 80-proz. Methylcellosolve.

(H,ﬁ)n i C=NOH — (HC)n, CHX 4L
.......... ] B IEPOOPRR |

Die ringhomologen Cycloalkyl-amine, von welchen fruher die
Vertreter mit 6, 7, 8 und 15 Binggliedern bekannt waren3), wurden
durch Reduktion der Cyclanon-oxime (1) mit Natrium und absolutem
Alkohol bereitet und in Form ihrer Hydrochloride verwendet.
Zur Charakterisierung hat man von hoéheren Binghomologen von
Cyclooctyl-amin aufwérts die Pikrate hergestellt.

PK

10.0
0
9.5 OOnxb CDCD
Fig. 1.

Die in Figur 1 wiedergegebenen Dissoziationskonstanten pK'v
wurden durch elektrometrische Mikrotitration der Cycloalkyl-am-
monium-chloride in 80-proz. Methylcellosolve mit Hilfe einer Glas-
elektrode gemessend). Als Titrationslésung diente eine etwa 0,1-n.
Tetramethylammoniumhydroxyd-Lésung. Die Binggrosse besitzt
bei Cycloalkyl-aminen einen nur geringen Einfluss auf die Basizitat.

j) 53. Mitt. Helv. 33, 350 (1950).

2) Vgl. Helv. 31, 877, 1325 (1948); 32, 256, 544, 1187, 2088 (1949).

3) Vgl. L. Ruzicka, .1/. II'Goldberg < M. Harbin, Helv. 16, 1340 (1933).
*) 1I'. Ingold, Helv. 29, 1929 (1946).
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Am starksten basisch sind die 7 bis Ogliedrigen Einghomologen. Sie
unterscheiden sich jedoch von den am wenigsten basischen hdéheren
Cycloalkyl-aminen mit mehr als 12 Einggliedern nur um 0,5 pK-
Einlieiten.

Wir haben in friheren Mitteilungenl) den oft erstaunlich grossen
Einfluss der Einggrosse auf Eeaktionsgleichgewichte, bei welchen
vielgliedrige Verbindungen mit einer mittleren Binggliederzahl (8—12)
beteiligt sind, folgendermassen zu deuten versucht. Es wurde auf
Grund theoretischer Uberlegungen und Modellbetrachtungen ange-
nommen, dass bei den letzterwdhnten Verbindungen gewisse Konstel-
lationen bevorzugt sind, bei welchen die Wasserstoffatome der Poly-
methylenlcette und die nucleophilen Eeaktionsstellen rdumlich sehr
nahe stehen und deshalb in Wechselwirkung treten. Wenn die viel-
gliedrigen Verbindungen als Ausgangs- und Endprodukte an einem
Eeaktionsgleichgewicht beteiligt sind, so wird derjenige Eealctions-
partner dadurch stabilisiert, welcher ein stédrker nucleophiles Reak-
tionszentrum enthalt.

Wenn diese Interpretation richtig ist, so deuten die Ergebnisse
der vorliegenden Untersuchung darauf hin, dass eine solche Beein-
flussung des Gleichgewichtes nur dann stattfindet, wenn das nucleo-
phile Zentrum an einem koordinativ dreiwertigen Eingatom sitzt,
wie z. B. der Sauerstoff der Carbonyl-Gruppe in Cyclanonen, oder
selbst ein Bingglied ist, wie der Stickstoff in Polymethylen-iminen.
Sitzt dagegen das nucleophile Zentrum an einem koordinativ vier-
wertigen Eingatom, wie der Stickstoff in Cycloalkyl-aminen, so
kann es bei jeder Konstellation des Ringes eine Lage annehmen,
welche von den Wasserstoffatomen der Polymethylen-Kette entfernt
ist. Man kann auf diese Weise den geringen oder entgegengesetzten
Einfluss der Einggrdsse bei einer mittleren Binggliederzahl auf die
Eeaktionsgleichgewichte, an welchen nur solche Verbindungen teil-
nehmen, plausibel erklaren.

Experimelnteller Teil2.
Herstellung von Cycloalkyl-aminen3).

Zu einer siedenden Losung von Cyclanon-oxim4) in abs. Alkohol (entsprechend
10- bis lI6facher Menge an verwendetem Natrium; aquametrisch5) 99,98-proz.) wurden
12 bis 18 Aquivalente Xatrium rasch zugegeben. Hach dem Abklingen der heftigen Reak-
tion erhitzte man das Gemisch unter Riickfluss im Olbad bis zur Auflésung des Natriums.

Zur Isolierung der Amine wurde mit verdiinnter Salzsdure auf Kongorot angesduert
und der Alkohol im Vakuum abdestilliert. Bei den niedrigeren Ringhomologen bis etwa
zum Cyeloundecyl-amin waren die Hydrochloride in kaltem Wasser so gut ldslich, dass
man zur Entfernung des unreduzierten Oxims die wésserige Losung mitAther ausschiitteln

* Vgl. besonders Helv. 32, 1187 (1949).

-) Alle Schmelzpunkte sind korrigiert.

3) Vgl. Helv. 16, 1340 (1933).

“ Vgl. Helv. 32, 547 (1949).

5 Vgl Mitchell jr. und D. M. Smith, Aquametry, New York und London 1948.
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konnte, woraufdie Base ausder wésserigen Losung des Hydrochlorids mit 40-proz. Natron-
lauge in Freiheit gesetzt und in Ather aufgenommen wurde. Die Hydrochloride der héhe-
ren Ringhomologen vom Cyclododecyl-amin aufwarts fielen beim Ansduern zusammen mit
dem Ausgangsmaterial aus und wurden abgenutscht. Den Niederschlag kochte man mit
Ather aus und vereinigte ihn dann mit der wésserigen Losung, worauf wieder durch Zusatz
von 40-proz. Natronlauge die freie Base erhalten wurde. Die niedrigeren Cycloalkyl-amine,
welche nach dem Eindampfen der mit Natriumsulfat getrockneten &therischen Ldsung
zuriickblieben, wurden destilliert, die héheren von Cyclotridccyl-amin aufwérts fihrte

man direkt in die Salze lber.
Die Hydrochloride stellte man durch Eindampfen einer mit methanolischer Salz-

saure neutralisierten methanolischen Losung der Base her. Sie wurden, wenn nichts anderes
vermerkt, aus Methanol-Ather umkristallisiert.

Einzelne Verbindungen.
Cyclohexy 1-aminl).
Hydrochlorid: Smp. 206—207°.
3,794 mg Subst. gaben 7,384 mg C02und 3,507 mg HD
CcH 1ANC1 Ber. 0 53,13 H 10,40% Gef. C53,11 H 10,34%

Cycloheptyl-aminl.
Hydrochlorid : Smp. 242—246°.
3,874 mg Subst. gaben 7,944 mg CO,, und 3,700 mg H,,0
CMHINC1  Ber. C56,17 H 10,75% Gef. C55,96 H 10,70%
Cyclooetyl-amin2).
Aus. 3 g Cyclooctanon-oxim erhielt man 1,8 g Amino-cyclooctan (67% d. Th.), das
im Wasserstrahlvakuum bei 80—90° (Badtemperatur) destillierte.
Pikrat: Smp. 193—194°.
3.645 mg Subst. gaben 6,316 mg C02und 1,900 mg H2
CHH20-N4 Ber. C47,19 H 566% Gef. C47,29 H 5,83%
Hydrochlorid: Smp. 242—244°. Aus Alkohol-Essigester-Ather umkristallisiert.
3.646 mg Subst. gaben 7,519 mg C02und 3,561 mg H,0
CH,NC1 Ber. C58,70 H 11,08% Gef. C58,52 H 10,93%
Cyclonony 1-amin.
Aus 1,8 g Cyclononanon-oxim wurden 1,0 g Amino-cyclononan (61% d. Th.) er-
halten, das im Wasserstrahlvakuum bei 80—100° (Badtemperatur) destillierte.
Pikrat: Smp. 219—221°.
4,770 mg Subst. gaben 8,477 mg C02und 2,457 mg H2
CI15H 20,N .., Ber. C 48,64 H 599% Gef. C48,49 H 5,76%
Hydrochlorid: Smp. 197—201°.
Cyclodecyl-amin.
15 g Cyclodecanon-oxim gaben 1,0 g Amino-cyclodecan (73% d. Th.), das im Wasser-
strahlvakuum bei 100—130° (Badtemperatur) Uberging.
Pikrat: Smp. 239° (Zers.).
3,748 mg Subst. gaben 6,870 mg C02und 2,116 mg H,0
Cl6H,.,0MN4 Ber. C49,99 H 6,29% Gef. C50,02 H 6,31%
Hydrochlorid: Smp. 177—178°.
3,742 mg Selbst, gaben 8,581 mg C02und 3,815 mg H20
C10H 2XC1 Ber. C 62,64 H 11,57% Gef. C62,59 H 11,41%

1) Vgl. Beilstein, Handbuch IV. Aufl., Bd. XII, S. 5.
-) Vgl. Helv. 16, 1340 (1933).
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Cycloundecyl-amin.
2 g Oxim gaben 1,1 g Base (60% d. Th.), die im Wasserstrahlvakuum bei 130—140°
(Badtemperatur) destillierte.
Pikrat: Smp. 237—239°.
3,864 mg Subst. gaben 7,271 mg CO, und 2,295 mg H20
CIH200M™4 Ber. C51,25 H 6,58% Gef. C51,35 H 6,65%
Hydrochlorid: Aus Alkohol-Essigester-Ather umkristallisiert, Smp. 212—214°,
3,827 mg Subst. gaben 8,992 mg C02und 4,007 mg H,0
CnH,4XCl Ber.C64,20 H 11,76% Gef. C 64,12 H 11,72%

Cyolododecyl-amin.

Aus 1,85 g Oxim wurden 1,3 g Base (76% d. Th.) erhalten, die im Wasserstrahl-
vakuum bei 140—150° (Badtemperatur) destillierten.

Pikrat: Smp. 232—234°.
3,706 mg Subst. gaben 7,120 mg CO, und 2,252 mg H,0
ClIH20,X4 Ber.C52,42 H 6,84% Gef. C52,43 H 6,80%
Hydrochlorid: Smp. 274—275° (aus Alkohol umgeldst).
3,740 mg Subst. gaben 8.970 mg C02und 3,93S mg H,0
Cj,H2iXCI Ber. C 6557 H 11,92% Gef. C6545 H 11,78%

Cyclotrideey 1-amin.
1,85 g Cyclotridecanon-oxim gaben 0,8 g Base, die direkt in das Pikrat und Hydro-
ehlorid uUbergefihrt wurden.
Pikrat: Smp. 197—199°.
3,786 mg Subst. gaben 7,420 mg CO, und 2,409 mg H,0
CIH3007X4 Ber. 053,49 H 7,09% Gef. C5354 H 7,12%
Hydrochlorid: Smp. 285—286°.
3,754 mg Subst. gaben 9,179 mg C02und 4,022 mg H2
CnH,fiXCl Ber. 066,71 H 12,06% Gef. C 66,73 H 11,99%

Cyclotetradecy 1-amin.
Aus 1,8 g Cyclotetradecanon-oxim wurden 1,0 g (60% d. Th.) Amin erhalten.
Pikrat: Smp. 194,5—197,5°.
3,748 mg Subst. gaben 7,499 mg C02und 2,445 mg H2
C,0H307X4 Ber.C5453 H 7,32% Gef. C54,62 H 7,29%
Hydrochlorid: Zersetzung bei 300°.
3,676 mg Subst. gaben 9,146 mg GO, und 3,972 mg H,0
CHMHIXCL Ber.C67,84 H 12,20% Gef. C 67,90 H 12,09%

Cyclopentadecy 1-aminl).
Aus 2,2 g Cyelopentadceanon-oxim wurden 1,2 g Amin (57% d. Th.) erhalten.
Pikrat: Smp. 171—173°.
3,660 mg Subst. gab™ 7.437 mg CO, und 2.455 mg H,0
C2IH340-X4 Ber. 05549 H 7,54% Gef. 05545 H 7,51%
Hydrochlorid: Smp. gegen 300° (Zersetzung).

3,762 mg Subst. gaben 9,485 mg CO, und 4,130 mg H,,0
ClaH3XCl Ber. 0 68,79 H 12.32% Gef. C 68,81 H 12,26%

® Helv. 16, 1341 (1933).
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Cycloheptadecyl-amin.
1,8 g Cycloheptadccanon-oxim gaben 0,85 g Base (50% d. Th.).
Pikrat: Smp. 162—164°.
3,664 mg Subst. gaben 7,680 mg C02und 2,600 mg H»0
CBHMO7X4 Ber. C57,24 H 7,94% Gef. C57,20 H 7,94%
Hydrochjlorid: Smp. 270—280°.
3,749 mg Subst. gaben 9,665 mg CO, und 4,166 mg H20
CL HmXC1 Ber. C 70,42 H 12,52% Gef. C 70,35 H 12,44%

Cyclooctadecyl-amin.

Pikrat: Smp. 156—157°.
3,962 mg Subst. gaben S,43S mg CO, und 2,936 mg H,0
C,4H400™N4 Ber. C58,04 H 8,12% Gef. C58,12 H 8,29%
Hydrochlorid: Smp. gegen 260° (Zersetzung, aus Alkohol oder Alkohol-Ather
umkristallisiert).
3,789 mg Subst. gaben 9,889 mg CO, und 4,201 mg H2
C183H 3BXC1 Ber. C71,12 H 12,60% Gef. C71,22 H 1241%

Die Dissoziationskonstanten der Cycloalkyl-amine
in 80-proz. Methyl-cellosolve.

. Kingglieder- ,
Verbindung ( zaghgl, n) pK

Cyelohexyl-amin . . . . (6) 9,82
Gycloheptyl-amin . . . ) 9,9»
Cyclooctyl-amin . . . . 8) 10,04
Cyclononyl-amin . . . 9) 9,93
Cyclodecyl-amin . . . . (10) 9,85
Cycloundecyl-amin . . . (11) 9,7,
Cyclododccyl-amin . . . (12) 9,62
Cyclotridecyl-amin . . . (13) 9,6,
Cyclotetradecyl-amin . . (14) 9,5,
Cyclopentadecyl-amin . (13) 9,54
Cyoloheptadeoyl-amin . a7 9,5,
Cyclooctadecyl-amin . . (18) 9,54

Die Analysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung von Hrn. 11. Mauser
ausgefuhrt.

Zusammenfassung.

Durch Reduktion der Cyclanon-oxime mit Natrium und ab-
solutem Alkohol wurden Cycloalkyl-amine mit 6 bis 18 Ringgliedern
hergestellt. Von den hergestellten ringhomologen Cycloalkylaminen
wurden die Dissoziationskonstanten in 80-proz. Methylcellpsolve
gemessen. Der Einfluss der Ringgrdsse auf die Basizitat der Cyclo-
alkyl-amine ist gering.

Organisch-chemisches Laboratorium
der Eidg. Technischen Hochschule, Zlrich.
24
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54. Uber Steroide und Sexualhormone.
167. Mitteilungl).

Eine neue Synthese des /U!1720-3/J-Oxy-pregnadien-21-als

von H. Heusser, K. Eiclienberger und PI. A. Plattner.
(1. 11. 50.)

Pregnan-Derivate, deren Seitenkette am Kohlenstoffatom .17 als
a,~-ungesattigte Aldehyd-Gruppierung (vgl. Formel V) vorliegt, sind
schon oOfters beschrieben und nach verschiedenen Methoden bereitet
worden. Miescher, Wettstein & Scholz2) erhielten Aldehyde von diesem
Typus (vgl. Y) durch Oxydation von Allylalkoholen der Formel |
mit Dichromat-Schwefelsdure oder Chromtrioxyd-Eisessig. Die glei-
chen Autoren2) konnten die Verbindung Va auch durch Abspaltung
von Wasser aus dem Oxy-aldehyd Il oder durch Ozonisation des

53 7a-Allyl-androsten-diols-(3/S,17/?) (111), unter voribergehendem
Schutz der Kerndoppelbindung, bereiten. Reich2) zeigte, dass Allyl-
bromide der Konstitution IV nach der Methode von Kréhnke4)5)
ebenfalls in a,~-ungeséattigte Aldehyde (Va) verwandelt werden
kénnen. Schliesslich gelang es Fuchs & Reichstein6), dieselbe Ver-
bindung Va durch Oxydation der am Kohlenstoffatom 21 isomeren
Glykole VI bzw. Via mit Perjodsdure zu bereiten. Alle diese Methoden
fihren zwar zum gewunschten Ziel, sind jedoch zur Herstellung
grosserer Mengen des Aldehyds V nicht sehr bequem, hauptséachlich
weil die als Ausgangsmaterial verwendeten Verbindungen (I—1V und
V1) z. T. nur auf Umwegen und relativ schwer zugéanglich sind.

Neuere Versuche7-11) auf dem Gebiet des Vitamins A haben
gezeigt, dass die Umsetzung von Athoxy-acetylen bzw. dessen
Gri/nard-Yerbindung mit Ketonen in guter Ausbeute Athoxy-
athinyl-earbinole liefert. Aus diesen kdnnen a,/~-ungesattigte Al-
dehyde — durch selektive Hydrierung zu Athoxyvinyl-carbinolen
und anschliessende saure Hydrolyse — leicht gewonnen werden.

') 166. Mitt. Helv. 32, 2475 (1949).

-) K. Miescher, A. Weltslein <& C. Scholz, Helv. 22, 894 (1939).

3) Il. Reich, Helv. 23, 219 (1940).

4) F. Krohnke <GE. Broner, B. 69, 2006 (1936).

5) F. Krohnke, B. 71, 2583 (1938).

6) H. G. Fuchs <0 T. Reichstein, Helv. 24, 804 (1941).

") D. A. van Dorp <CJ.F. Arens, Nature 160, 189 (1947).

® J. F. Arens <mD. .4. van Dorp, R. 68, 604 (1949).

9) IT. Graham, D. A. van Dorp <G./. F. Arens, R. 68, 609 (1949).

10) J.Heilbrou, E. R. M. Jones, M. Julia <0 B.C. L. Weeden, Soe. 1949, 1823.
u) Vgl. auch Th. L. Jacobs, R. Cramer <0./. E. Hanson, Am. Soc. 64, 223 (1942).
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Unseres Wissens ist die Umsetzung von Steroid-Ketonen mit Athoxy-
acetylen bisher nicht beschrieben worden. Es ist uns nun gelungen,
diese Reaktion auch mit solchen Ketonen durchzufuhren.

OH OH
CH-CH20H XL —CH2CHO N L-CH,-CH=CH,
/\J 1 / u JAVAR n
h 20> <V)
X
\L j cH-cHo I -CH-OHOH-CH,,OH
1 1
- nach Kréhnke3) \'y hjol) /)
v V R=1I VI; Via
VaR = Ac
\

n

AeO/V Vil
RBi-MgCsC-OC,H5
OH
/\ L-C=C-OC,Hs

IX 1IX Ixy H2;Pd/CaC?;,

| | | Pyridin
ro/ '"x/'V ' viii n H HO A7 IX R=H

Villa R Ac IXaR Ae

Athoxy-acctylen, welches nach der Vorschrift von Hciibron5)
leicht zugéanglich ist, wurde mit Athylmagnesiumbromid zur ent-
sprechenden Grignard-Verbindung umgesetzt und mit .153/?-Acetoxy-
17-keto-androsten (VI11) in Reaktion gebracht. Das Rohprodukt der
Umsetzung besteht aus einem Gemisch von Ir-3R. 17/J-Dioxy-
17a-athoxyéathinyl-androsten (VI111)0) und dessen Acetat Villa.

1) K. Micscher, A. Wettstein <G C. Scholz, Helv. 22, 894 (1939).

2) Diese Reaktion wurde mit dem im Ring A a,"-ungesattigten Keton vom Typus
des Progesterons durchgefihrt.

3) Il. Reich, Helv. 23, 219 (1940).

4) H. G. Fuchs < T. Reichstem, Helv. 24, 804 (1941).

5) J.Heilbron, E. R. M. Jones, ~M. Julia <+ B.C. L. Weedon, Soc. 1949, 1823.

6) Da in allen bis heute untersuchten Féllen die Umsetzung von 17-Keto-Steroiden
mit Grignard-iVerbindungen in der Hauptreaktion zu 17/5-Oxy-17a-alkyl-Derivaten fihrt
[vgl. z. B. L. F. Fieser O M. Fieser, Exper. 4, 285 (1948)] wird auch der Verbindung V111
die Konfiguration eines 17~-Oxy-Steroids zugeteilt.
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Die beiden Verbindungen lassen sich auf chromatographischem Wege
leicht trennen und kénnen in einer Gesamtausbeute von Uber 65% ge-
wonnen werden. Die 3,17-Dioxy-Verbindung VIII lasst sich in
Stellung 3 partiell acetylieren. Wenn auf das Acetat Villa gearbeitet
wird, ist cs deshalb von Vorteil, das Rohprodukt der Grignard-Reak-
tion einer Nachbehandlung mit Pyridin-Acetanhydrid zu unterwerfen.

Die selektive Hydrierung der Athoxyéathinyl-carbinole V111 und
Villa zu den entsprechenden Athoxyvinyl-carbinolen 1X und IXa
gelingt leicht, besonders wenn in Pyridin mit einem Palladium-
Calciumcarbonat-Katalysator gearbeitet wirdl). Hach der Aufnahme
von einem Mol Wasserstoff kommt die Hydrierung praktisch zum
Stillstand. Wahrend das zI53/?-Acetoxy-17/?-oxy-.17a-athoxyvinyl-
androsten (1Xa) eine leicht kristallisierbare Verbindung darstellt,
konnte der in Stellung 3 unveresterte Alkohol IX bis heute nur als
Gel gewonnen werden. Fur die weiteren Umsetzungen erwies sich
jedoch eine Reinigung der Verbindungen I1X und 1Xa als uberflussig.

Wird das zI5-3R-Acetoxy-17R-oxy-.17a-athoxyvinyl-androsten
(IXa) mit 0,2-n. Salzsdure in Dioxan-Wasser wahrend 25 Minuten
bei Zimmertemperatur geschittelt, so bleibt die Acetat-Gruppierung
in Stellung 3 erhalten, wéhrend die Seitenkette an C 17 die gewlinschte
Umlagerung zum a,M-ungesattigten Aldehyd (Va) erfahrt. Beim
Erwéarmen des Acetats 1Xa auf dem Wasserbad mit 0,5-n. Salzsaure
in Dioxan-Wasser tritt gleichzeitig mit der Umlagerung auch eine
Verseifung der Ester-Gruppierung an C3 ein. Der Oxy-aldeliyd V
liefert bei der Behandlung mit Pyridin-Acetanhydrid in der Kélte
das Acetat Va. Die Verbindung V zeigt im UV.-Absorptionsspektrum
das erwartete2) Maximum bei 244 m/i (log e = 4,42).

Die hier beschriebenen Umsetzungen verlaufen ausserordentlich
glatt. Sie lieferten, ohne eine spezielle Ausarbeitung der einzelnen
Reaktionsstufen, den a,*-ungeséattigten Aldehyd V in einer Ausbeute
von 40%, bezogen auf das Ausgangsmaterial zI5 3/?-Acetoxy-17-keto-
androsten (VII1). Damit ist das Ziel dieser Arbeit, namlich eine
préaparativ gunstige Synthese von a,~-ungeséattigten Aldehyden des
Typus V, erreicht.

Der Rockcfcller Foundation in New York und der CIBA Aktiengesellschaft in Basel
danken wir fir die Unterstitzung dieser Arbeit.

Experimenteller Teil3).
z16-3 /?-Acetoxy-l 7y?-oxy-17 a-dthoxydthinyl-androsten (Villa).
Zu einer Grignard-Lésung — bereitet aus 2,18 g Magnesiumspénen, 9,81 g Atliyl-

bromid und 50 cm3 Ather — wurden unter gutem Umriihren innerhalb von 30 Minuten
6,3 g Athoxyacetylen in 50 cm3Ather zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde 1 Stunde

X) Unter diesen Bedingungen gelang es L. Buzicka < P. Miller (Helv. 22, 755
(1939)) Athinyl-testosteron zu Vinyl-testosteron zu hydrieren.

2) Vgl. K. Miescher, A. Wettstein a3 C. Scholz, Helv. 22, 891 (1939).

3) Alle Schmelzpunkte sind korrigiert und im evakuierten Rohrchen bestimmt.
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bei Zimmertemperatur weiter gertithrt und anschliessend tropfenweise mit einer Lésung
von 3 g A*-ZR-Acetoxy-17-keto-androsten (VI1) in 50 cm3 abs. Ather versetzt. Die Mi-
schung wurde 1 Stunde zum Sieden erhitzt, dann auf 0° abgekihlt und in 100 cm3eisge-
kiihlte 20-proz. Ammonclilorid-Lésung eingeriihrt. Die wésserige Lésung wurde mit Ather
extrahiert, die dtherische Schicht mit 10-proz. Ammonchlorid-Lésung und Eiswasser ge-
waschen, getrocknet und eingedampft. Der Ruckstand (4,0 g) wurde zur Reinigung an
130 g Aluminiumoxyd (Aktivitat 111) adsorbiert. Mit Petroldther-Benzol 1:1 konnten
1,684 g d53/J-Acetoxy-17/S-oxy-17a-athoxydathinyl-androsten (Villa) vom Smp. 136—
137° eluiert werden. Nach einmaligem Umkristallisieren aus Aceton-Hexan wurden 1,275 g
derbe Nadeln vom Smp. 138—139° erhalten. Zur Analyse wurde eine Probe nochmals
aus Aceton-Hexan umkristallisiert und anschliessend 60 Stunden im Hochvakuum bei
65° getrocknet. Smp. 139—140°.

MjO = - *22°  (c =- 0,942 in Chloroform)

4,090 mg Subst. gaben 11,213 mg C02und 3,280 mg H2)
CBH3004 Ber. C7496 H 9,06% Cef.C7482 H 8,97%

zI5-3 B, 17 /I-Dioxy-17 a-dthoxydthinyl-androsten (VIII).

Die Benzol-Ather-(8:2)-Fraktionen des oben beschriebenen Chromatogramms lie-
ferten zusammen 1,629 g rohes d6-3/S,17/?-Dioxy-17a-4thoxyéthinyl-androsten vom
Smp. 139—140°. Beim langsamen Erhitzen sintert die Substanz bei 74—84°, erstarrt
wieder, um endgultig bei 139—140° zu schmelzen. Aus Aceton-Hexan umkristallisiert
lieferte das Rohprodukt 1,045 g Nadeln vom Smp. 139—140°.

Eine Probe wurde zur Analyse viermal aus Aceton-Hexan umKkristallisiert und an-
schliessend 60 Stunden bei 65° im Hochvakuum getrocknet. Die gut ausgebildeten Nadeln
schmolzen bei 140—141°. Die Mischprobe mit dem Acetat Villa vom Smp. 139—140°
schmolz bei 110—112°.

[a]dJ = - 124° (¢ =0,985 in Chloroform)
4,283 mg Subst, gaben 12,090 mg C02und 3,666 mg H20
C2H; 03 Ber.C77,056 H 9,56% Gef. C 77,03 H 9,58%

Acetylierung zu Villa. 152 mg Dioxy-Verbindung V IIl1 wurden in einem Ge-
misch von 2 cm3Pyridin und 2 cm3Acetanhydrid 5 Stunden bei Zimmertemperatur auf-
bewahrt. Die Ldsung wurde in Wasser eingeriuhrt und die ausgefallene Substanz durch
Extrahieren mit Ather in iblicher Weise aufgearbeitet. Das Rohprodukt lieferte aus
Aceton-Hexan umkristallisiert 140 mg des weiter oben beschriebenen Acetats Villa vom
Smp. 139—140°.

ri5-3/J-Acetoxy-17 /S-oxy-17 a-dthoxyvinyl-androsten (IXa).

300 mg d 5-3/3-Acetoxy-17/i-oxy-17a-&thoxydthinyl-androsten (Villa) wurden in
7 cm3 Pyridin geldst und mit 90 mg eines 2,5-proz. Palladium-Calciumearbonat-Kataly-
sators unter Wasserstoff geschittelt. Die Wasserstoffaufnahme setzte nach 6 Minuten
ein und war nach weiteren 11 Minuten beendet, nachdem die fur eine Doppelbindung be-
rechnete Wasserstoffmenge verbraucht war. Die Pyridin-Losung wurde filtriert und im
Vakuum zur Trockne eingedampft. Der Riickstand lieferte aus Ather-Hexan umkristalli-
siert 250 ing feine Blattchen, die bei 135—136° schmolzen. Die Mischprobe mit Ausgangs-
material vom Smp. 139—140° schmolz bei HO—111°. Zur Analyse wurde eine Probe
noch viermal aus Ather-Hexan umkristallisiert und anschliessend 73 Stunden im Hoch-
vakuum bei 20° getrocknet. Smp. 13S,5—139,5°.

[“]) = —56,0° (c = 0,750 in Chloroform)

3,648 mg Subst. gaben 9,974 mg C02und 3,124 mg H,0
CAO. Ber. C 7459 H 9,52% Gef.C 7461 H 9,58%
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/15-3/S, 17 R-Dioxy-17a-dthoxyvinyl-androsten (IX).

100 mg zI5-3/?,17/?-Dioxy-17a-athoxyéthinyl-androstcn (VII1) wurden in 5 cm3
Pyridin mit 30 mg eines PaDadiuin-Calciumcarbonat-Katalysators unter Wasserstoff
geschittelt. Wie beim Acetat Villa setzte die Wasserstoffaufnahme nach 6 Minuten ein
und war nach weiteren 11 Minuten beendet, nachdem ein .Mo! Wasserstoff verbraucht war.
Das erhaltene Rohprodukt lieferte aus Aceton-Hexan ein Gel. Die Verbindung wurde roh
weiterverarbeitet.

zI5; 1720-3 /?-0xy-pregnadien-21-al (V).
a) Aus zI6-3 B, 17 /?-Dioxy-17 a-iithoxyvinyl-androsten (1X).

94 mg rohes /1538, 17R-Dioxy- 17a-&thoxyvinyl-androsten (IX) wurden in 6 cm3
Dioxan geldst und mit 2 cm32-n. Salzsdure 30 Minuten bei Zimmertemperatur geschittelt.
Das Reaktionsgemisch wurde in Ather aufgenommen, die dtherische Lésung mit Natrium-
hvdrogencarbonat-Lésung und Wasser gewaschen, getrocknet und eingedampft. Der
kristallisierte Ruckstand (90 mg) wurde zur Reinigung an 2,7 g Aluminiumoxyd (Akt. 1V)
adsorbiert. Mit Benzol und Ather wurden 61 mg reiner Oxyaldehyd V vom Smp. 178—
179° cluiert. Zur Analyse wurde eine Probe (13 mg) noch zweimal aus Ather-Hexan um-
kristallisiert und anschliessend 48 Stunden im Hochvakuum bei 70° getrocknet.
Smp. 17S—179°.

[a]» ;—64,8° (c = 0,988 in Chloroform)
3,%mg Subst. gaben 10,818mg C02und 3,]37mg ILO
CAH002 Ber.CSO21 H 9620 Gef. ¢ OB H 94%%

Das UV.-Absorptionsspektrum in Feinsprit zeigt ein Maximum bei 244 m/i (log t —
4,42).

b) Aus zI6-3 B-Acetoxy-17 R-oxy-17o0c-&4thoxyvinyl-androsten (I1Xa).

150 mg ri5-3/?-Acetoxy-17 /1-oxy-l17a-athoxy vinyl-androsten (IXa) wurden in 6 cm3
Dioxan mit 2 cm3 2-n. Salzsdure 1 Stunde auf dem Wasserbad auf 90° erwdrmt. Das
Reaktionsgemisch wurde mit Ather verdiinnt, die dtherische Lésung mitNatriumhydrogen -
carbonat-Losung gewaschen, getrocknet und eingedampft. Der Ruckstand (120 mg)
schmolz roh bei 170—172°. Xach chromatographischer Reinigung wurden 75 mg Oxy-
aldehyd V erhalten, der nach dem Umlésen aus Ather-Hexan bei 180—181° schmolz. Die
Mischprobe mit dem oben beschriebenen Préparat von V schmolz bei 179—180°.

¢15;1-,2°.3 B.Acetoxy-pregnadien-21-al (Va)1)23).
a) Aus zI5-3/J-Acctoxy-17RB-oxy-17a-dthoxyvinyl-androsten (IXa).

150 mg zls-3”~-Acetoxy-17R-oxy-\7a-dthoxyvinyl-androsten wurden in 8 cm3Dioxan
geldst und mit 2 cm3 1-n. Salzsdure 25 Minuten bei Zimmertemperatur geschittelt. Das
Reaktionsgomisch wurde in Ather aufgenommen und die dtherische Lésung in tblicher
Weise aufgearbeitet. Das Rohprodukt (150 mg) lieferte aus Ather-Hexan 100 mg Nadeln
vom Smp. 184—185°. Zur Analyse wurde eine Probe noch dreimal aus Aceton-Hexan
umkristallisiert und anschliessend 76 Stunden im Hochvakuum bei 95° getrocknet.
Smp. 184—185° ).

Mj) = —60,0° (c —0,799 in Chloroform)
3,834 mg Subst. gaben 10,895 mg C02und 3,123 mg H,0
CBH303 Ber.C77,49 H 9,05% Gef.C7755 H 9,11%

L K.Mieteher, A. Weitstem <mC. Scholz, Helv. 22, S94 (1939).

-) H. Reich, Helv. 23, 219 (1940).

3) H.G. Fuchs d- T. Reich-Stein, Helv. 24, 804(1941).

J) Die Mischprobe mit authentischem Material (vgl. Fussnotel)) ergab keine
Schmelzpunktserniedrigung. Herrn Dr. K. Miescher danken wir fur den Vergleich der bei-
den Préparate.
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Das UV.-Absorptionsspektrum in Feinsprit zeigte ein Maximum bei 244 m/i (log e
4,44).

b) Durch Acetvlierung von V.

60 mg roher Oxy-aldchyd V wurden in 5 cm3Pyridin geldst und mit 0,5 cm1 Acetan-
hydrid 5 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Das Reaktionsgemiseh wurde in
Wasser eingeriihrt und durch Extraktion mit Ather in (blicher Weise aufgearbeitet. Der
Rickstand (60 mg) lieferte nach einmaligem Umkristallisieren aus Aceton-Hexan 35 mg
Nadeln, die bei 182—183° schmolzen und in der Mischprobe mit dem weiter oben beschrie-
benen Prdparat von Va keine Depression gaben.

Die Analysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung von Hrn. II'. Mauser
ausgefuhrt.

Ziisammenfassung.

Die Ubertragung, der aus synthetischen Versuchen auf dem
Gebiet des Vitamins A bekannt gewordenen Reaktionsfolge — Keton ->
Athoxyéathinyl-carbinol ~ Athoxyvinyl-carbinol -> a, /9-ungeséttigt er
Aldehyd— auf Dehydro-epi-androsteron, fiihrte zu einer neuen,
préparativ ginstigen Synthese des .151720-3/3-Oxy-pregnadien-21-
als (V).

Organisch-chemisches Laboratorium
der Eidg. Technischen Hochschule, Zirich.

55. Synthese (ler optisch aktiven Dihydro-lysergsduren.
19. Mitteilung Uber Mutterkornalkaloidel)
von A. Stoll, J. Rutschmann und W. Schlientz.
(1. 11. 50.)

A. Einleitung.

In der 17. Mitteilung dieser Reihe beschrieben wir die Synthese
von drei stereoisomeren, racemischen Dihydro-nor-lysergsauren, die
sich den drei bekannten isomeren Dihydro-lysergsauren natirlicher
Herkunft sterisch zuordnen liessen und somit als rac. Dihydro-nor-
lysergsaure, rac. Dihydro-nor-isolysergsaure(l) und rac. Dihydro-nor-
isolysergsaure(ll) bezeichnet werden konnten. Die vorliegende Arbeit
befasst sich mit der Uberfiihrung der beiden erstgenannten Korsauren
in die rac. Dihydro-lysergsaure bzw. die rac. Dihydro-isolysergsaure(l)
durch Methylierung am Stickstoffatom 6 (s. die Formeln) und mit der

Auflésung der iiL-Dihydro-lysergsdure in die optisch aktiven Anti-
poden.

* 18. Mitteilung: Helv. 33, 108 (1950).
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Der linksdrehende Antipode war identisch mit der d (- )-Dihydro-
lysergsaure, die bei der alkalischen Hydrolyse der Dihydroderivate
der naturlichen linksdrehenden Mutterkornalkaloide erhalten wird1l).

COOH COOH
HC*-  CH, HC* CH,
/s A / \
H,C"i rNH H,C NCH,
"\ / "\ /
HC* *CH HC*........ *CH
10
C 4 CH, » C CH
/\ / /
HC  C-—---C HC C ¢
1 |
HC C 2CH HC C CH
vV [\
CH X CH X
H H
Dihydro-nor-lysergséure Dihydro-lysergsauie

Die Totalsynthese der D-Diliydro-lysergsédure, des Grund-
kérpers der in den letzten Jahren therapeutisch wichtig ge-
wordenen dihydrierten Mutterkornalkaloide, ist damit
verwirklicht und der strenge Beweis ihrer Konstitution
erbracht.

H. Die Ummcthylicriiny der Dihyclro-nor-lyscrjjstiure-methylcstcr
in die Diliydro-lyserfisaureii.

Es ist bekannt, dass die Alkylierung von sekundéren, alipha-
tischen oder zyklischen Aminen zu den tertidaren Basen manchmal auf
Schwierigkeiten stdsst. Die Verwendung der Halogenalkyle und
Alkylsulfate fiihrt meistens vorwiegend oder ausschliesslich zu den
guaterndren Ammoniumsalzen. Die fur viele einfach gebaute Basen
mit Erfolg verwendete Methylierungsmethode mit Formaldehyd und
Ameisensdure oder einem anderen Reduktionsmittel liefert bei kompli-
zierteren Verbindungen meist unbefriedigende Ergebnisse.

Diese Schwierigkeiten zeigten sich auch im vorliegenden Fall, als
wir versuchten, die Dihydro-nor-lysergsduren, die als kompliziert
substituierte Piperidinderivate betrachtet werden kénnen, mit einem
der erwdhnten Reagenzien zu den Dihydro-lysergsauren zu methv-
lieren. Die Methylierung am Stickstoffatom 6 gelang dagegen mit
Hilfe einer merkwirdigen Reaktion, die unseres Wissens in der che-
mischen Literatur noch nicht beschrieben ist. Wir fanden namlich,
dass rac.. Dihydro-lysergsdure auf einfachste Weise und in guter Aus-
beute durch blosses Erhitzen des rac. Dihydro-nor-lysergsaure-
methylesters Uber seinen Schmelzpunkt entsteht. Bei Temperaturen
um 220° entstehen aus dem Norester in ca. 15 Minuten TU—80% der

* .4. Stoll G .4. Hofmann, Helv. 26, 2070 (1943).
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Theorie an freier rac. Dihydro-lysergsaure. Die Methylgruppe wandert
also unter diesen Bedingungen vom Carboxyl an den Stickstoff. Wir
werden im Abschnitt E auf diese interessante Reaktion, die im folgen-
den ,,Ummethylierung* genannt wird, naher eingehen.

Die Ummethylierung wurde auch mit dem rac. Dihydro-nor-
isolysergsdure(l)-methylester versucht:, und zwar mit Erfolg. Doch er-
hielt man die entsprechende methylierte S&ure, die rac. Dihydro-
isolysergsédure(l), in bedeutend geringerer Ausbeute.

C. Vergleich (ler synthetischen mit den natiirlichen Diliydro-
lysergsaure-Raeeinaten.

Die einheitliche rac. Dihydro-lysergsdure und die rac. Dihydro-
isolysergsaure(l) naturlicher Herkunft, die wir fir den Vergleich mit
unseren synthetischen Racematen bendtigten, waren bis anhin nicht
bekannt. Wohl haben R.G.Gould, L. C. Craig & W.A. Jacobsl) eine rac.
Dihydro-lysergsadure beschrieben, die sie durch Reduktion von rac.
Lysergsdure?2) mit Uatrium und Butylalkohol hergestellt hatten, doch
kann es sich bei ihrem Préparat nicht um einheitliche DL-Dihydro-
lysergsdure gehandelt haben, weil sich die Lysergsadure bei chemischen
Reaktionen besonders in alkalischem Medium teilweise isomerisiert.

Wir haben nach dem Verfahren der genannten Autoren rac.
Lysergséure reduziert und das Reduktionsprodukt nach der Ver-
esterung mit methylalkoholischer Salzsdure chromatographisch in
seine Bestandteile zerlegt. Dabei konnten tatsdchlich drei verschie-
dene Racemate festgestellt werden. Von der Untersuchung der optisch
aktiven Dihydro-lysergsdure-Derivate her ist bekannt, dass sich die
drei Stereoisomeren durch ihr Haftvermdgen an der Aluminiumoxyd-
sdirle charakteristisch unterscheiden. Am leichtesten werden die Deri-
vate der Dihydro-isolysergsaure(l) eluiert, dann folgen die Dihydro-
lysergsaure-Derivate und zuletzt die Abkémmlinge der Dihydro-
isolysergsaure(l1)3).

Das Chromatogramm des veresterten Reduktionsproduktes der
rac. Lysergsaure lieferte drei entsprechende Fraktionen. Die zuerst im
Filtrat erscheinende Substanz, der rac. Diliydro-isolysergsaure(l)-
methylester, und der etwas fester haftende rac. Dihydro-lysergséaure-
methylester liessen sich in kristallisierter Form gewinnen, wéhrend
der an der S&ule fest haftende Rest, in dem wahrscheinlich rac. Di-
hydro-isolysergsaure(ll)-methylester enthalten war, nicht kristalli-
siert werden konnte.

Der so gewonnene rac. Dihydro-lysergsdure-methylester natir-
licher Herkunft kristallisierte, wie das synthetische aus der Horsaure
dargestellte Préparat, aus Benzol mit Kristallésungsmittel und

b J. Biol. Chem. 145, 487 (1942).
-) A.Stoll 4 A. Hofmann, Z. physiol. Ch. 250, 7 (1937).
3) A. Stoll, A. Hofmann oC Th. Petrzilka, Helv. 29, 650 (1946).
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schmolz unter Abgabe desselben schon bei 90— 100°. Nach dem Trock-
nen im Hochvakuum besitzen beide Substanzen den Smp. 148—15001).
Bei der Mischprobe zeigten sie keine Depression. Die freien S&auren, die
synthetische und die natirliche rac. Dihydro-lysergsaure, kristalli-
sieren aus Wasser in glitzernden, rhombenférmigen Blattchen, die 1
Mol Kristallwasser enthalten, das auch im Hochvakuum bei .130° nicht
abgegeben wird, und die bei ungefahr 310° unscharf unter Zersetzung
schmelzen. In dieser Eigenschaft, Kristallwasser so fest zu binden,
unterscheidet sich die rac. Dihydro-lysergsdure charakteristisch von
der optisch aktiven «-Dihydro-lysergsaure.

Der synthetische und der natirliche rac. Dihydro-isolysergsaure(l)-
methylester kristallisieren aus Methylalkohol in Nadeln, die sich bei
90° unter Abgabe von Ldsungsmittel verflussigen, wéahrend sorgfaltig
im Hochvakuum getrocknete Proben bei 15G—158° schmelzen. Die
Mischprobe ergab keine Depression der Schmelzpunkte.

Der rac. Dihydro-isolysergsaure(l)-methylester wurde auch noch
durch die Uberfiihrung in rac. Dihydro-lysergsaure identifiziert, in-
dem der Ester in das Hydrazid umgewandelt und dieses durch Kochen
mit Kalilauge verseift wurde. Diese Isomerisierungsreaktion ist cha-
rakteristisch fir Derivate der Dihydro-isolysergsaure(l)-Reihe2).

R. Die Anfliisiinji der synthetischen rats. Diliydro-lysenjsiiure
in die optischen Antipoden.

Die Spaltung der totalsynthetischen DL-Dihydro-lysergsdure in
die optischen Antipoden bildet den letzten Schritt in der langen Reihe
von Operationen, die schliesslich zur D-Dihydro-lysergsaure als dem
Hauptbestandteil der hochwirksamen Dihydroderivate der natir-
lichen Mutterkornalkaloide fihrten. Sie gelang nach dem gleichen Ver-
fahren, mit dem seinerzeit die Spaltung der rac. Lysergsdure in die
optischen Antipoden dureligefihrt werden konnte, nédmlich Uber das
Saure-amid mit L-Norephedrin3).

Synthetisches rac. Dihydro-lysergsaure-azid, das auf Ubliche
Weise aus dem Ester Uber das Hydrazid bereitet worden war, wurde
mit L-Norephedrin sdureamidartig verkntpft. Das resultierende par-
tielle Racemat liess sich an einer Aluminiumoxydsdaule mit Essigester
und Aceton als Lésungsmittel in die beiden Komponenten zerlegen.
Das weniger gut haftende Isomere zeigte ein spez. Drehvermégen von
M d IM™ (in Pyridin) und kristallisierte aus Aceton in massiven
Prismen und Polyedern vom Smp. 210—241°. Es war identisch
mit dem aus n-Dihydro-lysergsdure-azid natirlicher Herkunft und
L-Norephedrin hergestellten Sdureamid. Das fester haftende Isomere,

') Alle Schmelzpunkte dieser Arbeit sind im evakuierten Réhrchen bestimmt und
korrigiert.

) .1. Stoll, A. Hojmann 4: Th. Petrzilka, Helv. 29, 650 (194(5).

3) -1. Stall A. Hojmann, Z. physiol. Ch. 250, 7 (1937).
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das n-Norephedrid der L-Dihydro-lysergsdure, wies einen spez. Dreh-
wert von [a]j* = + 107° (in Pyridin) auf und kristallisierte aus Essig-
ester in feinen Nadeln, die bei 252—253° schmolzen.

Die genau gleich ausgefiihrte Zerlegung der rac. Diliydro-lyserg-
saure naturlicher Herkunft lieferte zwei Isomere, die mit den beschrie-
benen Norephedriden der synthetischen Dihydro-lysergséuren in jeder
Hinsicht Gbereinstimmen.

Durch energische alkalische Hydrolyse der Norephedride wurden
die optisch aktiven Dihydro-lysergsauren erhalten. Der Antipode mit
dem spez. Drehwert [ajjjl= —120° (in Pyridin) war identisch mit
d(—)-Dihydro-lysergsaure, die den dihydrierten natirlichen,
linksdrehenden Mutterkornalkaloidenl) zu Grunde liegt. Sein Anti-
pode mit dem spez. Dreliwert [a]j"- +7 20° (in Pyridin) ist als
L(+)-Dihydro-lysergséaure aufzufassen. Die optisch aktiven synthe-
tischen Préaparate Kristallisierten aus Wasser wie die natirlichen
Dihydro-lysergsduren in den charakteristischen rhombenférmigen
oder sechseckigen Blattchen.

E. Zum Mechanismus der Ummetliylirun<].

Die Bildung der Dihydro-lysergsauren aus den Norsaure-metliyl-
estern erscheint auf den ersten Blick als einfache, intramolekulare
Wanderung der Ester-Methylgruppe an das sekundéare Stickstoffatom.
Offensichtlich ist diese Beaktion verwandt mit der vor allem durch
ausgedehnte Untersuchungen von B. Willstatter2) bekanntgewordenen
Umwandlung der Methylester von N,N-Dialkylamino-sduren in
Betaine. Beispielsweise entstehen beim Erhitzen von Dimethyl-amino-
essigsaure-methylester auf 200° 80— 90% der Theorie an Betain. Aus
/bDimethylamino-propionsaure-methylester erh&lt man zu ca. 30%
das entsprechende Betain.

In den Formeln I—I11 ist die Umlagerung des Dihydro-nor-
lysergsaure-methylesters in Dihydrolysergsédure und in den Formeln
IV und V die entsprechende Umwandlung der tertidaren Aminosaure-
ester in Betaine nach Willstatter schematisch dargestellt. Die gebroche-
nen Linien bedeuten dabei eine unbestimmte Anzahl von Kohlenstoff-
atomen zwischen der Carboxyl- und der Aminogruppe.

COOCH,, COO- COOH COOCH, COO*
R—N— R—X—CHa R—X—CH,, R—X— R—N—CH,,
H 1 H+ I i R IV R+ V

Wir haben versucht, die Ummethylierung auf andere Amino-
saureester auszudehnen, und fest-steilen kdnnen, dass ihr eine, wenig-
stens vorlaufig beschrankte, Verallgemeinerungsfahigkeit zukommt.

> ,l. Sloll & A. Hofmann, Helv. 28, 2070 (1943).
2) K. Willstatter, B. 35, 584 (1902).
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Als erste, dem Dihydro-nor-lysergsdure-methylester am néchsten
verwandte Modellsubstanz wéhlten wir den Xipecotinsdure-methyl-
ester (VI). Beim Erhitzen desselben erhielten wir neben viel unver-
dndertem Ausgangsmaterial eine geringe Menge X-Methyl-nipecotin-
saure (VII). Uberraschenderweise aber war das Hauptprodukt der
Reaktion der X-Methyl-nipecotinsdure-methylester (VI11). Es mussten
also aus zwei Molekeln des Ausgangsmaterials je eine Molekel methy-
lierter Ester und freie Hipecotinsaure (I1X) entstanden sein, die wir

denn auch isolieren konnten.
c;h2

OH, CH-COOH

CH, CH,
v/
CH2 X
CH, CH-COOCH, CH, vir
OH, CH2
% CH?2 CH,
H \a I\ !\
CH, CH-COOCR, CH, CH-COOH

Xipecotinsdure

OH, CH, OH, CHV
x / \
X X
H IX
OH, VI
CH,—OH2 CH,—CH,
CH, GH-co®oHs -> OH, CH-COOCH;, OH, CH-COOH
\ \
X X X .
H X H Xrir
Prolin-meth vlester CH, X1l
CH,—CH,
CH, CH
/ Xco
|
CO X
\V/\ .
CH CH,

X1V CH,—CH,
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Ahnliche Verhdltnisse stellten wir bei der Ummethylierung des
Prolin-methylesters (X) fest. Neben wenig freier Hygrinsaure (XI)
entstand hier deren Methylester (XI11) und etwas Prolin (XI111). Das
Hauptprodukt war in diesem Palle das Prolin-diketopiperazin (X1V),
das ja auch aus Prolin-mcthylester bei Zimmertemperatur allméahlich

entsteht.

In weiteren Versuchen stellten wir beim Erhitzen von Guvacolin
(XV) die Bildung von geringen Mengen Arecolin (XV1) neben Guvacin
(XV 1) fest, wahrend wir bei der Prifung des /?-Alanin-methylesters
keine X-methylierten Produkte finden konnten.

CH CHJ CHj
c/hv c-cooch, \c/h,vc—coochiq' c/hz\c—cooh
| i + !
CH, CH, CH, CH, CH2 CH,
\ \J \
X X X
H XV XVI H XVli
CH.,
Guvacolin Arecolin Guvacin

Wenn wir die bisher ausgefihrten Ummethylierungen gesamthaft
betrachten, so fallt auf, dass mehrfach Produkte auftreten, die aus
zwei Molekeln des Ausgangsesters entstanden sein mussen. Es waére
demnach denkbar, dass solche Ummethylierungen allgemein durch
Wechselwirkung von zwei Molekeln Aminoséaure-ester Zustandekom-
men. Diese Verbindungen sind stark polarisiert, und wir durfen bei
ihnen wahrscheinlich eine gewisse Assoziation im Sinne der Formel
XVIIl annehmen. Betrachten wir nun einen derartigen Komplex als
das eigentliche ,,Ausgangsmaterial“, so ergeben sich die verschiedenen
bisher bei der Beaktion festgestellten Verbindungsarten als Produkte
eines Zerfalls dieses Komplexes, der nun im Einzelfall nach verschie-
denen Bichtungen ablaufen kann.

Dieser Versuch einer Interpretation ist in den Formeln XV 111 bis
X X 11 schematisch dargestellt. Als Beaktionsprodukte treten auf:

1. Das Diketopiperazin X1X (aus Prolin-methylester X);

2. Die tertidre Aminosdure XX (aus Dihydro-nor-lysergsaure,
aus Nipecotinsdureester VI, aus Prolin-methylester X);

3. Der methylierte Ester zusammen mit unmethylierter S&ure
X X1 (aus Prolin-methylester X, Xipecotinsdureester VI und”Guva-

colin; XV);
4. Formal betrachtet der unverédnderte Ausgangs-Ester XXII.
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Die reversible Umlagerung der tertidren Aminoséaureester in die
Betaine nach li. Willstatter1) Hesse sich in ein solches Schema zwang-
los einordnen.

0=C N—It

+ 2 CH30H

CH,,

X—R

0=0
OH

X—
pyj

R—X - 0=0
XX
H OCH.,,

Experimenteller Teil.

Die Versuche 1. und 2. lieferten die racemischen Vergleichssubstanzen natirlicher
Herkunft.

1. rac. Dihydro-lvscrgsdure-methylester und rac. Dihydro-isolyserg-
sdure(l)-methylester aus rac. Lysergsaure. Wir folgten fur die Reduktion der
Lysergsaure der Arbeitsweise von R.G.Gould, L.C.Craig <b 11. A. Jacobs*). Eine Auf-

> R. Willstatter, B. 35, 584 (1902).
4) J. Biol. Chem. 145, 487 (1942).
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schlammung von 15 g rac. Lysergsdurel) in 500 cm3 98-proz. n-Butanol wurde in einem
mit Ruhrer und Ruckflusskiihler versehenen Kolben zum Sieden erhitzt und unter kréafti-
gem Rihren mdglichst rasch mit 40 g Natrium versetzt, wobei die Lysergséure sich als-
bald aufloste. Nach Beendigung der Reaktion verdiinnte man mit Wasser und dampfte
die Losung im Vakuum ein, bis kein Butanol mehr tberging und das Volumen ca. 400 cm3
betrug. Beim Neutralisieren mit starker Salzsdure und etwas Eisessig auf pH 6 kristalli-
sierte die rohe Dihydro-lysergsdure aus. Sie wurde nach einigem Stehen im Eisschrank ab-
genutscht, mit Eiswasser und Athanol griindlich gewaschen und getrocknet. Ausbeute
105 g.

Das rohe Reduktionsprodukt lieferte nach der Veresterung mit methanolischer Salz-
saure 9,4 g eines amorphen Estergemisches, das nun in bcnzolischer Lésung auf 500 g
Aluminiumoxyd chromatographiert wurde.

Die ersten Fraktionen der durchlaufenden L&sung hinterliossen beim Eindampfen
einen Rickstand,der aus Methanol leicht kristallisierte.Nach dem Umkristallisieren aus
demselben Lésungsmittel erhielt man 1,2 g Nadeln, die nach sorgfaltigem Trocknen im
Hochvakuum, zuerst bei 70°, dann bei 100°, bei 156—158° schmolzen. Durch die Lage im
Chromatogramm und durch die Tatsache, dass bei der energischen Verseifung des aus dem
Methylester hergestellten Hydrazids mit Kalilauge rao. Dihydro-lysergsdure gewonnen
werden konnte (siehe unter 2.), war die Verbindung als rac. Dihvdro-isolysergséure(l)-
methylester gekennzeichnet.

CIH202N2 Ber.C71,79 H 7,09 X 9,85%
Gef.,, 71,96 , 6,87 , 9,84%

Die weiteren Benzol-Eluate des Chromatogramms lieferten zusammen ca. 4,5 g rac.
Dihydro-lysergsdure-methylester, der aus Benzol in grossen Bldttern kristallisierte. Das
Préparat verlor beim Trocknen im Hochvakuum bei 50—100° die einem Mol entsprechende
Menge Kristallbenzol und schmolz dann bei 148—150°. Vor dem Trocknen verflissigte es
sich schon bei 90—100°.

Die in der Sédule zuriickgehaltene Substanz bestand wahrscheinlich wenigstens zum
Teil aus rac. Dihydro-isolysergsdure(ll)-methylester, der jedoch nicht isoliert werden
konnte. Es ist uns bisher noch nicht gelungen, ein kristallisiertes Derivat der rac. Dihydro-
isolysergsédure(l 1) zu fassen.

2. Uberfiihrung von rac. Dihydro-isolvsergsdure(l)-methyleste
rac. Dihydro-lysergsdure. 500 mg rac. Dihydro-isolysergsaure(l)-methylester wurden
30 Minuten mit 3 cm3wasserfreiem Hydrazin gekocht. Das Hvdrazid, das zum Teil schon
auskristallisiert war, wurde durch Zusatz von Wasser zur noch heissen Ldsung vollstdndig
ausgeféllt, nach einigem Stehen abgenutscht und aus viel Methanol umkristallisiert. Es
war darin sehr schwer 16slich und bildete beim langsamen Abkiihlen der Methanolldsung
polygonale Platten, Smp. 296°.

CIBH200N4 Ber. C 67,56 H 7,09 N 19,72%
Gef. ,, 67,45 , 7,12 .. 20,04%

450 mg Hvdrazid wurden mit 5 cm3 25-proz. Kalilauge und 5 cm3Athanol 15 Stun-
den am Ruckfluss zuni kraftigen Sieden erhitzt. Dann neutralisierte man mit starker Salz-
saure und etwas Eisessig (auf pH 6), nutschte die Fallung nach einigem Stehen im Eis-
sehrank ab und wusch mit Wasser und Athanol nach. Die Kristallisation erfolgte alsdann
aus verdinntem Ammoniak durch Eindampfen uber freier Flamme bis zu beginnender
Kristallbildung. Man erhielt so 370 mg freie Sdure, deren Kristalle die fiir Dihydro-lyserg-
saure typische rhombische Blattchenform zeigten. Smp. ca. 300° unter Zersetzung.

Die Saure wurde nun wie ublich mit methanolischer Salzséure verestert, der Ester
(350 mg) in Benzol geldst und auf 20 g Aluminiumoxyd chromatographiert. Die durch-
laufende LOsung enthielt von der ersten Fraktion an reinen rac. Dihydro-lysergsdure-
inethylester, der nach dem Umkristallisieren aus Benzol und Trocknen den Smp. 148—150*
zeigte. Ausbeute 300 mg.

J) 4. SloJl B .1. Hojmann, Z. physiol. Cb. 250, 7 (1937).

st
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3. rac. Dihydro-lysergsdure aus rac. Dihydro-nor-lysergsdure-nie-
thylestcr. 500 mg rac. Dihydro-nor-lysergsdure-methylester wurde in ein Praparaten -
réhrchen eingefullt, das 5 cm Uber der Substanz zu einer dickwandigen Kapillare ausge-
zogen und an die Hochvakuumpumpe angcschlossen wurde. Unter Erhitzen auf 120°
evakuierte man das Rohrchen (ca. 10-1 mm Hg) und schmolz daim die Kapillare zu. Die
so getrocknete und vor Luftsauerstoffgeschiitzte Substanz wurde nun durch Untertauchen
des Réhrchens in ein Bad von 210° geschmolzen und dann auf 220° erhitzt. Nach wenigen
Minuten begann die Schmelze kristallinisch zu erstarren. Man beliess noch 10—15 Minuten
bei 220°, kihlte dann schnell ab und 6ffnete das Rdhrchen, wobei ein schwacher Tri-
methylamin-Geruch festzustellen war. Die sprdde, violettbrdunlich gefdrbteMasse wurde
nun inverdinntem Ammoniak geldst und die Ldsung, die einen sehr geringen,flockigen
Nicderschlag aufwies, mit etwas Kohle gekléart. Beim Verjagen des Ammoniaks Uber freier
Flamme trat bald reichliche Kristallisation ein. Nach einigem Stehen in der Kélte wurde
die rac. DihydrodysCrgsédure abgenutscht, mit Wasser, Athanol und Ather gewaschen und
getrocknet. Ausbeute ca. 400 mg. Zur Analyse kristallisierte man das Rohprodukt aus
reinem Wasser um. Es wurden die glitzernden rhombischen Blédttchen erhalten, die fur die
Dihydro-lysergsaure typisch sind. Smp. ca. 310° unter Zersetzung. Das Préparat enthielt
1 Mol Kristallwasser, das sich auch beim Trocknen im Hochvakuum bei 130° nicht ent-
fernen licss.

CIHIBO N2 H2 Bei-. C (16,03 H 0,99 X 9,72%
Gef. ,, 07,04 ,.7,40 , 10,12%

150 mg rac. Dihydro-lysergsdure wurde wie Ublich mit methanolischer Salzsdure ver-
estert. Manerhielt 145 mgrohen Methylester, dernach Filtration seiner Lésung in Methylen -
chlorid durch etwas Aluminiumoxyd aus Benzol sofort kristallisierte. Die bléttrigen
Kristalle zeigten dieselben Eigenschaften wie das Vergleichspréparat naturlicher Herkunft
und hatten nach dem Trocknen im Hochvakuum bei 50° und 90° den Smp. 148—150°.
Die Mischprobe ergab keine Depression. Zur Analyse wurde das Préparat aus Essigester
umkristallisiert, da sich die Kristalle aus Benzol nur unvollstdndig von den letzten Spuren
dieses Losungsmittels befreien lassen.

CIH202N, Ber.C71,79 H 7,09 N 9,85%
Gef. ,, 7164 ,, 7,42 , 9,96%

4. rac. Dihydro-isolyscrgséaure(l)-methylcster aus rac. Dihydro-nor-
isolysergsédure(l)-methylester. 400 mg rac. Dihydro-nor-isolysergséure(l)-methyl-
estcr wurden wie im Beispiel 3 in ein evakuiertes Glasréhrchen eingeschmolzen und 30 Minu -
ten auf 210° erhitzt. Der Inhalt des R6hrchens wurde dann mit methanolischer Salzsdure
verostert und die Lésung des Esters in Benzol auf 25 g Aluminiumoxyd chromatographiert.
Die ersten Fraktionen der Losung lieferten beim Eindampfen 160 mg eines Prdparates, das
aus Methanol leicht kristallisierte. Das Produkt war in allen seinen Eigenschaften identisch
mit rac. Dihydro-isolysergséure(l)-methylester naturlicher Herkunft. Smp. 155—157°. Der
Misch-Schmelzpunkt mit authentischem Material (Smp. 156—158°) zeigte keine Depres-
sion. Die Ausbeute an reinem kristallisiertem Methylester betrug indessen nur 80 mg.

5. Die Spaltung der rac. Dihydro-lysergsdure in die Antipoden. Die
Auflésung in die optisch aktiven Formen wurde in zwei parallelen Versuchsreihen mit
synthetischer und zum Vergleich mit natiirlicher rac. Dihydro-lysergsaure durchgefihrt.
Im folgenden ist nur die Spaltung des synthetischen Racemates beschrieben, da der
Parallelversuch vollkommen analog verlief. Die sich entsprechenden Substanzen aus beiden
Versuchen wurden miteinander verglichen und zeigten in allen Féllen eine vollstdndige
Ubereinstimmung der Eigenschaften. Die Misch-Sclimelzpunkte ergaben keine Depression.

a) rac. Dihvdro-lysergsdure-hydrazid. 1,09 synthetischer rac. Dihydro
lyscrgsdure-methylester wurde mit 3 cm3 wasserfreiem Hydrazin 1 Stunde am Ruckfluss
gekocht. Das gebildete Hydrazid kristallisierte bei langsamem Zugeben von Wasser zu der
noch warmen Ldsung und wurde nach einigem Stehen im Eisschrank abgenutscht. Eine
Probe des in fast quantitativer Ausbeute erhaltenen Hydrazids wurde in einigen Tropfen
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heissem Methanol geldst und kristallisierte bei allméhlichem Verdinnen der filtrierten
Lésung mit Wasser in feinen, langlichen Blattchen. Smp. 259°.
CI0H200N4 Ber. C 67,50 H 7,09 N 19,72%
Gef. ,, 67,52 , 7,08 , 20,07; 19,31%

b) D-Dihydro-lysergsdure-L-norephodrid und L-Dihydro-lysergsdure-
L-norephedrid. 930 mg rac. Dihydro-lysergsaure-hydrazid wurden auf bekannte Weisel)
mit salpetriger Sdure umgesetzt und das Azid aus der mit Natriumhydrogencarbonat alka-
lisch gemachten L6sung ausgeéthert. Man engte die dtherischen Lésungen ohne Erwdrmen
im Vakuum etwas ein und vereinigte sie mit einer Lésung von 1,2 g L-Norephedrin in
Ather. Im Verlaufvon einigen Stunden bildete sich ein harziger Niederschlag. Die Lésung
blieb Uber Nacht im Eisschrank stehen und wurde dann im Vakuum zur Trockne einge-
dampft. Der in Chloroform geldste Rickstand wurde wiederholt mit Wasser und etwas
Natriumhydrogencarbonat-Losung ausgeschuttelt, die Chloroformldsung mit Natrium-
sulfat getrocknet und zur Trockne verdampft. Man erhielt 1,18 g eines gelblichen Harzes,
das in Essigester aufgenommen und zur Trennung in seine Komponenten an einer Séule
von 250 g Aluminiumoxyd chromatographiert wurde. Die durchlaufende Ldsung fing man
in Fraktionen von je 150 cm3auf. Die Eindampfrickstdnde der ersten sechs Fraktionen
kristallisierten beim Erwé&rmen mit einigen Tropfen Aceton und wurden gemeinsam aus
diesem LdOsungsmittel umkristallisiert. Man erhielt 350 mg i>-Dihydro -lysergsdure -
L-norcphedrid in Form massiver Prismen und Polyeder. Fir die Bestimmung der spez.
Drehung und die Analyse wurde das Préparat noch dreimal aus Aceton umkristallisiert.
Smp. 240—241°. Die Mischprobe mit einem Vergleichspréparat, das aus kristallisiertem
n-Dihvdro-lysergsdure-azid natirlicher Herkunft hergestellt worden war und die gleichen
Eigenschaften aufwies, zeigte keine Depression.

C,HXO2N, Ber.C7441 117,24 N 1042%
¢ Gef. ,, 7436 ,, 7,04 , 10,47%
M d = ~117° (c = 0,3 in Pyridin)

Die weiteren Fraktionen, die durch Waschen des Chromatogramms mit Essigester
und dann mit Aceton erhalten wurden, kristallisierten aus Essigester. Sie wurden gemein-
sam aus diesem Ldsungsmittel umkristallisiert und ergaben 230 mg rohes L-Dihydro-
lysergsédure-L-norephedrid. Das aus feinen Nadeln bestehende Produkt wurde noch
mehrmals aus Essigester umkristallisiert, bis der Smp. bei 252—253° konstant blieb. Zur
Analyse wurde die Verbindung im Hochvakuum bei 100° getrocknet.

CoSH,0,N3 Ber. C7441 H 7,24 N 10,42%
Gef. ,, 7399 , 7,26 ,, 10,28%
Mjj —+107° (c = 0,3 in Pyridin)

¢) d( —)-Dihvdro-lyscrgsdure. 130mg D-Dihydro-lysergséure-L-norephedrid
wurde mit 3 cm325-proz. Kalilauge und 3 cm3Athanol 9 Stunden am Riickfluss gekocht.
Die Verseifung war nach dieser Zeit noch nicht vollstdndig; cs musste deshalb das unver-
adnderte Ausgangsmaterial durch Ausschitteln der mit etwas Wasser verdinnten Ldsung
mit Chloroform abgetrennt werden. Die waésserig-alkalische Lésung wurde darauf mit
15-proz. Salzsdure vorsichtig neutralisiert und durch Zusatz von Eisessig auf pH 6 einge-
stellt. Beim Einengen kristallisierte die d(- )-Dihydro-lysergsdure aus. Nach dem Um-
kristallisieren aus reinem Wasser zeigte sie die richtige spez. Drehung und zersetzte sich
beim Erhitzen von 300° an ohne richtig zu schmelzen. Die Kristalle hatten die charakteri-
stische Form rhombischer oder sechseckiger Blattchen.

M d = - 120° (° = °>2 in Pyridin)

d) I( + )-Dihydro-lysergsédure. 90 mg L-Dihydro-lysergsdure-L-norephedrid
wurde durch Kochen mit je 3 cm3 25-proz. Kalilauge und Athanol verseift und die r,-Di-
hydro-lysergsdure auf die gleiche Art isoliert, wie die D-Form. Die S&ure zeigte dieselben
Eigenschaftenwieihr Antipode, indessennatirlich dasentgegengesetzte spez. Drehvermdgen.

[a]** = + 120° (c = 0,2 in Pyridin)

r) A. Sloll, A. Ho/mann & Th. Petrzilka, Helv. 29, 650 (1946).
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6. Die Ummethylierung des Nipecotinsdure-methylesters. 2g Nipe-
cotinséure-methylester wurde in ein auf0,01 mm Hg evakuiertes R6hrchen eingeschmolzen
und eine Stunde auf 150° erhitzt.

a) Nipecotinsdure (1X). Die ursprunglich farblose Flissigkeit war nach dem Er-
hitzen leicht gelb gefarbt und mit Kristallen durchsetzt, die abfiltriert und mit Aceton ge-
waschen wurden. Es konnten so 165 mg farblose Substanz vom Smp. 260° abgetrennt
werden, die sieh als Nipecotinsdure erwies. Eine Mischprobe mit Nipecotinsdure zeigte
keine Schmelzpunktserniedrigung.

b) N-Mcthyl-nipecotinsdure-methylester (VIII). Der Rest des Reaktions-
produktes wurde bei 80—90° und 12 mm destilliert. Es liess sich so 1,2 g farbloses Ol ge-
winnen, das in Chloroform geldst und an einer Aluminiumoxydsdule ehromatographiert
wurde. In Vorversuchen war festgestellt worden, dass sich Nipecotinsdure-methylester
und N-Methyl-nipecotinsdure-methylester im Aluminiumoxydchromatogramm vonein-
ander trennen lassen, da das methyliertc Produkt weniger fest haftet und sich deshalb in
den ersten Fraktionen vorfindet. Von 1,2 g Destillat wurden so 150 mg Substanz erhalten
die ein kristallisiertes Pikrat vom Smp. 132° gab. Es handelte sich um N-Methyl-nipecotin-
saure-methylester-pikrat; ein Misch-Schmelzpunkt mit Vergleichssubstanz zeigte namlich
keine Depression. Fur die Analyse wurde das Pikrat im Hochvakuum bei 60° getrocknet.

C8H10 2N, C8H30,N3  Ber. C 43,52 H 4,69 N 14,51%
Gef. ,, 43,77; 44,41 , 5,63;519 , 14,44%

c) Nipecotinsdure-methylester (VI). Aus der Sdule liess sich noch 1,05 g Aus-
gangsmatcrial ebneren, das durch das Pikrat vom Smp. 155° und das Chlorhydrat vom
Smp. 2410 charakterisiert wurde.

d) N-Methyl-nipecotinsdure (VII). In einem &ndern Versuch wurden 900mg
Nipecotinsdure-methylester 15 Minuten lang auf 180° erhitzt. Das Reaktionsprodukt ent-
hielt nach dem Abkihlen keine Kristalle von Nipecotinsaure. Dagegen Hessen sich durch
fraktionierte Sublimation im Kugelrohr bei 80—90° und 12 mm Hg 115 mg Estergemisch
abdestillieren und darauf bei 120—130° und 0,005 mm Hg 90 mg Kristalle vom Smp. 158°
sublimieren. Dieses Sublimat konnte als N-Methyl-nipecotinsdure identifiziert werden, da
sowohl der Schmelzpunkt als auch der Misch-Schmelzpunkt mit der Vergleichssubstanz
Ubereinstimmten. Die Ausbeute an durch Ummethylierung entstandener N-Methylver-
bindung war also mit Nipecotinsdure-methylester als Ausgangsmaterial relativ gering.

7. Ummethylierung von Guvaeolin. Noch weniger ausgiebig war die Bildung
des Arecolins aus Guvaeolin. 900 mg kristallisiertes Guvaeolin wurde im Hochvakuum in
ein Rohrchen eingeschmolzen und 15 Minuten lang auf 170° erwdrmt. Schon nach 5 Mi-
nuten begann die Roaktionsflissigkeit teilweise zu kristallisieren. Nach dem Abkihlen war
beim Offnen des Réhrchens leichter Uberdruck festzustellen; es entwichen fliichtige Amine
infolge teilweiser Zersetzung der Base.

a) Guvacin (XVII). Der Inhalt des R6hrchens wurde mit Chloroform hcrausge-
spiilt und von den unldslichen Kristallen (90 mg) abfiltriert, die nach dem Umkristalli-
sieren aus verdinntem Alkohol als Guvacin, Smp. 265°, identifiziert wurden.

b) Arecolin (XVI). Die Chloroformlésung wurde an einer Aluminiumoxydséule
ehromatographiert. Vorversuche mit einem Gemisch von Guvaeolin und Arecolin hatten
ergeben, dass Arecolin zuerst durchwandert. Aus den ersten Fraktionen des Chromato-
gramms konnten nur 10 mg farbloses Ol erhalten werden, das ein Pikrat vom Smp. 112°
gab. Es musste sich um Areeolinpikrat handeln, da die Mischprobe mit Arecolinpikrat
keine Schmelzpunktserniedrigung zeigte.

8. Ummethylierungsversuche mit B-Alanin-methylester. Ig /3-Alanin-
methylester wurde bei 12 mm im Rdhrchen eingeschmolzen und 30 Minuten auf 95° er-
warmt. Die Flussigkeit war dabei teilweise fest geworden. Der Rohrinhalt wurde mit
Ather versetzt und filtriert, wobei ein kristallines, farbloses Pulver zuriickblieb, das bei
145° sinterto und dessen Zersetzungspunkt oberhalb 340° lag. Diese Eigenschaft schloss
das Vorliegen eines Ummethylierungsproduktes aus, weshalb die Substanz nicht weiter
untersucht wurde. Das atherische Filtrat wurde eingedampft, in Chloroform aufgenommen
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und an Aluminiumoxyd chromatographiert. Auf diese Weise konnten 480 mg Ausgangs-
material, das als Ghlorhydrat vom Smp. 107° charakterisiert wurde, zuriickgewonnen
werden. Auch in den ersten Fraktionen des Chromatogramms konnte keine Spur einer &n-
dern Substanz nachgewiesen werden. Bei Versuchen mit hoheren Reaktionstemperaturen
trat im Reaktionsgefass Uberdruck auf, und es wurden ausser Ausgangsmaterial lediglich
grossere Mengen der adtherunléslichen Substanz gefunden. In keinem Versuch konnte
irgendein Ummethylierungsprodukt gefasst werden.

9. Ummethylierung von L-Prolin-methylester. 1,54 g L-Prolin-methylester
wurden in ein auf 0,005 mm Hg evakuiertes R6hrchen eingeschmolzen und 15 Minuten lang
auf 170° erhitzt, wobei teilweise Kristallisation eintrat.

a) Prolin-methylester (X) und Hygrinsdure-methylester (XII). Aus der
Reaktionsflissigkeit wurden zuerst die vorhandenen Ester abdestilliert. Es gingen bei
12 mm zwischen 80 und 90° 350 mg farbloses Ol in die Vorlage iiber. Durch Kochen mit
Kupferhydroxyd wurde das Destillat verseift und in das Kupfersalz ubergefihrt, woraus
sich mit Chloroform 310 mg Substanz extrahieren Hessen.

Der in Chloroform unlésliche Rickstand betrug 90 mg und wurde in eine alkohol-
l6sliche und eine alkoholunldsliche Fraktion getrennt. Aus dem alkohollgslichen Kupfer-
salz Hess sich nach dem Zerlegen mit Schwefelwasserstoff L-Prolin, = —80° (c =
0,19 in Wasser), isolieren. Sein Pikrat schmolz bei 152°. Das schwerldsliche Kupfersalz
gab nach dem Zerlegen DL-Prolin. Schmelzpunkt des Pikrates 136°.

Das chloroformldsliche Kupfersalz lieferte nach dem Behandeln mit Schwefelwasser-
stoff einen farblosen, kristallinen Rickstand, der aus absolutem Alkohol nach Zusatz von
Ather in langen, diinnen Prismen kristallisierte. Smp. 116°, [a]d = —81° (¢ ~ 0,8 in
Wasser). Es musste sich um das Monohydrat der L-Ilygrinsdure handeln. Die L-Hygrin-
saure wurde zur Analyse im Exsikkator uber Calciumchlorid getrocknet.

CBHuOjX, H,,0 Ber.C48,97 H 8,85 N 9,52%
Gef. ,, 49,15; 49,18 ,, 8,87; 8,68 , 9,34%

Aus den Mutterlaugen der L-Hygrinsdaure kristallisierte dann die DL-Hygrinséure
vom Smp. 169—171° aus, die durch das Chlorhydrat vom Smp. 187—189° und das Gold-
salz vom Smp. 190—195° charakterisiert werden konnte.

b) Prolin-diketo-piperazin (XI1V). Der nach dem Abdestillieren des Prolin- und
des Hygrinsaure-esters verbleibende Rickstand wurde mit Essigester extrahiert. Beim
Einengen der Losung kristallisierten farblose Prismen vom Smp. 135°. Nach mehrfachem
Umkristallisieren war der Smp. 156°. Die Substanz gab kein Kupfersalz. Zur Analyse wurde
die Verbindung im Hochvakuum bei 70° getrocknet.

CIH1402N2 Ber. C61,82 H 7,27 N 14,42%
Gef. ,, 61,50 ,, 7,47 , 14,41%

Die Analysenwerte stimmen gut fir Prolin-diketo-piperazin. Durch die Hydrolyse
des Préparates konnte diese Annahme bestédtigt werden, da dabei ausschliesslich Prolin
erhalten wurde:

500 mg der Substanz vom Smp. 156° wurden 10 Stunden mit 10 cm3konz. Salzsdure
gekocht, darauf die Uberschiissige Salzsdure abgedampft und das Halogen mit Silberoxyd
entfernt. Der beim Eindampfen zur Trockne verbleibende Rickstand kristallisierte aus
absolutem Alkohol nach dem Impfen mit r.-Prolin. Es konnten 130 mg L-Prolin isoliert
werden. Smp. 215°, [a]* = —75,5° (e = 0,66 in Wasser). Das Pikrat schmolz bei 147°.
Die Mutterlaugen des L-Prolins wurden in das Kupfersalz Gbergefiuhrt und mit absolutem
Alkohol behandelt. Dabei blieben 130 mg Kupfersalz ungelést. Nach dem Zerlegen des-
selben mit Schwefelwasserstoff wurden daraus 50 mg DL-Prolin vom Smp. 209° erhalten.
Ein Teil des Prolins war also racemisiert worden. Der Schmelzpunkt des Pikrates war 135°.

Aus der alkoholldslichen Fraktion Hessen sich nach dem Zerlegen des Kupfersalzes
noch 150 mg L-Prolin gewinnen. Pikrat Smp. 147°.

¢) Prolin (XII1). Die nach dem Extrahieren des Prolin-diketo-piperazins verblei-
bende Substanz der Ummethylierungsreaktion w'urde nun portionenweise mit Chloroform
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versetzt lind mit DL-Prolin geimpft. Bald setzte Kristallisation ein, und nach einiger Zeit
konnten aus der Chloroformldésung 90 mg DL-Prolin abgetrennt werden. Smp. 209—211°.
Schmelzpunkt des Pikrates 137°.

d) Hygrinsédure (XI). Die Prolinmutterlaugen wurden nun eingedampft und der
Troekenriickstand der Hochvakuumsublimation unterworfen. Bei 0,006 mm Hg subli-
mierten zwischen 90 und 100° 30 mg farblose Kristalle vom Smp. 165—170°, die mit
DL-Hygrinsduro keine Schmelzpunktserniedrigung zeigten. Die Substanz gab ein chloro-
formldsliches blaues Kupfersalz. Das Sublimat war also DL-Hygrinséure.

Zusammenfassung.

Es wird die Herstellung von rac. Dihydro-lysergsdure aus rac.
Dihydro-nor-lysergsdure-methylester und von rac. Dihydro-isolyserg-
saure(l) aus rac. Dihydro-nor-isolysergsaure(l)-methylester mit Hilfe
einer neuartigen Ummethylierungsreaktion beschrieben und der Me-
chanismus dieser Ummethylierung an Hand weiterer Beispiele erdrtert.

Die auf diese Weise gewonnene, synthetische rac. Dihydro-
lysergsaure konnte Gber das n-Horephedrid in die optischen Antipoden
aufgeldst werden. Damit ist die Totalsynthese der D-Dihydro-lyserg-
saure, des Hauptbestandteils der therapeutisch wichtig gewordenen
Dihydro-Mutterkornalkaloide, verwirklicht und dessen Konstitution
einwandfrei bewiesen.

Pharmazeutisch-chemisches Laboratorium
»Sandoz“ Basel.

56. Uber Steroide.
96. Mitteilungl).

Uber einige Abkémmlinge des tricyclischen Oxyketons
aus Cholesterin
von J. R.Billeter und K. Miescher.
(21. X 11. 49.)

Es wurde schon verschiedentlich beobachtet-, dass bei energischen oxydativen Ein-
griffen an Steroiden, unter Aufsprengung des Ringes D, tricyclische Ketone entstehen
kénnen. So erhielt Achtermann-) hei der Pyrolyse des Ozonisierungsproduktes des R-
Ergostenol-acetats ein Acetoxykcton, welchem er die Konstitution eines 7/J-Acetoxy-2,13-
dimethyl-perhydro-phenanthrons-(l) (1V) zuschrieb. Ein Jahr spater konnte Laucht3) durch.
Dehydrierung des entsprechenden Oxyketons 11 zum bekannten 2-Methyl-phenanthren4)
die Richtigkeit dieser Annahme beweisen. 1940 isolierten Késter & Logemann5) aus den

1) 95. Mitteilung, Helv. 33, 178 (1950).

-) T. Achtermann, Z. physiol. Ch. 225, 141 (1934).
3) F. Laucht, Z. physiol. Ch. 237, 236 (1935).

i) R. D. Haivorth, Soc. 1932, 1125.

5 H. Kdster  II’. Logemann, B. 73, 298 (1940).
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Oxydationsprodukten des Ckolesterin-aeetat-dibromids nach Ruzickal) ein ungeséttigtes
tricyclisches Keton, das /J149-7/?-Oxy-2,13-dimethyl-dodccahydro-phenanthron-(1)2) (1),
welches sie in das Oxyketon von Achtermann (l111) Gberfihren konnten. Fiinf Jahre darauf
gelang cs Reich3), aus den Abbauprodukten des Desoxy-eholsdure-mcthylester-diacetats
mit Chromséaure ein zu | isomeres tricyclisches Oxyketon, das z123-7a-Oxy-2,13-dimethyl-
dodecahydro-phenanthron-(l) (XKIV) mit cis-Stellung der Ringe A und B4) zu gewinnen
und dieses in das gesattigte 2,13-Dimethyl-perhydro-phenanthren-dion-(1,7) (XI11I) tGber-
zufihren. Letzteres wurde kirzlich von Gomforth <t Robinson5) einerseits totalsynthetisch,
anderseits aber auch aus dem Oxyketon | Uber das bereits von Kdster <C Logemann be-
schriebene zIs’14-2,13-Dimctliyl-dodecahydro-phenanthrcn-dion-(1,7) (XV) hergestellt.

Als regelmassiges Nebenprodukt der Cholesterinoxydation mit
Chromséaure ist das Oxyketon von Kodster & Logemann ein relativ gut
zugénglicher Kérper geworden, dessen Herstellung wir noch wesentlich
vereinfachen konnten. Im Bestreben, alle Nebenprodukte der Oxyda-
tion zu verwerten, haben wir es einer eingehenden Untersuchung
unterzogen. Uber unsere ersten Ergebnisse mochten wir hier be-
richten.

I. Darstellung isomerer Hydrophenant hren-oxyketone
und -diketone.

Koster <0 Logemann erhielten durch katalytische Hydrierung des Acetats ihres Oxy-
ketons (I1) mit Platin in essigsaurer Lésung und anschliessende Rickoxydation lediglich
das 7/?-Acetoxy-2,13-Dimethyl-perhydro-phenanthron-(l) (IV) vom Smp. 144—145°, das
mit dem von Achtermann aus /J-Ergostenol erhaltenen Acetat identisch war und somit
sicher trans-Verkniupfung der Ringe A und B aufwies.

Wir wiederholten diese Reduktion und fanden nun neben dem
Acetoxyketon 1Y in ungefahr gleicher Ausbeute eine zweite Verbin-
dung vom Smp. 116—118°, die mit der ersten eine starke Schmelz-
punktserniedrigung ergab. Dass essich um das isomere ,,cis*“-7/?-Acet-
oxy-2,13-dimethyl-perhydro-phenanthron-(lI) (XI1) handelte, wurde
durch Verseifung zum ,,cis“-Oxyketon X1 und Oxydation zum ,,cis*-
2,13-Dimethyl-perhydro-phenanthren-dion-(I,7) (XI11) bewiesen.
Oxydation des Oxyketons | nach Oppenauer ergab das 4,5-ungeséattigte
Diketon XV6). Anschliessende Hydrierung der Doppelbindung mit
Palladiummohr als Katalysator in Atherlosung?) fuhrte ebenfalls zum
gesattigten Diketon XI1I1I. Durch Mischprobe wurde seine ldentitat

4) L. Ruzicka tC A. Wettslein, Helv. 18, 986 (1935).

2 Uber die Bildung dieser Verbindung siehe J . R. Billeter tO K. Miescher, Helv. 30,
1414 (1947).

3) H. Reich, Helv. 28, 892 (1945).

4) Von hier ab bezeichnen wir, in Anlehnung an die fiir die Steroide glltige Nomen-
klatur, die einzelnen Kohlenstoffringc mit A bis C, wie in Formel | angegeben, und die
Derivate mit trans- oder cis-Verkntupfung der Ringe A und B durch das Prafix ,trans”
oder ,,cis“.

5) J. W. Gomforth & R. Robhinson, Nature 160, 737 (1947); Soc. 1949, 1855.

6) H. Késter & 11. Logemann, loc. cit.; J. W. Cornforth € R. Robinson, loc. cit.

7) H. Grasshof, Z. pliysiol. Ch. 223, 25 (1934); L. Ruzicka, H. Briingger, E. Eichen-
berger & J. Meyer, Helv. 17, 1414 (1934).
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0=vy UJ

XV Smp. 140° [+ 121° A]

=0
V Snip. 87° [+35° A]
RO-
0 | R=H Smp. 133°
[-70° A]
Il R=AcSmp. 127-128°
[—87° Ch]
RO RO—I
I R=H Smp. 128° XXl R=H Snip. 91-95°
[+10° A] [+ 20° A]
IV R=Ac Snip. 144-145° X XII R=Ac Smp. 128-130°
[—12° Ch]
AcO- AcO-A
VI Smp. 144-145° [-162° Ch] XXl Nicht isoliert
&
y \in
| !
RO RO-
VII R=H Smp. 141-142° XXIV R=H Smp. 138-139*
[+30° A] [+31° A]
VI11 R=Ac Snip. 107° XXV R=Ac Snip. 86-88“
[+9° A] [+ 42° A]
(6]
1 .COOH C

AcO

IX Smp. 193-194°

X Smp. 198-199*
[-10° Ch]

[+ 29° Ch]

XX Smp. 172-173°
[+ 49° Ch]

HELVETICA CHIMICA ACTA.

X111 R=H Smp. 118-
120° [+ 25° Ch]
XIV R=Br Smp. 167°
[+ 58° Ch]
A

X1 R=H Smp. 194-196°

[0° Ch]
X1l R=Ac Smp. 116-118°
[+10° A]
fi Aj-Br
["\ViA [ =0
A \Tj\j

XVI Smp. 98“[-115° A]

XVIlI R=H Smp. 123-125*
[+30° A]
XVIIl R=Ac Smp. 92-95°
[+ 25° A]
1
1 cooH

COOH

X1X Smp. 181-182°
[+ 14° A]

Ac = CHaCO. Die in eckigen Klammern angefiihrten Werte geben die spezifischen
Drehungen fir Na-Lickt in Alkohol [A] bzw. Chloroform [Ch] an.
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mit dem Diketon von Reich festgestelltl), welches ja seinerseits mit
demjenigen von Cornforth & Robinson Ubereinstimmte. Dem zweiten
Hydrierungsprodukt X1 kommt somit sicher cis-Konfiguration der
Ringe A und B zu. Die Hydrierung des zlu'9-7/?-Acetoxy-2,13-di-
methyl-dodecahydro-phenanthrols-(l) (I1) verlauft also sterisch anders
als bei den meisten bekannten Beispielen?2) der katalytischen Absatti-
gung in essigsaurem Medium einer in 5,6-Stellung stehenden Doppel-
bindung von Steroiden.

Um den Vergleich zwischen der cis- und trans-Reihe zu ergdnzen,
stellten wir noch das ,,trans*“-2,13-Dimethyl-perhydro-phenanthren-
dion-(1,7) (V) her, indem wir das ,,trans“-Acetoxy-keton IV verseif-
ten und das Oxyketon 111 oxydierten. Wie die Oxyketone sind auch
die Diketone verschieden.

Die cis-Konfiguration des Diketons X111 erlaubte, in Umkehrung
der Reaktion von Cornforth & Robinson3), die Einfihrung einer Dop-
pelbindung in 4,5-Stellung. Dazu wurde X111 in essigsaurer Lésung
bromiert. Kochen des 4-Brom-diketons X1V mit Pyridin lieferte wie-
der das zI811-2.13 -Dimethyl-dodecahydro-phenanthren-dion-(1,7)
(XV).

Das beschriebene ,,cis*“-7/S-Oxy-2,13-dimethyl-perhydro-phenan-
thron-(l) (X1) war auch durch partielle Hydrierung des ,,cis“-Dike-
tons X111 in alkoholischer Lésung in Gegenwart von Nickelkatalysator
nach Rupe zugénglich. Nach Aufnahme von 1 Mol Wasserstoff blieb
dabei die Reduktion stehen. Aus dem Reaktionsgemisch liess sich fer-
ner das in 7-Stellung epimere ,,cis*“-7«-Oxy-2,33-dimethyl-perhydro-
phenanthron-(1) (XX1) dank seiner abweichenden Léslichkeit in Ather
gewinnen. Die a- und /?>Verbindungen entstanden im Verhé&ltnis von
ungefédhr 3 zu 1. Auch das aus dem so erhaltenen 7/?-Carbinol X1 dar-
gestellte Acetat X 11 erwies sich mit dem friher beschriebenen Praparat
als identisch. Das 7a-Carbinol X X1 lieferte bei der Acetylierung das
neue Acetat XXII.

Il. Uberfihrung der Perhydrophenanthren-acefoxyketone
in 2,3-ungeséattigte Derivate.

Xach der von Mosettig & Burger*), sowie Wilds5 angegebenen
Methode der Bromierung von Ketonen in &atherischer Ldsung mit
Brom gelang es uns, ein Atom Brom in die drei gesattigten Acetoxy-

1) Die Mischproben wurden im Laboratorium von Herrn Prof. Reichslein ausgefiihrt,
woflr wir auch hier unseren Dank aussprechen mdéchten.

3) Vgl. aber auch T. Reichstem <GA. Lardori, Helv. 24, 955 (1941), sowie F. IYenner
<O T. Reichstein, Helv. 27, 24 (1944), die bei der katalytischen Hydrierung von 3/?-Dehydro-
androsteron-acetat in Eisessig auch das 3/?-Acetoxy-dtio-cholanon-(17) in bedeutender
Menge erhielten.

3) J. W. Cornforth <0 R. Robinson, Nature 160, 737 (1949); Soc. 1949, 1855.

4) E. Mosettig <GA. Burger, Am. Soc. 57, 2191 (1935).

«) A. L. Wilds, Am. Soc. 64, 1424 (1942).
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ketone IV ,trans“, XII ,cis*“ und XXII ,,cis“ einzufihrenl). Die er-
lialtenen Bromide VI und XVI sind gut kristallisierende, aber nicht
unbegrenzt haltbare Verbindungen, wahrend das Bromid XX 111 nicht
kristallisiert gewonnen werden konnte. Um die Lage der Bromatome
zu ermitteln, spalteten wir aus den drei Bromiden zuerst durch kurzes
Kochen mit Pyridin ein Mol Bromwasserstoff ab und erhielten die
drei entsprechenden ungeséattigten zI23-7-Acetoxy-2,13-dimethyl-do-
decahydro-phenanthrone-(l) (VIII ,trans®“, XVIII ,,cis* und XXV
,,Cis“). Verseifung mit Pottasche in wasserig-methanolischer Ldsung
lieferte die freien ungeséattigten Oxyketone VII ,trans“, XVII ,cis*
und XXIV ,cis*“. XXIV sowie sein Dinitrobenzoat erwiesen sich
durch ihre praktisch Ubereinstimmenden Schmelzpunkte und das
Ausbleiben von Schmelzpunktserniedrigungen im Gemisch als iden-
tisch mit den Verbindungen von Reich2). Dieser Autor hatte allerdings
das entsprechende Acetat, das in unseren Versuchen bei 86—88°
schmolz, nur amorph erhalten. Die angegebene Lage der Doppelbin-
dung in XX 1V scheint aber geniigend gesichert.

Zur weiteren Abklarung der Konstitution der Acetoxyketone
VIl und XVIII wurden diese mit Chromséure oxydiert, wobei wir
zwei unter Verlust von zwei C-Atomen entstandene isomere Dicarbon-
sauren gewinnen konnten. Sie gaben mit Acetanhydrid in Pyridin-
Ldsung Anhydride und lieferten keine Ketone beim Destillieren Uber
Bleicarbonat. Bei den beiden S&uren muss es sich also um 1,5-Di-
carbonsauren handeln, denen in Ubereinstimmung mit den gefunde-
nen Summenformeln die Konstitution der ,,cis“- und der ,,trans*-[2-
Carboxy-6-acetoxy-9-methyl-decalyl -(1)] -essigsdure (I1X und X1X)
zukommt. lhre Anhydride sind dann gemdass X und XX zu for-
mulieren. Die Doppelbindung in VII1 und XV 111 lag demnach eben-
falls in 2,3-Stellung. Durch die obigen Ergebnisse wird ferner die
2-Stellung des Bromatoms in VI, XV1 und XX 111 bewiesen. Dass die
Bromierung ohne TVaMew'sche Umkehrung verlief, zeigte die reduk-
tive Entfernung des Broms aus VI und XVI mit Wasserstoff in Ge-
genwart von Palladiumkohle, wobei die Ausgangsketone 1V und XII
praktisch quantitativ zuriickgewonnen wurden.

Experimenteller Teil3).
1. Hydrierung des tricyklisclicn Ketons aus Cholesterin.
,, trans®“ - und ,,cis“ -7/?-Acetoxy-2,13-dimethyl-perhydro-
phenanthrone-(l) (IV und XII).
200 g /114*-7/?-Aeetoxy-2,13-dimethyl-dodecahydro-plienanthron-(l) (1) wurden in
2 1Eisessig in Gegenwart von 5 g Platinoxyd hydriert. Xacli Aufnahme von 28,5 1Wasser-

stoff (her. fir 2 Mol H230,9 1) blieb die Hydrierung stehen. Wir filtrierten vom Katalysator
ab, spilten mit 500 cm3 Eisessig nach und tropften unter Wasserkihlung innerhalb

") Amerikanische Patentanmeldung, Serial Number 117955 vom 26. 9. 1949.
2) H. Reich, loc. eit., siehe auch 4 Seite 391.
3) Samtliche Schmelzpunkte sind korrigiert.
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2 Stunden eine LOsung von 60 g Chromtrioxyd in 660 cm3 90-proz. Essigsdure zu. Nach
2 weiteren Stunden zersetzten wir die Uberschiissige Chromsdure mit Natriumhydrogen-
sulfit, dampften im Vakuum bis auf beginnende Kristallisation ein und versetzten mit 2 1
Wasser. Das rohe Reaktionsprodukt wurde abgenutscht, mit Wasser gewaschen und ge-
trocknet. Die Trennung der beiden Epimeren erfolgte durch Umldsen aus 500 cm3 Me-
thanol, wobei das schwer l6sliche ,,trans“-7/?-Acetoxy-2,13-dimethyl-perhydro-phcnan-
thron-(1) (1V) bei mehrstindigem Stehenlassen der Losung auf Raumtemperatur zu har-
ten, dicken Prismen kristallisierte und das ,,eis“-7/?-Aeetoxy-2,13-dimethyl-perhydro-
phenanthron-(lI) (XIl) durch Abkiihlen der von IV abdekantierten Ldsung auf —5° als
Nadeln erhalten wurde. Nach nochmaligem Umldsen aus Methanol erhielten wir 93,5 g
IV mitdem Smp. 144—145° und 83 g X I1mit dem Smp. 116—118°. Die Gesamtausbeute
betrug somit 88%.

ClaH203 Ber. C 73,93 H 9,65% IV Gef. C73,S5 H 9,76% X Il Gef. C 73,69 H 9,68%

IVMTfp= - 12° + 2° (c = 1,041 in Chloroform)
XU [a]" = +10° = 2° (c = 1,460 in Alkohol)

Die Semicarbazone wurden aus Chloroform-Methanol umkristallisiert. Sie
schmolzen bei 237° (IV) und 233° (XII).
C18H3103N3 Ber. C 65,30 H 8,94 X 12,03%
v Gef. ,, 65,10 , 8,88 , 11,98%
X1 Gef.,, 65,04 , 9,00 , 12,11%

, trans®“ - und ,,cis* -7/?-Oxy-2,13-dimethyl-perhydro-phenanthrone-(1)
(Il und X1).

Die beiden Carbinole 111 und X1 erhielten wir durch halbstiindiges Kochen der Ace-
tate 1V und X1I in 10 Teilen Methanol mit 0,5 Teilen Pottasche und 1 Teil Wasser. Nach
starkem Konzentrieren wurden die Ldsungen mit Wasser versetzt und die ausgeféllten
Verseifungsprodukte abgenutscht. Das ,trans*“-7/?-Oxy-2,13-dimethyl-perhydro-phenan-
thron-(I) (I11) zeigte nach Umldsen aus verdinntem Methanol einen Smp. von 128°; das
,,Cis*-7/?-Oxy-2,13-dimethyl-pcrhydro-phenanthron-(I) (X1), aus Hexan oder Methanol
umkristallisiert, schmolz bei 194—196°.

CleH2® 2 Ber. C 76,75 H 10,43% |11l Gef. C 76,83 H 10,35% XI| Gef. C76,72 H 10,65%

Il [a]“1= + 10° + 2° (c = 1,020 in Alkohol)
X1 Mp2= 0° + 2° (c = 1,074 in Chloroform)

2. Abkdmmlinge des ,,trans“-Oxyketons IlI.
,trans® -2,13-Dimethyl-perhydro-phenanthren-dion-(1,7) (V).

2 g des Oxyketons 111, in 50 cm3Eisessig geldst, wurden tropfenweise mit der Lésung
von 0,8 g Chromtrioxyd in 11 cm3 90-proz. Essigsdure versetzt. Wir Hessen iber Nacht
stehen, zersetzten die Uberschiissige Chromséaure mit Natriumhydrogensulfit, engten im
Vakuum stark ein und nahmen in Ather und Wasser auf. Aus der neutral gewaschenen
und getrockneten Ather-Losung erhielten wir 1,8 g ,,trans*-2,13-Dimethyl-perhydro-phc-
nanthren-dion-(1,7) (V), das zweimal aus Pentan umgeldst wurde. Es kristallisierte zuerst
zu dinnen Nadeln, die sich langsam in flache Té&felchen umwandelten. Smp. 87°

ClH2402 Ber. C77,37 H 9,74% Gef. C 77,13 H 10,03%

[a]|7= +35° £ 3° (c = 1,755 in Alkohol).
,trans®* -2-Brom-7/?-acetoxv-2,13-dimethyl-perhydro-phenanthron -(1)
vl).

10 g des Acetoxyketons IV wnrden bei Raumtemperatur in 250 cm3 Ather geldst
und vorsichtig mit 1,75 cm3Brom versetzt. Sobald die ersten Tropfen sich entfarbt hatten,



394 HELVETICA CHIMICA ACTA.

kuhlte man mit Eiswasser ab. Die Bromierung verlief dann schnell und jeder Tropfen ent-
farbte sich momentan. Wir setzten Eiswasser zu, trennten die farblose Ather-Lésung,
wuschen sie mit Natriumhydrogencarbonat neutral und dampften sie nach Trocknen unter
Vakuum ein. Der kristallinische Ruckstand wurde aus Methanol schnell umgeldst. Bei
langerem Kochen kann Zersetzung eintreten. Smp. 144—145°,

CBH20.Br Ber. C5822 H 7,33 Br21,53% Gef. C58,08 H 7,55 Br 21,53%
[°0]j — —162° {-4° (c = 1,032 in Chloroform)

,trans“ -3/9-Aeetoxy-2,13-dimethyl-perhydro-phenanthron-(l)
(IV aus VI).

Wir hydrierten 5g VI in Gegenwart von 2 g 10-proz. Palladiumkohle in 100 cm3
Alkohol. Nach 15 Stunden blieb die Hydrierung stehen und die Wasserstoffaufnahme
betrug 373 cm3, wovon 270 cm3innerhalb 10 Minuten verbraucht worden waren (berech-
net 301 cm3). Wir filtrierten vom Katalysator ab, konzentrierten stark im Vakuum
und versetzten tropfenweise mit Wasser. Das ,,trans*-3/3-Acetoxy-2,13-dimethyl-perhy-
dro-phenanthron-(l) (1V) kristallisierte aus. Nach einmaligem Umlésen aus Methanol war
es in Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt und Drehung mit dem oben beschriebenen Ace-
toxyketon IV identisch. Ausbeute 3,9 g.

,trans* -zI12’3-3R-Acctoxv-2,13-dimethvil-dodecahydro-phenanthron-(l)
(V111).

Wir kochten 10 Minuten 6 g des Bromids VI mit 30 cm3Pyridin, kihlten ab, gossen
in 200 cm32-n. Salzsdure und nahmen in Ather auf. Nach Trocknen und Eindampfen der
Ather-Lésung erhielten wir 4,59 ,trans“-/I-'3-3B-Acetoxy-2,13-dimethyl-dodecahydro-
phenanthron-(l) (VI1I1), das nach Umldsen aus verdinntem Methanol oder Hexan bei
107° schmolz. Es gab keine Farbung mit Tetranitromethan und bildete kein Semicarbazon.

C18H203 Ber. C 74,44 H 9,03% Gef. C7457 H 9,12%
Md = +9°+ 2° (e = 0,808 in Alkohol)

Das ,,trans“-/12’3-3jS-Oxy-2,13-dimethyl-d0Odecahydro-phenanthron-(l)
(V I1) erhielten wir durch Verseifung von 2 g des Acetats VIII in 20 cm3 Methanol mit
19 Pottasche und 2 cm3Wasser. Es zeigte nach Umldsen aus verdinntem Methanol einen
Smp. von 141—142°.

CiH,,02 Ber.C77,30 H 9,74% Gef. C 77,57 H 9,49%
Md = +30°+ 3«(c= 2217 in Alkohol)

Verzichtete man auf die Isolierung des Bromids, so betrug die Ausbeute von VIII
aus 1V 85%.

trans“ -[2-Carboxy-6-acetoxy-9-methyl-decalyl-(l)]-essigsédure (1X).

Wir l6sten 4,0 g VIII in 100 cm3 Eisessig und tropften innerhalb 1y, Stunden eine
Lésung von 8,5 g Chromtrioxyd in 8,5 cm3 Wasser und 85 cm3 Eisessig zu. Wir Hessen
lber Nacht stehen und erhitzten anschliessend 1 Stunde auf 40°. Nun zersetzten wir die
Uberschiissige Chromsdure mit Natriumhydrogensulfit, dampften im Vakuum ein, nah-
men in Ather und Wasser auf und trennten die sauren Anteile mit Natriumcarbonat-
Loésung ab. Die lbliche Aufarbeitung ergab 2,4 g Rohsduren, die nach Umldsen aus Essig-
ester-Hexan die reine ,,trans“-[2-Caiboxy-6-acetoxy-9-methyl-decalyl-(I)]-essigséure (IX)
mit dem Smp. 193—194° lieferten. Die S&ure sublimierte unveréndert bei 190°/0,03 mm
und gab kein Keton beim Erhitzen mit Bleicarbonat bis auf 300° im Hochvakuum.

CeH2406 Ber.C6152 H 7,75% Gef. C 61,52 H 7,95%
Mp = —10°i 2° (c= 0,723 in Chloroform)
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Das Anhydrid X bildete sieh beim Stehenlassen lber Nacht einer Ldsung von

500 mg IX in 4 ein3 Pyridin und 2 cm3 Acctanhydrid. Aus Essigester-Hexan umkristalli-

siert, schmolz es bei 198—199°. Die Mischprobe mit der Sdure zeigte eine starke Depression.
CIH205 Bor. C 0529 H 7,58% Gef. C 65,13 H 7,09%

[“I) = +29° + 3° (c = 1,004 in Chloroform)

t. Abkémmlinge des ,,eis“-Oxykctons XI.
,,eis" -2,13-Dimethyl-perhydro-phenanthrcn-dion-(1,7) (XII1).

1. Aus dem gesattigten Oxyketon XI.

Die Oxydation des ,,cis“-Oxyketons X1 geschah analog der Oxydation von Il1. Aus-
gehend von 13 g X1 erhielten wir 10,1 g aus Ather-Pentan umkristallisiertes ,cis*-2,13-
Diinethyl-perhydro-phenanthren-dion-(1,7) vom Smp. 118—120°.

ClH 210 2 Ber. C 77,37 H 9,74% Gef. C 77,3211 9,03%
[“]?) = + 25° £ 3° (0 = 1,784 in Chloroform)

2. Aus dem ungeséttigten Oxyketon | Uber XV.

Wir stellten zuerst das z1814-2,13-Dimothyl-dodeeahydro-phcnanthren-dion-(J,7)
(XV) nach den Angaben von Koster iG Logemannl) her. Aus Methanol umgeldst, schmolz
es bei 140°.

CleH2202 Ber. C78,01 H 9,000 Gef. C 78,28 H9,17%
fa]re = +121° £ 4° (c = 1,039 in Alkohol)

4.5g XV wurden in 200 cm3 Ather gelost und in Gegenwart von 0,5 g Palladium-
mohr hydriert. Nach Aufnahme von 452 cm3 Wasserstoff (berechnet 409 cm3) blieb die
Reduktion stehen. Wir filtrierten und dampften ein. Das aus der eingedampften Ather-
I6sung erhaltene und aus Ather-Pentan umkristallisierte Diketon X 111 schmolz bei 118—
120° und gab keine Depression mit dem unter 1. erhaltenen sowie mit dem von Reich dar-
gestellten Préparat vom Smp. 119°.

8,n.2,I13-Dimethvi-dodecahydro-phenanthren-dion-(1,7) (XV)
aus X 11l uber XIV.

Wir lésten 5 g des Diketons X 11l in 50 cm3 Eisessig, versetzten mit 0,1 cm3einer
konzentrierten Bromwasserstoffsdure-Losung in Eisessig und tropften bei Raumtempera-
tur 3,2 g Brom in 20 cm3 Essigsdure ein. Nach erfolgter Bromierung fallten wir langsam
mit Eiswasser, wobei das ,,cis“-8-Brom-2,13-dimethyl-perhydro-phenanthren-dion-(1,7)
(X1V) auskristallisierte. Nach wiederholtem Umlésen aus Athanol schmolz es bei 167°.
Ausbeute 2,7 g.

CluH20 Br Ber. C58,72 H 7,08 Br24,42% Gef. C58,88 H 6,84 Br 23,23%
[a]® = +58°+ 3° (c = 1,029 in Chloroform)

1.5 g des Bromids X1V wurden 6 Stimden mit 20 cm3 Pyridin gekocht. Nach Ab-
kiihlen gossen wir in 150 cm3 2-n. Salzsdure und nahmen in Ather auf. Nach Trocknen
und Eindampfen erhielten wir aus der Ather-Lésung 0,7 g /]814-2,13-Dimethyl-dodecahv-
dro-phenanthren-dion-(1,7) (XV), das nach Hochvakuum-Sublimation bei 110°/0,05mm
und Umlésen aus Ather-Hexan bei 140° schmolz und sich in Mischschmelzpunkt und
Drehung mit dem aus | dargestellten Diketon als identisch erwies.

D arstellung der isomeren ,,cis*“ -7a- und-7/?-Oxv-2,I3-dimethyl-perhydro-
phenanthrone-(l) (XXI und XI).

13,1 g X111 wurden in 125 cm3 Alkohol in Gegenwart von 59 Nickel-Katalysator

nach Rupe hydriert. Nach erfolgter Aufnahme von 1,1891 Wasserstoff (ber. 1,183) blieb

die Reduktion stehen. Wir filtrierten ab und dampften die Ldsung ein. Der Rickstand

1) Koster & Logemann, loc. cit.; vgl. J. W. Cornforth & R. Robinson, loc. eit.
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wurde mit 100 cm3 Ather kurz aufgekocht. Nach dem Abkiihlcn wurde vom ungeldsten
Anteil abgenutscht (Fraktion 1: 2,2 g, Smp. 187°, sintert bei 165°). Die Mutterlauge wurde
auf die H&lfte konzentriert. Nach mehrstindigem Stehen bei 0° hatten sich neue Kristalle
gebildet. Es wurde wiederum abgenutscht und mit Ather gewaschen (Fraktion 2: 1,02 g
Smp. 130—140°). Die vereinigten Fraktionen 1 und 2 lieferten nach Umldsenaus Metha-
nol 2,8 g XI vom Smp. 194—195°, das keine Depression mit dem aus Il dber XII er-
haltenen ,,cis“-7/J-Oxykoton X gab.

Die atherische Mutterlauge wurde eingedampft und der 6lige Rickstand mit Hexan
verrihrt. Er kristallisierte sofort und lieferte nach Umldsen aus dem gleichen Ldésungs-
mittel das ,,cis“-7a-Oxy-2,13-dimethyl-perhydro-phenanthron-(l) (XXI) vom Smp. 94—
95°. Ausbeute 8,27 g.

Ci0H202 Ber. C70,75 H 10,47% Gef. C 76,96 H 10,59%
[<x]f = +20° % 2° (c = 0,278 in Alkohol)
Das Acetat X X Il schmolz nach Umlésen aus Hexan bei 128—130°.
CigH,803 Ber. C7393 H 9,65% Gef.C73,S9 H 9,70%
Md = +40“+ 3° (c = 1,008 in Alkohol)

Das aus X dargestclitc A cetat schmolz bei 116°. Es gab keine Schmelzpunkt-
erniedrigung mit dem aus Il hergestellten Acetat vom Smp. 116—118°.

,,Cis“-2-Brom-7/?-acetoxy-2,13-dimethyl-perhydro-phenanthron-(l)
(XV1).

Das Bromid XV wurde wie das Bromid VI hergestellt. Ausgehend von 10g X1
erhielten wir 9,8 g aus Hexan umkristallisiertes ,,cis“-2-Brom-7jS-acetoxy-2,13-dimethyl-
perhydro-phenanthron-(l) vom Smp. 98°.

C1H203Br Ber.C5822 H 7,33 Br2153% Gef.C58,79 H 7,07 Br 21,44%
Md = - HO" £ 4° (e = 1,100 in Alkohol)

,Cis“-7/?-Acetoxy-2,13-dimethyl-perhydro-phenanthron-(l) (X11)
aus XVI.

Man hydrierte 11g XV in 150 cm3 Alkohol in Gegenwart von 2,5 g 5-proz. Palla-
diumkohle. Nach Aufnahme von 705 cm3W asserstoff (ber. 663 cm3) arbeitete man wie fir
die Entlialogenierung von VI auf. Es wurden 7,8 g X Il vom Smp. 116° erhalten, die im
Gemisch mit einem aus Il hergestellten Préparat keine Depression ergaben.

,,cis* -z 23-7/?- Acetoxy-2,13-dimethyl-dodecahydro-phenanthron -(1)
(XVII).

2Sg XVI wurden mit 140 ein3 Pyridin 15 Minuten gekocht. Man arbeitete wie bei
der Darstellung von V111 auf. Das rohe Reaktionsprodukt bildete ein Ol, das destilliort
wurde. Kp00- 162—164°. Das Destillat erstarrte kristallinisch. Nach Umlésen aus Hexan
schmolz das ,cis“-/12°3-7/?-Acetoxy-2,13-dimethyl-dodecahydro-phenanthron-(I) (XVIII)
bei 92—95° nach kurzem Sintern. Es bildete kein Semicarbazon und gab keine Férbung
mit Tetra-nitromethan.

C18BH2003 Ber. C74,44 H 9,03% Gef. C 7458 H S,85%
[ajff = + 25"+ 3° (c = 2,577 in Alkohol)

Das ungeséttigte ,,cis“-Oxvketon XV Il erhielten nur durch Verseifung
von XV III mit Pottasche in wésserig-methanolischer Lésung. Smp. 123—125° nach Um-
kristallisieren aus Hexan.

CiH, 02 Ber.C77,30 H 9,77% Gef. C76,93 H9,71%
[ojf4= +30° + 3° (c= 0,589 in Alkohol)
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,,Cis* -[2-Carboxy-6-acetoxy-9-methyl-decalyl-(l)]-essigsdure (NIN).

10 g XV 11 wurden in 100 cm3 Eisessig geldst und mit 14 g Chromsaure in 154 cm3
90-proz. Essigséure unter den fiir den Abbau von VIII angegebenen Bedingungen oxy-
diert. Die Aufarbeitung ergab 6,3 g saure Anteile, die nach zweimaligem Umldsen aus
Essigester-Hexan und Sublimieren bei 160°/0,03 mm die ,cis“-[2-Carboxy-6-acetoxy-9-
methyl-decalyl-(1)]-essigsdure (X1X) mit dem Smp. 181—182° lieferten.

C,0H206 Ber. C6152 H 7,75% Gef. C 61,44 H 7,66%
[a]22 = + 14° + 2° (e = 0,854 in Alkohol)
Das Anhydrid XX bildete sich beim Stehenlassen tUber Nacht einer Lisung von

0,59 XIX in 3cm3Pyridin und 1 cm3Acetanhydrid. Smp. 172—173° nach Uml&sen aus
Essigester-Hexan.

C16H20s Ber. C 6529 H 7,53% Gef. C6522 H 7,48%
Md = +49°+ 3" (c= 2,602 in Chloroform)

4. Abkdmmlinge des ,cis“-Oxyketons XXI.
, Cis“ -/1 2’3-Ta-Acetoxy-2,13-dimethvil-dodecahjfdro-phenanthron-(l)
(XXV).

5,4 g XXI1 wurden in 100 cm3 Ather mit 0,9 cm3 Brom bromiert. Die Durchfih-
rung der Reaktion und die Aufarbeitung geschahen analog wie oben beschrieben. Das nicht
kristallisierbare rohe Bromid X X111 (6,94 g) wurde 15 Minuten mit 70 cm3 Pyridin ge-
kocht und die Lésung nach Abkuhlen in 500 cm32-n. Salzsdure gegossen. Das Reaktions-
produkt wurde mit Ather ausgezogen. Nach Trocknen und Eindampfen der Ldsung so-
wie Umkristallisieren aus Hexan erhielten wir 3,6 g ,,cis“-z123-7a-Acetoxy-2,13-dimethyl-
dodecahydro-phenantliron-(I) (XXV) vom Smp. 86—88°.

CiBH2603 Ber. C74,44 119,03% Gef. C74,67 H 9,27%
[a]*1= +42° =+ 3° (c = 1,108 in Alkohol)
Das 2,3-ungeséttigte 7a-Oxyketon XXIV wurde durch Verseifung von XXV
mit Pottasche in wasserig-methanolischer Lésung erhalten und aus Ather umkristallisicrt.

Es schmolz bei 138—139°. Die Mischprobe mit dem Oxvketon von Reich (Smp. 141°) ergab
keine Depression.

Ci,H2102 Ber. C77,37 H 9,74% Gef. C77,27 H 9,96%
[a]21 = +31° £+ 3° (c = 0,568 in Alkohol)
Das nach Reich hergestellte 3,5-Dinitrobenzoat schmolz bei 194°, die Mischprobe
mit dem Reich'sehen Préaparat vom Smp. 194° ebenso.
CZH200,N2 Ber.C6243 H 592 N 6,33% Gef. C6250 H 611 N 6,31%

Die Analysen und die Bestimmung der Drehungen wurden in unserem mikroanalyti-
schen Laboratorium unter der Leitung von Herrn Dr. Gysel durchgefuhrt.

Zusammenfassung.

Ausgehend vom tricyclischen Oxyketon von Kdster & Logemann
wurde eine Beihe verwandter, gesattigter und ungesattigter Oxyke-
tone und Diketone der Phenanthrenreihe hergestellt.

Forschungslaboratorien der C1BA Aktiengesellschaft, Basel
Pharmazeutische Abteilung.
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57. Recherches sur la caséine V1).
Sur les constituants de la caséine

par Emile Cherbulicz et Pierre Baudet.
(10 X 49)

On sait depuis assez longtemps que la caséine du lait de vache est
un mélange de plusieurs protéines2). On doit notamment a Warner3)
un procédé de séparation de la caséine en deux constituants désignés
par a et fi; antérieurement, Mellander4) avait révélé par I’examen
électrophorétique que la caséine devait contenir au moins trois protides.

En reprenant I’étude des constituants de la caséine, nous nous
sommes inspirés du mode de séparation mis au point par Warner.
Cet auteur précipite la caséine dissoute sous forme de sels sodiques, a
son point isoélectrique a basse température (2°); la fraction a précipite,
tandis que /?reste en solution pour floculer a son tour lorsqu’on éléve
la température a 40°; reprécipitée, la caséine /? s’est révélée homogene
a I’électrophoreése, tandis que a s’est montrée dédoublable dans cer-
taines conditions de pH et de concentration.

Préparation de la caséine.

Nous avons préparé nos caséines a partir de lait frais écrémé par
centrifugation5), par précipitation isoélectrique entre 15 et 20°. Une
précipitation a température plus basse conduirait a la perte d’une
certaine quantité de la fraction fi. Une triple reprécipitation du pro-
duit redissous comme sel sodique fournit une caséine extrémement
pauvre en cendres; la déshydratation par I’alcool et I’acétone livre un
produit absolument blanc et pulvérulent.

La caséine ainsi préparée se dissout intégralement aux pH in-
férieurs ou supérieurs a son point isoélectrique (4,6 a peu prés), mais
ces solutions sont nettement troubles. Ce trouble est dd a un consti-
tuant qu’on peut éliminer par filtration d’une solution a 1—2% de
caséinate de sodium sur de la silice. Cette derniere retient le consti-
tuant responsable de la turbidité, a c6té d’un peu de caséine a. Un
traitement de I'adsorbant par de la soude trés diluée suivi d’une aci-
dulation du filtrat au pH 4,6 fournit un précipité qui céde a I’acétone
tiede un phospholipide qui est responsable du trouble des solutions

1) IVéme communication: Cherbuliez <¢ Jeannerat, Helv. 22, 959 (1939).

2) Bibliographie voir par ex. Helv. 15, 597 (1932).

3) R. C. Warner. Am. Soc. 66, 1725 (1944).

4) Bioeh. Z. 300, 240 (1939).

5) Nous remercions vivement les Laiteries Réunies & Genéve qui ont bien voulu
mettre & notre disposition un lait frais centrifugé a son arrivée.
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de la caséine primitive. Le résidu insoluble dans I’acétone est consti-
tué par de la caséine a.

La caséine débarrassée de ce lipide (que nous n’avons pas examiné
de plus preés) ne se distingue pas du produit primitif dans son compor-
tement vis-a-vis de la présure. Voila pourquoi nous ne considérons pas
ce phospholipide comme un constituant proprement dit de la caséine.

Voici les caractéristiques de notre caséine:
humidité 13% tyrosine 6,5 %
P (par hydrolyse alcaline ménagée) 0,86% tryptophanc 1,68%

Fractionnement de la caséine.

Par un fractionnementl) inspiré a la fois des indications de
Warner2) et de Cherbuliez & Meyer3), nous avons pu retirer de la ca-
séine purifiée les 4 fractions suivantes :

a environ 60% (décoinposablc en ai et aji)
i3 environ 25%
y environ 10%
$environ 5% (= protéose de Hamtnarsten*))
Les caséines a et /2. Voici un tableau des principales propriétés de
ces deux constituants :

a P
Pointisoélectrique.....ccoeeeunnee. 45 4,9
Solub. du sel sodique (pH 5a 7,5) sol.: solut. sol.: solut. claire
claire ou trouble selon age
Solub. du sel calcique (pH 5a7,5) soluble insoluble
Solub. dans tampon lactique de
pH = 3,defz=101 . ... 0,5% insoluble
TYFOSINE oot 8,4% 2,6%
Tryptophane ..., 1,7% 0,85%
Phosphore to ta | ....cccoeviinnnne. 1,1% 0,60%
Phosphore minéralisé par hydro-
lyse alcaline ménagée . . . . 1,1% 0,60%
Mobilité électrophorétique . . . 7,8-10-5 2,9-10-6
cm2-volt-1, sec-1 cm2-volt- 1-sec* 1
(pH 7,8; (pH 7,6;
H= 01; 3,08 volt/cm) /, —0,1; 2,91 volt/cm)
Poids moléculaire minimum5). . 130000 48000

L’insolubilité du /5-caséinate de calcium et sa solubilité en pré-
sence d’a-caséinate de calcium mettent en évidence le role de colloide
protecteur exercé par a vis-a-vis de /2. Cette constatation confirme les
idées émises en .1928 déja par Linderstrom-Langc) au sujet de I'inter-
vention probable d’un phénomeéne de ce genre dans le cas de la caséine.

9 V. partie expérimentale. 2) Loc. cit. 3 Helv.16,600 (1933).

4) Cherbuliez <0 Jeannerat, Helv. 22, 959 (1939).

5) Déterminé d’apres les teneurs en tyrosine, tryptophane et phosphore.
6) Z. physiol. Ch. 76, 176 (1928); C. r. Lab. Carlsberg 17.
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L’existence de relations particuliéres entre caséines a et fi est
révélée également par leur comportement particulier au cours de leur
séparation, comme on va le voir plus loin.

Caséine a. La séparation de cette fraction est basée sur le fait
gqu’au pH 4,6 et a 2° cette fraction précipite, tandis que fi, etc.
restent en solution. Par répétition de cette opération, on obtient un
produit qui ne contient plus qu’un peu de y et la 6, dont on Ié
débarrasse par reprécipitation au point isoionique en présence de sul-
fate d’ammonium a 5%; y + 0 restent alors en solution.

Fig. I.
Diagramme électrophorétique de caséine a, conc. 0,75%, tampon de Midiadis, pH 7,8,
fi = 0,1, 3,08 volt/cm, 4° C, durée 180 min. Gradient ascendant, montrant le
dédoublement en ai et an.

Cette caséine se montre homogene a I’électrophorése (tampon de
Michaelis au véronal, de pH 7,8 a <= 0,4) a des concentrations
supérieures a 1%; mais a des concentrations plus faibles (p. ex.
0,75%), 01l voit apparaitre dans les mémes conditions 2 gradients
(voir Fig. 1). On peut du reste séparer a en deux fractions aret an par
précipitation en présence de sulfate d’ammonium de <K= 2,2 (5%) au
pH 6, par chauffe a 40°.

Propriétés des caséines ai et an

“1 «il

Solub. du sel ealeique (pH 7 ) woevvvenee. sol. ; solut. sol. ; solut.
laiteuse laiteuse

Solub. ds. sol. sal. de = 2,2 a pH 6 et

A A0 e soluble insoluble
TYTOSINE ottt s 8,2% 8,6%
Tryptophane .. 1,6% 1,7%
Phosphore minéralisé par hydrolyse alca-

line MENAQEEe ..o 1,1% 1,0%

Caséine fi. Si I’'obtention d’a exempte de fi est relativement aisée,
il n’en est pas de méme pour /? qui retient toujours de I’a a cété d’un
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peu de y (comme le montre I’examen électrophorétique). Comme
Warner I’avait déja remarqué, seule une reprécipitation a trés faible
concentration (0,05%) au pH 4,6, d’abord a 2°, ou seul a précipite,
puis & 20°, ou fi pur est obtenu (tandis que y reste en solution) con-
duit au but.

Une interaction entre eet fi apparait encore dans le fait qu’une
hydrolyse alcaline ménagée d’un mélange de fi avec 20% de a ne
minéralisé pas la totalité du phosphore, comme c’est le cas pour cha-
gue fraction séparée. C’est ainsi que dans un mélange contenant 20%
de a d’apres les teneurs en tyrosine et en tryptophane, le phosphore
minéralisé facilement n’atteignait que 64% du phosphore total. 11 se
forme probablement une combinaison entre a et fi, peut-étre avec
intervention des groupes phosphorylés; I’existence d’une combinai-
son de ce genre pourrait expliquer aussi la constatation paradoxale,
faite déja par Warner, que la mobilité électrophorétique de fi «brute»
(c’est-a-dire contenant a), est inférieure a celle de fi pur, malgré cette
présence de a, plus mobile pourtant que fi.

Examinée au microscope, la caséine fi apparait comme formée
de petites particules arrondies, toutes de méme forme et de méme
diamétre; elle est donc dans un état de précristallisation.

Caséine y. Nous appelons ainsi une fraction séparée des filtrats de
la précipitation soit de a soit de fi, par addition de 2 vol. d’acétone a
pH 6—6,3. Cette fraction — qui n’a pas encore été examinée de plus
prés — se différencie de a et de fi notamment par son point isoélectri-
que de 5,2 (pH ou elle ne précipite cependant qu’a des températures
supérieures a 40° et en solution pas trop diluée), par ses teneurs en
tyrosine (3,4%) et en tryptophane (1,3%), ainsi que par sa mobilité
électrophorétique, un peu inférieure a celle de /2. Son sel calcique res-
semble a celui de la caséine fi par son insolubilité a 40° entre les pH de
6 et de 7,5. Elle est aussi précipitée par I’acide trichloracétique 10% a.

Caséine a. Cette fraction avait déja été trouvée par nousl), et son
identité probable avec la protéose de Hamrnarsten constatée?).

Partie expérimentale.
Caséine.

Caséine brute: du lait frais, écrémé par centrifugation, est additionné a 15—25° de
CiH 0,1-n. goutte a goutte sous agitation mécanique modérée jusqu’a floculation (pH 4,6) ;
papier Lyphan). L’approche de la floculation se signale par I’aspect porcelainique que
prend le lait et par I'augmentation de la tension superficielle. La caséine précipitée est
séparée par centrifugation de 20 minutes a 3000 t/min. a une température qui ne doit pas
étre inférieure a 15°.

Elimination des sels: la caséine brute est suspendue dans 100 parties d’eau et
dissoute sous agitation mécanique par addition progressive de NaOH 0,1-n., de maniére
que le pH ne dépasse jamais 7. La solution, diluée par addition d’eau a 200 parties, est
reprécipitée comme plus haut par CIH 0,1-n. Trois opérations de ce genre suffisent.

g Cherbuliez  Meyer, Helv. 16, 600 (1933); Cherbuliez <& Jeannerat, Helv. 22, 959
(1939). 2) Cherbuliez & Jeannerat, Helv. 22, 959 (1939).
26
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Traitement par des solvants organiques: le produit centrifugé do I'opération précé-
dente est traité par de I’acétone sous agitation mécanique pendant 3 heures; aprés centri-
fugation, le culot est traité de la méme maniere par de I’alcool a 95%.

Délipidation: on prépare une solution de caséine a 1—2% dans de la soude trés
diluée comme plus haut et filtre la liqueur trouble sur un Bilichner garni d’une couche do
Superccll Standard sur du papier filtre. Le filtrat doit étre a peine opalescent. La silice est
suspendue dans de I’eau, la suspension, agitée, est amenée au pH 7 par NaOH 0,1-n.
comme plus haut. Apres centrifugation a 3000 t/min. pendant 20 min., on sépare la liqueur
trés opalescente et précipite la caséine a qu’elle contient, par acidulation par CH 0,1-n. au
pfl 4,6. Le culot est traité directement & 30° par 1 vol. d’acétone pour 1 partie de caséine
primitive pendant 1 heure. Aprés centrifugation et lavage a I’acétone, la caséine a récu-
pérée est ajoutée a la caséine purifiée, retirée du filtrat aqueux par précipitation au point
isolélectrique, et traitée & l’acetone et a I'alcool comme plus haut.

Les pliospholipides précipitent de leur solution acétonique tiéde par abaissement
de la température a 0°.

Dessiccation: la caséine purifiée est portée encore humide dans un dessiccateur a
chlorure do calcium ou a silicagel, qu’on évacue. Le produit est pulvérisé de temps en
temps; on obtient ainsi une matiére tres pulvérulente. — Les lipides retirés de la fraction
adsorbée sue le Supereell par traitement acétonique n’ont pas été examinés de plus pres;
ils contiennent du phosphore.

Fractionnement (voir schéma).

Caséine a: une solution de caséinate de sodium a 0,4% est portée brusquement au
pil 4 par addition, d’un coup et sous forte agitation, de C1H 0,1-n. La solution claire est
refroidie & 2° et maintenue a cette température pendant l'addition, goutte a goutte avec
agitation, de NaOH 0,1-n. jusqu’au pH 4,6 (papier Lyphan). Aprés un accroissement pro-
gressif de I'opalescence, il y a précipitation do a brut; on laisse déposer le précipité pour
vérifier si une prise décantée est limpide; sinon, on ajoute prudemment encore un peu de
soude caustique. Par centrifugation & la chambre froide (4°), on obtient une caséine e qui
contient un peu de fia coté doy et de S(protéose) et avec laquelle on répete la manipulation
décrite, ce qui élimine pratiquement fi. Cette opération est répétée encore 3 fois.

Cette caséine a est débarassée des restes de y et de protéose par dissolution, au pH 6,
comme caséinate de sodium (concentration 0,5%). La solution est additionnée de S04(NH4)2
a raison de 5%, puis portée au point isoionique par addition, sous agitation, de C1H0,1-n.,
a la température ordinaire: a précipite pur; y et restent dans les eaux-meres.

Fractionnement de la caséine a: aj et arl. Une solution de caséinate a de sodium de
0,3% au pH 6 est additionnée de sulfate d’ammonium (force ionique 2,2) et chauffée a
40°. La solution se trouble progressivement; aprés 1 heure a cette température, on centri-
fuge le floculat (aj[ brut). La liqueur claire est portée a pH 4,5 par C1H 0,1-n. et fournit
ainsi un précipité de cq. Le filtrat ne contient presque plus d’azote protéique.

Le culot de an brut est suspendu dans de I’eau distillée ou il est solubilisé au pH 6,
a la concentration de 0,1% et a la force ionique de 2,2 (sulfate d’ammonium). En portant
cette solution (devenue déja trouble par addition de sel minéral) a 40°, on obtient atl pur.

Caséine j): la solution obtenue aprés centrifugation de la caséine fi brute, filtrée
éventuellement rapidement a froid, est placée dans une étuve a 40°, Une fois arrivée a
cette température; elle s’est troublée avec production d’un précipité de caséine fi brute
qu’on centrifuge entre 20° et 30°. Les solutions obtenues lors de la reprécipitation de fi
sont traitées chaque fois de la méme maniére.

Pour éliminer les derniers restes d’a que fi brut contient toujours, il faut travailler
en solution beaucoup plus diluée: fi brut est solubi’isé au pH 6 & l'aide de soude caustique,
a une concentration finale do 0,05%. On passe rapidementau pH 4 par addition do C1H
0,1-n., refroidit la solution claire a 2° et précipite le reste d’a par addition de NaOH 0,1-n.
goutte a goutte. Aprés centrifugation a froid, la liqueur claire est portée a 40°, et fi pur
précipite alors.

Caséine y: les centrifugeais de la précipitation de la caséine fi & 40° contiennent une
certaine quantité de caséine y. Ces solutions sont portées au pH 6 puis additionnées de
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Schéma de fractionnement
I. Caséines a et fi brutes.

Caséine, sol. a 0,4 - 0,5% au
pH 4,0, portée a 2° a pH 4,6

Précipité, dissous a pH 6, porté

Solution, portée au
brusquement a pH 4, dilué a 0,4% pH 4,9 a 40°
et précipité a 2° au pH 4,6
K

X
Solution, portée
a pH 4,9 a 40°
Précipité :
caséine fi brute

Précipité, dissous a pH 6,
ote. comme plus haut (3 ré-
pétitions)

Caséine fi brute

Caséine a brute Fractions successives

de caséine fi brute

Il.  Purification des fractions brutes
Caséine a brute dissoute a 0,5% au
pH 6, add. de 5% de S04(NH4)2

portée au pH 4,2

Caséines fi brutes (ttes fractions
réunies), diss. a 0,05% au pH 6,
portées a pH 4,9 a 2°

Précipité : Solution y + 0§, Précipité : Solution,
caséine a pure add.deCIjCOOH 10% (caséine a) chauffée a 40n
Ar
Précipité: Solution, pptéc Précipité: Solution, add. au
caséiney par Mo04(NH4)2 5% caséine fi pure  pH 6,0 de 2 vol.
d’acétone
y
Caséine 6 X

Précipité, dissous Solution
HaO, + C12Ca0,I-m. contient
a pH 6,5a 50° caséine 6
!
Précipité :
caséine y
I11. Séparation de ceen oq et aji
a dissous a 0,3% au pH 6, add. de S04
(XH%2 a 5% (p = 2,2), porté a 40»

Solution, portée

Précipité :
a pH 4,6 caséine ajj (brute),
I suspendu dans eau dist., ou
Précipité : il est dissout & pH 6, conc.
e S 0,1%, ft — 2,2, porté a 40»
caséine aj
X A

Solution

Précipité :
(mélange de aj et ajj)

caséine ajj
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2 volumes d’acétone; il se produit un trouble, puis un précipité qu’on filtre et égoutte sans
le sécher, pour le suspendre dans de |’eau distillée. La suspension est amenée au pH 6,5;
la solution légérement opalescente obtenue est additionnée d’une certaine quantité de
chlorure de calcium 0,1-m. et portée a 50°, ce qui provoque la précipitation du y-caséinate
de calcium. La suspension de ce sel dans de I’eau distillée est dissoute par addition pro-
gressive de NaOH 0,1-n. puis précipitée a 40° au point isoélectrique (5,2) par C1H 0,1-n.

Caséine 0 (protéose): le filtrat de la derniére purification de caséine a est additionné
de 2 volumes d’acétonc. Le précipité filtré et égoutté est repris dans do I’eau distillée et
la solution additionnée d’acide trichloracétique a 10%, ce qui précipite le reste de y; la
caséine 6 peut alors étre précipitée par exemple par du molybdate d’ammonium a 5%.

Méthodes analytiques.

Dosage de Yazote, protéique: par eolorimétrie au biuret selon Baudet <0 Giddeyl).

Dosage du phosphore: a) phosphore total: la prise (solution) est évaporée presque a
sec dans un matras de 50 cm3 (un produit solide y est introduit tel quel) et désagrégée par
2 cm3d’acide perchloriquo a 60% a chaud. La solution refroidie est portée a 50 cm3. Sur
une partie aliquotc on dose le phosphore par eolorimétrie au bleu do molybdene selon
King-), sauf que nous avons remplacé I’acide perchlorique a 60% par de I’acide chlorhy-
driquo 5-n. b) Phorphore facilement hydrolyse: le produit examiné est traité en solution
dans NaOH 0,75-n. a 40° pendant 12 heures. On précipite ensuite les protides par addition
d’un volume d’acide trichloracétique a 20%. On filtre sur une triple couche de papier-
filtre. Dans le filtrat qui doit étre limpide, on dose le phosphore selon King (comme plus
haut) dans une partie aliquote.

Humidité: elle a été déterminée indirectement par dosage colorimétrique de l’azote
dans une prise de matiére séchée a la température ordinaire a l’air. Pour les protides an-
hydx-es nous avons admis une teneur en azote do 16,0%.

Dosage de la tyrosine et du tryptophane: ces acides aminés ont été dosés par spee-
trophotométrie (spectrophotométre DU de Beckman) selon Goodwin & Morton3).

Electrophoréses: elles ont été effectuées sur des solutions obtenues par dissolution
directe du protide dans le tampon véronal/CIH de force ionique de 0,1, de pH 7,8 ou 7,6,
dialysées trois jours a 4° contre le tampon, avec un appareil a systéme optique Philpot-
Svensson.

Nous remercions vivement M. P. Bernjeld, privatdocent a I’'Université de Genéve,
de l’aide précieuse apportée dans I’examen électrophorétique de nos produits.

RESUME.

Dans le mélange constituant la caséine du lait de vache, nous
distinguons a c6té des fractions aet décrites déjapar Warner, encore
une fraction y et une fraction 6 (cette derniere identique a la protéose
de Hammarsten). La fraction a se dédouble en oget an par précipita-
tion a 40° en présence de sulfate d’ammonium.

Les sels calciques de et dey, insolubles aux pH respectivement
de 5 et de 6, jusqu’au dela de la neutralité, sont maintenus en solution
par le sel calcique de a; ce dernier agit donc comme colloide protec-
teur, ce qui confirme une hypothése déja ancienne de Linderstrcm-
Lang. Par ailleurs, des arguments sont donnés qui rendent probable
I’existence d’une combinaison entre caséines a et fi.

Laboratoire de chimie pharmaceutique
de I'Univei'sité de Geneéve.

1) Helv. 31, 1879 (1948). 2 Biochem. J. 26, 292 (1932).
3) Biochem. J. 40, 628 (1940).
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58. Zur Kenntnis der Thiazol-essigsauren

von R. Mory und H. Schenkel.
(23. 1. 50.)

Von den drei moglichen Thiazol-essigsauren ist bisher nur die
Thiazol-4-essigsdurel) beschrieben worden, wahrend von der Thiazol-
2-2)und der Thiazol-5-essigsaure3d) nur anderweitig substituierte Deri-
vate bekannt geworden sind. Da uns diese Sduren im Zusammenhang
mit Untersuchungen Uber die Bindungsverhéltnisse im Thiazol interes-
sierten, wobei wir speziell aus dem Studium der Decarboxylierungs-
reaktion der verschiedenen Sauren des Thiazols Anhaltspunkte zu ge-
winnen hofften4), haben wir die Thiazol-2-essigsdure und die Thiazol-
5-essigsaure hergestellt. Weiterhin beschreiben wir im folgenden noch
die Synthese von Derivaten der Thiazol-2,4-diessigsaurc.

Die Darstellung des Athylesters der Tliiazol-2-essigsaure (lila)
erfolgte nach dem Uublichen Verfahren der Thiazolkondensation mit
Bromacetaldehyd (l1a)5) und dem Atliylester-thioamid der Malonséaure
(T1) als Komponenten. Die Vorschrift zur Darstellung des letzteren aus
Cyanessigester und Schwefelwasserstoff6) wurde vereinfacht, indem

HC—Br H—S > % v 8
RC + C—eh2—cooch 5 Rx ch2—cooc:h5 » ch2—cooh
\ A N N
OH HX I .
. _ lila: R=H v
la: R = H Mb: R = C2H50COCH2—
1b: R : C2H50COCH2—
" S
HOOC—CH2—x J —CH3
I1X X

man Cyanessigester und verflissigten Schwefelwasserstoff mit wenig
Diathylamin im Autoklaven auf 65—70° erhitzte und das erhaltene
Ol von dem durch Zersetzung entstandenen Schwefel und vom ver-
bleibenden Schwefelwasserstoff befreite. Die Kondensation des so er-

* H. Erlenmeyer OCh.J. Morel, Helv. 28, 362 (1945); E. R. H. Jones, F. A. Robin-
son <CM. N. Strachau, Soc. 1946, 87.

3) Uber 4-Methylthiazol-2-essigsdure vgl. H. Erlenmeyer, J.Junod, W.Guex <0
M. Erne, Helv. 31, 1342 (1948).

3) Vgl. z. B. E. R. Knott, Soc. 1945, 455.

*) 11. Schenkel <mR. Mory, Helv. 33, 16 (1950).

3) H. Hibbert & I1. S. Hill, Am. Soc. 45, 741 (1923).

6) Diss. Il'. Guex, Basel 1946; s. auch H. Erlenmeyer, J. Junod, W. Guex <OM. Erne,
loc. cit.
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lialtenen Rohprodukts mit Bromacetaldehyd in Atherl) lieferte dann
unter teihveiser Verharzung den gewinschten Thiazol-2-essigsaure-
athylester (lila) — in einer Ausbeute von ca. 25% der Theorie — als
gelbliches, charakteristisch riechendes Olvom Sdp. 120—122° (15 mm).

Dieser Ester liess sich leicht mit 10-proz. Kalilauge zur Saure 1V
verseifen, die farblose Radeln vom Smp. 109—110° (Zers.) bildet.
Man muss hierbei unter Eiskihlung arbeiten, da die S&ure beim Er-
wéarmen leicht — langsam schon bei Zimmertemperatur — in C02und
2-Methylthiazol zerfallt.

Aus dem Athylester (I11n) erhielt man mit konz. wéasserigem Am-
moniak das entsprechende S&ureamid vom Smp. 115—116°, mit
Hydrazinhydrat das bei 116—117° schmelzende Hydrazid. Die freie
Saure 1V lieferte mit Diazometlian in &therischer Lésung den Methyl-
ester vom Sdp. 95° (14 mm).

Thiazol-5-essigsdure-athylester Vlla wurde nach einer von M.
Aeberli ausgearbeiteten Methode, Uber die spater berichtet wird, aus
/S-Brom-/3-aldehydo-propionséaure-athylester (V) und Thioformamid
(Via) in einer Ausbeute von 38% der Theorie gewonnen. Durch al-
kalische Verseifung erhielt man die freie Saure VIII in farblosen
Nadeln, die nach Umkristallisieren aus viel Benzol bei 153—154° ohne
Zersetzung schmolzen.

CjHjOOC CHa C Br HS crooc-CH, -S
HC + CR > x N » %/ \
\ N
OH HN N R NoOR
\Y% Via: R H Vlila: R = H VIII:R = H
VIib: R = KH, VIlb: R = NHa

Ein Versuch, den Thiazol-5-essigsaure-athylester (Vlla) aufdem Umweg uber das
2-Aminoderivat2) in besserer Ausbeute zu erhalten, fihrte nicht zum Ziel. Der 2-Amino-
thiazol-5-essigsdure-athylester (V1lb) wurde zwar in 90-proz. Ausbeute durch Kondensation
von /?-Brom-/?-aldehydo-propionsdure-athylester (V) mit Thioharnstoff (VIb) erhalten.
Versuche zur Entfernung der Aminogruppe zeitigten jedoch keine brauchbaren Ergebnisse.

Thiazol-2,4-diessigsdure-didthylester (IHb) vom Sdp. 143—147°
(20 mm)wurde durch Kondensation von Malonsdure-athylester-
thioamid (I1) mity-Brom-acetessigester 1b3) in einer Ausbeute von
18%, der Theorie (bezogen auf Ib) erhalten. Verseifungsversuche
fuhrten jedoch trotz Arbeiten unter Eiskihlung nicht zur gewiinschten
Tliiazol-2,4-diessigsdure, sondern zu deren primarem Decarboxylie-
rungsprodukt, zur 2-Methyl-thiazol-4-essigsdure (1X). Die Carboxyl-
gruppe des 2standigen Essigsaurerests scheint also durch die Anwesen-
heit eines weiteren Essigsdurerests in 1-Stellung noch mehr labilisiert
zu sein.

*) Bei Verwendung hohersiedender Lsungsmittel tritt vollige Verharzung ein.
2) Vgl. die Darstellung der Thiazol-4-essigstiure, H.Erlenmeyer <GCh.J. Morel, loc. cit.
3) M. Conrad < L. Schmidt, B. 29, 1043 (1896).
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Das Diamid der Thiazol-2,4-diessigsdure, aus dem Ester Illb, wie
oben beschrieben dargestellt, schmilzt bei 218—219°.

Wir danken Herrn Prof. Dr. H. Erlenmeyer fur die Anregung zu dieser Arbeit und
fur seine wertvollen Ratschlége.

Experimenteller Teill).
Thia7ol-2-cssigsdurc.

M alonsdure-&thylester-thioamid (I1). 20 g C3an-essigester werden mit 0,5¢g
Diathylamin versetzt, mit Trockeneis-Ather gekiihlt und dann H2S eingeleitct, bis das Vo-
lumen 40 cm3betrdgt. Das Reaktionsgemisch wird im Autoklaven 2 Stunden auf 65—70°
erhitzt und dann Uber Nacht abkihlen gelassen. Das resultierende orangegelbe, z&hflissige
Ol wird von wenig kristallinem Schwefel abgenutscht und am Vakuum vom Uberschiissigen
H2S befreit. Das so erhaltene Rohprodukt wird direkt zur Kondensation verwendet.

Thiazol-2-essigsdurc-athylester (lila). Das rohe Thioamid aus 20g Cyan-
cssigester wird in 100 cm3absolutem Ather aufgenommen und mit25 g depolymerisiertem
Bromacetaldehyd (la) versetzt, wobei der Ather ins Sieden gerat und teilweise Verharzung
eintritt. Nach Abklingen der Reaktion werden zwei Drittel des Athers vorsichtig auf dem
Wasserbad abdestilliert. Der Rickstand wird dann mit 200 cm3 2-n. HCI kréaftig ausge-
schittelt, die Salzsdure Lésung durch Extrahieren mit Ather von Verunreinigungen befreit
und mit Ather Gberschichtet. Nun wird der Ester durch Zugabe von festem NallCO., in
Freiheit gesetzt und mehrmals mit Ather extrahiert. Die vereinigten, mit Na2S04 ge-
trockneten Atherlésungen werden eingedampft; der braune, 6lige Riickstand, im Vakuum
destilliert, liefert 2 g Thiazol-2-essigsédure-athylester (lila) als gelbes Ol vom Sdp. 120 —122°
(15 mm).

3,21 mg Subst. gaben 0,226 cm3 N2 (24°, 752 mm)
C,H,0NS Ber. N 8,18% Gef. N 8,01%

Pikrat, in alkoholischer Ldsung dargestellt und aus Alkohol umkristallisiert:
goldgelbe Nadeln vom Smp. 144—146°.

4,05 mg Subst. gaben 0,508 cm3 N2 (19°, 732 mm)
CIHINON4S Ber. X 14,00% Gef. N 14,12%

Amid: Man lasst den Ester mit einem grossen Uberschuss an konz. wisserigem
NH, unter gelegentlichem Umschiitteln 1 Tag stehen. Das Uberschissige NH3 wird auf
dem Wasserbad entfernt. Das so erhaltene Ol erstarrt beim Erkalten zu einer braunlichen
Kristallmasse. Nach Umkristallisieren aus absolutem Alkohol erhdlt man lange, farblose
Prismen vom Smp. 115—116°.

3,754 mg Subst. gaben 5,880 mg C02und 1,436 mg H2
CSHBON2S Ber. C4225 H 4,23% Gef. C42,40 11 4,25%

Hydrazid : 550 mg des Esters erwdrmt man kurz mit 140 mg Hydrazinhydrat unter
Schitteln auf dem Wasserbad, bis das Gemisch homogen ist. Beim Kihlen und Reiben
kristallisiert das Hydrazid aus. Aus Methanol farblose, verfilzte Nadeln vom Smp. 116 bis
117°.

2,026 mg Subst. gaben 0,489 cm3 N2 (22°, 727 mm)
Cs1170N3S  Bor. X 26,73%  Gef. X 26,71%

Thiazol-2-essigsaure (1V). 2 g Athylester werden unter Eiskithlung ca. 10 Minu-
ten mit 20 cm3 10-proz. wésseriger KOH geschittelt und dann wenig Unverseifbares
durch Ausédthern entfernt. Die freie Sdure wird sodann vorsichtig unter Eiskihlung mit
gekiihlter konz. HCI ausgefallt. Zur Reinigung wird die Saure in 2-n. Xa2CO3 gelést, Ver-
unreinigungen werden durch Ausathern entfernt, die Sdure wird wie oben ausgefallt, ab-
filtriert, mit wenig kaltem Ather gewaschen und im Vakuum bei Zimmertemperatur ge-
trocknet. Man erhélt so farblose Xadeln, die bei 109—110° unter Zerfall in C02 und 2-
Methylthiazol schmelzen. Auch bei Zimmertemperatur zerfdllt die Sdure im Verlauf von

*) Alle Schmelzpunkte sind auf dem A'o/Zer-Block bestimmt und korrigiert.
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einigen Wochen vollstdndig unter Entstehung von 2-Methylthiazol (durch Vergleich seines
Pikrates vom Smp. 152—153° *) mit einem authentischen Préparat identifiziert).
4,991 mg Subst. gaben 7,65 mg C02und 1,68 mg H,0
2,220 mg Subst. gaben 0,195 cm3 N, (23°, 751 mm)
CoHESO2N2S Ber. C4195 H 352 N 9,78%
Gef. ,,41,83 ,3,77 ,10,01%

Thiazol-2-essigsdure ist leicht 16slich in Alkohol, Aceton und Essigestcr, I8slich in
Wasser, wenig loslich in Ather, Chloroform und Benzol und unléslich in CCI14, Ligroin,
Petroldther und Schwefelkohlenstoff.

Erwdrmt man eine alkoholische L6sung der S&ure mit geséttigter alkoholischer
Pikrinsaureldsung kurze Zeit zum Sieden, so fallt beim Abkuhlen das Pikrat des 2-Mcthyl-
thiazols aus.

M ethylester: 0,3 g Saure werden mit 10 cm3absolutem Ather und dann unter Eis-
kiihlung portionenweise mit einem reichlichen Uberschuss gekiihlter atherischer Diazo-
methanlésung versetzt. Die Sdure 16st sich allmdhlich und cs entwickelt sich Stickstoff.
Nach einer Stunde wird vom harzigen Riickstand abgegossen, der Ather verdampft und
der rétliche, 6lige Rickstand im Vakuum destilliert. Der Methylester geht bei 95° (14 mm)
als schwach gelbliches Ol iiber.

5,100 mg Subst. gaben 0,412 cm3 X2 (25°, 733 mm)
C6H,02NS  Ber. N 8,92% Gef. N 8,93%

Thiazol-5-essigsaure.

Thiazol-5-essigsdure-athylester (V1la) wurde nach der Vorschrift von M. Aeberli'2)
aus /J-Brom-/?-aldehydo-propionsaure-athylester (V) und Thioformamid (Via) dargestellt.
Er bildet in alkoholischer Lésung ein Pikrat vom Smp. 110—111°.

1,755 mg Subst. gaben 0,217 cm3 N2 (24°, 739 mm)
CI3HI0MN4S Ber. N 14,00% Gef. N 13,82%

Durch Schutteln von 3,15 g des reinen Esters mit der IOfachcn Menge 10-proz. wasse-
riger KOH und Ansduern mit konz, HCI erhélt man 2,35 g (90% der Theorie) der freien
Sédure VIII. Sie bildet farblose Nadeln, welche bei 153—154° unter teilweiser Sublimation
unzersetzt schmelzen. Die S&ure ist in Wasser und Benzol wenig I8slieh, besser in Alkohol.
Zur Reinigung wird sie aus viel Benzol umkristallisiert oder bei 130—140° (12 nun)
sublimiert.

3,864 mg Subst. gaben 5,93 mg C02und 1,28 mg H2
3,500 mg Subst. gaben 0,309 cm3 N2 (24°, 742 mm)
CsH50 NS  Ber. C41,95 H 352 X 9,78%
Gef. ,, 41,88 ,3,71 ,9,91%

2-Aminothiazol-5-essigsduredthylester (VIIb). I,4gThioharnstoff (VIb) wer-
den mit einer Lésung von 5,29 /?-Brom-/!-aldehydo-propionséduredthylester (V) in 25 cm3
Alkohol versetzt und die gelbliche Ldsung wird auf dem Wasserbad 3 Stunden im Sieden
gehalten. Dann wird der Alkohol abdestilliert (zuletzt im Vakuum). Der kristallinisch er-
starrte Ruckstand wird in verdinntem HCI (2cm3konz. HCI + 25 cm3 H20) geldst, die
Lésung zweimal mit je 5 cm3 Ather ausgeschiittelt und dann mit fester Soda alkaliseh ge-
macht, wobei man 3,1 g (90% der Theorie) 2-Aminothiazol-5-essigsaureathylester (VIlb)
erhélt. Er bildet, aus Benzol-Petrolather oder Chloroform-Petroldther umkristallisiert,
weisse Blattchen vom Smp. 100—101°. Der Ester ist gut léslich in Wasser, Ather, Alkohol,
Benzol und Chloroform, unldslich in Petroléther.
4,480 mg Subst. gaben 7,44 mg C02und 2,24 mg H2
2,730 mg Subst. gaben 0,362 cm3 X2 (25°, 751 mm)
C,HIO2N2S Ber. C4511 H 5%41 X 1511%
Gef. ,, 4532 ,, 559 , 15,01%

*) ./. McLean <GG.D. Muir, Soc. 1942, 383. 2) Wird spater publiziert.
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Pikrat, in alkoholischer Lésung gewonnen und aus absolutem Alkohol umkristalli-
siert: lange, haarférmige, gelbe Nadeln vom Smp. 204—205° (Zers.).
5,080 mg Subst. gaben 7,05 mg C02und 1,55 mg H2
2,385 mg Subst. gaben 0,353 cm3N2(23°, 747 mm)
CI3HIONSS Ber. C3759 H 316 N 16,86%
Gef. ,, 37,87 ,, 341 , 16,78%
Pikrolonat, analog dargestellt und aus absolutem Alkohol umkristallisiert: gold-
gelbe Blattchen vom Smp. 216—218° (Zers.).
3,801 mg Subst. gaben 6,31 mg CO2und 1,43 mg H2
2,420 mg Subst. gaben 0,392 cm3 N2 (23°, 747 mm)
CIMH 180tN6S  Ber. C4533 H 4,03 N 18,66%
Gef. ,, 4530 ,, 4,21 , 18,36%
Zur Darstellung des Amids werden 0,3 g des Esters mit 10 cm3 konz. wasserigem
NH3 unter gelegentlichem Umschutteln bei Zimmertemperatur stehengelassen, bis der
Ester vollstdndig in Losung gegangen ist. Das lberschiissige NH3wird aufdem Wasserbad
abgedampft, wobei man eine brdunliche Kristallkruste erhalt. Zur Reinigung kann das
Amid bei 140—150° (0,05 mm) sublimiert oder bei 180° (0,5 mm) unter teilweiser Zerset-
zung destilliert werden. Es bildet weisse Kristalle vom Smp. 174—175° (Zers.) und ist in
Waésser leicht, in allen anderen gebrduchlichen Lésungsmitteln schwer l6slich.
4,144 mg Subst. gaben 5,81 mg C02und 1,63 mg H
1,912 mg Subst. gaben 0,453 cm3N2(22° 751 mm)
C5H,ON3S Ber.C3820 H 4,49 N 26,73%
Gef. ,, 38,26 ,, 4,40 , 27,10%

Thiazol-2,4-diessigsaure.

Didthylester. Aus 20 g Cyanessigester dargestelltes, rohes Malonsdure-athylester-
thioamid (I1) wird in 100 cm3 absolutem Ather aufgenommen und mit 20 g y-Bromacet-
essigester (Ib) versetzt. Der Ather gerit hierbei ins Sieden und wird wahrend einer Stunde
im Sieden gehalten, wobei sich ein hellgelbes Ol abscheidet. Das Reaktionsgemisch wird
nun mit 200 cm3 2-n. HCI kréftig geschittelt, die wésserige Lésung mit festem NaHCO03
alkalisch gemacht und mit 200 cm3 Ather in mehreren Portionen ausgezogen. Die Ather-
I6sung wird mit Natriumsulfat getrocknet, der Ather abdestilliert und der Riickstand im
Vakuum destilliert. Man erhdlt so 4,59 (18% der Theorie, bezogen auf Ib) Thiazol-2,4-
diessigsaure-didthylester (111b) als gelbliches Ol vom Sdp. 143—147° (20 mm).

4,362 mg Subst. gaben 8,05 mg C02und 2,32 mg H,0
CnH104NS Ber. C 51,35 H 588% Gef.C50,36 H 5,95%

Diamid: Man schittelt den Didthylester 1 Stunde bei Zimmertemperatur mit
einem Uberschuss von konz. wéasserigem NH3 und dampft das iiberschiissige NH3 auf
dem Wasserbad ab. Man erhélt ein gelbes Ol, das beim Abkihlen und Reiben kristallinisch
erstarrt. Rohausbeute ca. 80%. Nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Methanol erhélt
man das Diamid in farblosen Tafeln, Smp. 218—219° unter Braunfarbung.

4,450 mg Subst. gaben 6,92 mg C02und 1,82 mg H20
1,584 mg Subst. gaben 0,294 cm3 N2 (22°, 744 mm)
C-HO2N3S Ber. C42,20 H4,55 N 21,09%
Gef. ,, 42,43 ,, 458 , 21,02%

Verseifung des Didthylesters. 2g des Esters Il1lb werden unter Eiskiithlung
mit 1 g KOH, geldst in 10 cm3 Wasser, versetzt und 1 Stunde geschuttelt, v'obei eine ho-
mogene Ldsung entsteht. Es wird mit konz. HCI angeséuert, wobei keine Fallung eintritt,
zur Reinigung mit Ather ausgeschittelt, mit NaHCO03 stark abgestumpft und die noch
schwach saure Losung mit Ather extrahiert. Beim Abdunsten der dtherischen Losung er-
hélt man 0,4 g gelbes Ol, w-elches im Vakuumexsikkator im Laufe von einigen Tagen teil-
weise erstarrt. Nach zweimaligem Umkristallisieren der abgenutschten und getrockneten
Substanz aus Benzol erhdlt man dicke Nadeln vom Smp. 124°.
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Nach Schmelzpunktl) und Analyse liegt nicht die gesuchte Thiazol-2,4-diessigséure,
sondern die 2-Methylthiazol-4-essigsaure vor.

3,887 mg Subst. gaben 6,53 mg CO02und 1,62 mg H20
3,415 mg Subst. gaben 0,267 cm3 N2 (25°, 750 mm)
CeH7,NS Ber.C4584 H 4,49 N 8,91%
Gef. ,, 45,84 ,, 4,66 , 8,82%

Die Mikroanalysen verdanken wir dem mikroanalytischen Laboratorium der CIUA
Aktiengesellschaft (Dr. 77. Oysel).

Zusammenfassullg.

Es wird die Synthese der Thiazol-2-essigsdure und der Thiazol-5-
essigsdure sowie einiger Derivate dieser Verbindungen beschrieben.

Der ebenfalls neu synthetisierte Didthylester der Thiazol-2, I-
diessigsaure ergab beim Verseifen nicht die erwartete Thiazol-2,4-
diessigsdure, sondern deren priméres Decarboxylierungsprodukt, die
2-Methylthiazol-4-essigsaure.

Universitat Basel,
Anstalt fir anorganische Chemie.

59. Le rble du cuivre dans la réaction de «Nadi» et modéles non
protidiques d’oxy (lases et de catalase

par Edmond Pongratz.
(111 50)

Premiere partie.

Au cours de nos recherches sur le mécanisme de I’action fongista-
tique et antimélanique de la thio-urée, nous avons utilisé la réaction
colorée dite de «Nadi» pour mettre en évidence diverses oxydases.
L’analyse que nous avons faite du mécanisme de cette réaction nous a
révélé différents faits importants consignés dans cette note préliminaire.

C’est en 1885 que P. Ehrlich2) découvrit qu’un mélange d’a-naphtol et de dirné-
thyl-p-phénylénediamine (Nadi) mis au contact de tissus animaux, donnait naissance au
bleu d’indophénol. On remarqua bientot le caractere fermentaire de la réaction et on ap-
pela «indophénoloxydase», I’enzyme que I’on croyait responsable de cette réaction. C’est
a Keilin que revient le mérite d’avoir compris le parti que I’'on peut tirer de la Nadi-réac-
tion pour I’étude de la respiration cellulaire. Il devint par la suite de plus en plus évident
que I'indophénoloxydasc n’oxydait que le cytoehrome c, qui lui, en deuxiéme échelon,
oxyde le réactif Nadi. L’enzyme fut débaptisé et prit le nom de «cytochrome-oxydase»
actuellement adopté.

q 717 Steude, A. 261, 40 (1891) gibt fur 2-Mcthylthiazol-4-essigséure 121° an, E. R.
77. Jones, F. .4. Robinson <f 47. N. Strachan, loc. cit., 124°. Die isomere 4-Methylthiazol-2-
essigséure schmilzt bei 90—91°. Ygl. 77. Erlenmeyer, J. Junod, 1I'. Guex & 717.Eme, loe. eit.

2) Cf. C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, Bd. 2, S. 1759 (1926).
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Recherches personnelles.

La thermostabilité (relative) de la cytoclirome-oxydase (ex indo-
phénol-oxydase) d’Aspergillus niger que nous utilisions, a éveillé notre
attention. Des essais nous ont montré que cette «autoxydation» du
Nadi que I’on observe en présence du ferment chauffé, ou en I’absence
de ferment, ne pouvait pas étre expliquée par l’addition, au titre
d’inducteur, de substances organiques oxydées ou d’indophénol. Nous
nous sommes apercu que les ions Cu+2 jouaient un role spécifique dans
ce phonomene.

Conditions expérimentales.

On ajoute a 10 cm3de solution tampon phosphate (pH -7,3) 50y de Cu+ll et env.
0,2 cm3 du mélange Nadi (mélange équimoléculaire de p-phénylene-diamine M/20 et
d’a-naphtol M/20 dans I’éthanol). On agite violemment afin de bien aérer la solution et 011
laisse reposer a la température ordinaire: estimation colorimétrique, selon les cas, géné-
ralement aprés quelques minutes, parfois aprés une ou deux heures.

Nous avons fait appel tantot a la p-phénylene-diamine (Nadi I), tantot a la diméthyl-
p-phényléne-diamine (Nadi Il). La réaction Nadi positive se manifeste dans le premier cas
par une coloration rose, dans le deuxiéme cas par une coloration bleue. Les observations
qui suivent sont valables pour les deux cas.

Des essais avec des sels do cuivre nous ont révélé que I’'on pouvait substituer les
ions de ce métal a I’enzyme fungique et obtenir ainsi le méme colorant indophénolique.
Nous avons remplacé le cuivre par les cations et allions suivants (dans des concentrations
ioniques identiques) dont aucun n’a donné (dans les conditions d’examen décrites) une
réaction de coloration.

Fe+3, Fe+3 Ni+2 C0+2 Mn+2, MoO.r2, Zn+2 Pb+2 Bi+3  Hg+2  SI2
Cd+2, Ti+>, Al+3, Au+3, T1+l, WO.r2, Sr+2, Bat2 Cat+2 Mg+2, Nat+>,
K+1, AsOy3, Sb+3 F-1, CI-1, Br-1, 1“1 PO043, SO,“2, NO,-1, BO,“3

Largent (NO3Ag) oxyde le Nadi, cette réaction (coloration instantanée gris-violet)
n’a cependant pas le caractére catalytique (coloration progressive) de celle fournie par le
cuivre.

Le vanadium (vanadate d’ammonium) catalyse faiblement I’oxydation du Nadi.

Le fer (Fe+t3 et Fe+2) que I’on soupconne souvent d’intervenir, n’a pas d’action cata-
lytique sur la formation du bleu d’indophénol, contrairement a ce qu’affirme Graffl). Dans
certaines conditions (milieu non tamponné) IcFell! peut oxyder la diamine (un des consti-
tuants du Nadi) en des corps quiniminiques de couleur variable, mais jamais rose ou bleue.

Toutes ces observations attestent la spécificité du Cull comme
catalyseur de la Nadi-réaction.

Nous avons ensuite cherché les substances capables d’inhiber
cette réaction, en envisageant successivement:

10 Les corps précipitant le cuivre,

2° Les substances formant avec le cuivre des complexes,

3° Les corps oxydables qui entrent en compétition avec le réactif
Nadi et le protégent ainsi provisoirement contre son oxydation.

1° L’hydrogéne sulfuré, les sulfures solubles, le thiocyanate de potassium et I'acide
oxalique empoisonnent la réaction d’oxydation du Nadi, en bloquant le catalyseur cuivre
respectivement comme sulfure pratiquement insoluble, comme thiocyanate de cuivre(ll
et 1) ou comme oxalate de cuivre.

¢) Cf. C. Oppenheimer, loc. cit.
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2° Les réactifs organiques caractéristiques du cuivre ont une action inhibitrice parti-
culierement marquée sur notre réaction catalytique. Nous avons vérifié I'inhibition due
aux corps suivants: acide rubéanique, salicylaldoxime, hydroxy-8-quinoléine, Kupferon,
benzoineoxime, diéthyldithiocarbamate de sodium, diphénylthiocarbazonc ( = dithizone),
thio-urée, thiouracyl, giycocolle, a-alanine, D-sérine, acide aspartique.

Il faut ajouter a ces substances encore I'acide cyanhydrique (cyanures) et I'oxyde
de carbone, qui, dans les recherches enzymologiques jouent un role prépondérant. Ces
deux poisons respiratoires annihilent presque complétement le pouvoir catalytique du
cuivre. Pour I’oxyde de carbone, il faut incriminer la formation de earbonyles de cuivre
dont nous avons vérifié la photostabilité. En ce qui concerne le cyanure, il doit son pou-
voir inhibiteur a sa propriété do former avec le cation cuivre diverses combinaisons, plus
particuliéerement le cyanure de cuivre(ll) et cuivre(l) et I'anion complexe tétraeyano-
cuivrique(l).

Nous désirons attirer une attention toute particuliére sur I’'affinité du cyanure pour
le cuivre, car lI’'on envisageait jusqu’a présent surtout une action de bloquage du cyanure
s’exergant sur le fer cellulaire (hématine).

Fort de ces constatations, nous pouvons généraliser et admettre que tout corps orga-
nique susceptible de former un complexe interne stable avec le cuivre peut étre considéré
comme un poison de la catalyse due a ce métal, et dans la mesure ou ces corps organiques
ont la méme réactivité «in vivo», on peut les assimiler a des inhibiteurs des enzymes
cupriques.

3° A part les substances que nous venons de voir qui se combinent a I’6lément ca-
talyseur et qui de ce fait I’inactivent, il existe toute une série de corps plus ou moins
facilement oxydables qui exercent durant un certain temps un effet protecteur sur I'oxyda-
tion du Nadi. Parmi les corps d’intérét biologique, citons I’acide ascorbique, la cystéine,
le glutathion... les sels ferreux. Selon nous, il est probable que le cytochrome créduit entre
de la méme maniére en compétition avec les constituants du réactif Nadi. L’hydroxyla-
mine, réactif trés utilisé en enzymologie, n’a pas d’action sur notre réaction catalytique.
Dans certains cas cependant, s’il y a présence simultanée de cuivre et d’une substance ré-
ductible par I’hnydroxylamine (Fe+3 par ex.), le corps réduit formé peut entrer en con-
currence avec le réactif Nadi.

Il ressort (les observations faites ci-dessus qu’un rapprochement

doit étre fait entre notre réaction catalytique et certaines réactions
enzymatiques de caractére oxydatif.

Voici les arguments justifiants ce rapprochement :

lo Les inhibiteurs mentionnés ci-dessus, sous 1, 2 et 3, sont en
général ceux des oxydases vraies.

2° Les inhibiteurs habituels des deshydrases (acide monoiodacé-
tique, uréthane, narcotiques, FNa) sont sans action sur I’oxydation
catalytique du Nadi.

Nous tirons en conséquence les conclusions résumées sous A) p. 416.

Deuxiéme partie.

Cherchant ensuite les activateurs du catalyseur ionique Cu+2
pour la Nadi-réaction, nous avons observé que de nombreux composés
organiques contenant un atome d’azote tertiaire ou quaternaire princi-
palement, ont la propriété d’exalter le pouvoir oxydant de ce métal.
Parmi les corps actifs, il y a des composés aliphatiques et des com-
posés hétérocycliques.
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Il se forme des systémes organo-métalliques qui sont principale-
ment du type complexe d’addition (syn. complexe de superposition)
ou complexe d’interposition.

Les systémes les plus représentatifs sont le complexe cuivre-tétrammine, bien connu,
et le complexe cuivre-pyridine

« (NH3) (n h 3eee
Cu [Cu-(Py)n]+s

C(NHS) (X H 3).

ol n (nombre de coordination du cuivre) peut prendre différentes valeurs (génér. les valeurs
2 et 4). Ces complexes peuvent étre plus ou moins hydratés.

L’ addition de ces substances azotées & la solution cuivrique en modifie visiblement
la teinte; de bleu clair elle devient verte, bleu azur plus ou moins foncé, bleu-indigo. Ces
virages font immédiatement présumer la formation d’ions complexes et I’apparition d’im-
portantes modifications corrélatives: état ionique particulier du cuivre et ses répercussions
sur le spectre d’absorption.

Les adjuvants du cuivre les plus actifs que nous ayons trouvés
sont : I’'ammoniaque, la pyridine, I'iminazole, la pyrimidine et nombre
de leurs dérivés ; nous citerons comme exemple : la triméthylamine, la
chloramine, la choline... I’acide nicotique, la nicotylamide, la nicotyl-
diéthylamide (coramine), I’aneurine... le biuret, I'uracil, des barbitu-
riques (luminal), la guanine et d’autres bases puriques, des alcaloides,
des sulfamidés, des bactéricides, des fongicides, etc.

L’accroissement d’oxydation di aux activateurs sus-mentionnés
évoque le mécanisme suivant: il y a augmentation du potentiel rédox
lorsqu’il y a liaison par covalence entre I’'ion métallique (ici le Cu+2)
et la molécule organique; il se formerait donc des complexes d’addition
et d’interposition (Werner: An- und Einlagerungsverbindungen).

Le cyanure, précédemment signalé comme inhibiteur, fonctionne
comme activateur lorsque sa concentration est inférieure a une molé-
cule de CNK par atome de cuivre. L’importance de cette activation
est grande lorsqu’on ajoute le cuivre au substrat oxydable préalable-
ment cyanure ou lorsqu’on ajoute le GiSTK au mélange de substrat oxy-
dable et de cuivre (complexe a I’état naissant). L'importance de cette
activation est moindre lorsqu’on ajoute le substrat oxydable au
meélange cuivre-cyanure préalablement préparé (complexe préforme).

Cette inversion des propriétés du cyanure permettra d’expliquer
certaines réactions biochimiques exaltées par ce poison classique.

Le pouvoir activateur du cyanure en faible concentration sur
I’effet catalytique d’oxydation du cuivre est d0 a une augmentation
du potentiel rédox du systéme Cu-cyanure par rapport a celui du cou-
ple Cu+2/Cu+l. Cet artifice est exploité en microchimie analytique pour
la mise en évidence de GNH1I).

q P. Wenger & R. Duckert, Traité de chimie analytique qualitative minérale, 1946,
p. 316.
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Par contre, les phénoménes d’inhibition décrits précédemment
suggeérent I'interprétation suivante: des liaisons simultanées par cova-
lence et valence entre I'ion Cu+2 et la substance organique, déter-
minent un abaissement du pouvoir oxydant du métal. Dans I’hydroxy-
8-quinoléine par exemple, ou il y a voisinage du groupement salifiable
et. de I’azote ionogene, il se forme un complexe dit interne qui n’a pas
d’effet catalytique.

Les expériences qui précedent permettent d’assimiler le complexe
organo-métallique @ un modéle d’enzyme. Pour obtenir des résultats
plus constants, il est avantageux d’utiliser des complexes préformés.

Influence du pli sur Vactivité des complexes cuivriques.

La vitesse d’oxydation du Nadi et des autres substrats par les
complexes cuivriques, décroit trés rapidement lorsque le pH diminue.
Ce phénomeéne trés général (également vrai pour les réactions enzyma-
tiques) peut étre facilement interprété par la dissociation du complexe
en milieu acide: le cuivre ainsi plus ou moins libéré de son «support»
organique (de caractere faiblement basique) perd en méme temps son
état d’exaltation, soit les propriétés catalytiques particulieres que lui
avait conférées la molécule organique.

Variation de I’intensité d’oxydation du Nadi Il, en fonction du pH
(température constante — 18°).
Courbe 1: catalyse par 50y de Cu+3ionique (obs. aprés 5 min.)
Courbe I1: catalyse par le complexe Cu-pyridique (20 y Cu+2) (obs. aprés 2 min.)
En ordonnée, nous avons porté directement les valeurs colorimétriques (cuves de 1 cm;
filtre jaune S 50).

Au-dessus du pH 7,2 environ, ou remarque une certaine constance
de vitesse d’oxydation du Nadi Il lors de la catalyse par les ions Ou+2
seuls (courbe (7)). La réaction d’oxydation catalysé par le complexe
Cu-pyridine (courbe (1)) ne présente pas cette constance dans cet
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intervalle de pH. Cette particularité est due a la dissociation plus ou
moins forte du complexe.

Influence de la température.

Nous avons étudié I'influence de la température sur diverses
réactions d’oxydation catalysées par des complexes cupriques (dans
des conditions standards de pH, durée, etc.). On observe une accéléra-
tion notable de la vitesse d’oxydation, atteignant son maximum a une
température de 80—90°. Au-dessus, la trés légére diminution de vi-
tesse de réaction doit étre attribuée a une moindre solubilité de I’'oxy-
géne nécessaire plutdt qu’a une dissociation ou précipitation du
complexe.

Poussant nos investigations plus loin, nous avons cherché
jusqu’a quel point, il est permis d’assimiler I’activité de nos complexes
cuivriques a celle des oxydases et peroxydases, ainsi que de la catalase.
Nous avons fait agir des complexes contenant 20 y de Cu+2sur des sub-
strats variés a pH - 7,3 tantét en I’absence, tant6t en présence de
peroxyde d’hydrogéne; nous avons observé les effets suivants.

1° Effet oxydasique. Les effets oxydasiques dus au cuivre ionique,
sont amplifiés par I’'emploi du complexe organo-métallique (modele
d’enzyme). Parmi les complexes étudiés, le Cu-iminazole s’est révélé
comme étant I'un des plus actifs; il catalyse I’oxydation des di et
polyphénols. L’hydroquinone, le pyrogailoi et la teinture de gaiae, sont
oxydés presque instantanément, le gaiacol, le catéchol, le résorcinol,
I’orcinol, I’acide protocatéchique, I’adrénaline, I’'a-naphtol, etc. le sont
plus lentement. La tyrosine résiste, tandis que la dihydroxyphényl-
alanine (DOPA) est oxydée en mélanine. Les monophénols, lep-crésol,
le réactif de Ohodatl), ne sont pas oxydés dans les conditions que nous
nous sommes fixées.

L’identité des substrats oxydables par nos modeles et par les en-
zymes naturels, montre la grande similitude d’action de ces complexes
avec celle des ferments cellulaires.

2° Effet peroxydasique. Dans nos expériences, |’effet peroxyda-
siqgue des complexes du cuivre chevauche souvent sur I’effet simple-
ment oxydasique. La présence d’eau oxygénée ne fait que renforcer
dans la plupart des cas la vitesse d’oxydation.

Le complexe Cu-iminazole en présence d’eau oxygénée, catalyse
I’oxydation d’un grand nombre de substances, particulierement des
phénols et amines aromatiques. Ainsi, sont oxydés presque instantané-
ment le pyrogallol, le gaiacol, I’nydroquinone, la phloroglucine, le
catéchol, les o0-, m- et p-crésols, la m- et la p-phénylénediamine, la
benzidine, etc.

Dans certains cas toutefois, I’action oxydante du complexe de
cuivre ne s’exerce pas sans le concours de H20 2.

1) Mélange de p-crésol et de glycocolle.
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3° JEfjet catalasique. L’effet catalytique du cuivre sur la décompo-
sition de I’eau oxygénée est bien connu, mais cette décomposition est
lente. En présence de divers complexes, en particulier du Cu-tétrammine,
la décomposition de I’'eau oxygénée diluée devient vive. Lorsqu’on
combine le pouvoir catalytique du complexe ci-dessus avec un effet de
surface, on obtient un bon modéle de catalase. Nous avons adsorbé les
complexes sur divers supports inertes de réaction neutre ou légérement
basique. La craie s’est révélée tres favorable.

Le cuivre n’est pas le seul élément pouvant donner des complexes
a activité catalasique; nous avons trouvé par exemple que le manga-
nése(ll1) donne avec la nicotine un complexe qui, adsorbé sur de la
craie, décompose fortement I’'eau oxygénée.

Conclusions.

A) La Nadi-réaction ne constitue donc pas un test spécifique de la
cytoehrome-oxydase; une Nadi-réaction négative «in vivo» peut ré-
sulter non seulement de I’absence de cytochrome-oxydase, mais aussi
de la présence massive d’un systeme oxydo-réducteur a I’état réduit.
L’effet cytochrome-oxydasique du Cu+2se distingue de celui de I’en-
zyme de Kéilin par le fait qu’il n’exige pas, pour parachever I'oxyda-
tion du Nadi, le concours du cytochrome c.

Etant donné la grande similitude de comportement de notre
réaction catalytique spécifique a base de cuivre avec certaines réac-
tions enzymatiques (pour la plupart oxydatives), ne doit-on pas in-
criminer plus souvent le cuivre d’étre 1’élément actif de ces systéemes ?
Nous pensons en particulier a la cytochrome-oxydase. Cette hypo-
theése élargit singulierement la conception de Keilin, a savoir assi-
milation de I'indophénoloxydase a la cytochrome-oxydase.

B) Nous avons réalisé divers modeles de ferments oxydants actifs
«in vitro», dépourvus de protéine. Les complexes actifs que nous
venons de mettre en évidence n’ont en définitive rien de trés aberrant
au point de vue biochimique si I'on songe aux édifices dans lesquels
est incorporé par exemple le fer des hématines.

C) Ces modeles d’enzvme se distinguent les uns des autres par leur
propriété dominante qui peut servir a les classer en trois catégories :
type oxydase (polyphénoloxydase), type peroxydase, type catalase.
Nos expériences montrent cependant que les différences entre ces trois
types sont plutdt d’ordre quantitatif. Les frontiéres, déja si fragiles,

établies par I’enzymologie classique, tendent encore a s’effacer ici.

Une classification plus logique des ferments oxydants, devrait
étre fondée, selon nous, sur la valeur du potentiel normal d’oxydo-
réduction de chacun d’entre eux. On subordonnerait donc a ce carac-
tere fondamental ceux, d’ailleurs non négligeables, du métal, de la
molécule activante, de la protéine et du substrat oxydable.
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La fréquence dans I’'organisme des molécules activatrices que nous
avons éprouvées, suggere enfin I’hypotheése suivante: ces molécules
ou fragments de macromolécules (adénine, guanine, xantliine, etc.)
ne jouent-ils pas le rdle de lien entre le métal et la molécule protéinique
des enzymes naturels %

D) Les activateurs éprouvés comprennent un nombre élevé de
substances réputées pharmacodynamiques (alcaloides, coramine, etc.).
On peut se demander alors si I’activité de ces médicaments n’est pas,
en partie, due a leur fonction d’auxiliaire des oxydations biologiques.

E) Vu la grande sensibilité et spécificité du réactif Xadi, aux ions
Cu+2, nous préconisons son utilisation a des fins analytiques (dans
certaines conditions on pourra méme faire appel a des activateurs
pour augmenter encore la sensibilité du ISTadi vis-a-vis du Ou+2).

Ces recherches sont effectuées sous la direction de M. le Professeur F. Chodal, a qui
j’exprime ici ma vive reconnaissance pour les précieux conseils prodigués, pour le grand
intérét qu’il porte a mes travaux et pour sa bienveillante sollicitude.

Institut de botanique générale
de I’'Université de Geneve.

60. Methoxyketone aus Diazoketonen.
Steroide, 5. Mitteilung)2)
von R. Casanova und T. Reichstein.
(6. 11. 59.)

Kirzlich teilten 510 mit, dass beim Kochen von 21-Diazo-allo-
pregnanon-(20) (I) mit CuO3) in Methanol nicht der erwartete Allo-
pregnan-21-sdure-methylester (111)c), sondern ein isomerer Stoff ent-
steht, der unter Vorbehalt, als 21-Metlioxy-allopregnanon-(20) (Il)
formuliert wurde. Analog reagierten die Diazoketone IV, VIII und 21-
Diazo-pregnanol-(3/?)-on-(20)-acetat; sie lieferten die Ketone V, IX
und VI. Das letztgenannte VI ist inzwischen von lleusser, Engel &
Plattner®) auf demselben Wege bereitet und seine Konstitution durch
Uberfithrung in Desoxycorticosteron-methylather5) bewiesen worden.
Methoxyketone des Typus Il konnten bisher nur auf dem von Meystre
& Wettstein4)5) beschriebenen Umweg bereitet werden. Die Ketonnatur
von Il ergibt sich aus der Tatsache, dass der Stoff leicht ein Semi-
carbazon liefert, hingegen auch bei sehr energischem Erwdrmen mit

J) 4. Mitt., A. Lardon <€ T. Reichstem, Helv. 32, 2003 (1949).

2) Die mit Buchstaben bezeichneten Fussnoten siebe Formelseite.

3) Il. Erlenmeyer <t M. Aeberli, Helv. 31, 2S (1948).

4) Gh. Meystre & A. WNeitstein, Helv. 30, 1037 (1947), vgl. Exper. 3, 185 (1947).
5) Ch. Meystre <* A. Wettstein, Helv. 30, 1256 (1947).
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CHNS ch,och3 COOCH,
I
CO Cuo (6{0] CH,
» /\
| F. 124° (Zers.) [+152]%) Il F. 66°[+95]%) Il F. 47°/66° [+ 8]“)%)
Semicarbnzon F. 214° (Zers.) [+ 48]b)
CHX, CH,0CH,
AcO AcO/

IV F.137°(Zers.) [+ 136]>)b) V F. 110° [+ 76]b)

—COOH I\ - -COCHX I\ "COCH,OCH,

'\ I\ \ [ CuO NNV

VvV ; j CHKH 5 )}
AcO AcO/ X /:.11 &( AH/-
VIl F. 260° ») VI F. 145° (Zers.) [-DO]») IX F.120°[-58]»)
coct CH30-CH2C0-CH-CO0CH5
XIK)  OCH)
. .COCHX, r<n . .CH,—COOK
\y CuO . 5s
ACO/ CH..OH vV
xn X 111 X111 (R = H)

XIV (R = CHYJ)

Ac = CH3CO—. Die Zahlen in den eckigen Klammem geben die auf ganze Grade auf-
oder abgerundete spez. Drehung in Chloroform an.

“) R. Casanova t0 T. Reichstem, Helv. 32, 047 (1949).
m) Exp. Teil dieser Arbeit.

c) PL A. Plattner, H. Bucher {mE. Hardegger, Helv.27,1177(1944).
<d) T. Reichstein & J. v. Euw, Helv. 22, 1209 (1939).
e) |Il. Hcusser, Ch. R. Engel <6 PL A. Plattner. Helv.32,2475(1949).

f) M. Steiger df; T. Reichstein, Helv. 20, 1164 (1937).
k) D. D. Pratt <G R. Robinson, Soc. 127, 166 (1925).
b) F. Arndt & J. Amende, B. 61, 1122 (1928).



Volumen xxxm, Fasciculus 11 (1950) - No. 60. -119

KOH in Methanol nicht zu einer Saure verseift wird. — Wir versuchten
zuerst, 11 durch Einwirkung von HCI in Eisessig ins 21-Chlorketon
Uberzufuihren, doch gelang dies bisher nicht. Auch ein Versuch das
Methoxyketon V1 durch Umsetzung von 3/?-Acetoxy-atio-cholen-(5)-
saure-clilorid mit 2, 1-Dimethoxy-acetessigester (X 1)B und anschlies-
sende Verseifung zu gewinnen, schlug fehl. Da die Konstitution von
V1 inzwischen von Plattner und Mitarb.d) bewiesen wurde und da die
Bildung des Semicarbazons aus Il in Verbindung mit seinen Eigen-
schaften kaum eine andere Eormel zuldsst, wurde auf weitere Konsti-
tutionsbeweise verzichtet. — Hingegen stellten wir fest, dass «-
Diazo-acetophenon (XI11) beim Kochen mit CuO in Methanol im
wesentlichen in der von JErlenmeyer & Aeberlil) beschriebenen Weise
reagiert, also in guter Ausbeute den Phenylessigsaure-methylester
liefert. Ob daneben kleine Mengen Methoxyketon entstehen, wurde
nicht untersucht.

Zusammenfassend kann somit gesagt werden, dass Diazoketone
beim Erhitzen mit Methanol (oder anderen Alkoholen) in Gegenwart
von Ag2 in allen bisher untersuchten Fallen nach Arndt < Eistert'l)
die normalen S&ureester lieferten. Wird dieselbe Reaktion in Gegen-
wart von CuO ausgefihrt, so kommt es auf den Bau des Diazoketons
an, in manchen Fallen entstehen Sdureester, in anderen fast ausschliess-
lich Methoxyketone.

Wir danken Herrn P. D. Dr. K. Meyer fir seine Hilfe bei der Korrektur des Manu-
skripts.

Experimenteller Teil.

Alle Schmelzpunkte sind auf dem Ko/ler-Block bestimmt und Kkorrigiert. Fehler-
grenze A 2°. Substanzproben zur Drehung wurden 1 Stunde im Hochvakuum bei 60—70°
getrocknet. ,Ubliche Aufarbeitung®* bedeutet: Eindampfen im Vakuum, Aufnehmen in
Ather, Waschen mit verdiinntem HCI, Sodalésung und Wasser, Trocknen iiber Na2SO., und
Eindampfen.

21 -Methoxy-ailopregnanon-(20)-sein jcarbazon (111).

50 mg Semicarbazid-hydrochlorid mit 70 mg Kaliumacetat gut verrieben, nach Ver-
flussigung mit 1,5 cm3 Methanol versetzt und filtriert. Im Filtrat 50 mg 21-Methoxy-
allopregnanon-(20) (11)a) vom Smp. 59—62° geldst und 16 Stunden bei 18° stehen gelassen.
Kristallabscheidung durch Wasserzusatz vervollstandigt, Kristalle abgenutscht, mit Wasser

gewaschen. Aus Methanol verfilzte, farblose Nadeln, Smp. 214—215° (Zers.); fa]]l --
+47,5° rt 2° (c = 1,327 in Chloroform).

13,311 mg Subst. zu 1,0029 ¢cm3; I = | dm; ™ +0,63° + 0,02°

3,460 mg Subst. gaben 8,996 mg C02und 3,138 mg H,0 (OAB)

3,020 mg Subst. gaben 0,289 cm3 N2 (25°, 738 mm) (OAB)

C2ZH302N3 Bor.C 7091 H 10,09 N 10,79%
(389,57) Gef. ,, 70,95 , 10,15 ,, 10,65%

') H. Erlenmeyer < M. Aeberli, Helv. 31, 28 (1948).
2) F. Arndt «6 B. Eistert, B. 68, 200 (1935).
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Versuche zur Abspaltung der Methoxylgruppe.

a) 50 mg 21-Methoxy-allopregnanon-(20) (I1) vom Smp. 59—62° wurden mit 1,5 cm3
Eisessig, der vorher mit HCI-Gas geséttigt worden war, versetzt und 6 Stunden bei 18°
stehen gelassen. Ubliche Aufarbeitung lieferte 49 mg Neutralprodukt. Nach Chromato-
graphie 42 mg Kristalle, Smp. 63—66°, die sicli als unverdndertes Ausgangsmaterial er-
wiesen.

b) 50 mg 21-Methoxy-alloprcgnanon-(20) (I1) vom Smp. 59—62° in 1,5 cm3 Ather
mit trockenem HCI-Gas gesdttigt und 34 Stunden bei 18° stehen gelassen. Aufarbeitung
wie oben gab 34 mg Kristalle, Smp. 62—65°, die sich als unverdndertes |1 erwiesen.

21-Diazo-allopregnanol-(3/?)-on-(20)-acetat (IVJG).
Das chromatographisch gereinigte Diazoketon gab aus Ather-Petroldther blassgelbe
NmkhT Smp. 138—139° (Zers.); [a]* = +136,0° + 2° (c = 1,5660 in Chloroform).
15,705 mg Subst. zu 1,0029 cm3; 1= 1dm; a“r =+ 2,13° + 0,02°.
Zur Analyse 2 Stunden im Hochvakuum bei 50° getrocknet.
3,570 mg Subst. gaben 9,417 mg C02und 2,923 mg H2 (OAB)
3,973 mg Subst. gaben 0,271 cm3N, (25°, 736 mm) (OAB)

CZH,AN2 Ber.c 71,47 H 886 N 7,25%
(386,51) Gef. ,, 71,86 , 9,14 , 7,57%

21 -M cthoxy-allopregnanol-(3/?)-on-(20)-acetat (V).

400 mg 21-Diazo-allopregnanol-(3/S)-on-(20)-acotat (IV) vom Smp. 136—138° wur-
den in 6 cm3absolutem Methanol unter Ruckfluss gekocht und unter stdindigem mechani-
schem Rihren innerhalb 2 Stunden mit 200 mg CuO in 4 Portionen versetzt. Dann wurde
noch 2 Stunden gekocht. Filtration und Ubliche Aufarbeitung gab 390 mg kristallines Roh-
produkt, das an 8 g A1203 chromatographiert wurde. Die mit Benzol und Benzol-Ather
(1:1) eluierten Anteile (343 mg) schmolzen roh bei 106—110°. Sic wurden im Hochvakuum
(Molekularkolben) bei 120—130° Badtemperatur destilliert. Aus Ather-Petrolather farb-

lose Drusen Smp. 110—111°; [a]j,+ = +75,8° = 2° (c = 1,4253 in Chloroform).
14, 387 mg Subst. zu 1,0094 cm3;1 = 1dm;a“ = + 1,08° + 0,02°.
Zur Analyse 2 Stunden im Hochvakuum bei 60° getrocknet.
3,717 mg Subst. gaben 10,070 mg C02und 3,275 mg ICC (OAB)
4,383 mg Subst. verbr. 3,3948 cm30,02-n. Na2S20 3 (Zcisd-Viebdck)

C2H3X0, Ber. C 73,80 H 9,81- OCH37,97%
(390,54) Gef. ,, 73,93 » 9,86 ,» 8,01%

3/?-Acetoxy-17-iso-dtioallocholansdure (VII).

150 mg 3/3-Oxy-17-iso-atioalloeholanséurel) vom Smp. 277—279° wurden in 2cm3
absolutem Pyridin und 1 cm3 Acetanhydrid 24 Stunden bei 18° stehen gelassen. Dann
wurde mit lcm3Wasser versetzt und 1 Stunde auf 100° erhitzt, im Vakuum eingedampft,
mit verdiinntem HCI versetztund in Atheraufgenommen. Die mit verdiinntem HCI ge-
waschene Atherlésung wurde bei 0° nochmals mit stark verdiinnter NaOH ausgeschiittelt
und diese Ausziige sofort angesduert und mit Ather ausgeschiittelt. Die mit verdiinntem
HCI und Wasser gewaschenen und iber Na2S04 getrockneten Atherlésungen gaben beim
Eindampfen 140 mg rohe S&ure vom Smp. 250—260°. Nach Sublimation im Molekular-
kolben bei 0,02 mm und 230—250° Badtemperatur aus Methanol farblose Platten, Smp.
260—263°.

*) M. Sorkin & T. Reichslein, Helv. 29, 1209 (1946).
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21-Diazo-17-iso-allopregnanol-(3/S)-on-(20) -acetat (VIII).

110 mg rohe 3/?-Acetoxy-17-iso-dtioallocholansdure (V1) vom Smp. 250—260°
wurden im Hochvakuum getrocknet, bei 0° in 5 cm3reinstem Thionylchlorid geldst und
15 Stunden bei + 8°unter H20-Ausschluss stehen gelassen. Nach Eindampfen im Vakuum
wurde in wenig absolutem Benzol geldst, dieses nochmals im Vakuum abgedampft
und der kristalline Ruckstand % Stunde im Vakuum bei 40° getrocknet. Dann wurde in
absolutem Ather gelést und bei -10° in die trockene atherische Diazometlianlésung aus
5g Nitrosomethylharnstoff eingetragen und unter H20-Ausschluss 2% Stunden bei 20°
stehen gelassen. Nach Eindampfen im Vakuum wurde der Rickstand an 3 g Al120 3 chro-
matographiert. Die mit Benzol-Petroldther (1:1) und reinem Benzol eluierten Anteile
gaben 87 mg Diazoketon vom Smp. 144—146° (Zers.). Zur Analyse wurde eine Probe aus
Methanol und aus Petroldther umkristallisiert und 2 Stunden im Hochvakuum bei 50° ge-

trocknet. Blassgelbc Nadeln, Smp. 145—140° (Zers.); [a]" —90,3°i 4° (c 0,4978 in
Chloroform).
5,025 mg Subst. zu 1,0094 cm3; 1 — 1 dm; = —0,45° + 0,02°.
2,981 mg Subst, gaben 0,188 cm3 N2 (24°; 736 mm) (OAB)
C2,H3103N 2 (386,51) Ber. N 7,25% Gef. X 7,02%

21 -Methoxy-17-iso-allopregnanol-(3/J) -on-(20) -acetat,

70 mg 21-Diazo-17-iso-allopregnanol-(3/S)-on-(20)-acetat (VI1I) vom Smp. 144—146°
(Zers.) wurden wie bei V beschrieben behandelt. Das Rohprodukt (65 mg) wurde an 3 g
A120 3 chromatographiert. Die mit Benzol und Benzol-Ather (1:1) eluierbaren Anteile
(42 mg) gaben aus Methanol 33 mg Kristalle vom Smp. 117—121°. Zur Analyse wurde im
Molekularkolben bei 0,02 mm und 110° Badtemperatur destilliert und aus Petrolather

umkristallisiert, Smp. 120—123°; [a]}* —58,2° + 3° (¢ — 0,7385 in Chloroform).

7,406 mg Subst. zu 1,0029 cm3; | m 1dm; —0,48° £ 0,02°.

Zur Analyse wurde im Vakuum kurz geschmolzen.

2,948 mg Subst. gaben 7,982 mg C02und 2,555 mg H2 (OAB)
C2H304 (390,54) Ber. C 73,80 H 9,81% Gef. C7389 H 9,70%

Versuch zur Umsetzung von 3/?-Acetoxy-dtiocholen-(5)-sdurechlorid (X)
mit a,y-Dimethoxy-acetessigsdure-dthylester.

150 mg Dimethoxy-acetessigester (X1)s) (1,2 Mol. auf 250 mg X berechnet) in 10 cm3
absolutem Ather wurden unter H20-Ausschluss mit 18 mg Natrium in diinnen Scheibchen
versetzt und bis zur Beendigung der Umsetzung stehen gelassen. Dann wurden 250 mg
frisch bereitetes trockenes 3/?-Acetoxy-atiocholen-(5)-sdurechlorid (X)r) eingetragen und
3 Stunden unter Rickfluss gekocht. Nach Eindampfen wurde der Ruckstand mit der Lo-
sung von 375 mg KOH (10 Mol.) in 15 cm3 Methancl-Wasser (2:1)2 Stunden unter Rick-
fluss gekocht. Dann wurde mit HCI knapp kongosauer gemacht und nochmals 2 Stunden
gekocht. Die iiblicho Aufarbeitung lieferte 215 mg 6liges Rohprodukt, das an 6 g A120 3
chromatographiert wurde. Die mit Benzol und Benzol-Ather (4:1) eluierten Anteile
(99 mg farbloses Ol) konnten auch nach Destillation im Hochvakuum und Impfen mit VI
nicht zur Kristallisation gebracht werden.

Phenylessigsdure-methylesler (XIV) aus X Il mit CuO + Methanol.

200 mg m-Diezo-acetophenen ir. 3 cm3Methanol mit ICC mg CuO versetzt. Schon bei
schwachem Erwérmen trat starke N2-Entwicklung und Farbumschlag von gelb nach orange
ein. Zweistiindiges Kochen und ibliche Aufarbeitung lieferte 185 mg rohen, leicht gelb-
lichen Ester. Dieser wurde direkt mit 100 mg KOH in 1 cm3Wasser und 7 cm3 Methanol
2 Stunden unter Rickfluss gekocht. Ubliche Trennung in neutrale und saure Anteile
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lieferte fast nur S&ure. Smp. roh 65—72°. Aus Wasser farblose Plattchen. Sinp. 74—76°.
Authentische Phenylessigséure sowie die Mischprobe schmolzen gleich.

Die Mikroanalysen wurden im Mikrolabor der Organ.-ehem. Anstalt, Basel (Leitung
E. Thommen), ausgefiuhrt.

Zusammenfassung der Ergebnisse.

Es wurden einige weitere Beispiele angefiihrt, wo das Verkochen
von 21-Diazo-pregnanon-(20)-derivaten mit CuO in Methanol zu 21-
Methoxy-20-ketonen fuhrt. Bei co-Diazo-aeetophenon liefert dasselbe
Verfahren jedoch zur Hauptsache Phenylessigsaure-methylester, in
Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von Erlenmeyer und
Aeberli.

Birgerspital-tSTotlaboratorium
der Organ.-ehem. Anstalt der Universitat Basel.

61. Uber die Ausscheidung freier Aminosauren
beim Alloxandiabetesl)

von M.Vcst und 0. Wiss2).
(1. 11. 50.)

Es ist seit den Versuchen von Minkowski3) am pankreaslosen
Hund bekannt, dass der Eiweissumsatz beim Diabetes erhdht ist. Die
Stickstoffausscheidung kann dabei nach den Untersuchungen von
Falta, Grote c& Staehelin4) und Grafe5) und anderen am diabetischen
Hund bis viermal so hohe Werte annehmen wie beim normalen Tier,
woraus auf die gesteigerte Bildung von Glucose aus Protein geschlos-
sen wurde. Das Verhalten des Aminostickstoffes nach Pankreasexstir-
pation wurde .1925 von Falkenhausen6) untersucht. Er konnte am
Hund einen voribergehenden Anstieg der Ampiostickstoffausscliei-
dung im Urin nachweisen, wéhrend der Beststickstoff- und der Amino-
stickstoffgehalt des Blutes dauernd leicht erhéht blieben. In neuerer
Zeit massen Frankl, Martin & DuUnn7) die Ausscheidung von freiem
Tryptophan, Histidin und Cystin bei verschiedenen Krankheiten mit
mikrobiologischen Methoden. Eine Steigerung der Ausscheidung einer

P Mit Unterstitzung der Emil-Barett-Stiftung zur Férderung der medizinisch-wissen-
schaftlichen Forschung.

-) Teilweise vorgetragen an der 35. Tagung des Schweizerischen Vereins der Physio-
logen lind Pharmakologen am 22./23. Oktober 1949 in Fribourg.

3) 0. Minkowski, Arch. f. exp. Path. u. Pharm. 31, 85 (1893).

4) W. Falta, F. Grote cb 11 Staehelin, Beitr. ehem. Plivsiol. u. Path. 10, 199 (1907).

s) E. Grafe, Erg. d. Physiol. 21/11, 321 (1923).

6) M. von Falkenhausen, Arch. f. exp. Path. u. Pharm. 109, 249 (.1925).

7) W. Frankl, Il. Martin 2 M. S. Dinn, Arch. Biochem. 13, 103 (1947).
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oder mehrerer dieser Aminosauren fand sieh neben Leberkrankheiten
vor allem in einzelnen Féllen von Diabetes mellitus ; in anderen Fallen
waren aber die Werte auch erniedrigt.

Halll) untersuchte die Aminosdureausscheidung bei 80 Diabetes-
fallen mit Hilfe der Verteilungschromatographie. Er konnte in 25%
der Félle eine etwa dreimal hohere Ausscheidung als beim Gesunden
feststellen. Eine genaue quantitative Bestimmung der einzelnen
Aminosauren war aber nicht mdglich.

Aus den gemachten Angaben geht hervor, dass fast ausnahmslos
nur die Gesamtausscheidung von Aminosduren beim Diabetes unter-
sucht worden ist. Es ist wenig Uber das Verhalten der einzelnen
Aminosduren bekannt. Gerade dieses Problem schien uns von beson-
derem Interesse, da die einzelnen Aminosauren in sehr verschiedener
Weise mit dem Kohlehydrat- und Fettstoffwechsel verknipft sind.

In der folgenden Untersuchung wurde deshalb die Ausscheidung
der wichtigsten Aminosduren beim Diabetes gemessen und mit Nor-
Inalwerteil verglichen.

Experimenteller Teil.

Als Versuchstiere wéhlten wir Albinoratten. Der Diabetes wurde durch subcutane
Injektion von 15—17 mg Alloxan pro 100 g Kérpergewicht in 5-proz. wésseriger Lésung er-
zeugt (Gomori < Goldner)*). Nur Tiere, bei denen sich in der Folgezeit eine deutliche
Glykosurie oder Hyperglykdmie entwickelte, wurden in den Versuchen verwendet, und
zwar in Gruppen von 5—6 Ratten: gleichviel gesunde, gleich gehaltene Tiere dienten als
Kontrollen.

Die Ratten erhielten ein Futter aus 30% Casein, 30% Cocosfett, 25% Maisstarke,
10% Trockenhefe, 5% Salzmischung nach McCollum3) und ein paar Tropfen Lebertran
sowie Wasser ad libitum. Obwohl cs die Beurteilung der Aminosdureausscheidung erleich-
tert héatte, sahen wir davon ab, vollstdndig eiweissfreies Futter zu verabreichen, weil bei
langerer Versuchsdauer der Eiweissmangel zusétzliche Stérungen zur Folge haben kdnnte.

Der hohe Fettgehalt des Futters, den wir gewdhlt haben, wirkt sich nach den Unter-
suchungen von Bum*), Janes <0 ProsseP) und Abelin6) gunstig auf den Allgemeinzustand
der alloxandiabetischen Ratten aus.

Die Ratten wurden in Stoffwechselkafigen gehalten. Der Urin wurde fir je 24 Stun-
den gesammelt und dann unter Toluol im Eisschrank aufbewahrt. Am Ende einer Ver-
suchsperiode, im allgemeinen nach 4 Tagen, wurde der Gesamturin jeder Ratte auf ein
geeignetes Volumen verdinnt. Dieses betrug im allgemeinen 100—150 cm3fir die diabe-
tischen, 50—60 cm3fiur die Kontrolltiere, die bedeutend weniger Urin ausschieden. Einige
Messungen wurden auch an einzelnen 24 Stunden-Urinportionen ausgefuhrt.

Da nach Pearson <, Panzer7) die Aminosdureausscheidung im Kot, auf die Tages-
menge bezogen, 2—5mal so gross ist, wie im Urin, so muss man bei solchen Versuchen
darauf achten, dass der Urin nicht mit den Faeces in Berihrung kommt. Man erh&lt sonst
zu hohe Werte. Es erwies sich deshalb als notwendig, die Kafige tdglich zu reinigen.

') D. -1 Hall, Biochem. j. 43, Proc. Biochem. Soc. LV IIl (194S).

-) G. Gomori 4- M. G. Goldner, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 54, 287 (1943).
3) E. V. McCollum < N. Simmonds, J. Biol. Chem. 33, 55 (1918).

) 1. li. Bum, T.H.C. Lewis de F. D. Kelsey, Brit. Med. 1. 1944/11, 752.
) 1. G. Janes 4= M. Prosser, Am. J. Physiol. 151, 581 (1947).

6) I. Abelin, Helv. physiol. pharmacol. acta 7, 79 (1949).

7) P. B. Pearson <O F. Panzer, J. Nutrition 38, 257 (1949).
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Methoden.

Alanin und Giykokoll wurden nach den im hiesigen Institut Gblichen chemischen
Methodenl) bestimmt, die Ubrigen Aminosduren mikrobiologisch:

Cystin, Leucin, Isoleucin, Tyrosin, Phenylalanin, Methionin, Serin und Prolin nach
der Methode von Dunn und Mitarbeitern2) mit Leuconostoc mesonteroides P-60
8042.

Glutaminsdure nach Hac und Mitarbeitern3) mit Lactobacillus arabinosus
17/5 8014.

Asparaginsaure nach Hac <: Snctt4) mit Leuconostoc mesenteroides P-60
8042.

Die Ubrigen nach Stokes und Mitarbeitern5) mit Streptococcus faecalis 0790.

Fir jede Bestimmung wurden verschiedene Urinkonzentrationen verwendet. Sie
lagen normalerweise zwischen 0,1 und 1,0 cm3des verdinnten Urins pro Ansatz. Die bei
den verschiedenen Konzentrationen erhaltenen, auf 1 cm3umgerechneten Werte zeigten
meist eine befriedigende Ubereinstimmung. Gelegentlich war der errechnete Gehalt des
Urins an einer Aminoséure, bezogen auf einen Kubikzentimeter des unverdiinnten Harns,
bei den Ansétzen mit hoheren Urinkonzentrationen kleiner als bei denen mit niederer
Konzentration; hieraus muss auf eine Hemmung des Wachstums der verwendeten Bak-
terien durch Begleitsubstanzen im Urin geschlossen werden, die bei hoheren Konzentratio-
nen deutlicher wird. Eine solche Hemmung haben auch Dunn und Mitarbeiter6), Thomp-
son < Kirb;/') und Sauberlich dc Baumann8) bei mikrobiologischen Bestimmungen im Urin
festgestellt. Nach Woodson und Mitarbeiter9) ist vor allem der Harnstoff fur diese Hem-
mung verantwortlich. Dunn erhielt aber nach Spaltung des Harnstoffs mit Urease gegen-
Uber dem unbehandelten Urin keine wesentlich verdnderten Werte. Die Hemmung kann
nach Dunn und anderen (loc. cit.) am besten durch Hydrolyse des Harns mit Salzséure
beseitigt werden, wodurch aber auch die Peptide gespalten und neben den ,freien“ auch
die ,gebundenen“ Aminosduren mikrobiologisch mitbestimmt worden. Wir haben deshalb
von einer Hydrolyse abgesehen und versucht, durch starke Verdinnung des untersuchten
Urins den Einfluss der betreffenden Substanzen mdéglichst auszuschalten.

Eine Stimulation des Wachstums der Testorganismen durch Stoffe, die der zu unter-
suchenden Substanz verwandt sind, ist seltener. Nach Hegsted10) kénnen einige Amino-
sduren in der Nahrlésung durch die entsprechenden a-Oxy- und a-Ketoverbindungen bis
zu einem gewissen Grad ersetzt werden. Diese sind durch Ather extrahierbar. Da nach
Frankl & Dunn1l) unbehandelter und mit Ather extrahierter Urin ungefahr den gleichen
Gehalt an Aminoséduren aufweist, spielen sie vermutlich nur eine geringe Rolle. Immerhin
wird man auch aus Ricksicht auf eine evtl. Stimulation den Urin fir die Bestimmung
maoglichst verdiinnen.

3) O. lI'Tss, Helv. 31, 22 (1948); H. Krueger, Helv. 32, 238 (1949).

s) M. S. Dunn, S. Shankman, M. N. Camien, W. Frankl W L. B. Rockland, 5. Biol.
Chem. 156, 703 (1944).

3) L. R.Hac, E. E. Snell €€R. J. Williams, J. Biol.Chem. 159, 273 (1945).

® L. R. Hac OE. E. Snell, J. Biol. Chem. 159, 291(1945).

5) J. L. Stokes, 21. Gunness, J. M. Dwyer < 31. C. Casicell, 3. Biol. Chem. 160, 35
(1945).

6) 21. S. Dunn, 31. H. Camien, S. Shankman <t H. Bloch, Arch. Biochem. 13, 207
(1947).

7) R. C. Thompson W II. -Il. Kirby, Arch. Biochem.21, 210 (1949).

s) H. E. S&uberlich <0 C. A. Baumann, j3. Biol. Chem. 166, 417 (1946).

9) H. 1. Woodson, S. 1. Hier,./. D. Solomon &- O. Bergeim, s. Biol. Chem. 172. 013
(194,8).

i0) D. 31. Hegsted, 5. Biol. Chem. 157, 741 (1945).
n) 1IN\ Frankl 4- 31. S. Dunn, Arch. Biochem. 13, 93 (1947).
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Der Zucker im Harn wurde qualitativ und quantitativ nach Benediktl) bestimmt.
Blutzuckermessungen wurden nach Hagedorn-Jensen, modifiziert von Fujita < heafake2)
durchgefihrt.

Die Signifikanz der Ergebnisse wurde nach dem t-Test von Fisher3) berechnet.
Signifikanz wurde angenommen, wenn das errechnete t grésser war, als der fur P = 0,01
angegebene Wert.

Ergebnisse.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt. Es handelt sich um
Durchschnittswerte von 10—50 Einzelbestimmungen.

Tabelle 1.
Tagesausscheidung der einzelnen Aminoséuren in 'y pro 100 g Korpergewicht.

' Aminosaure Diab. Tiere Gesunde Tiere P <
Alanin ... 2400 590 0,001
SeriN. 842 343 0,001
Asparaginsdaure . 230 75 0,001
Methionin . . . . 688 222 0,001
Glvkokoll . . . . 627 277 0,001
Prolin 307 183 0,01
Cystin 355 118 0,01
Tyrosin . 148 92 0,02
Leucin.. 185 116 0,05
Valin .. 159 99 0,05
Isoleucin . . . . 215 112 0,1
Phenylalanin . . 129 68 0,1
Lysin ... 254 174 0,1
Tryptophan . . . 103 79 0,2
Glutaminsaure 679 419 0,2
Arginin........... 25,2 34,2 0,2
Threonin . . . . 396 459 0,5
Histidin . . . . 8l 79 1,0

Es ist ersichtlich, dass sich die einzelnen Aminosduren beim
Diabetes verschieden verhalten.

Die einen zeigen im Diabetes eine deutliche Mehrausscheidung.
Hiehcr gehdren im wesentlichen die haufig als glykoplastisch be-
zeichneten Aminosauren, also diejenigen, welche im tierischen Orga-
nismus in Zucker Ubergefuhrt werden. Mit Ausnahme des Methionins
handelt es sich um entbehrliche Aminosauren. Besonders auffallend
ist das starke Ansteigen des Alanins auf den vierfachen Wert des nor-
malen, von 0,6 auf 2,1 mg pro die.

b S. R. Benedikt, J. Biol. Cliem. 5, 485 (1908/09) und 9, 57 (1911).
-) A. Fujita <t D. lwatake, Bioch. Z. 242, 43 (1931).
3) R. .4. Fisher, Statistical Methods for Research Workers, 1946.
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Bei den andern findet sich zwar eine gewisse Mehrausscheidung
im Diabetes, jedoch sind die Unterschiede zwischen gesunden und
kranken Tiere nicht eindeutig signifikant. Die Mengen, die die Batten
von den Aminosauren dieser Gruppe pro Tag ausscheiden, sind mit
Ausnahme der Glutaminséure kleiner, als bei den vorigen. Die meisten
Aminosduren, die hieher gehdéren, sind essentiell, d.h. sie werden vom
Organismus nicht synthetisiert.

Schliesslich sind noch drei Aminosauren zu nennen, bei denen im
Diabetes keine Steigerung oder sogar eine gewisse Verminderung der
Ausscheidung gegentber den Konfrontieren auftritt. Es sind dies das
Histidin, das Threonin und das Arginin.

Die Gesamttagesausscheidung der untersuchten Aminosduren be-
trégt 7,8 mg bei den diabetischen, 3,5 mg bei den gesunden Tieren, be-
zogen auf 100 g Kdrpergewicht.

Im Zusammenhang mit der auffallenden Mehrausscheidung von
Alanin im Urin bestimmten wir den Alaningehalt des Blutes, der Le-
ber und der Niere bei Batten, die wédhrend mindestens 3 Tagen Gly-
kosurie zeigten, und gleichzeitig bei gesunden Kontrolltieren, um
wenn maglich einen Hinweis auf die Ursache und Lokalisation der
Stérung zu erhalten. Die Versuchstechnik wurde friher beschriebenl).
Die Besultate sind in der Tabelle 2 zusammengestellt.

Tabelle 2.
Alaningehalt der Rattenorgane, in mg%

Leher Niere Blut
Zustand der EXtrem- Extrem- Extrem-
Tiere werte  Mit- werte Mit- p werte  Mit-
(Zahl der tel (Zahl der tel (Zahl der tel
Tiere) Tiere) Tiere)
Normal . 85,8-99,8 90,5 76,0-117.9 94,8 5,92-10,5 8,73
0) (0) (5)
Diabetisch  60,6-72,0 67,9 < 0,001 42,3- 82,8 68,9 <0,05 3,10- 9,8 5,06 <0,05
©)] 5) )
Coma diab. 28,5-42,0 34,7 < 0,001 25,9-61,2 425 < 0,001 3,20-5,83- 4,46 < 0,001
O ) )

Es ergibt sich, dass der Alaningehalt von Leber, Niere und Blut
bei den kranken Tieren erniedrigt ist. In der Leber ist diese Abnahme
eindeutig. Bei den Tieren, die spontan im Coma diabeticum ad exitum
kommen, ist dieses Absinken, wie ersichtlich, noch starker ausgepréagt.
Die Unterschiede zu den normalen Batten sind dabei in Leber, Niere
und Blut signifikant.

D O. Wiss <; R. Krueger, Helv. 32, 527 (194!)).
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Diskussion der Ergebnisse.

Uberblickt man die Ausscheidung der untersuchten Aminosauren,
so fallt auf, dass sich die einzelnen verschieden verhalten. Zum Teil
werden sie deutlich vermehrt ausgeschieden, zum Teil ist nur eine
geringe oder uberhaupt keine Mehrausscheidung feststellbar. Die
Mehrausscheidung der einzelnen Aminosduren kann durch verschie-
dene Ursachen bedingt sein. Sie kdnnte Zustandekommen durch eine
toxische Schadigung der Niere durch das Alloxan. Alloxan verursacht
tatsachlich (Duffl)) in hohen Dosen verabreicht eine Schadigung der
Tubulusepithelien. Die Tiere sterben dabei in wenigen Tagen an
Uraemie. Immerhin ist der Unterschied zwischen der Dosis, welche
Diabetes und derjenigen, welche Uraemie erzeugt, bei den Batten
verhaltnisméassig gross (Goldner2). Wir haben Alloxandosen verab-
reicht, die im allgemeinen keine Nierenschadigung verursachen; zu-
dem ware zu erwarten, dass bei einer toxischen Wirkung die Aus-
scheidung aller Aminosduren gleich beeinflusst wiirde, das heisst, dass
alle in vermehrtem Masse ausgeschieden wirden, denn die Menge des
mit der Nahrung zugefuhrten Eiweisses ist, verglichen mit den aus-
geschiedenen Aminosduren, so gross, dass die Unterschiede der Aus-
scheidung nicht auf mangelnde Zufuhr einzelner Aminosduren zurick-
gefuhrt werden kdénnen. Eine weitere Mdglichkeit zur Erklarung der
Mehrausscheidung wére die Annahme einer vermehrten Glomerulus-
Filtration. Diese Annahme fallt jedoch ausser Betracht, da der Amino-
saduregehalt im Plasma nicht erhdht ist. Es bleibt noch die Mdglichkeit,
dass beim Diabetes die Elckresorption der Aminosauren gestort ist.
Dies kénnte durch Uberbelastung des Besorptionssystemes durch die
vermehrt filtrierte Glucose Zustandekommen. Nach Untersuchungen
von Pitts3) wird aber die Besorption von Glycin durch gleichzeitige
Infusion von Glucose nicht beeinflusst; auch im Phloridzindiabetes
steigt die Aminostickstoffaussclieidung trotz der Glucosurie nicht an.
Nach den Untersuchungen von Pitts*), Eaton3), Beyer6), Goetsch7) und
Wright8) und Mitarbeitern an normalen Hunden werden von der Niere
pro Zeiteinheit verschiedene Mengen der einzelnen Aminosauren aus
dem Glomerulusfiltrat zuriickresorbiert, das heisst, der Schwellen-
wert der einzelnen Aminosduren ist verschieden. Er ist hoch fur Gly-

> G. L. Duff, Am. 3. Med. Sei. 210, 381 (1945).

2) M. G. Goldner, Bl. New York Acad. Med. 21, 44 (1945).

3 R. F. Pitts, Am. 5. Phvsiol. 140, 156 (1943/44).

) R.F. Pitts, Am. 3. Phvsiol. 140, 535 (1943/44).

5) .4. G. Eaton, F. P. Ferguson<OF. T. Byer, Am. 3. Phvsiol. 145, 491 (1946).

6) K. H. Beyer, L. D. Wright, H.F.Russo, H. R. Skeggs<bE. A. Patch, Am. 1.
Phvsiol. 146, 330 (1946).

7) E. Goeltsch, J. D. Lyltle, W.M.Grirn <m P. Dunbar, Am. 3. Phvsiol. 140, 688
(1943/44).

8) L. D. W'right, H.F.Russo, H. R. Skeggs, E. A. Patch <m K. Il. Beyer, Am. J.
Phvsiol. 149, 130 (1947).
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kokoll. Alanin, Methionin, Leucin, Isoleucin, Histidin und Trypto-
phan, niedrig fur Glutaminsdure, Lysin und Arginin. Trotz dieser
Unterschiede werden aber Alanin, Glykokoll, Glutaminsaure und
Arginin offenbar durch denselben Mechanismus zurickresorbiert
(.Pitts). Werden ndmlich diese Aminosduren zusammen mit Kreatin in-
fundiert, so nimmt mit steigender Konzentration der Aminosauren im
Plasma die Kuckresorption von Kreatin immer mehr ab und wird
schliesslich auf Kuli zuriickgedréangt, so dass, das Kreatin vermehrt
ausgeschieden wird. Kach unseren Versuchen werden nun im Diabetes
von den genannten 4 Aminosauren Alanin und Glykokoll eindeutig
vermehrt ausgeschieden, Glutaminsdure und Arginin trotz gleichem
Resorptionsmechanismus aber nicht. Es scheint also denkbar, dass im
Diabetes eine gewisse Storung der Ruckresorption einiger Amino-
sauren vorliegt. Endgultig kann die Frage nur durch Untersuchung
der Clearance der Aminosauren bei diabetischen Tieren geldst werden.

Die engen Beziehungen des Alanins zum Kohlehydratstoffwechsel,
der beim Diabetes vor allem gestdrt ist, kommen auch in dieser Ver-
suchsanordnung zum Ausdruck, zeigt das Alanin doch von allen Amino-
sauren beim Diabetes sowohl absolut wie relativ den gréssten Anstieg.
Die Ergebnisse stimmen Uberein mit friheren Untersuchungenl) tber
die Bildung von Alanin aus Kohlehydraten. Es konnte damals gezeigt
werden, dass bei Kohlehydratverabreichung am gesunden Tier in
erster Linie das Alanin in Blut und Leber angereichert wird.

Zusammenfassung.

1. Es wurde die Ausscheidung von 18 verschiedenen Amino-
sauren im Harn gesunder Ratten mit derjenigen alloxandiabetischer
Tiere verglichen.

2. Die Ausscheidung von Alanin, Serin, Methionin, Glykokoll,
Asparaginsaure, Prolin und Cystin ist bei den diabetischen Tieren
signifikant erhoht.

Bei Tyrosin, Leucin, Valin, Isoleucin, Phenylalanin, Lysin, Glut-
aminsaure und Tryptophan ist eine Erhéhung vorhanden; sie ist je-
doch nicht signifikant.

Bei Histidin, Threonin und Arginin findet sich sicher keine Er-
hohung im Diabetes.

3. Auffallend ist die intensive Mehrausscheidung beim Alanin.
Sie ist sowohl absolut als auch relativ, bezogen auf die normalen Ver-
gleichswerte, hoher als diejenige der Ubrigen Aminoséauren.

4. Der Alaningehalt von Leber, Kieren und Blut ist im Diabetes
erniedrigt, besonders deutlich im Coma diabeticum.

5. Die Bedeutung der Befunde wird diskutiert;.

Physiol.--chemische Anstalt der Universitat Basel.

D O. II'ms. llelv. 32, 153 (1949); 0. TA? d- B. Krueger, Heiv. 32, 527 (1949).
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62. Uber das freie Glykokoll in tierischen Organenl)
von R. Krueger.
(1. 11. 50.)

Die liier mitgeteilten Bestimmungen des freien Glykokolls in den
Organen vielgebrauchter Laboratoriumstiere (Batte, Katze, Kanin-
chen, Meerschweinchen, Taube) und in menschlichem Blut wurden
unternommen, um die Verteilung der Aminosiure in den verschie-
denen Geweben festzustellen. Ausserdem sollte der Glykokollgelialt in
Organen von Tierarten, die sich von Kohlehydraten erndhren, mit
solchen verglichen werden, die auf Eiweissnahrung eingestellt sind.
Diesem Vergleich kommt insofern Bedeutung zu, als sich neuerdings
herausgestellt hat, dass im Tierkdrper Glykokoll aus Brenztrauben-
saure?) entstehen kann.

In der Literatur finden sieh quantitative Angaben Uber das freie Glykokoll in Blut
und Geweben nur vereinzelt. Ghltman <0 Alexander3) untersuchten den Glykokollgehalt des
menschlichen Blutes, Christensen und Mitarbeiter4) teilten Werte fur menschliches Blut
und einige Organe des Meerschweinchens, der Ratte und des Kaninchens mit. Diese Auto-
ren bedienten sich alle der Bestimmungsmethode von Alexander und Mitarbeitern5). Ausser-
dem haben wir9) das Glykokoll mit meiner MethodeO) in der Rattenleber nach verschiedener
Erndhrung bestimmt. In der vorliegenden Arbeit ist ebenfalls unsere eigene Methode be-
nutzt worden, da die Bestimmung nach Alexander (loc. eit.), wie ich frither zeigte7), durch
die Anwesenheit anderer Aminosduren erheblich gestért werden kann. Christemen und
Mitarbeiter8) haben das vor einiger Zeit bestatigt. Die mikrobiologische Methode von
Dunn und Mitarbeitern9) ist fur die Bestimmung des freien Glykokolls wenig geeignet,
da die Mikroorganismen auch glykokollhaltige Peptide spalten kénnen und daher gebunde-
nes Glykokoll mitbestimmt wird.

Experimenteller Teil.

Im Blut wurde das Glykokoll nach Hamolyse, also im Gesamtblut, bestimmt. Zur
H&molyse wurde das Blut in destilliertes Wasser pipettiert und die Enteiweissung gemass
Polin & Wul0) mit Wolframsdure vorgenommen. Die endgultige Verdinnung des Filtrates
war meist 1:8, bei der Katze 1:6 und bei der Taube 1:10. Die Entnahme des Blutes er-
folgte am Morgen nach 12stiindigem Fasten; in allen Fallen verwendeten wir 5 cm3 Blut.

') Die Arbeit wurde mit Unterstitzung der Emil-Barell-Stiftung durchgefihrt.

2) R. Krueger, Helv. 33, 233 (1950).

3) E. Guiinan <0 B. Alexander, J. Biol. Chem. 168, 527 (1947) und 171, 821 (1947).
4) H. Christensen, J. Streicher <0 R. Elbinger, J. Biol. Chem. 172, 515 (1948);

H. Christensen, J. Rothwell, R. Sears 4-./. Streicher, J. Biol. Chem. 175, 95 und 101 (1948).

5) B. Alexander, G. Landwehr <t A. M. Seligman, J. Biol. Chem. 160, 51 (1945).
°) R. Krueger & O. ITiss, Helv. 32, 1341 (1949).

® R. Krueger, Helv. 32, 23S (1949).

s) H. Christensen, M. Cushing <t J. Streicher, Arcli. Biochem. 23, 96 (1949).

9 M. S. Dunn, S. Shankman, M. N. Camien, W. Frankl & L. B. Rockland, J.

Chem. 156, 703 (1944); S. Shankman, M. N. Camien J: M. S. Dunn, J. Biol. Chem. 168,
51 (1947).
10) O. Polin OIl. Wu, J. Biol. Chem. 38, 81 (1919) und 41, 367 (1920).

Biol.
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Tier

Ratte

Katze

Kanin-
chen

freer-
schwein-
chen

Taube

Organ

Blut
Leber
Niere
Milz
Herz
Lunge
Muskel
Gehirn

Blut
Leber
Niere
Milz
Herz
Lunge
Muskel
Gehirn

Blut
Leber
Niere
Milz
Herz
Lunge
Muskel
Gehirn

Blut
Leber
Niere
Milz
Herz
Lunge
Muskel
Gehirn

Blut
Leber
Niere
Herz
Lunge
Muskel
Gehirn

36
24,0
56,4
27,7

8,8
44,5
30,0
21,5

1,7
17,3
21,8
20,1

8,4
39,4
15,6

8,3

8,1
51,5
48,0
33,6

9,4
27,0
18,9

9,0

6,3
80,0
108,0
56,0
18,0
45,0
40,0
21,6

11,0
27,4
37,8

6,0
40,7
12,0
11,8
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3,4
31,2
44,0
19,8

7.8
49,5
28,0
14,0

2,0
13,2
15,6
19,2

4,8
34,0
18,8

9,0

9,6
61,2
57,5
24,0

51
29,1
17,0

8,8

55
112,0
116,5

41,5
17,3
42,0
37,8
16,5

10,7
29,4
49,5

7,2
51,5

9,6
12,8

Tabelle |I.
Freies Glykokoll in tierischen Organen

Glykokoll in mg%

3,0
32,3
54,6
32,2

7,5
41,5
33,0
25,4

2,1
12,9
20,4
28,6

55
39,8
19,8

4,8

8,5
60,0
48,7
25,8

4,4
23,4
18,0
12,0

7,3
162,0
1124
53,«)
15,5
54,7
39,4
21.2

14,6
24,8
36,2
10,6
41,8
17,6

9,8

2,8
25,2
53,7
21,7

8,4
61,5
18,9
143

2,2
17,2
24,9
22,3

3,9
34,0
10,5

3,6

6,4
31,2
36,3
24,0

9,4
26,8
10,2

7,5

6,2
73,0
133,2
66,0
14,3
67,2
41,7
13,6

15,2
32,2
25,2

8,3
24,6

9,6
17,6

3,3
21,0
38,0
27.3
10,4
43,0
22,8
15,0

1.9
11,3
21,0
13,2

6,0
26,2

9,7

8,2

8,6
33,0
29,4
17,4
12,7
39,4
27,0

8,0

54
136,0
122,0
41,5
13,8
55,0
37,2
22,8

135
26,4
43,5

8,7
40,7
10,2
15,6

3.4
27,4
48,2
33,5

7,2
48.2
27,4
21,4

111
25,8
26,8

3,9

8,7

8,7
55,5
51,0

91
26,4

7,0

6,6
57,5
127,0
40,5
13,2
57,5
32,8
20,2

31,9
21,8
8,3
44,7
9,6
121

3,6
18,6
51,4
29,5

8,5
52,5
29,8
23,4

9,4
23,6

15,7

8,7
35,8
37,9

13,7
24,8

9,2

4,9
146,0
126,0

41,0
37,0
115

258
36,6
8.2
44,0
7,8
12,9

38
14,4
41,0
27,7
11,4
56,5
23.7
23,1

15,8
21,6

17,6

8,5
49,0
53,5

4,8
61,5
108,4

46,0
33,6
10,5

29,2
26,1

5,8
35,0
12,1

Mittel

3,3
24,3
49,2
28.2

8,8
49,7
26,7
19,8

2,0
13,5
21,8
21,7

54
34,7
14,6

6,8

8,4
47,2
45,4
25,0

91
28,2
18,2

8,9

59
103,3
119,2

50,0
153
511
37,5
17,5

13,0
28,4
51,8
7,9

40,4
10,9
13,2



Volumen xxxnr, Fasciculus 11 (1950) - No. 62. 421

Die Werte fur das Menschenblut stammen von 11 gesunden méannlichen und weiblichen
Versuchspersonen im Alter von 19—54 Jahren. Die Gewichte der Versuchstiere betrugen:
Ratten 250—300 g, Meerschweinchen 500—600 g, Tauben 350—450 g, Katzen 1,5—2,5 kg,
Kaninchen 2,5—3 kg. Es wurden Tiere beiderlei Geschlechts verwendet. Die Tiere wurden
durch Dckapitieren getdtet und das zuerst ausfliessende Blut aufgefangen. Gleich darauf
wurden die Organe entnommen, gewogen und im vorgekiihlten Mdrser mit Seesand zu
homogenem Brei verrieben. Nach Zugabe der fir die Eiweissfallung nétigen Wassermenge
und grindlichem Verrihren wurde kurz zentrifugiert und die flissige Phase mit Wolfram-
sdure enteiweisst. Der filtrierte, enteiweisste Extrakt wurde dann mit Wasser so verdinnt,
dass in 1 cm3etwa 5—10y Glykokoll enthalten waren. Um diese Konzentration zu er-
reichen, war es bei einigen Tierarten notig, zwei gleiche Organe von verschiedenen Tieren
zu vereinigen. Bei der Batte und dem Meerschweinchen wurden 2 Milzen und 2 Herzen
fur eine Bestimmung zusammengenommen, bei der Taube die Nieren und das Gehirn von
2 Tieren. Schloss sich die Bestimmung des Glykokolls nicht direkt an den Versuch an, so
wurden die enteiweissten Extrakte tber Nacht unter Luftabschluss im Eisschrank auf-
bewahrt. Die in den folgenden Tabellen unter ,,Muskel“ aufgefiihrten Zahlen bedeuten die
Werte fur die Skelettmuskulatur der Hinterbeine, nur bei den Tauben ist darunter der
Brustmuskel zu verstehen. Das Glykokoll wurde mit der eigenen Methode (loc. eit.) be-
stimmt.

Tabelle 2.
Freies Glykokoll in menschlichem Blut.

Glykokoll in mg% Mittel

2,9 3,2 2,9 35 2,7 2,9 2,6 3,7 2,6 2,6

31
2,9 3,0 3,6 3,5 3,6 2,8 3,0 3,3 2,8 2,5

Besprechung der Ergebnisse.

Bei allen untersuchten Tierarten fanden sich erhebliche Mengen
freien Glykokolls in den Organen. Die hdchsten Anteile waren regel-
maéssig in der Niere, der Leber und der Lunge enthalten. Auch die
Milz besass hohen Glykokollgelialt. Die Muskulatur wies mittlere
Konzentrationen auf, wahrend im Gehirn und im Herzen die gering-
sten Glykokollmengen angetroffen wurden. Die hohen Konzentratio-
nen in Leber und Niere sind wegen der regen Stoffwechseltatigkeit die-
ser Organe verstandlich. Uberraschend ist dagegen der hohe Glyko-
kollgehalt der Lunge. Vielleicht hat er fur die Bildung des Elastins
Bedeutung, da dieser Eiweisskdrper, aus dem die elastischen Fasern
der Lunge bestehen, besonders glykokollreich ist. Interessant ist die
bei allen Tierarten vorhandene Differenz zwischen Skelett- und Herz-
muskel, auch hierin kommt offenbar die Verschiedenheit des Stoff-
wechsels der beiden Gewebe zum Ausdruck.

Um zwischen dem Glykokollgelialt der Organe von Carnivoren
und Herbivoren vergleichen zu kénnen, wurde der Durchschnitt der
in der Tabelle 1 angegebenen Mittelwerte aller untersuchten Organe
je einer Tierart fur Katze, Kaninchen und Meerschweinchen berechnet.
Die Zahlen haben ausschliesslich relative Bedeutung. Die Ratte wurde
aus dem Vergleich fortgelassen, da sie omnivor ist und wir friher
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(loc. cit.) zeigten, dass dort der Glykokollgehalt der Leber von der Art
des Futters abhdngt. Ebenso wurde die Taube nicht mitverglichen,
da sie einer anderen Tierklasse angehdrt. Die resultierenden Zahlen
sind: Katze 15,1 mg%, Kaninchen 23,8 mg% Meerschweinchen
50,0 mg%. Es besteht also in unserem Falle ein sehr deutlicher Unter-
schied zwischen der Katze, die sich vor allem von Eiweiss ernahrt,
und dem Kaninchen und Meerschweinchen, die sich von Kohlehydra-
ten ernéhren; beide Kohlehydrat verwertenden Tierarten besitzen ei-
nen hoheren Glykokollgehalt ihrer Organe. Dieser Befund stimmt gut
zu der Feststellung (loe. cit.), dass das Glykokoll im Tierkdrper aus
Brenztraubensdure, einem Hauptabbauprodukt des Kohlehydrat-
stoffwechsels, entstehen kann.

Zum Schluss noch eine Bemerkung zur Methodik. Vergleicht man
die Zahlen fur das menschliche Blut, die Alexander (loc. cit.) angab,
mit den hier angefuhrten, so ergibt sieh, dass seine Werte durch-
schnittlich um etwa 30% niedriger sind, als die in Tabelle 2. Meine
frihere Angabe, dass bei Anwendung der Glykokollbestimmungs-
methode Alexander's (loc. cit.) auf das Blutfiltrat ein Fehler von
25—35% zu erwarten sei, wird dadurch bestatigt. Wie am Anfang
schon erwéhnt, wird diese Bestimmung durch verschiedene andere
Aminosduren gestért. In den Organen ist die Relation Glykokoll/
Stérende Aminosauren teilweise ginstiger, so dass in manchen Féllen
eine Bestimmung des Glykokolls auch ohne vorherige Entfernung der
stérenden Aminosduren durch Kohleadsorption mdglich ist.

Zusammenfassung.

1. Bei der Ratte, Katze, dem Kaninchen, Meerschweinchen und
der Taube wurde das freie Glykokoll in folgenden Organen bestimmt:
Blut, Leber, Kiere, Milz (ausser bei der Taube), Herz, Lunge, Muskel
und Gehirn. Ausserdem wurden Werte fir das menschliche Blut ange-
geben.

2. Bei drei der untersuchten, vergleichbaren Tierarten ist der
Glykokollgehalt der Organe von Herviboren erheblich hoher, als der
von Carnivoren.

Fraulein N. Karlen danke ioli fiir ihre Hilfe hei den Versuchen.

Physiol.-chemische Anstalt der Universitat Basel.
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