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Fir die Herren Mitarbeiter zur Beachtung

Eine wissenschaftliche Zeitschrift kann bei gleichen Herstellungskosten ihren
Lesern um so mehr bringen, je knapper die einzelnen Beitrage in der Abfassung
gehalten sind. Kiirze der Darstellung ist dem Verstandnis forderlicher als unge-
hemmte Weitschweifigkeit. Auf lange historische Einleitungen, wiederholte Be-
schreibung schon geschilderter Operationen, auf die liebevolle Charakterisierung an
sieh nebenséchlicher Substanzen aus parallelen Reihen sollte verzichtet werden.
Hier ist gedrangte Zusammenfassung im Lapidarstil am Platze.

Die Redaktion behélt sieh vor, Manuskripte; die den angedeuteten Grundséatzen
entgegcnlaufen, dem Autér zur Kurzung.zurickzusenden;

Abhandlungen, deren Inhalt, wenn auch nur teilweise, schon an anderer Stelle
verdffentlicht worden ist oder verdffentlicht werden soll, werden nicht aufge-
nommen.

Es wird besonders gebeten, die Korrekturen rasch zu erledigen. Nur dann
ist das schnelle Erscheinen der Abhandlungen gewé&hrleistet. Verzogerte Korrek-
turen fihren zur Zuruckstellung des betr. Beitrages. li

Zusammengesetzte Namen sollen der Ubersichtlichkeit wegen” schon im Manu-
skript unter Anwendung von Trennungsstrichen wiodergegeben werden, z. B
Methyl-naphthyl-ketoh, nicht ,,Mcthylnaphthylketon™.

Formeln,diewiederkehren,werden zweckmaRig mit rémischen Ziffern numeriert,
die einen einfachen Hinweis gestatten.

Bei der Wiedergabe der Analysen ist im allgemeinen von der Ausfihrung der
Belcgzahlcn Abstand zu nehmen.

Zitate von Zeitschriften werden nach dem jetzt allgemein eingefihrten Braue

bgekiirzt. . L .
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Totalsynthese des T,6-Dimethyl-1|2-Henzanthracens
und des T,5,6-Trimethyl-1,2-benzanthracens

Von llans Herloff Inhoffen, Georg Stoeck und Enno Libcke.
(Aus dem Organisch-chomisehen Institut der Technischen Hochschule Braunschweig)
(Mit 1 Figur im Text)

(Eingegangen am 31. Januar 1949) '

Die Uberfiihrung der Desoxycholsaure (1) tiber das Dehydronorcholen
(IT) in das hochcancerogene Methylcholantliren (111)1) hat den Gedanken
nahegelegt, daR unter Umstdnden auch im menschlichen und tierischen
Organismus krebserregende Stoffe (z. B. 111) aus Sterinen und Gallen-
sduren entstehen kdnnten. Nachdem es gelungen ist, auch Cholséure und
besonders Cholesterin in Mdthylcholanthren (iberzufiihren2), ist anzu-
nehmen, daB aus allen Steroiden mit einer entsprechenden aliphatischen
Seitenkette am C-Atom 17 Methylcholantliren unter bestimmten ener-
gischen Dehydrierungsbedingungen erhalten werden kann. Hinsichtlich

COOH

der Vermutung eines dhnlichen Dehydrierungsverlaufes in der mensch-
lichen und tierischen Zelle mifite man annehmen, dafl der Organismus

> H. Wieland und E. Dane, H. 219, 243 (1933).

2) Zusammfassung: J. W. Cook, Chemistry and Cancer, London (1943).

*) Abweichend von der tblichen Schreibweise fur Steroide wurde die obige verwendet,
um die konstitutionelle Beziehung der finfkernigen Verbindungen zum Bcnzanthracen
augenfallig zu machen.
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178 Hans Herloff Inhoffen, Georg Stoeck und Enno Lilbcke

unter bestimmten Bedingungen imstande ist, Dehydrierungen durch-
zufihren. Dem entgegen stehen die extremen Reaktionsbedingungen,
die zur Bildung des Methylcholantlirens in vitro notwendig sind, so daf3
mitgroBer Wahrscheinlichkeit der Verlauf in vivo ein anderer sein mufte.

Einer der Griinde fir die groBe Stabilitdt des hydroaromatischen
Steroidskelettes und damit fur die extremen Bedingungen einer Aro-
matisierung sind ohne Zweifel die beiden angularen Methylgruppen an
den C-Atomen 10 und 13. Nachdem mm bei dem im Ring A zweifach
ungesattigten Sterinketon (V1) der Ring A durch Methylwanderung unter
wesentlich milderen Bedingungen aromatisiert werden konnte (V113
wadre zu diskutieren, ob nicht die Einleitung fur eine totale Dehydrierung
des Steroidskelettes in vivo durch eine solche Aromatisierung des Ringes
A, ndmlich unter Methylwanderung, gegeben sein kdnnte. Ein mdglicher
Weg ware dann der folgende:

-OH

[\Y Vi

Cholesterin Cholestenon Cholestadienon

Vil VIl

Sterinphenol

CH3

R* CH3 /V r"

CH, CH,
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CH3
CH3 CH3 R'= —CH3("ir-C 113
| B 5
R = —GH—OHj—CH2i-CH3—GH—CH3 = H
2 B 5 2
R"™ = H; OH

Aus dem Sterin IV mit der Seitenkette 11 konnte tiber das Keton V durch
partielle Dehydrierung das 3-Keto-dien VI und hieraus unter Wanderung
der CI0-Methylgruppe an das C-Atom 1 das bereits bekannte Sterin-
phenol3 mit aromatischem King A entstehen, VII. Wéhrend die Annahme
einer Umwandlung des einfach ungeséattigten Ketons V in das zweifach
ungesattigte Keton V1 nicht zellunmdglich erscheint, liegen hinsichtlich
einer Aromatisierung durch Methylgruppen-Wanderung VI -> VII
noch keine diesbezuglichen Erfahrungen vor. Nach dieser ,einleitenden
Aromatisierung“ stiinde einer vélligen Dehydrierung des Kinges B nichts
mehr im Wege, VII — VIII. Ein anschliefender Kingschlufl und
weitere Dehydrierung ergabe dann einen Stoff IX, fiir dessen restlose
Aromatisierung zum Dimethylcholanthren X noch die Eliminierung der
angularen Methylgruppe an C13notwendig ware. Die Fragen, ob ein Kor-
per mit der Konstitution 1X schon selbst krebserregende Eigenschaften
besitzt und ob er unter bestimmten physiologischen Bedingungen in der
Zelle in das Dimethylcholanthren umgewandelt werden kann, harren
noch der Beantwortung. Ein nochmaliger RingschluR vermittels der
restlichen C4Seitenkette R', wie ihn W. Bergmann diskutiert hat4),
wirde zu einem theoretisch méglichen Endprodukt der Sterin-dehy-
drierung, zum Trimethyl-steranthren (XI) fihren.

In dem obigen Reaktionsschema muB die Umwandlung 1V -5 V als
physiologisch méglich angesehen werden, nachdem Cholestenon als Pro-
dukt des Cholesterin-Stoffwechsels gefallt werden konnte5). Desgleichen
ist die Dehydrierung VII — VIII als zellmdglich anzusprechen im
Hinblick auf den Befund, da vom Pferd neben Oestron auch Equilin und
Equilenin ausgeschieden werden6).

In dem vorstehenden hypothetischen Reaktionsschema IV — X
sind die beiden Grundgedanken die ,einleitende Aromatisierung“ des
Ringes A unter Methylwandenmg und die schon mehrfach diskutierte
vollstdndige Dehydrierung nebst Ringschluf. Ob die Eliminierung
der phenolischen OH-Gruppe an 3 zellmdglich ist, scheint fraglich,
nachdem Boyland und Shoppee7) gefunden haben, dal an Ratten

3) Zusammenfassung: H. H. Inhoffen, Ang.,Chem. 53, 473 (1940), 59, 207 (1947).
*) W. Bergmann, Z. Krcbsforschg. 48, 546 (1939).
-B R.Schoenheimer und D. Rittenberg, Science, New York (N, S.)82,156 (1935).
e) A. Girard, G. Sandulesco, A. Fridenson und J. J. Rutgers, C. R. 195,
981 (1932).
7) Chem. Soc. 801 (1947).

12+



180 Hans Herloff Inhoffen, Georg Stoeck und Enno Luhcke

und Kaninchen gefittertes 1,2,5,6-Dibenz-anthracen als 4',8-Dioxy-
1,2,5,6-dibenz-anthracen und Benzpyren als 8-Oxybenzpyren ausge-
schieden wird.

Bezuglich der phenolischen Hydroxylgruppe sei daran erinnert, dal3
dieses Hydroxyl im Sterinphenol (VII) und im 1-Methyl-6stradiol (V1I,
R = OH) in eigenartiger und bislang unerklarlicher Weise von der in-
stdndigen Methylgruppe beeinflut wird: beide Phenole sind alkali-
unléslich und wurden daher als Kryptophenole angesprochen. Daruber
hinaus" hat das Ostradiol-molekil durch den Eintritt des Methyls in
m-Stellung zur Hydroxylgruppe seine Ostrogene Wirksamkeit véllig ein-
gebiuRt. Es erhebt sich somit die weitere Frage, ob etwa ein spezieller
EinfluR gerade dieser Methylgruppe dahingehend mdglich ist, dal neben
einem Kohlenwasserstoff X auch das entsprechende Phenol (R" = OH)
cancerogene Eigenschaften aufweist.

Wir haben fur die diskutierten Reaktionen das Cholesterin heran-
gezogen, da es im Organismus erheblich weiter verbreitet ist als die
Gallensduren. Wahrend aus Gallensduren nach obigem Schema ein
Dimethyl-cliolanthren (X, R '= H) entstehen sollte, miiRte man beim
Cholesterin, infolge seiner langeren Seitenkette, am C-Atom 23 des
Cholanthrenmolekdls einen Isobutylrest erwarten. Nur ganz energische
bzw. besondere Reaktionsbedingungen kdnnen eine Abspaltung dieser
CHH 9Gruppe verstdndlich erscheinen lassen. Somit ergibt sich hier
eine letzte Frage, ob die Grundgeriste 1X und X auch dann noch
cancerogen sind, wenn sie auBer durch die beiden Methylgruppen an
1 und 20 auch noch durch Hydroxyl an 3 und Isobutyl an 23 sub-
stituiert sind.

Wir haben nun versucht, das Dimethylcholanthren X aus Gallen-
sduren darzustellen sowie auch synthetisch aufzubauen; beide Ver-
suche haben noch nicht zum Ziel gefiihrt*. Die Synthese konnte
nicht restlos zum Abschluf gebracht werden, da die Anfiigung des
Finfringes an die Verbindung X1X bisher nur mit sehr schlechten Aus-
beuten verlauft.

Auf dem Wege zmn obigen Dimethylcholanthren konnten jedoch
gleichzeitig das I'fi-Dimethyl-1,2-benzanthracen (XX) und das I',5,6-
Trimethyl-1,2-benzanthracen (XVIII) dargestellt werden. Sie interes-
sieren als bisher unbekannte substituierte Benzanthracene, deren can-
cerogene Wirkung spezifisch von den Substituenten abhéngt. Das Tri-
methyl-benzanthracen kommt gleichzeitig dem gesuchten Dimethyl-
cholanthren nahe, nachdem Fieser und Newman gefunden haben,
daR nicht der geschlossene Funfring fir die krebserregende Wirksam-
keit notwendig ist, sondern nur eine Substitution an den C-Atomen
5 und 108).

8) Amer. ehem. Soc. 38, 2376 (1036).
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Die Synthese wurde wie folgt durchgefihrt:

HO CH3 XVII

XVIl
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Vom Naphthalin ausgehend wurde {iber 7 Zwischenstufen das Keton X1
aufgebaut, das nach Kondensation mit Oxalsiiurc-dimethylester das
Glyoxalat X111 ergab. Aus X111 entsteht durch Abspaltung von CO die
Carbo-methoxyverbindung X1V, die nach Methylierung XV ergibt. Die
Substanz XV ist ein *-Ketosdureester und gibt bei der Ketonspaltung
* die Verbindung XVI. Aus
XV entsteht durch Grig-
nardierung XV Il und hier-
aus durch Dehydrierung
das I',5,6-Trimethyl-1,2-
benzanthracen XVIII. In
einem zweiten Weg wurde
XVI nach Meerwein-
Ponndorf zum Alkohol
XI1X reduziert und dieser
zum  r,5-Dimethyl-1,2-
benzanthracen XX dehy-
driert.
Aus X1 X wurden die Chlor-
wasserstoff- und Bromwas-
serstoffester  dargestellt.
Jedoch ergaben Versuche,

220 220 J0 m 020 . i
, mit Natriummalonester zu
Fig. 1 kondensieren, so geringe
I X—X-X \'fi-Dimelhyl-\,I-btnzanthracen Ausbeuten, daB der Fiinf-
I 0-0-0 \5fi-Trimethyl-\,2-bcnzanthracén ring nicht ankondensiert

werden konnte.
Die Einzelheiten der Synthese sind im experimentellen Teil wieder-
gegeben. Das Spektrum der Substanzen XX und XVIII zeigt Fig. 1
Die physiologische Priifung ist noch nicht abgeschlossen.

Experimenteller Teil
I'-Melhyl~D-keto-5,6,7,8-tetrahydro-1,2-be7izanthracen (X11)

Die Darstellung der obigen Verbindung verlief ohne wesentliche Ab&nderungen
nach den folgenden Literaturangaben:/LNaphthoylpropionsaurel), y-(2-Naphthyl-)-
buttersaurel0’1l), 4-Keto-1,2,3,4-tetrahydro-phenanthrcnl?), 4-Oxy-4-methyl-1,2,
3,4-tetrabydro-phenanthren13), 4-Methyl-phenanthren”), /j-(3-(5-Methy1)-phenan-
throyl)-propionsaurell), ;-'-(8-(5-Methyl)-phenanthryl)-buttersdurel0,u), I'-Methyl-
U-keto-S.0AjS-tctralvydro-I~-benzanthraccnll).

9)B. D. Haworth, Chem. Soc. 1125 (1932).

0) A. L. Wilds und W. J. Close, Am. Chem. Soc. 68, 84 (1946).

‘) E.L.Martin, Am. Chem. Soe. 58,1438 (1936).

12) Organic Réactions 11, 138.

**)W. E. Bachmann undR. C. Edgerton, Am. Chem. Soc. 62, 2220 (1940).
1J) W. E. Bachmann und R. C. Edgerton, Am. Chem. Soc. 62, 2552 (1940).
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Kondensation mit Oxalester (XIII)

400 mg von den Krusten befreites Natrium wurden in 40 ccm abs. Methanol unter
abs. FeuchtigkeitsausschluB in Lésung gebracht und dann das uberschussige Me-
thanol i. V. auf dem Wasserbad restlos entfernt. Nach dem Abkuhlen wurden 2,2 g
sorgfaltig getrockneten Oxalsaure-dimethylesters liinzugeftigt. Der Reaktionskolben
wurde dann mit Gaseinleitungsrohr, Tropftrichter und RuckfluRkihlcr mit Cal-
ciumchloridrohr versehen, evakuiert und mitgutgetrocknetem Stickstoffgefullt. Die
gesamte Reaktion wurde unter Stickstoff ausgefihrt. Im Reaktionskolben wurde
Natriummethylat und Oxalester unter schwachem Erwédrmen in Ldsung gebracht,
wobei Verfarbung nach gelb-orange eintrat. Nach dem Abkuhlcn wurden 2 g der
Substanz X 11 in 25 ccm abs. Benzol geldst zugetropft. Es trat momentan die Ab-
scheidung des Natriumsalzes des Glyoxalats ein. Die Lésung wurde 10 Minuten ge-
schittelt und blieb dann noch 1 Stunde bei Zimmertemperatur stehen. Anschliefend
wurde durch Zutropfen von Wasser unter Eiskiihlung zersetzt, in 300 ccm Benzol
aufgenommen und mit'100 ccm 2proz. Natronlauge ausgeschittelt. Aus der Ben-
zollosungwurden 25 mg des Ausgangsmaterials zuriickgewonnen, die durch Schmelz-
punkt und Mischschmelzpunkt identifiziert wurden.

Die schwach tribe Losung des Natriumsalzes des Glyoxalats wurde filtriert,
mit Uberschissiger verd. Salzsaure das Glyoxalatin Freiheit gesetzt und in Benzol-
Ather aufgenommen. Nach dem Trocknen der neutral gewaschenen Benzol-Ather-
I6sung und Eindunsten hinterblieb ein dunkelgeféarbtes Ol. Eswurde kurz mit Aktiv-
kohle in Aceton gekocht, mit Methanol versetzt und konzentriert. Es wurden 2,2 g,
d.s. 81% d. Th. vom Smp. 134—135° erhalten. Nach dreimaligem UmKkristallisieren
aus Methanol war der Smp. 135,5—136,5°.

C2H10 4 Ber. C 76,30 H 5,22
Gef. ,, 76,45 ,, 5,17

I'-Methyl-5-Jceto-6-carbomethoxy-5fi)7,8-lelrahydro-1,"2-benzanthacen
(XIV)

2 g der Verbindung X111 wurden mit der mehrfachen Menge Glaspulver (gesiebt,
Maschenweite 0,15 mm2) im Morser gut zusammengerieben und in einem kleinen
Kolben mit Steigrohr unter Stickstoff erhitzt. Die bréunliche Schmelze zeigte ab
160° unter Aufschdumen eine lebhafte CO-Entwicklung. Die Gasentwicklung war
nach wenigen Minuten abgeklungen. Insgesamt wurde 18 Minuten auf 185° erhitzt.

Nach dem Abkihlen wurde mit Aceton extrahiert und die dunkelbraune Lésung
mit Aktivkohle aufgekocht. Auf Zusatz von Methanol fiel die sehr schwer I6sliche
Substanz in feinen, schwach gefarbten, sternchenférmigen Kristallen vom Smp.
138—139° aus. Die Ausbeute betrug 1,60 g, d. s. 88% d. Th. Nach mehrfachem Um-
kristallisieren aus Aceton-Methanol war der Smp. 148,5°.

02IH10 3 Ber. C 79,26 H 5,66
Gef. » 79,12» 5,84

I'-Methyl-5-keto-6-methyl-6-carbomethoxy-5,8,T,8-tetrahydro-
1,2-benzanlhracen (XV)

500 mg Natrium wurden in 12 ccm abs. Methanol gelost und zu der abgekihlten
klaren Lodsung eine durch Erw&rmen bereitete Lésungvonlg Substanz XI1Vir
5,5 ccm abs. Benzol in einem Schufl zugesetzt. Es ist nétig,nur  einekleine Meng
Benzol zu nehmen, da sonst die Reaktionszeit um ein Vielfaches Verlangert wird.
Bei den obigen Konzentrationen fallt sofort die Natriumverbindung als feinkristal-
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liner, hellgelber Niederschlag aus. In den Kolben werden dann 3 ccm Methyljodid
eingebracht und an einem gut wirkenden RuckfluBkuhler so erhitzt, da das Methyl-
jodid wohl siedet, sich aber nicht zunigréften Teil im Kuhler befindet. Unter diesen
Bedingungen ist die Reaktion in 10—20 Minuten beendet. Die hellbraune Ldsung
wurde dann noch 30 Minuten auf dem Wasserbad gekocht, abgekihlt, mit wenigen
Tropfen Eisessig neutralisiert und etwas konzentriert. Es wurde dann in Benzol-
Wasser aufgenommen und die wal3rige Lésung noch zweimal ausgeéthert. Die ver-
einigten organischen Lésungen wurden zweimal mit 2proz. Natronlauge und zwei-
mal mit Wasser, gewaschen und dann getrocknet. Nach dem Eindunston hinter-
blieben 0,9.72 g hellgriiner Nadeln vom Smp. 154—155°, d. s. 93% d. Th. Nach dem
Umkristallisieren aus Aceton-Methanol war der Smp. 157—158°.

C2H 2003 Ber. 0 79,52- H 6,03
Gef. » 79,55 » 6,21

I'-Met]iyl-5-keto-G-metliyl-5!G,7,8-tetrahydro-l,2-benza7ithracen (XVI)

Die Spaltung der Substanz XV zu XV I wurde sauer und allcaliseh durchgefuihrt.

200 mg Substanz XV wurden mit 3 ccm 45proz. Kalilauge und 10 ccm Methanol
2 Stunden auf dom Wasserbad am RuckfluRkihlcr gekocht. Dann wurde abgekihlt
und mit Wasser verdinnt. Der schlecht filtrierbare, réotliche Niederschlag betrug
120 mg, d/s. 67% d. Th. Der Smp. war 146°, nach dem Umkristallisieren aus Me-
thanol lag er bei 148°.

Zur sauren Spaltung wurden 1 g der Substanz XV mit 7,5 ccm Eisessig und 2 ccm
conc. Salzséure 4 Stunden am RickfluRkiihler im Olbad gekocht. Nach dem Ab-
kuhlen kristallisierte aus der violetten Ldsung die Substanz XV I in langen SpieBen
mit einerAusbeutevon 98% d. Th. Mitwenig AktivkohleinAceton gekocht und
mit Methanolversetzt wurden 0,796g,d.s. 96% d. Th.,vom Smp.148—148,5°
erhalten,

C.0I1jSO Bei'. C87,58 H 6,57
Gef. » 87,53 » 6,67

I'-Metftyl-U-oxy-ofi-diniethyl-ofiJ'R-letradiydro-1B-benzecmlhracen (XVII)

Aus 100 mg Magnesiumspédnen und 0,24 ccm Methyljodid wurde in 3 ccm Ather
eine Grignardldsung bereitet und bei 0° eine Auflésung von 100 mg der Substanz
XV1 in 3 ccm Benzol langsam eingetropft. Die Losung blieb 1 Stunde bei 0° und
20 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Die Zersetzung erfolgte mit fast geséat-
tigter Ammoniumchloridlgsung bei 0°. Die Ather-Bcnzollésung wurde mit wenig
Wasser, sehr verdinnter Ammoniaklésung und wieder Wasser gewaschen. Nach
dem Trocknen und Abdestillieren hinterblieben 102 mg eines hellgelben Oles, d. s.
95% d. Th.

1'5,6- Trimethyl-1,2-benzanthracen (XV111)

102 mg der Substanz XV 11 wurden mit 50 mg Palladiumkohle fein gemischt und
30 Minuten unter Stickstoff auf 310—320° erhitzt. Nach dem Erkalten wurde mit
viel Benzol extrahiert, mit wenig Aktivkohle entfarbt und das Benzol abgedunstet,
wobei die Substanz sofort auskristallisiertc. Die Ausbeute betrug 65 mg, d. s. 74%
d. Th. Nach Umkristallisieren aus Aceton-Methanol wurden fast farblose Nadeln
vom Smp. 137—137,5° erhalten.

Ber. C 93,33 H 6,67
Gef. » 93,23 » 6,82
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I'-Melhyl-5-oxy-6-methyl-5,6,7,&-tetrahydro-i,2-benzanlhracen (XI1X)

1 g der Substanz XV 1 wurde mit 32 ccm einer 1-molaren Ldsung von Alumi-
niumisopropylat in Isopropanol versetzt. Unter Benutzung eines Spezialkiihlers
wurden in 1,5 Stunden 22 ccm Destillat erhalten. Der Aceton-Nachweis mitDinitro-
phenyl-hydrazin war nach den ersten 8—9 ccm bereits negativ. Auch wenn 15 Mi-
nuten unter RiuckfluB gekocht wurde, zeigten die ersten destillierten Tropfen kein
Aceton. Die Reaktionslésung wurde in 250 ccm auf 0° gekiihltes Wasser und 10 ccm
conc. Schwefelsaure oingegossen und ausgedthert. Die Atherlésung wurde mit Was-
ser, verd. Ammoniak und Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen wurde der Ather
verjagt und der Rickstand in Aceton aufgenommen und mit Petrolather versetzt.
Nach Stehen im Eisschrank fielen sehr feine, grinsticlige Nadeln vom Smp. 121 bis
122° (Sintern ab 107°). DieAuswaage betrug 0,920 g, entsprechend 92% d.Th.Durch
Umkristallisieren konnte der Schmelzpunkt nicht gedndert werden.

1',6-DimetJiyl-1,2-benzanlhracen (XX)

400 mg Substanz X1X wurden mit 200 mg Palludiumkohle fein gemischt und
unter Stickstoff am Steigrohr 30 Minuten auf 310—320° erhitzt. Nach dem Ab-
kiuhlen wurde mitviel Benzol extrahiert und mit wenig Aktivkohle entfarbt. Nach
dem Eindunsten hinterblieb ein farbloses Ol, das nach Aufnehmen in Aceton und
Versetzen mit Methanol 0,268 g feine farblose Nadeln ergab, d. s. 72% d. Th. Nach
dreimaligem Umkristallisieren aus Methanol war der Smp. 114—114,5°.

CXHla Ber. 0 93,75 H 6,25
Gef. » 93,75 » 6,34

Uber NftCyan-sidurehydrazide
und ihre Umwandlung in I,2,4-Triazolone-3

Von Heinz Gehlen

(Aus dem Institut fiir organische Chemie der Johann-Wolfgang-Goethc-Universitat,
Frankfurt/Main)

(Eingegangen am 5. Februar 1949)
Die bisher nicht beschriebenen, am endstandigen Stickstoffatom cya-
nierten Sdurehydrazide der allgemeinen Formel R «CO «NH «NH «CN

lassen sich in glatter Reaktion durch Einwirkung von Bromcyan auf
Séurehydrazide in wéRriger Losung gemdR der Gleichung

R «CO*NH *NH2+ BrCN = R «CO®NH -NH «CN + HBr

gewinnen, wobei der freiwerdende Bromwasserstoff durch Hydrogen-
carbonat gebunden werden kann.
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Die N'9Cyan-saurehydrazide sind farblose, gut kristallisierende Ver-
bindungen, die sehr leicht sublimieren und unterhalb ihres Schmelz-
punktes bestandig sind, aber wenige Grade daruber sich langsam zer-
setzen. Obwohl ihre wélrige Lésung neutrahreagiert-, handelt es-sich bei
den N'yCyan-saurehydraziden um Verbindungen von deutlich alkali-
schem Charakter, denn sie bilden mit Mineralsduren ausgezeichnet kry-
stallisierende Additionsverbindungen, die in saurer Ldsung sehr bestan-
dig sind, durch reines Wasser aber fast momentan unter Abspaltung der
Séure und Ruckbildung des Cyan-hydrazids zersetzt werden.

Die Cyan-hydrazide zeigen aber auch saure Eigenschaften, indem sie
mit ammoniakalischer Silbernitrat-l6sung Silbersalze bilden, in denen
ein H-Atom durch Silber ersetzt ist. In neutraler oder schwach salpeter-
saurer Losung werden durch Silbernitrat Additionsverbindungen ge-
féallt, in denen auf 1 Mol des Cyan-hydrazids 1Mol Silbernitrat kommt.-
Dementsprechend nehmen die zweifach cyanierten Hydrazide der Dicar-
bonsduren 2 Mol Silbernitrat pro Mol Dicyan-dihydrazid auf. Jedoch
ist hier das eine Mol Silbernitrat wesentlich schwaécher gebunden als
das andere. Denn beim Umkristallisieren der Di-Silbernitratverbindun-
gen aus siedendem Wasser wird 1 Mol Silbernitrat abgespalten. Mit
ammoniakalischer Kupfersulfatldsung entstehen blaugriine Kupfersalze.
Bei der Darstellung der Silber- und Kupfersalze gelang es stets, nur ein
Wasserstoffatom der beiden NH-Gruppen durch das Metall zu ersetzen,
und es ist sehr wahrscheinlich, in Analogie zu dem Salzbildungsvermdgen
des Cyan-amids, dal es das Wasserstoff-atom der Cyan-amid-gruppe
NH «CN ist, das durch das Metall substituiert wird. Nun gelingt es aber
auch, die Cyan-hydrazide zu acetylieren und zu benzoylieren, wobei stets
nur ein Acyl-rest pro Mol Cyanhydrazid eingefuhrt werden kann. Dabei
ist sehr bemerkenswert, daR die Acylverbindungen ebenfalls mit ammo-
niakalischer Silbernitratlésung farblose, amorphe Féllungen geben, die
pro Mol Acyl-cyan-hydrazid ein Atom Silber enthalten, so dal man den
Eindruck gewinnt, daR bei der Acylierung ein anderes Wasserstoff-atom
in Reaktion tritt als bei der Salzbildung der nicht acylierten Cyan-hydra-
zide." Man wird demnach wohl annehmen kénnen, daR die Acylierung an
der Carbonamid-gruppe angreift und demnach den Acylverbindungen
die allgemeine Formel R mCO mN «NH «CN zukommt.

OC-R

Auch die Acyl-cyan-sdurehydrazide bilden mit Mineralsduren gut
krystallisierte S&ureadditionsverbindungen. Dabei ist aufféllig, dafl bei
ihrem Zerfall in Cyan-hydrazid und S&ure durch Einwirkung von Wasser
im Falle der Acetylverbindung gleichzeitig die Acylgruppe abgespalten
wird, wdhrend bei der Benzoylverbindimg eine analoge Verseifung nicht
cintritt.

Von dem chemischen Verhalten der Cyanhydrazide werden in der vor-
liegenden Arbeit insbesondere die saure und alkalische Hydrolyse unter-
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sucht. Die Erwartung, dafl beim Erhitzen mit S&uren in erster Reak-
tionsphase isolierbare Carbonamide entstehen gemdR der Gleichung

R +CO+*NH *NH *CN+ H2D = R *CO*NH *NH «CO *NHa,

wie das bei den Nitrilen bzw. dem Cyanamid so leicht geschieht, hat sich
nicht erfillt. Zun&chst erweisen sich die Cyanhydrazide dem Angriff von
Séuren gegeniiber verhdltnismaRig stabil. Selbst nach mehrstiindigem
Erhitzen mit conc. Schwefelséure auf 120 °lassen sich in dem Reaktions-
gemisch noch merkliche Mengen des unverénderten Cyan-hydrazids nach-
weisen, wéhrend andererseits bei dem angegriffenen Anteil die Hydrolyse
gleich weiter bis zur vollstdndigen Aufspaltung in Carbonséure, Hydrazin,
Kohlensaure und Ammoniak 'geht. Die saure Hydrolyse der N-Cyan-
,saurehydrazide, die wohl Uber die acylierten Semicarbazide verlduft,
148t sich wie folgt formulieren:

R .CO*NH *«NH «CN R mCO *NH -NH «CO *NH,
R «COOH+ H.Ne*NH «CO*NH, -> HM NH,+ C02+ NH3

Auch die alkalische Hydrolyse der Cyanhydrazide nimmt zum Teil
den oben angegebenen Verlauf, jedoch tritt hierbei in mehr oder minder
groBem Umfange, je nach der Natur des Restes R, eine ganz andere
Reaktion in den Vordergrund, die zu einem am'Kohlenstoffatom 5 sub-
stitmeTtenl,2,4-Triazolon-3 fiihrt und im Endeffekt- auf eine Cyclisierung
des Cyanhydrazids hinauslduft nach:

R-CO-NH-NH-CN -> R-C —NH

NH

Kocht man z. B. das N-Cyan-phenyl-propionsdure-hydrazid y2 Stunde
mit 10proz. Kalilauge, so geht mehrals 50 % derVVerbindung in 5-/J-Phenyl-
athyl-1,2,4-triazolon-3 Uber, zu etwa 50% verlduft die Reaktion beim
N-Cyan-phenyl-essigsdurehydrazid, wahrend beim N-Cyan-benzhydrazid
nur ein geringer Teil in das 5-Phenyl-1,2,4-triazolon-3 ibergeht. Wohl
ohne Zweifel wird man annehmen dirfen, dafl bei dieser Reaktion das
durch Wasseranlagerung an das Cyanhydrazid gebildete acylierte Semi-
cérbazid als Zwischenprodukt auftritt, dann aber sofort unter Wasser-
abspaltung in das entsprechende 1,2,4-Triazolon umgewandelt wird.
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Diese Annahme wird durch die Tatsache erhdartet, da nach 0. Wid-
m ann1l) acylierte Phenyl-semicarbazide beim Erwédrmen mit verdinn-
ten Laugen in am Stickstoff phenylierte 1,2,4-Triazolone Gbergehen:

R ¢«CO *N *NH +«CO - NH, R-C —N -C6H5

| 1 |
C6H5 N NH

A

Um den Reaktionsverlauf bei der Umwandlung der Cyauhydrazide in
Triazolone, insbesondere aber das Auftreten der Semicarbazide als Zwi-
schenprodukte zu beweisen, wére es also notwendig zu zeigen, daf die
Acylsemicarbazide beim Erhitzen mit Laugen eine intramolekulare Kon-
densation unter RingschluB zum Triazolon erleiden. In der Tat haben
0. Widmann und A. Cleve?2) schon vor langerer Zeit beobachtet, daR
das Formylsemicarbazid beim Kochen mit starker Ameisensdure in das
1,2,4-Triazolon-3 bergeht. Doch gelang es ihnen nicht, diese Reaktion
auf andere Acyl-semicarbazide zu Ubertragen. Sie ségen Uber ihre ver-
geblichen Versuche, Acetyl-, Isobutyryl- und Benzoyl-semicarbazid durch
Erhitzen mit Laugen in die entsprechenden Triazolone (Oxytriazole) tiber-
zufiihren:

»Alle Versuche, aus diesen Verbindungen Oxytriazole zu gewinnen, sind aber an
ihrer groBen Verseifbarkeit gescheitert. Die Acetylverbindung wird schon beim

Kochen mit Wasser, alle Acidylverbindungen beim Kochen mit Sauren oder Alkali
verseift.”

Im Gegensatz zu diesem Ergebnis habe ich nun gefunden, dal die
Acyl-semicarbazide der allgemeinen Formel R «CO «NH sNH «CO *NH2,
in der R einen Alkylrest bedeutet, in guter Ausbeute beim Kochen mit
verdinnter Kalilauge in die entsprechenden [,2,4-Triazolone-3 uber-
gehen. Auch diejenigen Semicarbazide, bei denen R ein Arylrest ist, lie-
fern bei der genannten Behandlung Triazolone, jedoch ist hier die Aus-
beute sehr schlecht. Beim Phenylacetyl-semicarbazid betrdgt z. B. die
Ausbeute 50 %, beim Isobutyryl-semicarbazid 48%, beim Benzoyl-semi-
carbazid dagegen nur 9% d. Th. Die Ausbeutezahlen sind hier also ganz
&hnliche wie bei der Behandlung der Cyanhydrazide mit siedender Kali-
lauge, ein Grund mehr flr die Richtigkeit des oben angegebenen Reak-
tionsschemas.

Die untersuchten Semicarbazide wurden nicht, wie das Widmann
und Cleve (l.e.) angeben, aus dem Sdureanhydrid und dem freien Semi-
carbazid gewonnen, sondern es wurde der viel einfachere Weg Uber das
Séurehydrazid gewdhlt, dessen Hydrochlorid erwartungsgemal in waR-

'} Ber. 29, 1946 (1896).
2) Ber. 31, 37S (1898).
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riger Losung mit Kaliumcyauat in glatter Reaktion und ausgezeichneter
Ausbeute das entsprechende Semicarbazid liefert:

R ¢CO+*NH *NH-+tHNCO -> R ¢CO*NH *NH «CO*NH-

Dieses Verfahren der Darstellung von am Kohlenstoffatom 5 sub-
stituierten 1,2,4-Triazolonen-3 bedeutet gegeniiber der bequemsten bis-
her beschriebenen Bildung dieser Verbindungen von G. Young und
E. Witham3) durch Oxydation der in vielen Féllen nur sehr schwer
zugénglichen Aldehyd-semicarbazone mit Eisenchlorid im Rohr eine
wesentliche Vereinfachung.

Die oben geschilderten Resultate sind nun geeignet, auf frihere Ver-
offentlichungen anderer Autoren (ber an C5 substituierte 1,2,4-Triazo-
lone-3 ein neues Licht zu werfen und einige irrtiimliche Schlufolgerun-
gen dieser Autoren richtigzustellen.

Schon vor langerer Zeithat J. Bougault4) bei der Oxydation der Semi-
carbozone von «-Ketosduren mit Jod in soda-alkalischer L6sung gut kry-
stallisierte Produkte erhalten, deren Konstitution zunachst ungewiB blieb,
die aber in einer spateren Arbeit von J. Bougault und L. Popovicib)
als in 5 substituierte 1,2,4-Triazolone-3 angesprochen wurden gemanR fol-
gender Gleichung

R +*C=N~NH msCO*NH-+ O -> Re*C—NH+ CO-+ H-0

o o . 1 |
COOH N NH

ohne daR allerdings diese Autoren einen Beweis fur diese Annahme er-
bracht haben. Bougault ging z. B. bei seinen Versuchen von den Semi-
carbazonen der Phenyl-glyoxylsdure, der Phenyl-bienztraubensdure und
der Benzyl-brenztraubensdure aus, die nach Bougault und Popovici
bei dem genannten Oxydationsverfahren also das 5-Phenyl-, 5-Benzyl-
und 5-/?-Phendthyl-1,2,4-Triazolon-3 liefern sollten. Bei der néheren
Untersuchung der durch Oxydation der c-Ketosdure-semicarbazone ent-
stehenden Verbindungen hatte nun schon Bougault festgestellt, dal bei
der Hydrolyse mit wélrigem Alkali eine Carbonsdure entsteht, aus dem
durch Oxydation des Semicarlmzons der Phenyl-brenztraubenséure er-

3) Chem. Soc. 77, 228 (1900); Proc. ehem. Soc. 16, 5 (1900). Nach neueren Versuchen
von M. Girard (Ann.Chim. [11] 16, 326 [1941]) kommt das von Young und W itham
Angegebene Verfahren fur die Darstellung der Triazolone wegen der sehr schlechten Aus-
beuten nicht in Frage. Bei der Umsetzung tritt fast vdllige Verharzung ein und auch bei
groReren Ansdtzen werden mitunter nur Bruchteile eines Gramms erhalten. Ich habe
diese Angaben von Girard nachgepruft und bestatigen kénnen.

4) BI. (4) 21, 183 (1917); 25, 385 (1919); C. r. 163, 237 (1916).

5) C. r. 189, 188 (1929).
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haltenen Produkt z. B. die Phenylessigsédure. M. Girard6) hat nun diese
alkalische Hydrolyse der von Bougault dargestellten und von Bou-
gault und Popo vici als’l,2,4-Triazolone-3 angesprochenen Produkte
weiter verfolgt und gefunden, dafl dabei nicht nur Carbonsduren ent-
stehen, sondern auch Verbindungen von schwach saurem Charakter,
die mit Silbernitrat ein Di-silbersalz, mit Essigsdureanhydrid ein Mono-
acetylderivat liefern, was auf das Vorhandensein einer OH-Gruppe deu-
tet, und welche dieselbe Bruttoformel besitzen wie die Bougaultschen
Verbindungen. Girard kommt daher zu dem SchluB3, daR die durch
Behandlung der Bougaultschen Verbindungen mit Alkali erhaltenen
Produkte, die in 5 substituierten 3-Oxy-I,2,4-Triazole der Formel Asind,

1?7 «C—-NH R-C — NH
I
A N N B N NH

wahrend die von Bougault erhaltenen Oxydationsprodukte der Semi-
carbazone der «-Keto-siuren die tautomeren 3-Oxo-1,2,4-Triazoline der
Formel B darstellen. Demnach stdnden also die von Bougault und von
Girard erhaltenen Verbindungen zueinander im Verhdltnis der Tauto-
merie. DaB nun die Verbindungen von Girard Triazolderivate sind,
steht nach ihrem ganzen chemischen Verhalten auBer Zweifel. Welche
Konstitution haben nun die Verbindungen von Bougault? Dal es sich
hier um tautomere Verbindungen der Triazolone handelt, ist &uBerst un-
wahrscheinlich. Zu einer solchen Auffassung reicht das von Girard an-
gefiihrte Beobachtungsmaterial, das z. B. gar nichts tber eine gegen-
seitige Umwandlung der angeblich tautomeren Verbindungen bringt, bei
weitem nicht aus.

In Wahrheit sind nun die Bougaultschen Verbindungen nichts an-
deres als die von mir auf anderem Wege, ndmlich durch Umsetzung der
Saurehydrazide mit Bromcyan, erhaltenen iU-Cyanséaurehydrazide, die
in allen Eigenschaften mit den von Bougault erhaltenen Produkten
ibereinstimmen. Als ein Beispiel dieser Ubereinstimmung seien hier nur
die Schmelzpunkte angefiihrt, wobei folgende Zuordnung bei der Bildung
der Verbindungen zu beachten ist: Dem aus dem Semicarbazon der Phe-
nyl-glyoxylsaure erhaltenen Produkt (Smp. 240°) entspricht das aus
dem Benzhydrazid erhaltene bU-Cyan-benzhydrazid (Smp. 238°):

1. C'A«C= N+NH =CO sNH* + 0
¢(OOH C,H5¢CO *NH «NH «CN
2. C,H6+<CO *NH NH, + BrCN

6) Ann. Chira. (11) 16, 326 (1941); C. r. 212, 547 (1941).
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.Ebenso entsprechen sich das Oxydationsprodukt aus dem Semicarbazon
der Phenyl-brenztraubensdure (Smp. 156°) und das Cyan-hydrazid aus
dem Phenyl-essigsdure-hydrazid (Smp. 158,5°). Und das Oxydations-
produkt aus dem Semicarbazon der Benzyl-brenztraubensdure (Smp.
192°) entspricht dem Cyan-hydrazid aus dem Hydrozimtsaure-hydrazid
(Smp. 191,0°).

Nachdem so die Ubereinstimmung der Eigenschaften der Bougault-
'schen Verbindungen mit denjenigen der entsprechenden N'2Cyan-saure-
hydrazide festgestellt war, habe ich nach der Vorschrift von Bougault
das Semicarbazon der Phenyl-brenztraubensdure oxydiert. Das so er-
haltene Produkt ergab mit dem aus Phenyl-acet-hydrazid und Brom-
cyan erhaltenem N”-Cyan-pkenyl-acethydrazid gemischt keine Schmelz-
punktsdepression, wodurch die ldentitit der beiden Verbindungen be-
wiesen ist. Und in derselben Weise ergab sich die Identitat des bei der
Oxydation des Semicarbazons der Phenyl-glyoxylsaure mit Jod nach
Bougault erhaltenen Produktes mit dem N'3Cyan-benzhydrazid.
Somit hat sich die von Bougault und Popovici (l.e.) aufgestellte Ver-
mutung, dal es sich bei den Bougaultschen Verbindungen um 1,2,4-
Triazolone handele, als -irrig erwiesen und damit ist auch alles das hin-
fallig, was Girard tber die/Tautomerisierung der Bougaultschen Ver-
bindungen zu 3-Oxy-1,2,4-Triazolen ausgesagt hat. Es handelt sich dabei
nicht um eine Tautomerisierung, sondern um einen Ubergang eines N'l-
Cyan-saurehydrazids tber das entsprechende Acyl-semicarbazid in ein
in 5 substituiertes 1,2,4-Triazolon-3.

Experimenteller Teil
N"-Cyan-sdurehydrazide
NP-Cyan-acethyilrazid

Zu einer Losung von 7 g Acethydrazid und 10 g Kaliumhydrogen-
carbonat in wenig Wasser wird eine L6sung von 10 g Bromcyan in 150 ccm
Wasser hinzugefigt. Es beginnt sofort eine maRige Kéhlendioxydentwick-
lung; nach mehrstiindigem Stehen, wenn der Geruch nach Bromcyan
ganz oder nahezu ganz verschwunden ist, wird die Lésung i. V. bei etwa
45° zur Trockene eingedampft und der orangefarbene Rickstand mit
50 ccm siedendem absol. Athanol extrahiert. Die filtrierte orangefarbene
Ldsung wird nach dem Behandeln mit Kohle auf ein kleines Volumen
eingedampft. Beim Abkihlen scheiden sich reichliche Mengen gut ausge-
bildeter, groRer Nadeln ab, die nach dem Absaugen und Waschen mit
Ather bei 90° getrocknet werden. Ausbeute 6 g (64% d. Th.). Zur Reini-
gung wird das etwas gelblich gefarbte Rohprodukt aus 50 ccm Aceton
umkristallisiert: schneeweiRe, kurze Prismen vom Smp. 186,5°7).

7) Alle Schmelzpunkte wurden mit der Mikroapparatur nach Kotier bestimmt.
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Schon gegen 100° beginnt Sublimation in langen Nadeln. Leicht 1&slich in kaltem
W asser un'_dAthanol. In kaltem Aceton wenig, in heiBem reichlicher l6slich. Schwer
I6slieh in Ather und siedendem Benzol.

Durch seine grofle Loslichkeit in Wasser und durch die tiefe Sublimationstem-
peratur unterscheidet sich das Cyan-acethydrazid von den anderen in dieser Arbeit
beschriebenen Cyan-hydrazidon.

C3H50N3(99,15) Ber. C 36,36 H 5,08 N 42,41
Gef. » 36,72 » 5,33 » 42,31

Silbernitrat-Additionsverbindung. Zu einer Lésung von 1g Cyan-acothy-
drazidin 20 ccm Wasser fiigt man eine Lésung von 2 g Silbernitratin 20 ccm Wasser.
Der sofort ausfallende Icrystalline Niederschlag (Nadeln) wird abgesaugt, mit Wasser
gewaschen und mit Athanol und Ather getrocknet. Ausbeute 2,2 g (81,5% d. Th.).
Nach dem Umkristallisieren aus heiBem Wasser schmilzt die Verbindung scharf bei
198,0° (Zers.). In kaltem Wasser wenig, in heiBem sehr leicht I8slich. Unldslich in
\_/_erdUnnter, leicht 16slich in konzentrierter Salpetersaure. Unléslich in Athanol und
Ather.

C3HS50N3+-AgN03(268,98) Ber. Ag 40,11 Gef. Ag 39,53

Silbcrsalz. Zu einer mit etwas Ammoniak versetzten Ldsung von 1 g Cyan-
acetliydrazid in 100 ccm Wasser wird eine ammoniakalische Lésung von 2 g Silber-
nitrat in 10 ccm Wasser hinzugefligt, der sofort ausfallende farblose Niederschlag
mit Wasser ausgewaschen, zuerst auf Ton und dann in.der Trockenpistole bei 56°
getrocknet. Ausbeute: 1,4 g (etwa 63% d. Th.). DN die Verbindung in Ammoniak
18slich ist, kann die Ausbeute durch Vertreiben des Ammoniaks auf dem Wasserbad
vor dem Filtrieren verbessert werden. Smp..188—189° (Zers.). «

C3H40N3Ag (205,97) Bor. Ag 52,38 Gef. Ag 52,53 '

N P-Cyan-phenyl-acethydrazid

Zu einer in einem Zweiliter-Becherglas befindlichen Lésung von 13,8 g Phenyl-
acethydrazid und 9,7 g KHCO03in 200 ccm Wasser figt man eine Lésung von 9,7 g
Bromcyan in 225 ccm Wasser. Unter anfangs nur.geringer Kohlendioxydentwick-
lung beginnt nach etwa einer Minute die Abscheidung des Cyan-hydrazids, das sich
in einem Schaum an der Oberfldche der Reaktionslésung sammelt. Nach mehrstiin-
digem Stehen wird abgesaugt und mit Wasser bis zum Verschwinden der Bromid-
reaktion gewaschen. Zur weiteren Reinigung wird in verdinnter Salzsdure geldst,
von geringen Mengen einer nicht geldsten Verunreinigung abgesaugt, die Ldsung
mit verdinnter Lauge bis zur schwach alkalischen Reaktion versetzt, der entstan-
dene Niedersclilag mit Wasser bis zum Verschwinden der Chloridreaktion ausge-
waschen und aus 600 ccm siedendem Wasser umkrystallisiert. Trocknen im Exsik-
kator. Ausbeute 12 g (74,5% d. Th.). Die umkrystallisierte Verbindung besteht
teils aus groflen, langen Tafeln, teils aus Rhombe und Dreiecken. Smp. 158,5°,
schwach absinkend; sublimiert wenig oberhalb 100° in flachen, an den Enden
charakteristisch eingekerbten Nadeln. Wiederholt wurde auch an reinen Prapa-
raten ein Schmelzpunktvon 160,5° beobachtet, so dalR anscheinend Dimorphismus
vorliegt. Merklich I6slich in kaltem, sehr viel leichter in heiRem Wasser. Leicht I9s-
lich in kaltem Athanol und Aceton. Etwas I8slich in siedendem Ather. M&Rig I6slich
in kaltem, leichter in heilem Essigester. Schwerldslich in kaltem, etwas leichter in
heiBem Benzol, aus dem die Verbindung in langen, duBerst feinen und stark ver-
filzten Nadeln wieder herauskommt. Schwer I6slich in Ligroin.

C9H50N3 (175,19) Ber. 0 61,70 H 5,18 N 23,99 '
Gef. » 61,56 » 5,23 » 23,89
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Silbernitrat-Additionsverbindung. 0,2 g Cyan-phen3'l-acethydrazid wer-
denin 10 ccm verd. Salpetersaure geldst und miteiner Lésung von 0,4 g Silbernitrat
in 10 ccm Wasser versetzt. Der sofort ausfallende krystalline Niederschlag wird ab-
gesaugt, mit Wasser gewaschen und mit Athanol und Ather getrocknet. Ausbeute
0,33 g (etwa 84% d. Th.). Smp. 177—178°.

C.H,ON3-AgN03(345,07) Ber. Ag 31,26 Gef. Ag 30,96

Silbersalz. Eine L6sung von 0,5 g Cyan-phenyl-acethydrazid in 100 ccm Wasser
wird in der Siedehitze mit einer ammoniakalischen Lésung von 1 g Silbernitrat in
wenig Wasser versetzt. Der sofort ausfallende farblose, amorphe Niederschlag wird
nach dem Waschen mit heiRem Wasser erst an der Luft und dann bei 110° getrocknet.
Ldslich in starker Salpetersaure und starkem Ammoniak.

C.HsON3Ag (282,06) Ber. Ag 38,25 Gef. Ag 38,39

Basisches Kupfersalz. 200 cm einer 0,25proz. walrigen L6sung des Oyan-phenyl-
acethydrazids werden mit 2 ccm 12proz. Ammoniak und unter starkem Schutteln
allm&hlich mit einer ammoniakalischen Kupfersulfatlésung versetzt (1 g CuS04
*5H.,0 in 25 ccm 2,5proz. Ammoniak). Der hierbei entstehende grunlich-blaue
Niedersehlag wird zweimal mit schwach ammoniakalischem, dann viermal mit rei-
nem Wasser gewaschen, erst auf Ton und dann im Vakuum-Exsikkator ttber KOH
getrocknet. Resedagrunes Pulver, das sich schon in siedendem Wasser unter Braun-
farbung zersetzt.

CAO-NjCu (254,76) Ber. Cu 24,95 Gef. Cu 25,29

Benzoylvcrbindung. Ein Gemisch von 0,6 g Cyan-phenyl-acethydrazid,
10 ccm Pyridin und 0,8 ccm Benzoylchlorid wird nach 10std. Stehen bei Raum-
temperatur in 150 ccm Wasser gegossen. Die hierbei ausfallenden farblosen Nadeln
wiegen nach dem Auswaschen mit Wasser und Trocknen bei 110° 0,95 g. Das Pro-
dukt wird in wenig Chloroform geldst, von geringen Mengen einer Verunreinigung
abfiltriert und die L6sung zur Trockene eingedampft. Ausbeute 0,8 g (etwa 84%
d.Th.). Smp. nach dem Umkristallisieren aus Benzol 152,5°. MaRig Idslich in kaltem,
sehr leicht in heiRem Benzol oder Athanol. Leicht I6slich in kaltem Aceton oder
Chloroform. Unléslich in siedendem Ligroin. Wenig l6slich in kaltem, etwas mehr in
siedendem Ather. Etwas Igslich in siedendem Wasser. Ammoniakalische Silber-
nitratlésung erzeugt in walriger Lésung einen farblosen, amorphen Niedersehlag.

CleH 130 2N3(279,29) Ber. N 15,05 Gef. N 14,78

Hydrochlorid der Benzoj'lverbindung. 0,3 g der fein gepulverten Benzoyl-
verbindung werden mit 10 ccm 33proz. Salzsdure verrieben. Nach Istd. Stehen wird
abgesaugt und auf Ton Gber Nacht an der Luft getrocknet. Durch Wasser wird unter
Abspaltung von Chlorwasserstoff die Benzoylvcrbindung sehr langsam regeneriert,
da das Hydrochlorid — im Gegensatz zu den Saureverbindungen der nicht aey-
lierten Cyan-hydrazide — ungewohnlich stark hydrophob ist. Die Zersetzung zur
titrimetrischen Bestimmung des Sauregehaltes mufl daher mit heiBem Wasser er-
folgen. Bei der mikroskopischen Schmelzpunktbestimmungfindet man den Schmelz-
punkt des Benzoyl-cyan-phenyl-acethydrazids. Das Hydrochlorid spaltet schon
oberhalb 50° Chlorwasserstoffab. Auch findet sich bei der Analyse der lufttrockenen
Substanz ein geringes Defizit an Chlorwasserstoff.

CIH 1302N3+HCI (315,76) Ber. HCI 11,53 Gef. HCI 10,20
NV-Cyan-hydrozimtsaure-hydrazid
Eine L&ésung von 7,53 g Hydrozimtsaurehydrazid und 4,9 g IvHCO03in 150 ccm

Wasser wird mit einer Lésung von 4,9 g Bromcyan in 50 ccm Wasser versetzt. Die
Abscheidung des Cyan-hydrazids in unregelm&Rig begrenzten Tafeln beginnt sofort
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unter Bildung eines schneeweien Schaumes. Aus 180 ccm Athanol umkristallisiert.
Smp. 191,5°. Léslich in viel siedendem Wasser oder Athanol. Aus Wasser krystalli-
siert bildet esgroBe, meistens angebrochene Rhomben, mitunter Sechsecke.

CI0HNnON3(189,21) Ber. N 22,21 Gef. N 22,15

Hydrochlorid. 1g Cyan-hydrozimtsdure-hydrazid wird in etwa 10 ccm maRig
conc. Salzsaure heilR gelést. Beim Abkihlen krystallisieren sehr reichliche Mengen
sechseckiger, vielfach unregelmé&RBig begrenzter Tafeln aus, die scharfabgesaugt und
im Vakuum-Exsikkator Gber KOfi getrocknet werden. Unzorsetzt I6slich in abs.
Athanol. Wasser spaltet momentan Salzsdure ab unter Rickbildung des Cyan-
hydrazids.

CjoHnON». HCI (225,68) Ber. HCI 16,16 Gef. HCI 16,06

Hydrdbromicl. Krystallisiert beim Abkuhlen einer heiBen Lésung von 1 g des
Cyan-liydrazids in 10 ccm 22proz. Bromwasserstoffsaure in farblosen,langgestreck-
ten Tafeln. Smp. 171—175°.

CIH,,ON3.HBr (270,14) Ber. HBr 29,95 Gef. HBr 29,60

Nitrat. Krystallisiert aus einer heiBen Ldsung von 1,5 g Cyan-hydrozimtsaure-
hydrazid in 13 ccm verdunnter Salpetersdure beim Abkuhlen in sehr langen, teils
spitzen, teils gerade abgeschnittenen Nadeln. In kalter, verd. Salpetersdure schwer,
in der heiRen S&aure sehr leichtldslich. Spielend Iéslich in abs. Athanol.

CIHNnON3<HNO, (252,23) Bor. HN0324,98 Gef. HN0324,56

N~-Cyan-isobuUjryl-hydrazid

Zu einer Losung von 9,7 g Isobutyryl-hydrazid in 75 ccm Wasser wird eine kon-
zentrierte walrige Loésung von 10 ¢ KHOO03 und dann unter Umschitteln eine
Losung von 10 g Brom-cyan in 150 ccm Wasser hinzugefiigt. Unter méaRig starker
CO02Entwicklung beginnt nach etwa 15 Minuten die Abscheidung des farblosen
Hydrazids in rasch zunehmender Menge. Die abgeschiedenen prismatischen
Krystalle werden abgesaugt, mit wenig Wasser gewaschen, aus wenig Wasser um-
krystallisiert und an der Luft getrocknet. Ausbeute 3,0 g. Aus den Waschlaugen
lassen sich noch 1,4 g eines reinen Produktes gewinnen, Ausbeute an reinem farb-
losen Produktinsgesamt 8 g (66,3% d. Th.). Smp. 180,0°; Gleichgewicht sehr genau
einstellbar, Wachsen und Schmelzen der Krystalle beim Ein- und Ausschaltendes
Heiztisches momentan; Sublimationin Nadeln schon ab 100°. MaRig Idslich in kal-
tem, sehr viel leichter in heiRem Wasser. Loslich in kaltem, sehr leicht l6slich in
heiBem Athanol. Léslich in kaltem Aceton. Schwer Igslich in siedendem Ather und
Benzol.

C3H,,ON3 (127,15) Ber. C 47,23 H 7,14 N 33,05
Gef. » 47,28 » 7,16 » 32,78

Silbersalz. Aus der siedenden, schwach ammoniakalischen wé&Brigen Ldsung
des Cyan-hydrazids mit Uberschissiger ammoniakalischer Silbernitratlésung als
farbloser amorpher Niederschlag gefallt. Léslich in verdinnten Mineralsdauren und
starkem Amoniak.

CSHBON3Ag Ber. Ag 46,10 Gef. Ag 46,15

Benzylverbindung. Zu einer Lésung von 0,25 g Natrium in 15 ccm abs. Athandl
werden 1,2 g des Cyan-hydrazids und 1,25 ccm Benzjdehlorid gegeben. Die Lésung
wird am RuckfluBkihler 10 Minuten zum Sieden erhitzt und mit dem abgeschie-
denen Natriumchlorid in 150 ccm Wasser gegossen. Das ausgeschiedenc Ol wird mit
Ather extrahiert, der nach dem Trocknen mit Natriumsulfat.verdampft wird. Die
ausgeschiedenen Krystalle werden von geringen Mengen eines Ols befreit. Ausbeute
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0,5.9. Die Verbindung schmilzt nach dem Umkrystallisieren aus reichlich Wasser
(kurze Prismen) oder wenig Benzol (Nadeln) hei 108°; Gleichgewicht gut einstellbar
und etwas ahsinkend; sublimiert nicht. Schwer l6slich in kaltem, leichter in heiBem
Wasser. Leicht loslich in kaltem Athanol, Ather, Chloroform und Aceton. Wenig
16slich in kaltem, leichter in heiRem Benzol.

CJ2H 150N3 (217,27) Ber. N 19,34 Gef. N 19,30

Silbernitrat-Additionsverbindung. Zu einer Lésung von 0,5 g Cyan-iso-
butyryl-liydrazid in wenig 2n-Salpetersaure wird eine konzentrierte, waflrige Ldsung
von Silbernitrat hinzugefugt. Der fast sofort ausfallende, krystalline Niedersehlag
(stark veréastelte, zweigartige Gebilde) wird filtriert, mit Athanol gewaschen, aus
sehr wenig Wasser umkrystallisicrt und mit Athanol und Ather getrocknet. Aus-
beute 1,09 (86,5% d. Th.). Smp. 170—174° (Zers.).

CjH4ONs » AgN 03 (297,04) Ber. Ag 36,32 Gef. Ag 35,81

-Cyan-benzhydrazid

In einem Bocherglas von 11 Inhalt wird zu einer Lésung von 13 g Benzhydrazid
und 10g KHCO:in 200 ccm Wasser eine Lésung von 10 g Bromcyan in 150ccr
-Wasser hinzugeflugt. Der sich sofort unter CO.-Entwicklung bildendeundbald in
ein sein- gut filtrierbares, sandiges Pulver Ubergehende grauweile Nicdcrsclilag
wird nach einigen Stunden, nach dem Verschwinden des Geruches nach Brom-cyan,
abgesaugt, mit Wasser, gewaschen und bei 110° getrocknet. Ausbeute 12,59 (etwa
81% d. Th.). Nach dem Umkrystallisieren aus 300 ccm siedendem Athanol erhélt
man 10 g eines farblosen, nadelférmig krystullisierenden Produktes. Schwer I6slich
in kaltem, etwas mehr in siedendem Wasser. Wenig léslich in kaltem, leichter in
heiRem Athanol. Loslich in kaltem, &uRerst leicht in heiBem Pyridin. Nicht merk-
lich 16slich in siedendem Benzol. Smp. 238° (Zers.); sublimiert ab 140° anfangs in
kurzen, dinnen, spéater in langen, breiten Nadeln.

C84,0N3(161,16) Ber. C 59,61 H 4,38 N 26,08
Gef. » 59,68 » 4,54 » 25,62

Sulfat. Krystallisicrt beim Abkuhlen einer Lésung des Cyan-benzhydrazids
in heiller, verd. Schwefelsdure in langen, flachen Nadeln, die nach dem Absaugen
und Waschen mit Ather an der Luft getrocknet werden. Wasser spaltet sofort
Schwefelsaure ab. Smp. 180° (Zers.).

(C84,0N32+H,SO, (420,40) Ber. H..SO, 23,33 Gef. IL.SO, 22,65

Nitrat. Krystallisicrt beim Abkihlen einer Lésung von 0,5 g Cyan-benzhydrazid
in 15 ccm heiRer 32prii2. Salpetersaure tafelformig aus. Leicht lgslich inAthanol, in
dem auch in der Siedehitze keine Zersetzung eintritt. Smp. 160° (Zers.)

CsH,ON3-HNOa(224,1.8) Ber. HN0328,11 Gef. HNOa 27,96

Silbersalz. Eine schwach ammoniakalische Ldsung von 0,5 g Cyan-benzhydrazid
in 500 ccm heilem Wasser wird mit einer ammoniakalischen Lésung von Silber-
nitratin wenig Wasser versetzt.

C8HsSON3Ag (268,03) Ber. Ag 40,25 Gef. Ag 40,15

Basisches Kupfersalz. Zu einer heiBen, ammoniakalischen Lésung von 0,8 g
Cyan-benzhydrazid in 250 ccm Wasser wird eine ammoniakalische Ldsung von 2 g
Kupfersulfat-5-hydrat hinzugefugt. Grau-griner Niederschlag, der sich beim kurzen
Kochen mit Wasser im Gegensatz zu den Kupfersalzen der anderen untersuchten
Cyan-hydrazide nicht zersetzt.

CsH ,02N3Cu (240,73) Ber. Cu 26,47 Gef. Cu 26,75

13*
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Acetylverbindung. 2' g Cyan-benzhydrazid werden mit 10 ccm Acetanhydrid
15 Minuten am RuckfluBkuhler zum Sieden erhitzt. Die nach dem Abkuhlen aus-
geschiedcnen Krystalle werden abgesaugt, mit Ather gewaschen und an der Luft
getrocknet. Ausbeute 0,9 g. Nach dem Umkrystallisioren aus etwa 20 ccm Athanol
(lange Nadeln) erh&lt man 0,62 g reine Substanz. Smp. 221°. In viel siedendem W as-
ser lgslich. MaRig léslich in kaltem, sehr reichlich in heiRem Athanol. Die wéaRrige
Losung gibt mit ammoniakaliseher Silbernitratlésung einen farblosen,, amorphen,
mit ammoniakaliseher Kupfersulfatlésung einen himmelblauen Niederschlag. Bei
langerem Stehen mit starker Bromwasserstoffsaure, fast augenblicklich beim Er-
hitzen, bildet sich unter Abspaltung des Acetylrestes das Hydrobromid desCyan-
benzliydrazids.

CJACLN, (203,0) Ber. C59,10 H 4,46 N 20,68
Gef. » 58,89 » 4,56 » 20,17

Das Silbersalz f&llt aus einer schwach ammoniakalischen Lésung von 0,3 g
der Acetylverbindung in 400 ccm siedend heiBem Wasser nach Zusatz einer ammo-
niakalischen Lésung von 0,5 g Silbernitrat als farbloser, flockiger Niederschlag aus,
der sich rasch zusammenballt.

C[0TfaOiN 3Ag (202,19) Ber. Ag 34,79 Gef. Ag 34,66

NitjN'P-Dicyan-adi'pitiséaure-dihydrazid

Zu einer Losung von 10g KHCO03und 25,2 g Adipinséure-dihydrazid in 350 ccm
Wasser, die sich in einem Becherglas von 2 1Inhalt befindet, gibt man eine Lésung
von 30 g Bromcyan in 450 ccm Wasser. Unter lebhafter CO.-luntwicklung beginnt
fast sofort die Abscheidung des Cyanhydrazids in kleinen, kdérnigen Krystallen.
Nach dem Stehen Uber Nacht wird filtriert, mit Wasser gewaschen und bei 105°
getrocknet. Ausbeute 28,5 g (88% d. Th.). Schwer Idslich in den gebréaueliliclien
organischen Lésungsmitteln. Leicht16slich in Mincralsduren. Aus der sauren Lésung
durch Alkéli in sehr kleinen Nadeln wieder féllbar. L&Rt sich aus sehr viel Wasser
(0,5 g auf 500 com Wasser) umkrystallisieren, wobei auch bei langsamer Abkihlung
nur kleine kérnige Krystalle entstehen.

CsH la(XN, (224,23) Ber. C42,85 115,41
Gef. » 42,24 » 5,50

Hydrobromid. Krystallisiert aus der.heicn Lésung von 1 g Cyan-adipinsaure-
hydrazid in 25 ccm 44proz. HBr beim raschen Abkihlen. Wird durch Wasser unter
Ruckbildung der Komponenten momentan zersetzt. Nicht merklich Idslich in
Athanol.

CaH Is0.2N6+2 HBr (386,07) Ber. HBr 41,90 Gef. HBr 41,93

Nitrat. Krystallisiert beim Abkulilen einer heiBenLdsung von 1g Cyan-adi-
pinsaure-hydrazid in 20 ccm 33proz. Salpeterséure in sechsseitigen Tafeln.Beim
Erhitzen farben sich die Krystalle ab etwa 135° braun und zersetzen sich unter Gas-
entwicklung bei 160°.

G3HI1,0,Na*2H N03(350,26) Ber. HN033598 Gef. HN0336,43

Silber nitrat-Additionsverbind ungen

a) 1,0 g Cyan-adipinsaure-hydrazid wird in 50 ccm 2n-Salpeterséure in der Kélte
geldst, die Losung mit 50 ccm Wasser verdiinnt und mit einer Lésung von 2 g Silber-
nitrat in 25 ccm Wasser geféllt. Der anfangs amorph ausfallende farblose Nieder-
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schlag wird beim Umschitteln rasch krystallin und setzt sich als schweres sandiges,
korniges Pulver rasch ab. Ausbeute 2,1 g (etwa 83% d. Th.). Smp. scharf hei 217°.

CEH120N 0+ 2 AgNO, (564,001) Ber. Ag 38,26 Gef. Ag 37,27

b) Die nach a) gewonnene Additionsverbindung mit 2 Mol Silbernitrat wird
200 ccm siedendem Wasser umkrystallisiert. Die beim Abkihlen'entstehenden, heu-
bundelartig zusammengewachsenen Nadeln werden nach dem Auswaschen mit
Wasser, Athanol und Ather in der Trockenpistole getrocknet. Smp. bei 213—217°.

C8H120 N 6+ AgN03(394,11) Ber. Ag 27,36 Gef. Ag 27,05

Silbersalz. Zu einer heiBen, schwach ammoniakalischen Ldsung von 0,5 g Gyan-
adipinsdure-bydrazid in 500 ccm siedendem Wasser wird eine ammoniakalische
Losung von Silbernitrat im UberschuR ziigesetzt.

CsH 100aN 6Ag2 (337,969) Ber. Ag 49,26 Gef. Ag 49,74

Basisches Kupfersalz. Darstellung wie oben mehrfach beschrieben; dunkel-
grunes Pulver.

C8H 120 4N9Cu2 (303,79) Ber. Cu 33,16 Gef. Cu 31,49

NPN'P-Dicyan-bertisteinsaure-dihydrazid

Fallt als mikrokrystallines, kdrniges Pulver beim Versetzen einer Ldsung von
13,8 g Bernsteinsaure-diliydrazid und 20 g KHCO03in 175 ccm Wasser mit einer
Losung von 20 g Bromcyan in 200 ccm W asser aus. Ausbeute 7 g (etwa 37% d. Th.).
Ldslich in Mineralsauren. Schwer I&slich in Wasser und den dblichen organischen
Ldsungsmitteln.

09H80.,N9(196,17) Ber. C36,73 H 4,11 N 42,84
Gef. )36,10 » 4,51 » 42,05

Hydrobrbmid. Krystallisiert in Tafeln (Spindeln und Sechsecke) beim Ab-
kuhlen einer Losung von 1g Dihydrazid in 10 ccm heiBer 40proz. HBr. Smp. 241'bis
245° (Zers.).

GRHgON8+2 HBr (358,02) Ber. HBr 45,22 Gef. HBr 45,50

Subernlrat-Addiionsverbindung. Auf die mehrfach beschriebene Weise dar-
gestellt. Mikrokrystalliner, kdrniger Niederschlag.

C6He0 2N6+2 AgNOj (535,95) Ber. Ag 40,20 Gef. Ag 38,77 -

124«Triazolone-3

Die Darstellung der Triazolone durch Erhitzen der Gyan-liydrazide mit Kali-
lauge wurde stets so durchgefihrt, daB etwa 1 g des Cyan-hydrazids mit 25 ccm
10proz. Kalilauge 1 Stunde am RuckfluBkihler zum Sieden erhitzt wurde. Die
Losung wurde dann abgekthlt, von einer gelangen Tribung abfiltrici't und mitverd.
Salzséure schwach angeséduert, wobei die Triazolone gewdhnlich sofort, mitunter
nach einigem Stehen, gut.krystallisiert ausfallen und aus. Wasser oder Athanol
umkrystallisiert werden kénnen.

In allen Fallen wurde beim Erhitzen der Cyan-hydrazide mit Kalilauge Ammo-
niakentwicklung beobachtet. Hierdurch und durch den .teilweisen Verlauf einer
alkalischen Hydrolyse der Cyan-hydrazide analog ihrer Aufspaltung durch Sauren
finden die zum Teil maRigen Ausbeuten an Triazolonen ihre Erklarung.
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In ganz analoger Weise werden die Acylsemicarbazide, deren Gewinnung aus den
Acylhydraziden und Kaliumcyanat schon erwahnt wurde, in die Triazolone Uber-
gefuhrt.

Die angegebene Konzentration der Lauge und die Reaktionszeit haben sich bei
Sericnversuchon mit Variation der Laugenkonzentration und der Erhitzungsdauer
am Beispiel dos Phenyl-acetyl-semicarbazids als ausreichend erwiesen. L&ngere
Koclizeitcn und auch wesentlich konzentriertere Laugen verbessern die Ausbeute
an Triazolen nicht, dricken sie aber auch nicht herab.

5-Methyl-1,2,4-1tiazolo7i-3

Aus Cyan-accthydrazid. Die alkalische Losung, die nach dem Verkochen
des Cyan-hydrazids mit Kalilauge erhalten wird, gibt beim Ansduern, auch nach dem
Stehen Uber Nacht, keinen Niedcrschlag und wird nach dem Neutralisieren gegen
Lackmus aufdem Wasserbade zur Trockene cingedampft, der etwasgelbliche Riick-
stand mit siedendem Athanol extrahiert, die alkoholische Lésung zur Trockene ge-
bracht und der Ruckstand durch Sublimation gereinigt. Ausbeute etwa 20% d. Th.
Smp. 245,0°. Bildet schon etwa ab 140° nadelférmigc Sublimate; gegen 200° sehr
rasche Umwandlung der groBen Nadeln in kleine kérnige Krystalle, aus denen
beim weiteren Erhitzen wieder lange Nadeln herauswachsen. Das Produkt ist also
anscheinend dimorph. Sehr leicht I6slich in kaltem Wasser, merklich I8slich in
kaltem, maRig gut in heiRem Athanol, der sich zum Umkrystallisicren eignet und
aus dem die Substanz in unregelmaRig begrenzten Tafeln herauskommt. Wenig 16s-
lich in kaltem, leichter in heiRem Aceton. Nicht merklich Iéslich in kaltem Benzol.

C3H50N3 (99,09) Ber. C 36,36 H 5,08 N 42,41
Gef. » 36,05 » 5,39-» 41,78

Aus Acetj'l-semicarbazid. Eine L6sung von 5 g Acetl*drazid in 25 ccm
Wasser wird unter Kihlung mit 6,3S ccm 33,16proz. Salzsaure versetzt und eine
Loésung von 5,59 Kaliumcyanatin 10 ccm Wasser hinzugefiigt. Nach etwa 10 Minuten
wird eine Losung von 4 g KOH in 10 ccm Wasser zugesetzt und das Ganze 1 Stunde
am RuckfluBkiuhler zum Sieden erhitzt. Nach dem Erkalten wird die L6sung fil-
triert, mit 20proz. Salzséure gegen Lackmus neutralisiert und auf dem Wasserbad
zur Trockene eingedampft. Der Riickstand wird mit siedendem abs. Athanol extra-
hiert und die alkoholische Ldsung zur Trockene eingedampft. Ausbeute 2,2 g (44%
d. Th.). Das Rohprodukt wird durch Sublimation oberhalb 140° gereinigt und
liefert ein Krystallisat, das vollig mit dem aus dem Cyan-aeetliydrazid erhaltenen
Produkt tUbercinstimmt.

5-Benzyl-1,2,4-triazolon-3

Aus Cyan-phenyl-essigsdurehydrazid. UnregelmédRig begrenzte Tafeln,
gelegentlich Dreiecke. Smp. 223,5°, Sublimationsbeginn gegen 160° unter Bildung
von langgestreckten Rechtecken mit unregelmaRig begrenzter kurzer Kante; beim
Gleichgewicht in der Schmelze haufig Ausbildung von Rhomben. Leicht Igslich in
siedendem Athanol, weniger in kaltem. Leicht léslich in Ammoniak und Alkali-
laugen und aus diesen Ldsungen durch Sauren wieder féllbar.’

CsHOON3(175,19) Ber. N 23,99 Gef. N 24,12

Aus Phenyl-acetyl-semicarbazid. Zu einer Lésung von 15,0 g Phenyl-
cssigsaurehydrazid in 50 ccm Wasser fiigt man unter Kithlung 1 Mol etwa 20proz.
Salzsaure und dann eine Lésung von 8,2 g Kaliumcyanat in 25 ccm Wasser. Der
sofort ausfallende krystallinc Niedcrschlag wird abgesaugt, mit wenig Wasser
gewaschen und aus sehr wenig Wasser, in dem das Semiearbazid in der Hitze sehr
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leicht 16slich ist, umkrystallisicrt. GroRe, rechteckige Tafeln. Ausbeute 11,7 g (86%
d. Tli.). Smp. 173° (Zers.). Beim Verkochen mit Kalilauge erhalt man ein Produkt,
das in allen Eigenschaften mit der aus dem Cyanliydrazid erhaltenen Substanz
identisch ist. Ausbeute etwa 50 % d. Th.

Silbersalz. Fallt beim ZusammengieRen einer heiBen ammoniakalischen Ldsung
von 0,9 g Bcnzyltriazolon in 50 ccm Wasser und einer heiBen ammoniakalischen
Ldsung von 3,5 g Silbernitratin 20 ccm Wasser als farbloser Niederschlag aus.

COHTON3Ag2 (388,93) Ber. Ag 5547 Gef. Ag 55,38

5-B-Phenylathyl-1,2,4-triazolon-3

Aus Cyan-hydrozimtsdure-hydrazid. Wegen seines sehr ausgepragten
hydrophoben Verhaltens wird dieses Cyan-hydrazid durch IOproz. Kalilauge nicht
genligend benetzt, doch gelingt es mit starkerer Kalilauge leicht, das Cyanliydrazid
in Lésung und zur Oyclisierung zu bringen. 2 g des Cyan-hydrazids werden mit
einer Lésung von 8 g KOH in 32 cem Wasser Stunde am RuckfluBkuhler zum
Sieden erhitzt. Die Loésung wird dann wie im allgemeinen Teil geschildert weiter
behandelt. Das erhaltene Reaktionsproduktwird auswenig Wasser umkrystallisicrt.
Ausbeute 1g. Tafeln. Wenig Idslich in kaltem, reichlicher in heiBem Wasser. Smp.
205°, sublimiert ab 150° in sehr kleinen Tafelchen, die nur sehr langsam wachsen
und selten rechteckige Formen zeigen; ab 190° auch grobe Nadeln und Bildung
groBer, rundlich begrenzter Tafeln. Im Schmelztropfen wachsen beim Abkihlen
grofRe Tafeln mit rundlichen Kanten aus, deren Lichtbrechung nur wenig von der
der Schmelze abweicht. Mitunter wurden an denselben Préparaten auch die Schmelz-
punkte 206° und 210° gefunden, so daB Polymorphie vorzuliegen scheint.

OuHNONI (189,21) Ber. C63,47 H 586 N 22,21
Gef. »62,95 » 596 » 21,79

S-Isopropyl-1,2,4-triazolon-3

Aus Isobutyryl-semicarbazid. DasSemiearbazid wurde nicht isoliert, son-
dern nach der Darstellung alsbald in Lésung (IOproz. KOH) verkocht. Aus 55 g
wurden 3,17 g Triazolon (48% d. Th.) erhalten. Smp. 235,0°, sublimiert ab 140° in
feinen Nadeln.

C6HO9ON3 (127,15) Ber. C47,23 H 6,97 N 33,05
Gef. 047,21 » 7,30 » 32,76

Silbersalz. Fallt als weiBer, flockiger Niederschlag ausbeim Versetzen einer Ldsung
von 0,5 g dos Triazolons in 40 ccm heiBem Wasser mit einer conc. ammoniaka-
lischen Ldsung von 1,5 g Silbernitratin 10 ccm Wasser. In Salpetersdure und Am-
moniak leicht I6slich. Sehr schwer I8slich in Wasser. In der Ké&lte fallt das Silbersalz
gallertartig aus..

C5H7ON3AQ2 (340,891) Ber. Ag 63,29 Gef. Ag 62,67

5-Phenyl-1,2,4-triazolon-3

Aus Cyan-benzhydrazid. Darstellung woe auf S. 197 beschrieben; Erhitzungs-
dauer 1y2 Stunden. Ausbeute ctwui 15% d. Th. Schwer Idslich in den gewdhnlichen
organischen Lésungsmitteln. MaRig I6slich in siedendem Benzol. Smp. 321°.

CH.ON3(161,16) Ber. N 26,07 Gef. N 26,50
Silbersalz. Fa&llt als farbloser Niedcrschlag aus beim EingieBen einer siedend

heiBen Ldsung von 0,16 g des Triazolons in 50 ccm verd. Ammoniak in eine heile
ammoniakalische Lésung von 0,7 g Silbernitratin 10 ccm Wasser. Es wird bis zum
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Verschwinden des Giberschissigen Ammoniaks gekocht, der Niederschlag abfiltriert,
mit heiBem Wasser gewaschen und bei 110° getrocknet.

C8H50N3AgQ, (374,90) Bcer. Ag 57,63 Gef. Ag 57,07

llexamethylen-glykol-bis-[8,R8"-1,2,4-triazolon-(3)-yl-(3) -athylather]

Aus dem entsprechenden Scmiearbazid ohne dessen Isolierung. Das
Triazolin ist ein mikrokrystallines, farbloses Pulver. Darstellung des Semicarbazids
aus Hexamethylenglykol und Acryl-nitril, Verseifung des Kondensationsproduktes
zum Athylester und Umwandlung des Esters Uber das Hydrazid mit Kalium-
cyanat indasScmiearbazid. Ausbeute etwa 40% d.Th. Nach dem Umkrystalli-
sieren aus wenig Wasser schmilzt das Produkt bei 210—213°.

C14H240 4N 8 (340,38) Ber. 0 49,40H 7,11 N 24,09
Gef. » 49,31 » 7,19 » 23,98

Das Silbersalz wurde wie Gblich gewonnen; farbloser, amorpher Niederschlag.
CuH 2004N8Ag4 (565,93) Ber. Ag 56,20 Gef. Ag 54,88.

Diplienyl-substituierte Formazane
und Tetrazoliumsalze

Von Dietrich Jerchel und Hans Fischer

(Aus dem Kaiser-Wilholm-Institut fir medizinische Forschung Heidelberg,
Institut fur Chemie)

Mit 1 Figur im Text

(Eingegangen am 9. Méarz 1949)

Das erstmalig von H. v. Pechmann und P. Rungel) dargestellte
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) erhielt durch seine Verwendungs-
moglichkeit als Indikatorsubstanz fir Reduktionsvorgénge bei den ver-
schiedensten biologischen Objekten im Pflanzen-2) und Tierreich3)
Bedeutung. Man versuchte, die DarstellungsVorschriften fir das Tri-
phenylformazan und fir dessen Dehydrierung (Alkylnitrit)- und Blei-
tetracetatverfahren4) zu verbessern5). Besondere Untersuchungen betref-

») Ber. 27, 2920 (1894).

2) D. Jerchel, Fiat Review of Biochemistry 39, 64; G. Lakon, Ber. dtsch. bot.
Ges., 60, 299, 434 (1942); H. J. Cottrell, Nature 159, 748 (1947); F. Flemion,
H.Pooll Contrib. Boyce Thomson Inst. 15, 243 (1948).

3) M. A- M attson, C. O. Jensen, R. A. Dutcher, Science 106, 294 (1947); F. Il.
Straus, N. D. Cheronis, E. Straus, Science 108, 113 (1948); W. Antopul, S. Glau-
bach, L. Goldman, Public Health Reports 63, 1231 (1948).

4) R.Kuhn, 1). Jerchel, Ber. 74, 941 (1941).

5 M. A. Mattson, C. O. Jensen, R. A. Dutcher, Am. Cliem. Soc. 70, 1284(1948).
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feil die Bestimmung des Reduktionspotentials6), die Produkte der Licht-
einwirkung auf TTC7), die Verédnderungen der Formazane im Licht8),
das analoge Verhalten von Triazoliumsalzen9), die reduzierenden Fer-
mentsystemel0) u. a. Es ergab sich der Wunsch, weitere Tetrazolium-
salze herzustellen, ihre Eigenschaften kennenzulernen und sie in Bezug
auf ihre Brauchbarkeit als Indikatorsubstanzen zu prifen. In der Tab. 1
sind die dargestellten Verbindungen (I bis X) zusammengefalit.

Tab. I. Formazane und Tetrazoliumsatze
N—Nil—
I ' I L-\s.¢c cr
\'n= n-< 3 w \n=iU<Q>
N,N*,C-Triphcnyl-formazan 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)
Smp. 172—174° Smp. 256—258°
IN-NH-/* 'S yN—NH—< \
WX \n=mn-<2> w X» ~ -0 -0

C-p-Biphenylyl-N,N'-diphenyl-formazan C-Phenyl-N-p-diphenylyl-N*-phenyl-
Smp. 194—195° formazan
Smp. 167—168°

1V : Entsprechendes Tetrazoliumchlorid VI: Entsprechendes Tetrazoliumchlorid
Smp. 220—222° Smp. 242—243°

In m i
vn=neocow “AN=N -0 -0

C-Phenyl-N,N'-bis-p-diphenylyl-forinazan iS.N".C-Tris-p-diphcnylyl-formazan
Smp. 172—173° Smp. 214—216°

VI1I1: Entsprechendes Tetrazoliumchlorid X: Entsprechendes Tetrazoliumchlorid
Smp. 271—273° Smp. 220—221°

Bequem und schnell 14t sich heute sehr reines Triphenylformazan (1)
aus kauflichem TTC1D) durch Reduktion z. B. mit Ascorbinsiure pra-

6) 1). Jerchel, W. Hohle Ber. 77, 591 (1944).

7) J. Hausaer, D. Jerchel, R. Kuhn, Bor. 82 (1949) im Bruck.

8)s)10) R. Kuhn, Kolloquium dbs Ivaiser-Wilhelm-Institutes Heidelberg, 22.11. 1948.
u) ,, Tetrazol*“ der Farbwerke Bayer, Leverkusen.
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parativ gewinnen. Durch Umsetzung mit alkoholischer Kupfer-, Kobalt-,
Nickelacetatlésung lassen sich in fast schwarz erscheinenden Kristallen
auBerordentlich schwer l6sliche Komplexverbindiingen darstellen.

Tab. 2. Triphonylformazan-Komplexverbindungen

CjsHaoNsCu Schmp. 233—234° (IZ.H, (}.H,
NTS, -N'=Nv
C3H3IN8Co Schmp. 147— 150° H5C,-C<f >X< hC-C,H,
XN=N-"" \N-NZ
. C3BHINeNi Schmp. 292—294° ' c,ll, C.I,
X ®=Cu, Co, Ni

Das nach der Dehydrierung mit Amylnitrit oder Bleitetracetat anfallende
Triphcnyltetrazoliumchlorid (I1) enth&lt meistens noch wechselnde Mengen eines
Chloridchlorhydrates, das der wafrigen Ldsung saure Reaktion verleiht. Um
reinstes TTC zu erhalten, krystallisicrt man das Rohprodukt mehrmals aus Alkohol/
Ather, besser noch aus Pyridin und anschlieRend aus Alkohol/Ather. Durch
Schwerléslichkeit und scharfe Schmelzpunkte zeichnen sich das Rhodanid, das
Pikrat sowie die Quccksilberchloriddoppclverbindung des TTC (Tab. 3) aus.

Tab. 3. Schwerldslich?Triphenyltetrazoliumsalzo-

Rhodanid .. c2h J5n 5s Schmp. 134—136°
Pikrat .o 0,,H,,N,0, Schmp. 186—188°
HgCL-Verbindung....coevvviinnnnnns CIH 15N 4CI3Hg Schmp. 235—237°

H.-J. Bielig1?) hat festgestellt, dalR bei der Schardinger-Reaktion
der Milch sich TTC an Stelle von Methylenblau verwenden-1aRt.

In Angleichung an die Modellversuche zur Schardinger-Reaktion
wie sie G. Bredig und F. Sommer13 unter Verwendung von ,,anor-
ganischem Ferment* (Pt, Jr) mit Methylenblau als Farbindikator be-
schrieben haben, wurden Versuche mit TTC angestellt. Figt man zu
einer walrigen, mit wenig NaOH und etwas 25proz. Formalin versetzten
TTC-Lo6sung einen Tropfen kolloidale Palladiumldsung, dann tritt sofort
Rotfarbung und Formazanabscheidung ein. Dies ist ein Versuch, der
sich besonders zur Demonstration eignet, einfacher als derjenige mit
Methylenblau im luftleeren Thunbergréhrchen. An die Stelle des
Formaldehyds kann u. a. auch Acetaldehyd oder Glukose treten.

Im folgenden wird die Synthese von p-Diphenylyl-tetrazolium-
salzen beschrieben. Aus ihnen entstehen durch Reduktion — dies ist fir
ihre Verwendung als Indikatorsubstanzen von Interesse — auRerordent-
lich tief gefarbte und schwer l6sliche Formazane. Im Hinblick auf bio-

12) Unveroffentlicht.
13) Zschr. phys. Chem. 70, 34 (1910).
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logische Anwendungen wurden Versuche uber die Toxicitat der beschrie-
benen Tetrazoliumsalze angestellt.

Die Diphenylylformazano 111, V, VII, IX wurden unter Verwendung von
Pyridin/Methanol als Losungsmittel bei der Kupplungsreaktion dargestellt. Der
als Ausgangsmaterial fir die Formazane 111 und 1 X bendétigte p-Diphenylylaldehyd

wurde nach L. Gattermann14) aus Diphenyl mit Aluminiumchlorid undliupfer-
chlorir gewonnen. Fir die Formazane V, VII und IX bendtigte man 4-Amino-
diphenyl. Dieses wurde aus 4-Nitrodiphenyl durch Reduktion mit Wasserstoff und
Raney-Nickel in guter Ausbeute erhalten. Das zur Darstellung von I X bendétigte
p-Tlydrazinodiphenyl wurde aus dem Diazoniumsalz des 4'-Aminodiphenyls durch
Reduktion mit NatriumsuHit in Form seines Chlorhydrates dargestellt.1

Die Diphenylylformazane zeichnen sich durch sehr tiefe rote Farben aus. Von
den isomeren Monodiphenylylformazanen absorbiert V (Diphenyl an N) lang-
welliger alslll (Diphenyl an C). DieAnh&ufungvonDiphenylresten bewirkt
weitereFarbvertiefung (Farbe der Kristalle Tab.4;Farbe der Lo6sung Fig. 1).

Tab. 4

111 tiefrote Kristalle

\Y tiefrote Kristalle

VIl violettrote Kristalle

IX metallglanzendo, tiefdunkelrote Kristalle

Die Absorptionskurve (in Benzol) des Tri-diphenylyl-formazans (1X) zeigt im Sicht-
baren ein Maximum bei 540 m/a, das um 40 m/i langwelliger ist als dasjenige von
Triphenylformazan (I, 500" mp).
Die Dehydrierung der Forma-
zane zu den entsprechenden Te-
trazoliumsalzen (11, 1V, VI, VIII,
X) wurde mit Amylnitrit durch-
gefihrt. Durch scharfe Schmelz-
punkte (Punkte der beginnenden
Zersetzung) sind diese Verbindun-
gen charakterisiert. Mit der mehr-
fachen Diphenylsubstitution wird
die Ldslichkeit in Wasser geringer.
Waéahrend TTC noch sehr leicht
16slich ist, gelingt es schon vom Te-
trazoliuinsalz VI nur noch 0,Iproz.
waBrige Losungen herzustellen.

Fur biologische Anwendun-
genwar esvon Interesse, orien-
tierende Versuche (ber die
Giftigkeit der verschiedenen
Tetrazoliumsalze anzustellen.
Dieser Aufgabe unterzog sich T - -4 L X x oV
H. Querner vom Zoologi- -+ VII; 0- -0 IX.
schen Institut der Universitat
Heidelberg. Die Grenzen der Vertraglichkeit von TTC sowohl bei intra-
peritonealer alsauch bei intravendser Applikation gehen aus Tab. 5hervor.

Formazane nin Benzol

14) A. 347, 381 (1906).
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Tab. 5. Orientierende Bestimmung der Vertréaglichkeit von TTC fiur
die Maus
TTCwurde in Ringer-L6sung geldst, intraperitoncal wurden je 0,5 ccm, intravends
0,1 und 0,2 ccm davon gespritzt.

Zahl der Mause Lebensdauer nach

mg TTC/g Maus im Versuch gestorben der Applikation
intraperitoneal

0,005—0,010 8 1. 90 Stunden

0,011—0,020 11 5 5—41 0

0,021—0,030 9 9 1— 6  *»

0,031—0,070 8 8 Yi— 1. Stunde

intravends

0,0005—0,005 3 0 o

0,005 —0,02 3 3 0,009 nach 14 Std.

0,010 ) 11 »
. 0,020 * 2 »

Sie liege« bei etwa 20 y pro Gramm Maus im ersten, bei etwa 5y pro
Gramm Maus im zweiten Fall. Als Dauerdosis wurden uber 21 Tage
6y pro g i. p. vertragen. Die mikroskopische Betrachtung der i. p.
gespritzten, kurz nach dem Tode sezierten Tiere zeigte Ablagerung von
Formazan im Fettgewebe der Bauchhdohle.

Auch an Fischen wurden orientierende Giftigkeitsversuche angestellt.
Als Testobjekt wurden 20 Tage alte Barben (Barbus conchonius) ver-
wendet, die in einer von F. B. Lehmann15 angegebenen Zuchtldsung
gehalten wurden; dieser Losung setzte man das zu prifende Tetra-
zoliumsalz zu. Die Ergebnisse sind in Tab. 6 verzeichnet. Aus dieser
Zusammenstellung ergibt sich, daB die Toxicitdt mit der aromatischen

Tab. 6. Orientierende G iftigkeitsversuehe an Fischen
(Barbus conchonius)

Subst

Konz.  Methyl-diphenyl- TTC v Vi Vi X

tctrazoliumehlorid
Zahl dei Tage, naci denen von 6 Fisehen 4 tot waren

0,1 % 4 1 2 nicht
0,05% 4 2 2 4 geniigend
-0,01% : 8 5 2 *) 5 loslich

*) alle 6 Tiere starben

Kontrolle: Am 12. Tage lebten in den Kontrollansdtzen ohne Substanz noch 4
oder mehr Tiere.

18) Revue Suisse 55, 1 (1948): 50 Teile m/50 MgSO.,. 130 Teile m/50 CaCl2, 16 Teile
m/50 NaCl, 4 Teile m/50 KCI.
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Substitution zunimmt. Methyl-diphenyl-tetrazoliumchlorid ist deutlich
weniger toxisch als TTC und die untersuchten Diphenylylhomologen.
Interessant ist die Beobachtung, dal die letzteren (insbesondere V1) im
Gegensatz zu TTC konservierend auf die toten Fischorganismen wirkten.

Wir danken Frau Dr. J. Hausser fur die Messung der Absorptionsspektren
sowie Herrn Dr. F. Richter vom Beilstein-Institut fir seine Ratschlage zur
Nomenklatur.

Beschreibung der Versuchelf)

1 Metallkomplexe des Triphenylformazans

Aus kauflichem Triphenyltetrazoliumchlorid1l) 143t sich reines Triphenylfor-
mazan (1) durch Reduktion mit Ascorbinsdure erhalten. Versetzt man eine Ldsung
von 600 mg TTC in 20 cem Wasser mit einer Ldsung von 300 mg Ascorbinsdure
in 5 ccm Wasser, so scheidet sich sofort nach Zusatz einiger Tropfen 2nNaOH das
Formazan aus. Nach einmaliger Kristallisation aus Aceton zeigte es den Schmp.
172—174°.

Fugt man zur methanolisehcn Lésung von Triphenylformazan eine alkoholische
Losung von Kupfera,cctnt, so scheiden sich nach einigen Minuten nahezu schwarze
Nadeln aus vom Schmp. 233—234°.

C3BH3IIN3Cu (662,3) Ber. N 16,92 Cu 9,64
Gef. » 16,61 » 9,93

In gleicher Weise.entstanden die Kobalt- und Nickel-Verhindungen des Triphenyl-
formazans mit den Schmp. 147—150° und 292—294°.

C3BH3IN9Co (657,6) Bor. C 69,40H 4,60 N 17,04
Gef. » 69,66 » 4,66 » 16.62.

CBHIN3NIi (657,4) Ber. » 69,43 » 4,60 » 17,05
Gef. » 69,93 » 4,92 » 16,95

2. 2,3,5-Triphenyl-tetrazoliumchlorid (11)

Um besonders reines Triphenyltetrazoliumchlorid zu erhalten, kristallisiert
man das durch Dehydrierung aus dem Formazan erhaltene oder auch das kaufliche
Tctrazoliumsalz aus 25 Teilen Pyridin njjt einigen Tropfen Ather und im AnschluR
daran aus 15 Teilen Alkohol + 15 Teilen Ather, die man in kleinen Anteilen zugibt,
um und erhélt so rein weille Kristallnddelehen vom Schmp. 265—258°.

Versetzt man eine alkoholische Lésung von reinstem TTC mit in Alkohol
gelostem Ammoniumrliodanid, fallt sofort das Rliodanid in gelben Nudelchen aus.
Kristallisation aus Alkohol/Ather. Schmp. 134—136°.

OdH IN5S (357,4) Ber. N 19,60 Gef. N 20,02

Das in Wasser auRerordentlich schwer losliche Pikrat kristallisiert aus Athanol
in herrlichen gelben Nadeln vom Schmp. 186—188°.

CmH IN.O; (527,4) Ber. C 56,93 H 3,24 N 18,59
Gef. » 56,87, 56,92 » 3,41, 3,42 » 19,04

15) Alle Schmelzpunkte wurden im Berl-Block durchgefuhrt.



206 Dietrich Jerchel und Hans Fischer

Versetzt man eine walirige Lésung von TTC in der Warme mit gesattigter wafi-
riger Sublimatldsung, so scheidet sich das Doppelsah in Kristallblattchen aus.
Kristallisation aus 50proz. Alkohol fihrt zu analysenreiner Substanz vom Schmp.
235—237°.

0,94 BN 4GljHg (600,3) Ber. N 9;24 Hg 33,09
Gef. » 9,09 » 31,6

Gibt man zu einer Lésung von 1 mg TTC in 1 ccm Wasser 5 Tropfen 2n-NaOH,
2 Tropfen einer Iproz. kolloidalen Palladium-L&sung und 1 Tropfen 25proz. wéRriger
Formalin-Ldsung, dann tritt schlagartig Rotfarbung und Triphenylformazan als
Niederschlag auf (vgl. S. 202).

3. C-Biplienylyl-N,N'-dipliemyl-formazan (I11)

8,4 g p-Phenyl-benzaldehyd-phenylhydrazon1l), gelést in 20 ccm Pyridin und
400 ccm Methanol, werden bei 0° unter Zusatz von 17 g krist. Natriumacetat mit
der Diazoniumsalzlésung aus 2,8 g Anilin untEr gutem Ruhren versetzt. Nach
6 Stunden kann man 10 g Formazan in fester Form gewinnen. Die Kristallisation
erfolgt aus Aceton/Wasser; so erhélt man 5g nadelformig kristallisierende, tiefrote
Substanz vom Schmp. 194—195°.

C,HmN4 (376,4) Ber. C79,76 H 535 N 14,89
Gef. » 79,43 » 5,31 » 14,96

5-p-Diphenyl-2,3-diphenyl-telrazoliumchlorid (I1V). 2 g von 111 werden in 80 ccm
Chloroform der Dehydrierung mit Amylnitrit unterworfen. Das Tetrazoliumsalz
kristallisiert aus der Reaktionslésung in weiRen Nadeln aus, die Kristallisation wird
durch Atherzusatz vervollstindigt, aus Methanol/Ather kristallisiert erhédlt man
19 zur Analyse. Schmp. 220—222°. Trocknung bei 110°/14 mm.

C.5HINIC1 « OHjOH (442,9) Ber. C 70,50 H 5,23 N 12,65
Gef. » 70,94 » 5,02 » 12,63

4. C-Phenyl-N-p-diphenylyl-N'-phenyl-/ormazan (V)

Aus 9 g Benzaldehydphenylhydrazon und der Diazoniumsalzlésung aus 9,4 g
p-Aminobiphenyl-hydrochlorid17) entstanden unter den iblichen Bedingungen 5 g
reines Formazan aus Aceton/Wasser in tiefroten Nadeln vom Schmp. 167— 16S°18).
Zum Unterschied wurde bei der Diazotierung das Natrium nitrit hier jedoch in fester
Form auf einmal zugegeben, dadurch wurde ein einheitlicher Reaktionsverlauf
gewadhrleistet.

C..H.ON, (376,4) Ber. C79,76 H 5,35 N 14,89
Gef. » 79,74 » 5,28 » 14,49

2-Phenyl-3-p-diphenylyl-5-phenyl4etrazoliumehlorid (V1). Die Dehydrierung von
3 g des Formazans V mit Amylnitrit in Chloroform ergab 2 g Tetrazoliumsalz.
Eswurde aus Alkohol/Ather kristallisiert und hatte den Schmp. 242—243°.

C.5H IN4C1 (410,9) Ber. C73,07 H 4,66 N 13,64 CI8,63
Gef. » 72,98 » 4,62 » 13,68»8,90

17) 4-Nitro-biphenyl: J. Elks, J. W. Haworth, D. H. Hey, Chem. Soc. 1940, 1284.
Die Reduktion zu 4-Aminobiphenyl wurde mit Wasserstoff und Raney-Nickel bei
Zimmertemperatur und 100 Atm. Druck in Autoklaven durchgefihrt.

18) F. 174° aus Chloroform (Alkohol), E. W edekind, A. 300, 253 (1897).
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5. G-Fhemyl-N,N'-bis-p-diphenylyl-formazan (V1)

Das als Ausgangsmaterial bendétigte p-Hydrazino-biphenyl wurde auf folgendem
Wege erhalten: 20 g p-Biphenylamin-liydrocldorid wurden entsprechend der Vor-
schrift zur Darstellung von diazotiertem p-Nitroanilin zunéachst mit QO ccm HCI
(1,19) und 160 ccm Wasser in einer Reibschale verrieben; sodann auf 0° abgekiihlt
und mit 10 g NaNO02diazotiert, Uberschissiges Nitrit wurde mit Harnstoff zerstort.
Die so erhaltene Diazoniumsalzldsung wird zu eisgekuhlter Natriumsulfitlésung
(aus 300 ccm techn. Bisulfitlésung (d = 1,345) und 100 ccm 2n-NaOH gegeben.
Nach %stindigcm Stehen im Eisbad wurde 3 Std. auf dem Dampfbad erwarmt,
dabei langsam mit 2n-NaOH alkalisch gemacht und mit 300 ccm Methanol versetzt.
Nach heiBer Filtration und Ansduern mit conc. HCI fallt das Hydrochlorid des
Biphenylhydrazins als rein weifle Substanz aus. Ausbeute 6—10 g.

Durch Zusammenbringen von 2 g Biphenyl-hydrazin-hydrochlorid und 1'g
Bcnzaldehyd in Athylalkohol wurde nach Umkristallisation aus Alkohol/W asser
1g reines Benzaldehyd-biphenylhydrazon vom Schmp. 126° erhalten.

Die Kupplung von 0,95 g Hydrazon mit dem Diazoniumsalz aus 0,6 g Biphenyl-
amin fihrte zu 0,2 g aus Aceton in violettrotcn Nadeln anfallendem Formazan vom
Schmp. 172—173°.

C3IH.AN4 (452,5) Bor. 0 82,27 H535N 12,38
Gef. »82,20 »5,91» 11,97

5-Phenyl-2,3-bis-p-diphe7iylyl-tetrazoliumcMorid (VI1Il). Die Dehydrierung von
2,5 g des Formazans VII mit Amylnitrit in Chloroform mit anschlieRender Um-
kristallisation aus Alkohol/Ather ergab 0,8 g in Nadeln kristallisierendes Tetra*
zoliumsalz, eine reine, weiBe Substanz vom Schmp. 271—273°.

C3IH ,3N4Cl (487) Ber. C 76,45 H 4,76 N 11,51
Gef. » 76,53 »5,05» 11,39.

6. N,N',C-Tns-p-diphenylyl-forniazan (1X)

Aus 0,9 g p-Phcnylbenzaldehyd und 1 g p-Hydrazinodiphcnyl-hydrochlorid
wurde 0,6 g dosHydrazons mit dem Schmp. 104— 105° dargestellt.

1,7 g dieses Hydrazons, in 70 ccm Pyridin gelést, wurden mit dem aus 0,95 g
Biphenylamin-hydrochlorid entstandenen Diazoniumsalz, gelést in mdglichst wenig
Wasser, gekuppelt. So erhielt man nach Umkristallisation aus Aceton 0,6 g ana-
lysenreines Formazan (a) in metallisch gldnzenden, schwarzroten Nadeln vom
Schmp. 190—193°. Die Kristallisation aus Benzol fihrte zu einem analysenreinen
Produkt (b) vom Schmp. 211—213°, aus Chloroform zu einem solchen (c) vom
Schmp. 214&-216°.

C3H.,8\4(528,61) Ber. C84,056H 5,34N 10,60
Gef. () »83,96 » 5,29 » 10,53

(b) 1)83,99 » 5,44 » 10,34

(c) »83,96 » 5,79 » 10,66

2,3,5-Tris-p-diphenylyl-Tetrazoliumchlorid (X). Aus 1g von IX erhielt man nach
der Dehydrierung mit Amylnitrit und dreimaliger Kristallisation aus Alkohol/
Ather 0,8 g schwach gelblich gefarbtes, in feinsten Nadeln kristallisierendes Tetra-
zoliumsalz vom Schmp. 220—221°. Die Trocknung wurde bei 140°/14 mm durch-
gefihrt. Dieses TetraZoliumsalz ist in Wasser schwer loslich.

C3H,N4CL+IDO (581,1) Ber. C 76,47 H 5,03 N 9,64
Gef. » 76,34,76,66,76,42 » 5,49,5,18,4,92 »9,47,9,61
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Uber Diformazane und Ditetrazoliumsalze

Von Dietrich Jerchel und Hans Fischer

(Aus dom Kaiser-Wilheim-Institut fir medizinische Forschung, Heidelberg,
Institut fir Chemie)

Mit 1 Figur im Text.

(Eingegangen am 9. Méarz 1949)

Dem Wunsche folgend, fiir biologische Zwecke Indikatorsubstanzen
vom Typ des Triphenyltetrazoliumchlorids (TTC), jedoch mit anders-
artigen Substituenten, darzustellen, Um damit vielleicht zu fiir den
tierischen Organismus weniger toxischen und auch tiefer farbenden Sub-
stanzen zu kommen, wurde eine Reihe von Ditetrazoliumsalzen synthe-
tisiert (Tab. 1). Die Erwartung, daBR diese Tetrazoliumsalze mit zwei
quartaren Stickstoffatomen im Molekul fur eine biologische Anwendung
noch geniigend wasserldslich sein wirden, bestétigte sich. Die aus ihnen

entstehenden Diformazane
zeichnensich durch sehr tiefe
rote Farbe und geringe L0os-
lichkeit aus. Die Absorpti-
onskurven sind auf Fig. 1
dargestellt. Auf Grund der
genannten Eigenschaften ist
mit einer besonderen Eig-
nung als Indikatorsubstanz
zu rechnen.

Die Darstellung des in
diese Arbeitaufgenommenen
5,5'-Dimethyl-3,3'-diphenyl-
2,2'-di-p-diphenylen-ditetra-
zoliumchlorids (X) wurde
bereits von R. Kihn imd

Fig. I. Absorptionsspektren E.Ludolph yl) beschrieben.
von ))iformazanen Eine Verbindung des glei-
—+1; X-  -x HI; .- * Vv chen Typs, das 5,5,3,3-

-0 VII; A- . a Triphenyiformazan Tetraphenyl-2,2'-di-p-diphe-

nylen -ditetrazoliumchlorid,
beniitzten vor kurzem W. Antopul, S. Glaubach und L. Goldm an2F
flr Versuche an tierischem Gewebe, Bakterien und Zwiebelwurzel-
spitzen. Die letztgenannte Verbindung wird als weniger toxisch gegen-
Uber tierischen Zellen im Vergleich mit TTC bezeichnet.

1) Diplomarbeit E. Ludolphy, Universitat Heidelberg (Nov. 1947).
2) Public Health Reports 63,1231 (1948).
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Tab. 1. Diformazane und Ditetrazoliumchloride’)

<Q >-n.= nl/ \'n= n-<3>
N,NIN",N",-Tetraphenyl-C,C'-diformazyl; Smp. 208—210°
/ \-N -N s N -N-/~"'S

1" w L v | 20l
< 3 -n=n/ \ N-.n-<Q >

213,2/,3/-Tetraphenyl-5,5'-ditetrazoliumchlorid; Smp. 265—268° .

o] - NII- N [-N H -0
11 C—CH,—CH,—C
<(2>-n= nl/ \'n= n-<Q>

N>N',N",N"'-Tetraphenyl-C>x'-athylen-diformazan; Smp. 148—140°

V. Ditetrazolitmchlorid; Smp. 262° (Rhodanid Smp. 168°)
/ >- NI- i\x —NH-/

\% \% o -/ w
;<”A> N = n/ \N= N-<gg

N,N*,N" ,N/"-Tetraphcnyl-C,C"'-p-phenylen-diformazan; Smp. 208—210°

VI. Ditetrazoliimchlorid; Smp. 273—274°
/ \-N H - IS\ .N-N1I-/ S
vii X -
H,C,00C-<~>- N — .ti/- Nn= N—< )>—COOCjH,

N,N//-Diphenyl-N*,N"/-bis-(4-carbathoxy-phenyl)-C,C'-p-phenylen-diformazau;
Smp. 224—225°

VIII. Ditetrazoliumchlorid; Smp. 322°
/[ - NH—0 0 - HN-%

1X ..CH—C * C—CH,
\N == N= n/

C,C'-Dimethyl-N,N""-diphenyl-N,,N"'-p-diphenylen-diformazan; Smp. 197°
X. Ditetrazoliimchlorid; Smp. 243°

3) Die fur die Tetrazoliumsalzo angegebenen Schmelzpunkte geben gleichzeitig die
Temperatur der beginnenden Zersetzung an.

Annalen der Chemie. 5C3. Band 14
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Aus Lavulinsdure und diazotiertem Anilin erhielten wir das einfachste,
bereits bekannte Diformazan4); uber sein schon kristallisierendes Hydro-
chlorid wurde es gereinigt. Zur Dehydrierung wurde das Hydrochlorid
mit Bleitetraeetat behandelt. Aus dem erhaltenen Ditetrazoliumsalz 11
lieR sich (selbst bei 140°/14 mm) 1 Mol HCI und 1 Mol H20 nicht ent-
fernen.

Der als Ausgangsmaterial fur das Diformazan 111 benétigte Succin-
dialdehyd wurde aus Pyrrol5) gewonnen und in sein Diplienylhydrazon
Ubergefiihrt. Die Kupplung erfolgte in Pyridin/Methanol. Das durch
Dehydrierung entstehende Ditetrazoliumsalz IV hielt bis 150° 3 Mol;
Kristallwasser fest, das aus dem Dichlorid erhaltene Dirhodankl zeich-
nete sich durch besondere Schwerléslichkeit aus.

Terephtalaldehyd, der aus p-Xylol tber die TetrabromVerbindung
dargestellt wurde,R) liefert das in violetten Nadeln kristallisierende
Diformazan V. Mit Amylnitrit + HCI erh&lt man daraus das mit 2 Molen
H20 kristallisierende Ditetrazoliumsalz VI.

Vom Diphenylhydrazoh des gleichen Dialdehyds ausgehend, flihrte die
Kupplung mit dem Diazoniumsalz des p-Aminobenzoesdureesters zum
Diformazan VI, welches sich durch Dehydrierung in das dazugehorige
Ditetrazoliumsalz V111 tberfiihren liefs.

Das Formazan IX erhielt man durch Kupplung von tetrazotiertem
Benzidin mit Benzaldehyddiphenylhydrazon in tiefroten Kristallen.
Die Dehydrierung erfolgte mit Amylnitrit und fihrte zu dem mit 2 Mol
HsO kristallisierenden Ditetrazoliumsalz X2).

An Fischen (Barbus conchonius, etwa 20 Tage alt) fihrte Herr H.
Querner am Zoologischen Institut der Universitdt Heidelberg orien-

Tab. 3. Vergleichende Toxicitdtsuntersuchungen am Fisch Barbus
conchonius

Als Lésungsmittel fur die zu prifenden Substanzen wurde das Salzgemisch nach
F.E. Lelnnann?7) verwendet.

Substanz:
Konz.
TTC v Vi VI
Zahl der Tage, nach denenvon 6 Fischen 4 tot waren
01 % 1 9 1 -2
0,05% 2 9 5 7
0,01% 5 10 7 9

Kontrolle: Am 12. Tage lebten in den Kontrollansétzen ohne Substanz noch 4
oder mehr Tiere.

4) E. Bamberger, J. Mller, J. pr. 64,215 (1901).

5)C. Harries, Ber. 35, 1183 (1902). — R. W illstatter, IV. Heubner, Bor. 40,
3871 (1907).

*) P. Ruggli, E. Girod, Helv. 27, 1468 (1944); Org. Synth. 20, 92 (1940).

7) Revue Suisse 55, 1(1948).
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tierende Untersuchungen Uber die Vertrdglichkeit der Tetrazolium-
verbindungen durch (Tab. 3).

Diese Untersuchungen geben einen Hinweis darauf, daf das sich vom
Succindialdeliyd ableitende Ditetrazoliumsalz 1V hier die ungiftigste
Substanz ist. Dann folgen die Substanzen V111, V1; TTC ist toxischer als
alle untersuchten Ditetrazoliuinsalze.

Sowohl TTO als auch die Tetrazoliumsalze VIIl1 und X wurden von den Herren
H.-J. Bielig und H. Quernor8) an der Biologischen Anstalt Helgoland, z. Z.
List/Sylt, fur biologische Beobachtungen an Uydrozoen, Anthozoen, Anneliden
(Entwieklungsstadien bis Trochophora-Larve), Molluske?i und Seeigeln'(Entwick-
lungsstadien bis zum Pluteus) verwendet. Die Versuche wurden in Meerwasser
angestellt. Auch an diesen Objekten konnte man eine Abnahme der Giftigkeit
von TTC und X uber die mitgepriiften Athyl- und Methyldiplienyltetrazolium-
chloride zur Substanz VIII, dem Derivat des Tcrcphtaldialdchyds, feststellen.
So entwickelten sich z. B. befruchtete Seeigeleier in vergleichbaren Zeiten bis zur
anné&hernd normalen Gastrula nur noch in0,01proz. TTC-bzw. 0,05proz. X-1.8sung,
aber sogar in U,2pi;oz. VHI-L6sung,

Wi ir danken Prau Dr. J. Ha usser fur die Messung von Absorptionsspektren und
Herrn Dr. F. Richter vom Beilstein-Institut fir seine Ratschldge zur Nomen-
klatur der beschriebenen Verbindungen.

Beschreibung der Versuche()

1. N,N',N",N"'-Tetraphcnyl-C.C'-diformazi/l (I)

Der Vorschriftvon E. Bambergcr und J. M iller4) folgend, wurden aus 58 g
Lavulinsdure und 47 g Anilin 44 g rohes Diformazyl dargestellt. Nach zweimaligem
Umkristallisieren aus Chloroform/Athylalkohol erhielt man 1,5 g der reinen Ver-
bindungin metallisch glanzenden Blattchen vom Smp. 208—210°.

Kocht inan 22 g des Rohproduktes mit 1 1Wasser, filtriert heil, nimmt den
Rickstand in Athylalkohol auf und gibt 250 ccm Salzsaure 1 : 1 hinzu, so kristalli-
sieren 11g des Hydrochlorids in schénen, roten Blattchen vom Zersp. 245° aus.

2,3,2',3"-TeJraphen]/I-5,5'-diletrazoliumcMorid (I1). 1,2 g Tetraphcnyl-diformazyl-
hydrochlorid wurden in 70 ccm Chloroform aufgeschldammt. Hierzu wurden auf
einmal 2,2 g Bleitetracetat hinzugefiigt. Nach einigen Minuten war die L6sung
farblos. Das Chloroform wurde i. V. abgedampft, der Riickstand in 30 ccm Athyl-
alkohol auigenommen, das Blei durch Einleiten von HCI-Gas als Chlorid ausgefallt,
abfiltriert und etwa zur Hé&lfte eingedampft. Nach Versetzen mit 80 ccm abs. Ather
scheidet sich das Ditetrazoliumsalz ab. Zweimalige Kristallisation aus Alkohol/
Ather fiihrte zu 200 mg eines Praparates vom Smp. 265—268°. Die Trocknung
zur Analyse erfolgte bei 140°/14 mm.

CXBHZNECL,-2HCI « ILO (606,36) Ber. C51,50 H 3,99 N 18,48
Gef. » 51,69 » 4,07 » 18,27

2. N,N"N",N"-Tetraphenyl-C,0’-ailixjlen-diformazan (I11)

Succindialdeliyd konnte nach C. Harrics5 und R. W illstatterb5) als Diplienyl-
hydrazon vom Smp. 108—109° ausPyrrol gewonnen werden. Auf Isolierung des
freien Aldehyds wurde verzichtet. Die nach der Spaltung des Aldoxims erhaltene

8) Zschr. f. Naturforsch. 3b (1949) im Druck.
9) Alle Schmelzpunkte wurden im Berl-Block bestimmt.

14*
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walrige Dialdehydlésung wurde mit Phenylhydrazin in Alkohol versetzt. Nach
Erhitzen bis zum Sieden und Wiedererkalten scheidet sieh das Dihydrazon in
Kristallnadein aus. Aus 33,5 g Pyrrol wurden 8 g dos analysenreinen Dihydrazons
erhalten.

1,3 g Succindialdohyd-diphenylhydrazon und 2,5 g krist. Natriumacetat wurden

in 100 ccm Methanol unter Zusatz von 15 ccm Pyridin geldst. Zu dieser auf —5°
abgekihlten Lésung wurde das in wenig Wasser geldste Diazoniumchlorid aus
0,9 gAnilin unter guter Rihrung, und Kihlung zugegoben. Nach Versetzen mit
100 com Wasser fiel das Diformazan als roter Nicderschlag aus. 1,5 g in Nadeln
kristallisiertes Diformazan vom Smp. 148—149° ergaben sich nach zweimaliger
Umkristallisation aus Athanol/Essigester (4 :1).
CBH M 8474,5) Ber. C70,80 H 552 N 23,62
Gef. » 71,01 » 524 » 23,76

Dilelrazoliumchlokd 1V. 1,2 g Diformazan Il wurden der Dehydrierung mit
2,2 g Bleitetracetat in Chloroform unterworfen. Wir erhielten 0,3 g des mit 3 Molen
Wasser kristallisierenden Tctrazoliumsalzes, das nach Trocknung bei 110°/14 mm
den Smp. 262° (bei 150° Kristallwasscrentbindung) zeigte.

C,8H..,N8CL « SILO (597,5) Ber. C56,28 H 5,06 N 18,76 CI 11,84
Gef. » 56,34 » 4,84 » 19,26 » 11,10

Versetzte man die waRrige Lésung des Chlorids mit einer Lésung von Ammo-
niumrhodanid in Wasser, dann fiel das Dirhodanid in Form eines gelbbraunen
Niederschlages aus. Aus Alkohol kristallisiert hatte es den Smp. 16S°.

C30H 2IN 10S. «1LO(606,7) Ber. C59,39H 4,32 N 23,09
Gef. » 59,42 » 4,63 » 23,40

3. N,N',N" ,N™-Tetraphenyl-C,C'-p-phenylen-diformazan (V)

Aus 10 g Terephtalaldehyd-di-phcnylhydrazon0) vom Smp. 263—265° wurden
in 700 ccm Pyridin und 200 ccm Athanol nach Zugabe der berechneten Menge, an
diazotiertem Anilin 15 g rohes Diformazan erhalten. Nach verlustreicher Kristalli-
sation aus Pyridin/Wasser und Benzol/Benzin erhéalt man das analysenreine For-
mazan in violettroten Kristallnadeln vom Smp. 208—210°.

C3H N8 (522,7) Ber. C73,54 H 5,02 N 21,44
Gef. » 73,73 » 5,21 » 21,04

Dilelrazoliumchlorid VT. Die Dehydrierung des unter 3 beschriebenen Difor-
mazanswurde mittels Amylnitrit + HCIlvorgenommen. Dazu wurden 1g davon in
100 ccm Chloroform geldst und mit 1 g Amylnitrit versetzt. Nach kurzem Dariber-
leiten von HCI-Gas entfarbte sich die Losung. Nach einigen Stunden dampft man
das Cliloroform bis auf 30 ccm ab und versetzt mit trockenem Ather. Dabei fallt das
Ditetrazoliumsalz aus. Dreimalige Kristallisation aus Athanol/Ather fiihrte zu
700 mg analysenreinem, weiBem, kristallisierendem Ditetrazoliumsalz vom Smp.
273—274°. Die Trocknung erfolgte bei 140°/14 mm.

Cj-KuNgCL «2H.,0 (627,5) Ber. C61,24 H 450 N 17.86
Gef. » 61,00 » 4,52 » 17,91

4. N,N"-Diphenyl-N',N"*-his( 4-carbathoxy-plienyl)-G,C'-p-phcnylen-
diformazan (V1)
3,1 gTeraphtalaldehyd-diphenylhydrazon wurden in 400 ccmPyridin und 200 ccm

Methanol unter Zusatz von krist. Natriumacetat mit der berechneten Menge an
diazotiertem p-Aminobenzoesdure-athylester gekuppelt. Nach der Kristallisation
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des Rohproduktes aus Pyridin/Wasser konnten 3 g reines Formazan vorn Smp.
224—225° erhalten werden. Trocknung zur Analyse bei 140°/14 mm.

03H3AHO A (666,7) Ber. C68,45 H 5,14 N 16,81
Gef. » 68,31 » 4,98 » 16,61

DilelrazoliumcMorid VI11. Unter Verwendung von Amylnitrit -f- HCI als Dehy-
drierungsmittel erhielt man aus V11 dieses Ditetrazoliumsalz aus Alkohol in wirfcl-
iihnlichen, weiBen Krystallcn vom Smp. 322°. Zur Analyse wurde hei 140°/14 mm

getrocknet.

CmH3A N 8C12m3ILO (789,7) Ber. 0 57,80 H4,85 N 14,19
Gef. » 57,50 » 5,09 » 13,86

5. 0,C'-Dimethyl-N,N"-diphenyl-N',N""*-p-diphenylen-diformazan2) (1X)

Aus 26 g Acetaldehyd-phenylhydrazon, die in 350 ccm Alkohol und 200 ccm
Pyridin gelést waren, und dem in Wasser geldsten Tetrazoniumsalz aus 16 g Ben-
zidin konnte dasDifprmazan alstiefrote, teilkristallisierte Substanz erhalten werden.
Durch mehrmalige Extraktion mit Alkohol wurden Nebenprodukte entfernt. Die
Ausfullung aus acetonischer Losung mit Wasser fuhrte zu 17 g des Diformazans,
tiefrote Kristalle vom Smp. 197°.

C2H, N8 (474,2) Ber. 0 70,86 H 553 N 23,63
Gef. » 71,56 » 5,85 » 23,48

Ditetrazoliumchlorid2) X. 13,7 g dos Diformazans I X wurden in Chloroform mit
Amylnitrit + HCI dehydriert. Nach Behandlung der alkoholischen L6sung mit
Tierkohle und Versetzen mit Ather wurden 12 g des Ditctrazoliumsalzes in hygro-
skopischen, gelblichen Kristallen von Smp. 243° gewonnen.

CBHMN8CL2+2H,,0 (579,2) Ber. 0 58,01 H 4,87 N 19,35
Gef. i) 57,76 » 5,19 » 19,26

Uber den aeroben Phosplxatbedarf der Hefe
I1. Die Umsetzung von Bnlylalkoliol und Butyraldeliyd

Yon Feodor Lynen und Helmut liolzerl)

(Aus der Biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums
der Universitat Minchen)

Mit 9 Figuren im Text
(Eingegangen am 14. Februar 1949)2)

Wie der eine von uns im Jahre 1940 beobachtete3), ist die aerobe
Oxydation von Athylalkohol in der Hefe mit einer Phosphorylierung ver-
knupft, die sich darin zu erkennen gibt, dal wéhrend des Atmungs-
prozesses der grofite Teil des anorganischen Phosphats der Zelle in or-

”) Dissertation Miinchen 1948.

2) Uber dio vorliegende Untersuchung wurde am 1. Oktober 1948 auf der Tagung der
Physiologischen Chemiker zu Frankfurt (Alain) vorgetragen.

3)F. Lynen, A. 546, 120 (1941).
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ganisclie Bindung Ubergellt und erst wieder in Freiheit gesetzt wird,
wenn das Substrat verbraucht ist. Um diese Erscheinung zu deuten,
wurde die Annahme gemacht, dal in den Atmungsprozel? Dehydrierungs-
vorgange eingeschaltet sind, die unter Aufnahme anorganischen Phos-
phats zu phosphoryliertpn Oxydationsprodukten fihren, analog der von
0. Warburg und W. Christian4) aufgeklarten Dehydrierung des
d-Glycerinaldehyd-3-phosphats zum d-Glycerinsdure-1,3-diphosphat.
Die phosphorylierten Produkte, deren Phosphatgruppe im Sinne der
Einteilung F. Lipmannsb5) als ,,energiereiches Phosphat* vorliegt, tber-
tragen diese dann in enzymatischer Reaktion zundchst auf Adenosin-
diphosphat und von dort auf die verschiedensten Stoffe in der Zelle5’6).

Da die vollstdndige Verbrennung des Alkohols, die uber die Stufe
der Essigsdure?) und daran anschlieBend uber die Glieder des ,,Citro-
nensdure-Cyclus® erfolgt8), viele Zwischenprodukte einschlieft, war zu-
nachst eine genaue Lokalisierung des Phosphorylieruugsvorganges an
bestimmten Punkten der Reaktionskette nicht mdglich. Immerhin lieR
sich durch Versuche mit zugesetzter Essigsdure doch schon beweisen,
daB bei ihrem Abbau, d. h. im Citronenséure-Cyclus Phosphat gebunden
wird und damit eine Briicke schlagen zu den Untersuchungen von H.
Kalclcar9), V. A Belitzer10), I. Banga, S. Ochoa und R. Peters1l)
sowie S. P. Colowick, M. Welch und C. F. Coril2), die an tierischen
Geweben zum gleichen Ergebnis fiihrten und seither betréchtlich aus-
gebaut wurden. Ob daneben auch bei der einleitenden Oxydation des
Alkohols zur Essigsdure Phosphat gebunden wird, mufte zunéchst un-
geklart bleiben, wenngleich auch die Vermutung ausgesprochen wurde,
dall die Dehydrierung des Acetaldehyds unter Beteiligung von Phos-
phorséure verlauft.

Um diese Lucke zu schliefen, nahmen wir das Studium der aeroben
Dehydrierung von BulylalJcohol in Angriff. Wahrend beim Athylalkohol
die schnelle Oxydation der Essigsdure den ersten Dehydrierungakt ver-
deckt und auch beim Propylalkohol die zunédchst gebildete Propionsédure
in geringem Umfang weiter verdndert wird13, macht beim Butylalkohol
der Abbau auf der Stufe der Buttersaure halt. Mithin bietet sich hier die

4) Bio. Z. 303,40(1939).

® Adv. Enzym. 1, 99 (1941).

6) F. Lynen, Naturw. 30, 398 (1942), vgl. auch H. M. Knlckar, C'hem. Rev. 28,
71 (1941).

7) Durch Versuche, mit deuterierter Essigsaure lieB sich beweisen, da normale Essig-
séure intermedidr auftritt (unveréffentlicht).

8) F. Lynen und Mitarb., A. 541, 203 (1939); 552, 270 (1942); 554, 40 (1943); 558,
47 (1947); vgl. auch S. Weinhouse und R. H. Millington, Am. 69, 3089 (1947).

») Enzym. 2,47 (1937); 5, 365 (1939).

10) Enzym. 6, 1 (1939); Biochimia 4, 519 (1939) Zit. nach C. 1941, I, 1313.

u) Bioch. JI. 33, 1980 (1939).

12) JI. biol. ehem. 133, 359, 641 (1940), 137, 343 (1940).

13) O. L. Mayrhofer, Diplom-Arbeit Miinchen 1948.
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Madglichkeit, die beiden Dehydrierungsstufen: Alkohol—Aldehyd und
Aldehyd—Saure isoliert, ohne die komplizierten Folgereaktionen zu stu-
dieren. Und da bei der Oxydation des Butylalkohols in der Hefe dieselben
Fermente beteiligt sind wie bei jener der niederen Homologen1l), lassen
sich die Ergebnisse ohne weiteres ubertragen.

I. Versuche mit Butylalkohol

Um zuné&chst die optimalen. VVersuchsbedingungen zu erkennen, wurde
Butylalkohol verschiedener Konzentration mit Hefe umgesetzt. Dabei
wird nach Gleichung (1) pro Molekel Butylalkohol eine Molekel Sauerstoff
verbraucht.

(1) CH;—CH,—CH.—CH,0H + (). -> CH3—CH.—CH.—COOH

Bei Konzentrationen bis m/66 ist die Umsatzgeschwindigkeitgleich; héhe-
re Konzentrationen hemmen (Fig. 1).

Hier lieB sich auch die Frage experi-
mentell entscheiden, ob durch den Alkohol
die Selbstatmung der Hefe unterbunden
wird oder nicht. Denn bei der Dehydrie-
rung des Alkohols nach Gleichung (1)
entstehtkeine Kohlensaure; wird also CO-
gefunden, dann kann es nur aus der
Selbstatmung stammen. Wir fanden,
unter Verwendung der fir solche Zwecke
hervorragend geeigneten Reaktionsgefalie
nach Dixon-Keilin15), dal die Oxyda-
tion des Butylalkohols die Selbstatmung
zwar nicht zum Verschwinden bringt,
aber immerhin auf 40% des normalen
Wertes einschrénkt.

Nachdem wir uns noch berzeugt

hatten, dall die Geschwindigkeit A

der Butylalkohol-Dehydrierung in _ g -

Phospha){- und Bica?/bonat-P%ffer Hefe mit Butylalkohol aerob
bei pn 7,4 die gleiche ist, wurden in 40 mg verarmte Hefe in 2 ccm £.phos-
letzterem die Anderungen im sdure- phat, pn 6,8; T —25°. Butylalkohol:
16slichen Phosphat der Hefezelle ver- m n: M: 1> 1V Bt Ve
folgt. Das Ergebnis zeigt Figur 2. ' " d

Das anorganische Phosphat nimmt
in den ersten Minuten kraftig ab — ggur wordon 446, 676, 696, 1792 b
bis auf etwa 40% des Ausgangs- 3584 mm3 0- bendtigt.
werts —, das leicht-hydrolysierbare
Phosphat dagegen, zu welchem Adenosindi- und -tripliosphat gehéren,
zeigt einen vorlbergehenden Anstieg, wéhrend im schwer-hydrolysier-

VI: ohne. Fir die Oxydation

*) H. von Euler, E. Adler und H. Hellstrom, H. 241, 239 (1936).
15 M. Dixon, Manometric Jlethods, Cambridge (1934).
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baren Phosphat keine wesentlichen Anderungen in Erscheinung treten.
Es sind also hier genau dieselben Veranderungen wahrzunehmen wie bei
der Oxydation der Glucose, des Athylalkohols und der Essigsdure oder
bei der alkoholischen Garung: anorganisches Phosphat wird gebunden
und dber leicht-hydrolysierbares Phosphat dann im wesentlichen in saure-
unloslicheVerbindungen iiberge-

fahrt. Damit ist aber eindeutig

bewiesen, dal3 auch die aerobe

Dehydrierung eines Alkohols zur

Saure in der Hefe mit einer

Phosphorylierung verknipftist.

Wiére nun im Sinne der ein-

gangs erwdahnten Vorstellung

diese Phosphatbindung aus-

schlieflich an eine dehydrie-

rende Verdnderung des Sub-

strats gebunden, so kdme hier-

far nur die Dehydrierung des

Fig. 2. Die siiuroléslichen Phosphate  Aldehyds zur Sdure in Frage.

wéahrend der Butanoloxydation. Denn die Dehydrierung des Al-

I: anorganisches PO,, 11: leioht-hydrolysier-  kohols zum Aldehyd, wobei Co-
bares PO,, Ill: schwer-hydrolysierbares PO,. dehydrase | den Wasserstoff
ubernimmt, verlauft ohne Phos-

phorylierung, wie die Versuche von E. Hegelein und I1. I. W ulff16) am

kristallisierten Fermentprotein beweisen und dann auch thermodyna-
mische Uberlegungen, aufdie wir spater noch zu sprechen kommen werden.

Il. Versuche mit Butyraldehyd

Wird Butyraldehyd durch Sauerstoff zu Buttersiure dehydriert, dann
wird pro Molekel Aldehyd eine halbe Molekel Sauerstoff verbraucht.

(2) ch3—ch.—gh2—cho + YO, -> ch3-—ch2-ch3—cooh

Wie Figur 3 zeigt, wird diese Sauerstoffmenge im Endeffekt tatsach-
lich aufgenommen. Die Reaktion erfolgt aber nicht linear, sondern in
zwei Phasen. Einer ersten Phase mit geringer Atmung, die je nach der
zugesetzten Aldehydmenge 35, 70 oder 140 Minuten anhdlt, folgt eine
zweite Phase schnellen Sauerstoffverbrauchs, die zur vollstdndigen Oxy-
dation fuhrt. Diese eigenartige Kinetik lie sich nun dahingehend auf-
klaren, daB zun&chst, obwohl Sauerstoff zugegen ist, Butyraldehyd durch
Dismutation zu Sdure und Alkohol veréndert wird. Diese Phase ohne
Sauerstoffverbrauch dauert an, solange noch nachweisbare Mengen Alde-
hyd in der Lésung vorhanden sind. Erst nach seinem Verschwinden tritt

16) Bio. Z. 293,351(1937).
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dann der Sauerstoff auf den Plan und wird zur Dehydrierung des in der
Dismutationsphase gebildeten Butylalkohols, wie in den Versuchen des
vorhergehenden Abschnitts, rasch verbraucht.

Diese Beobachtung am Butyraldehyd steht im Einklang mit gleich-
artigen Befunden K. Heickens17) iber den aeroben Umsatz von Acet-
aldehyd durch Hefe. Wir sehen
aber im Gegensatz zu Heicken
darin keinen Beweis, dall Aldehyde
von Hefe ausschlieBlich durch Dis-
mutation im Sinne C. Neubergs,
unter der Wirkung einer spezifi-
schen Mutase, wie etwa des tieri-
schen Ferments18), verédndert wer-
den. Vielmehr mochten wir einer
Vorstellung den Vorzug geben, die
zwischen Oxydations- und Mutase-

Beaktion keinen prinzipiellen Un-
terschied macht und damit dem

allgemeinen Mechanismus der bio-
logischen Oxydo-reduktion, wie er
sich heute darbietet, besser gerecht
wird.

Demnach erfolgt in beiden Fallen
zundchst Dehydrierung des Aldehyds
zur Saure, die am spezifischen Ferment
durch Reaktion mit der — heute noch
unbekannten — Wirkungsgruppe zu-

Fig.3. Hofe mit Butyraldehyd aerob

80 mg verarmte Hefe in 2 ccm ~-Phos-
phat, iH7,4; T = 25°. Butyraldehyd
.. m . A . : . "
I: 300 I1: léb" '[]Ijr. I; , 1V :ohne. Fur
die Oxydation des zugesetzten Aldehyds

zur Buttorsaure werden 75, 150 bzw.
300 mm3 02 bendtigt.

stande kommt. Wird die reduzierte Wirkungsgruppe mit All. bezeichnet, dann
1aBt sich die stochiometrische Zwischenreaktion am Ferment wie folgt formulieren:

(3) R—CHO + H»0 + A -> R—COOH + AHA?Y)

Erst jetzt scheiden sich beide Wege; wahrend beim Dismutationsvorgang der
Wasserstoff von AH» auf Codehydrasc I (Pyr+)!°) und von dort am Protein der
Alkohol-Dehydrase auf eine zweite Molekel Aldehyd Ubertragen wird, erfolgt beim
Oxydalionsvorgang die Dehydrierung von AH» durch molekularen Sauerstoff, wobei
die Glieder der Wasserstoff- bzw. elektroncniibertragenden Fermentkette aus gelbem
Ferment, Cytochrom und Cytochrom-Oxydaso die Reaktion vermitteln.

17) A. 534, 68 (193S), vgl. auch die Arbeiten C. Neubergs und seiner Schule tber
Aldehyd-Dismutation an Essigbakterien, Naturw. 13, 993 (1925).

18) M. Dixon, Erg. Enzymf. 8, 217 (1939). Vgl. dagegen Nachtrag S. 228.

18) Dabei ist die Annahme gemacht worden, daf} die Dehydrierung am Hydrat des
Aldehyds einsetzt. F. Lipmann [Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 7, 248 (1939)]
weist aber mit Recht darauf hin, dal? bei derartigen Reaktionen in der Zelle haufig das
Wasser durch Phosphorsaure ersetzt wird. Dies konnte auch hier der Fall sein.

so) Dabei wurde die Annahme gemacht, dal A nicht identisch ist mit Codehydraso I.
Andernfalls waren Gleichungen (3) und (4) entsprechend miteinander zu kombinieren.
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4) AH.+ Pyr+ -> A+ Pyr-H + H+-")
®) pyr-H+ H+ + R—OHO ~ Pyr++ R—CH.OH Dismutation
3+ 4+ 5 AK—OHO + 1+0 ->» R—COOH + R—CH-OH

(4a) AH. + */,02 A a4 Hao |

m Oxydation
(3 + 4a) R—OHO + W02 -> R—COOH

Um nun zu vei'stehon, warum auch in Gegenwart von Sauerstoff der Aldehyd
durch Dismutation und nicht oxydativ verandert wird, mussen wir die umkehrbare
Reaktion (5) naher betrachten. Die Messungen am reinen Protein der Alkohol-
Dehydrase haben ndmlich ergeben, daR die Gleichgewichtskonstante dieser Reaktion

21\

K = Alkohol ' CPvr"t =

CAldehyd ' cPyr-11

im physiologischen pn-Bercich Werte von 800 bis 8000 annimmt14’16), das Gleich-
gewicht also ganz Uberwiegend auf der Seite von Alkohol und Codehydrase liegt.
Demnach muB in Gegenwartvon Aldehyd in der Zelle gebildete Hydro-Codehydrase,
z. B. bei den Reaktionen (3) und (4), mit Aldehyd in Reaktion treten, und zwar
momentan, da das Fermentin der Hefe, wie es die Garkraft kundtut, in hoher Wirk-
samkeit vorliegt. Folglich kdnnen die Fermentkette und damit auch der Sauerstoff
nicht oder nur in untergeordnetem Mal zum Zuge kommen; der Aldehyd wird mit-
hin auch unter aeroben Bedingungen dismutiert.

Ist jedoch der Aldehyd verbraucht bzw. nur noch in jener verschwindend Ideinen
Konzentration zugegen, die im Gleichgewichtszustand dem nun vorhandenen,.
wahrend der Dismutation gebildeten Alkohol entspricht, dann tritt Umschaltung
zur Atmung ein. Die Hydro-Codehydrase-Konzentration in der Zelle steigt an, die
Fermentkette tritt in Funktion und der Wasserstoff aus Reaktion (3) und auch aus
Reaktion (5), die ja nunmehr von rechts nach links ablauft, wird zur Reaktion mit
dom Sauerstoffgebracht.

Ein gewichtiges Argument fur die Realitdt unsrer Deutung sehen wir
in der Tatsache, daB aus Butyraldehyd sowohl unter aerobeii, vor allem
aber unter anaeroben Bedingungen mehr Butylalkohol gebildet wird als
Buttersdure (Tab. 1), wahrend unter der Wirkung einer Mutase beide in
gleicher Menge hatten entstehen missen. Der Aldehyd war eben ganz
allgemein als Wasserstoffacceptor in Funktion getreten und hatte auch
Wasserstoff aufgenommen, der durch Dehydrierung von Reservestoffen
der Hefe verfugbar wird.

21) von Euler und Mitarb. haben nicht bertcksichtigt, da an der Gleichgewichts-
reaktion (5) auch -H+ teilnimint und den Wert der Konstanten K' ausgesprochen
pH-abhangig gefunden. Fiithrt man nachtraglich die H+-Konzentration ein, dann.ergibt

sich aus den Messungen im Stockholmer Laboratorium eine neue Konstante K — die

nahezu pH-unabhangig ist und einen Wert von etwa 2,5 « 101l besitzt.
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Aus der Tabelle wird noch ein zweites Phdnomen deutlich. Abgesehen
davon, daB unter Luft nahezu doppelt soviel Buttersaure entsteht wie
unter Stickstoff, ist aerob auch die Ausbeute an Butylalkoliol gegentber
dem anaeroben Versuch um etwa 20% erhoht. Diese Erscheinung, die in
gleicher Weise schon vor vielen Jahren beim Umsatz von Acetaldehyd
durch Hefe2) oder Essigbakterien23) beobachtet wurde, kann nur durch

Tab. 1. 3,2 g verarmte Hefe in 80 ccm 0,08 m-Pkosphat, pn 7,4,
mit 0,7 mMol Butyraldehyd;|T = 25°; Versuchsdauer 40 Minuten

mMol Butyr- mMol Butter- mMol Butyl-
Gasphase aldehyd verbr. sdure gef. alkohol gef.
1-iUft 0,457 0,180 0,211
Stickstoff 0,318 0,093 0,185
Luft 0,348 0,136 0,184
Stickstoff 0,200 0,079 0,146

eine direkte Wirkung des Sauerstoffs auf die Aldehyd-Dehydrierung
im Sinne einer Aktivierung gedeutet werden. Damit wird unter
aeroben Bedingungen nicht nur mehr Buttersdure gebildet, sondern
auch gleichzeitig mehr Wasserstoff zur Reduktion des Aldehyds
verfiigbar.

Im Gbrigen mull Butyraldehyd aber auch direkt hemmend ins At-
mungssystem eingreifen. Dies geht aus Atmungsversuchen mit Acetat
hervor,'dessen Abbau durch Butyraldehyd deutlich verlangsamt wird,
und auch aus den Versuchen mit Butyraldehyd allein, deren Ergebnis in
Fig. 3 schon wiedergegeben wurde. Wenn wir z. B. Kurve Il heraus-
greifen, dann liegt nach 100 Minuten, wie der Sauerstoffverbrauch belegt,
der gesamte eingesetzte Aldehyd in oxydierter Form als Sdure vor. Davon
wurden wéhrend der Dismutationsphase, d. h. wahrend 70 Minuten, im
Maximum die Halfte (vgl. Tab'. 1) gebildet, der Rest in den folgenden
30 Minuten. Dies bedeutet aber, daB in der zweiten Phase, wéhrend der
Oxydation des Butylalkohols, wo Butyraldehyd nur intermedidr in
kleiner Konzentration auftritt und* sofort weiter dehydriert wird, diese
Dehydrierung mehr als doppelt so schnell erfolgt wie wéhrend der Dis-
mutationsphase.

Der Grad dieser Hemmung, die schon bei sehr kleinen Aldehydkonzentrationen
in Erscheinung treten muB, ist.oberhalb m/300-Butyraldehyd von der Konzen-
tration unabhéangig. Denn nur dann kann man verstehen, warum beieiner Erhéhung
der Aldehydmenge auf das Doppelte oder Vierfache die Dismutationsphase auf das
Doppelte oder Vierfache verlangert wird (Fig. 3).

Als wir im Anschluf? an diese kinetischen Messungen die saureldslichen
Phosphate der Hefe wéhrend des Umsatzes von Bulyraldehyd analy-

22) H. Wieland und B. Claren, A. 492, 208 (1932).
2) F. Windisch, Bio. Z. 250, 466 (1932).
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sierten, muRten wir zu unsrer Uberraschung feststellen, daR weder anaerob
noch aerob Verdnderungen2l) eintraten (Tab. 2).

Tab. 2

Min. 0 5 10 15 20 30
anorg. PO, . . . . .. .. 1,50 1,47 1,40 1,44 - 1,47 j
leieht-hydr 0,55' 0,48 0,51 0,47 0,58 1 aerob
schwer-hydr.......o 0,63 — 0,60 0,61 —
anorg. P O .o, 1,80 W™ 1,82 ®—" 1380 — V1
leiclit-hydr... 0,49 . — 0,51 o— 1 0,40 . . e anaerob
schwer-hydr. m..........cc..c.... 0,47 - 0,47 T 0,50 J.

Nun ist aber dieses Ergebnis nicht direkt mit jenem beim Umsatz von
Butylalkoliol zu vergleichen, denn die entscheidende Reaktion, die Dehy-
drierung des Aldehyds zur Saure, erfolgt in den Versuchen mit Aldehyd,
vor allem unter anaeroben Bedingungen, wesentlich langsamer als in
jenen mit Alkohol. Aus diesem Grunde wurde noch die anaerobe Bis-
mutation des Acetaldehyds2) in die Untersuchung mit einbezogen, der von

Tab. 3
/«Mol Saure/Std. In % des
pro 80 mg Hefe Butanol-Umsatzes
Butylalkoliol...iiieee, 20,0 100
Butyraldehyd aerob ..., 7.1 36
” anaerob 3,3 17
Acetaldehyd anaerob ... 7,6 38
Tab. 4
Min. 0 15 27
anorg. P042)) ...ovvninnenns 1,60 1,51 1,63
leicht-hydr. 2) 0,41 0,30 0,34
schwer-hydr.20) 0,51 0,46 0,40

Hefe unter den gleichen Bedingungen etwa doppelt so schnell umgesetzt
wird wie das héhere Homologe. Wie aus Tab. 3 zu ersehen ist, welcher
Mittelwerte der Sdurebildung aus mehreren manometrischen Messungen
zugrunde liegen, erreicht damit der anaerobe Umsatz des Acetaldehyds
zwar die aerobe UmsatzgrofRe des Butyraldehyds, aber bei weitem nicht
jene des Alkohols. Es ist daher nicht verwunderlich, dalR auch hier keine
Anderungen im Phosphatgehalt der Hefe eintreten (Tab. 4).

21) Schwankungsbreite der Bestimmungen bei anorg.P04 ¢ 6% .

25) Komplikationen, wie sie beim aeroben Umsatz des Acetaldehyds infolge Oxydation
der zunéchst gebildeten Essigséure entstiinden, sind anaerob nicht zu befurchten, da
unter Stickstoff Essigsaure quantitativ liegenbleibt22).

26) Die relativ groBeren Schwankungen in diesen Traktionen sind darauf zurick-
zufiihren, daR cs sich hier um Differenzwerte biindelt.
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Will man daher die Dismutation von Butyr- oder Acetaldehyd und die
Oxydation des Butylalkohols unter wirklich vergleichbaren Bedingungen
studieren, dann bleibt keine andere Mdglichkeit, als durch Zugabe von
Atmungsgiften, wie Blausdure oder Schwefelwasserstoff, den Alkohol-
umsatz kinstlich auf mindestens 35% zu erniedrigen.

I11. Versuche mit Butylalkohol und Schwermetallgiften

Wie 0. W arburg2/) entdeckte, beruht die Giftwirkung der Blausédure
bei der Atmung auf einer Reaktion mit Cytochrom-Oxydase. Durch
Cyanid wird damit die Fermentkette der Atmung an ihrem dem Sauerstoff
zugewandten Ende auBer Funktion gesetzt und damit auch die Reaktion
amanderenEnde, dieDehydrierung
der biologischen Substrate, verhin-
dert. Wiesich Blausdure in unserem
Fall auf die Oxydation des Butyl-
alkohols auswirkt, zeigt Figur 4.

In den ersten 10—20 Minuten
ist eine mit der Cyanidkonzentra-
tion parallel gehende'Hemmung
der Atmung festzustellen, dann
findet langsam eine Enthemmung
statt. Dieser Effekt, den bereits
H. Wieland und A. Bertho 28) bei
der aeroben Dehydrierung von
Athylalkohol durch Essigbakterien
beobachteten und aufklaren konn-
ten, ist auf die Bildung eines Cyan-
hydrins aus Blausaure und dem bei
der Dehydrierung intermedidr auf-
tretendeil Aldehyd zuriickzufiih-  Fig. 4. Butylalkohol und Blausaure

ren. Durch die Bindung der Blau-
sdure als Cyanhydrin wird sie der 40 mgverarmteHefe in2ccm --Phosphat,

0 HO SO Min. 720

KomplexbiudimgmitdemEisen der Pn 7)4j iA-Butylalkohol; T = 25°.
Oxydase entzogen, so daB die OXy-  Blausaure! ih <io-4m, 11: 2-io-4m,
dation des Alkohols mit zunehmen- m :1 .i0o-4m, 1IV10,5 «io-4m, v : ohne,

der Geschwindigkeitablaufen kann.

Bemerkenswert ist dabei, daB die Enthemmung nicht bis zum Erreichen der un-
beeinfluBten AtmungsgréBe, ohne Blausaure, fortschreitet, sondern bei einem nie-
drigeren Wert stehcnbleibt. Wahrend W ieland und Bertho diesen Hemmungs-
rest auf eine Wirkung des Cyanhydrins zurickfihrten, méchten wir eher glauben,
dal’ er der freien Blausdure zukommt, die in der waBrigen Ldsung im Gleichgewicht
mitfreiem Aldehyd und Cyanhydrin steht. Dartber soll aber erstin einer demnéchst
erscheinenden Verdéffentlichung eingehender berichtet werden.

U. V arburg, Schwermetalle als Wirkungsgruppen von Fermenten. Berlin 1946.
29 A. 467, 95 (1928).
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Als daher die Phosphorylierung in Gegenwart von Blauséure gemessen
wurde, muf3te in einem Kontrollansatz gleicher Zusammensetzung die
Atmung laufend verfolgt und das AusmaB der Hemmung durch Inter-
polation auf den Zeitpunkt der Phosphatanalyse ermittelt werden. Die
auf diese Weise gefundenen Werte sind in Tab. 5zusammengestellit.

Tab. 5
mm30 2 verbraucht Mittlere . anorg. P04
PO4-Best. Atmung in 9 Abnahme
HCN nach d. ungeh. A
, , , Min. mm3 02/ Wertes in %d.
0-10"  10-20" 20-30 10 Min. Auf.Wertes
0 84 84 84 10 84 100 55
0,5 «10-" — 49 — 15 49 58 46
0,8 m10-4 325 435 — 10 37,9 45 35
1,5+10-4 — 16,8 21,8 20 19,3 23 21

Beiihrer Bewertung ist noch zu bericksichtigen, dal die mittlere Hemmung Uber
die ganze Versuchszeit — vom Zugeben des Alkohols bis zum Abstoppen mit Tri-
chlorcssigsiiure — grofRer ist als die in der Tabelle aufgefihrten Hemmungswerte. Da
zudem die Phosphatbindung hinter der Atmung nachhinkt (vgl. Fig. 2), sind die
Werte fur die’prozentualc Phosphatabnahme als Minimalwerte zu betrachten.

Aus der Tabelle ist nun zu ersehen, dall sogar bei einer Hemmung
der Butanoloxydation auf 23% noch eine kréaftige Phosphorylierung
ablauft. Obwohl also hier in der Zeiteinheit betrachtlich weniger
Saure entsteht als bei der aeroben bzw. anaeroben Dismutation der
Aldehyde (vgl. Tab. 3), nimmt das anorganische Phosphat in der Zelle
deutlich ab.

Das gleiche Ergebnis hatten Versuche mit Schwefelwasserstoff, der
nach den Untersuchungen E. Negeleins29) in kleinen Konzentrationen
genau wie Blausdure nur die Cytochrom-Oxydase vergiftet. In unsern
Versuchen war Schwefelwasserstoff der Blauséure sogar iiberlegen, da erin
walriger Losung bei neutraler Beaktion nicht in merklichem Umfang mit
Acet- oder Butyraldehydreagiertund somitbei Versuchenmit Butylalkohol
auch wahrend langererVersuchszeiten keine Enthemmung eintritt (Eig. 5).
Infolge dieser Indifferenz gegentber Aldehyd war es moglich, nicht nur
die Oxydation des Alkohols, sondern auch die anaerobe Dismutation von
Acetaldehyd in Gegenwart des Gifts zu studieren30). Das Ergebnis
dieser Versuche, bei welchen die Sdurebildung manometrisch, durch Aus-
treiben von CO02 aus Bicarbonat gemessen wurde, ist in Fig. 5 wieder-
gegeben. Dieselbe Sulfidkonzentration, welche die aerobe Dehydrierung
des Alkohols um 74% hemmt, ist auf die Geschwindigkeit des Dismu-
tationsvorgangs ohne EinfluR und auch bei Zugabe der doppelten Menge
ist noch kern Effekt zu sehen.

ss) Bio. Z. 165, 203(1925).
30) Wegen der sofort eintretenden Cyanhydrinbildung waren analoge Versuche mit.
Blausaure sinnlos gewesen.
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Wir Uberzeugten uns am Ende des Versuchs, daB wéahrend der Dismutation des
Acetaldehyds H2S nicht verbraucht worden war. Denn es ware ja denkbar, daf}
Aldehyd und H2S mit Thio-aldehyd im Gleichgewicht stehen, der dann ,,phyto-
chemisch“ zum Mercaptanreduziert wirde, wie diesC.Neuberg und F. F. Nord8l)
beobachteten.

Im Ubrigen kdnnen O&Verhrauch und C02Bildung ohne weiteres miteinander
verglichen werden, da beim Atmungsvorgang aus Alkohol pro Molekel 0, eine
Molekel Saure gebildet wird und bei der Dismutation jede Molekel S&ure eine
Molekel CO..in Freiheit setzt. Man kann daher die Geschwindigkeit der Sdurebildung
direkt aus der Figur ablesen und wird erkennen, daB in Gegenwartvon 5 m10~'m-
Na,S aerob aus Butanol weniger Sdure entsteht als anaerob aus Aldehyd.

300

Fig. 5. Butylalkohol und Acetal-
200 dehyd mit Schwefelwasserstoff

40 mg verarmto B[efe in 2 ccm — Phos-

hat + ~-Butylalkohol (I, 11) bzw.
A 1o p y ( )

A--Bicarboftat + ~--Acetaldehyd (111,
N1 a4 IV); Gas: Luft (I, 1) bzw. N2-C02
/ - (r, 1v); pn 7,4; T = 25°. NasS zu-
gesetzt I, I11: 0,1 /;Mol, IV: 0,2 /;Mol.
20 00 Hin. 60

Die Pkospliatanalysen aus mehreren Versuchsreihen sind in Tab. 6
zusammengestellt. Die GroRe der Hemmung wurde wiederum in einem
Kontrollansatz manometrisch ermittelt. Zum Unterschied gegentber
den Versuchen mit Blausdure wurde hier aber parallel dazu, in Gegen-

Tab. G
Butylalkohol aerob Acetaldehyd anaerob
H2s )
(Mole/1) AtmungsgroBe mg anorg. ‘?04/g Hefe mg anorg. P04/gHefe
(in % d. ungeh. .

Wertes) OMin. 10 Min. 0 Min. 10 Min.

1,2 m10-" 15 2,00 1,70 2,38 2,31

(100) (85) (100) 97)

0,8 «10- 25,5 1,87 1,00 2,06 2,12

(100) (54) (100) (103)

Die Zahlen in Klammern bedeuten anorg. P04 in % des Anfangswertes, vor
Zugabe des Substrats, Der Unterschied im Anfangswertbei Alkohol und Acetalde-
hyd ist auf die Verschiedenheit der Gasphase zurtickzufihren; aerob besteht auch
nach dem Verarmen der Hefe noch eine Selbstatmung, wédhrend anaerob eine Selbst-
garung nicht mehrin Erscheinung tritt82). Die Selbstatmung ist aber andrerseits mit
einer Phosphorylierung verknipft3).

31) B. 47, 2264 (1919); 52, 1207 (1919).
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wart der gleichen Sulfidkonzentration, auch noch die Dismutation des
Acetaldehyds analytisch verfolgt und damit Atmungs- und Dismu-
tationsvorgang unter genau gleichen Bedingungen studiert. Dies erschien
uns;notwendig, um den Einwand zu entkrédften, dall die zugesetzten
Gifte auBer uber die Cytochrom-Oxydase auch noch direkt in die Phos-
phorylierungs- und Dephosphorylierungsvorgange der Hefezelle ein-
greifen konnten.

Aber auch diese Versuche mit Schwefelwasserstoff ergaben nichts
Neues; obwohl Sulfid eine kraftige Hemmung der Alkoholoxydation her-
vorrief, in einem Fall sogar um 85%, nahm in allen Ansdtzen das
anorganische Phosphat deutlich ab. Hingegen war beim Dismutations-
vorgang, wie in den vorhergehenden Versuchen ohne Hemmstoff nun-
mehr auch in seiner Gegenwart, keine Phosphorylierung zu beobachten.
Es dirfte somit erwiesen sein, dall unter den vorliegenden Bedingungen
bei der Wasserstoffiibertragung vom Aldehyd auf die Wirkungsgruppe
der Aldehyd-Dehydrase keine Phosphatbindung in Erscheinung tritt.
Nachdem aber auch die Wasserstoffiibertragung vom Alkohol auf
Codehydrase I ohne Beteiligung anorganischen Phosphats erfolgt (vgl.
S. 216), kann die bei der Oxydation des Butylalkohols eintretende
Phosphorylierung nur im Zusammenhang stehen mit der Wasserstoff- bzw.
Elektroneniibertragung von den Wirkungsgriippen der Dehydrasen uber
die Fermentkette zum Sauerstoff. Denn unsre Versuche haben ohne
Zweifel gezeigt, da immer dann eine Phosphorylierung in Erscheinung
tritt, wenn Sauerstoff verbraucht wird; dies war der Fall beim aeroben
Umsatz von Butylalkohol, auch in Gegenwart der Hemmstoffe. Dagegen
unterliegt das anorganische Phosphat beim Dismutationsvorgang, wie
der aeroben Reaktion mit Butyraldehyd oder der anaeroben Reaktion
mit Acetaldehyd, bei welchem der Wasserstoff anstatt auf Sauerstoff auf
Aldehyd Ubertragen wird, keiner Verénderung.

Ob aber nicht doch auch bei der Dehydrierung des Aldehyds Phosphorsaure
gebunden wird, daruber laRt sich noch keine endgiltige Aussage machen. Zwar ist
sicher, daB eine solche Beteiligung von Phosphorsdure sich nicht auf die Konzen-
tration des anorganischen Phosphats auswirkt. Aber nachdem in Hefe Acetyl-
phosphat schnell gespalten wird, wie aus Versuchen mit zerriebener oder durch Ein-
frieren plasmolysicrtcr Hefe hervorgeht, mufl die Bildung von Acetylphosphat bei
der Acetaldehyd-Dehydrierung ohneAnderung des Niveaus an anorganischem Phos-
phat als méglich erachtet werden. In diesem Zusammenhang ist zu erwéhnen, daR
E. R. Stadtman und H. A. Barltcr3l) bei der Dehydrierung von Acetaldehyd

mittels zellfreier Extrakte aus Clostridium kluyveri Acetylphosphat nachweisen
konnten.

IV. Diskussion

Die russischen Biochemiker V. H. Belitzer und E. T. Tsibakoval0)
haben als erste die Vermutung ausgesprochen, dall die aerobe Phos-
phorylierung zum Teil mit dem Wasserstoff- bzw. Elektronentransport

31) JI. biol. ehem. 174, 1039 (1948).
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vou den Deliydrasen zum Sauerstoff im Zusammenhang steht. Demi sie
hatten beobachtet, daB im Herzmuskelbrei bei Gegenwart von Kreatin
die Aufnahme von einer Molekel Sauerstoff verknipft ist mit der Ver-
esterung von i bis 7 Molekeln anorganischen Phosphats zu Kreatinphos-
phat. Ein derartig hoher Wirkungsgrad ware aber nicht zu erkl&ren, wenn
nur die primére Dehydrierung der Substrate am spezifischen Ferment
unter Phosphatbindung abliefe. Unabhé&ngig davon kam S. Ochoa3)
auf Grund &hnlicher Beobachtungen zum gleichen Ergebnis; auch er fand
mei Verwendung von Brenztraubensdure oder a-Ketoglutarsiure als
Substrat, daR pro Dehydrierungsvorgang, d. h. flr je 2 Wasserstoffatome,
die vom Substrat abgeldst und auf Sauerstoff Gbertragen werden, drei
Phosphatbindungen entstehen33). War somit zwar indirekt erschlossen,
daB an der Fermentkette Phosphat gebunden werden muB, so fehlte bis
vor kurzem noch der direkte experimentelle Nachweis. Ein Versuch
S. 0Ochoas, "diese Phosphorylierung bei der enzymatischen Oxyda-
tion von Hydro-Codehydrase nachzuweisen, hatte sogar ein negatives
Ergebnis.

In einer kurzen Notiz aus letzter Zeit, die uns erst nach AbschluR der
experimentellen Arbeit zur Kenntnis kam, gelang mm M. Friedkin und
A.L. Lehninger34) unter Verwendung einer Enzymfraktion aus Ratten-
leber der {iberzeugende Nachweis, daB bei der aeroben Oxydation von
Hydro-Codehydrase mit P3 markiertes anorganisches Phosphat in
organische Bindung ubergefuhrt wird. Unsre Versuche stellen eine Be-
statigung der amerikanischen Arbeit dar und beweisen darlber hinaus,
daR auch in der Hefe die aerobe Phosphorylierung zum Teil in der Fer-
mentkette zustande kommt.

Um etwas (iber die Reaktionsschritte zu erfahren, an denen in unserem
Atmungssystem prinzipiell ,energiereiche Phosphatbindungen® — mit
einer potentiellen Energie von etwa 11 Kcal — erzeugt werden kdnnten,
sollen die Potentiale der einzelnen Oxydo-Reduktionssysteme (Tab. 7)
betrachtet werden.

Wollte man eine exakte Aussage Uber die freie Reaktionsenergie (B F) eines
Vorgangs machen, der sieh aus der Potcntialdifferenz {A E) der beiden am Vorgang
beteiligten Systeme berechnen I&Rt, dann Ware es natirlich notwendig, das jeweilige
Verhéltnis von oxydierter zu reduzierter Stufe zu kennen und daraus die effektiven
Potentialwerte zu berechnen. Aber zu einer ersten Orientierung ist es durchaus an-
gangig, mit den Normalpotentialen E* selbst zu rechnen, wie esin den beiden letzten
Spalten der Tabelle geschehen ist. Dies um so eher, als die Glieder der Fermentkette
selbst im stationdren Zustand der Atmung Uberwiegend in der oxydierten Form vor-
liegen und somit das Verhaltnis' cox/cm , durchwegs in der gleichen Richtung ver-
schoben ist. Der groRte Fehler diirfte mithin am oberen und unteren Ende der Poten-
tialskafa (Tab. 7) auftreten, wo die biologischen Substrate bzw. der Sauerstoff in
Reaktion treten. Aber auch hierist der Fehler nicht bedeutend. Denn fur die'frcie

3a) Jl. biol. cliem. 138, 751 (1941).

33) JI. biol. ehem. 151, 493 (1943); 155, 87 (1944).
31) JI. biol. ehem. 174, 757 (1948).
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Energie der Reaktion zwischen Cytochrom c und Sauerstoff unter Konzentrations-
bedingungon, wie sie in der Zelle herrschen kdnnten (0,-Druck: 0,01 atm.; Cyto-
chrom cox : Cytochrom cre(l = 10 :1) errechnet sicheind F-Wertvon—10,4 Kcal,

wéahrend aus der Differenz der Normalpotentiale ein Wertvon — 12,5 Kcal resultiert.

Tab. 7
nvelk  dE (ig " 33)
(Ph 7,0)
Acctaldohyd(+ H,,0) Essigsaured?) —0,47 . V, —031 .15
Athylalkohol — Acetaldehyd37) —0,10 {[ —0,19 — 2B
Hydro-Codehydrase jP* Codehydrase —0,28 1H +00’12§ +.1?) ="
Leuko-Flavinfernicnt  Flavinferment —0,06
Cytochrom b —0,04 \ -0,32 —7,5
Eorin Lases Cytochrom c +0,27 ) B B
Cytochrom a +029 } 702 0.5 mn=1%
Cytoclirom-Oxydase ? 1 —052 _12
20H- " 0: +0,81 |

Zundchst kann man aus der Tabelle entnehmen, dal die Dismutations-
reaktion des Aldehyds zu S&ure und Alkohol eine stark ,,exergonische*38)
Reaktion ist, d. h. mit einer starken Abnahme der freien Energie ver-
bunden ist, und somit vom thermodynamischen Gesichtspunkt aus mit
der Erzeugung einer energiereichen Phosphatbindung, im Endeffekt der
Bildung von Adenosintriphosphat, verknupft sein kdnnte39). Dagegen ist
aus dem gleichen Grund eine solche Koppelung bei der Wasserstoffver-
schiebung von Alkohol auf Codehydrase unmdglich. In der Fermentkette
selbst kdnnten energiereiche Phosphatbindungen erzeugen die Wasser-
stoff- .bzw. Elektronenibertragungen von den Codehydrasen auf die
gelben Fermente, von dort auf Cytochrom c, wie auch von Cytochrom b
auf Cytochrom c, und schlieflich die Reaktion zwischen Cytochrom-
Oxydase und Sauerstoff, wenn man die Annahme machen darf, dal das

35) Die Potentialwerte wurden der ausgezeichneten Ubersicht H. M. lIvalckars6)
entnommen.

35) Freie Energie: A F -m A E «n «23,074 (vgl. W. Franke in E. Bamnnn und
K. Myrbéck, Methoden der Fermentforschung, S. 847. Leipzig 1941).

37) Die Redoxpotentiale der Systeme Butylalkohol ~ Butyraldehyd und Butyr-
aldehyd ~ Buttersdure durften nicht sehr verschieden sein von jenen der niederon
Homologen, wie aus den Daten W. Frankes (Tab. Biol. Per. 5, 124 (1935)) uber die
verschiedenen Bildungsenergien hervorgeht.

39 C. D. Coryell, Science 92, 380 (1940).

39) Es sei darauf hingewiesen, daB ja der Oxydoreduktionsvorgang der alkoholischen
Garung eine gemischte Dismutation zwischen zwei verschiedenen Aldehyden ist und dabei
tatséchlich eine energiereiehe Acylphosphat-Bindung aufgebaut wird.
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Normalpotential der Oxydase nicht sehr verschieden ist von jenem des
Cytochrom a, mit dem es auch im Absorptionsspektrum grof3e Verwandt-
schaft zeigt40).

An welcher Stelle das anorganische Phosphat in der Fermentkette
tatséchlich eingreift, muR weiterer Forschung Vorbehalten bleiben. Eines
kann man aber schon heute mit einiger Bestimmtheit sagen, ndmlich, daf}
zwischen Cytochrom b und 02 zumindest eine energiereiche Phosphat-
bindung erzeugt wird. Wie in verschiedenen Laboratorien gefunden
wurdeld 12:82), ist im Gewebsbrei die aerobe Dehydrierung der Bernstein-
sdure zur Fumarséure mit einer Phosphorylierung verkniipft. Nachdem
sich die Argumente verdichten, die fir eine Identitdt der Succino-
Dehydrase mit Cytochrom b sprechen4l), letzteres aber in seinem Redox-
potential Eq = —0,04 Volt nicht wesentlich verschieden ist vom Poten-
tial des Succinat-Fumarat-Systems E,, = 0 Volt, kann bei der stéchio-
metrischen Reaktion zwischen Succinat und Dehydrase unmdglich eine
energiereiche Phosphatbindung aufgebaut werden, sondern erst bei der
Elektronenuberfithrung vom Cytochrom b weiter zum Sauerstoff.

Die Art und Weise, wie die energiereichen Phosphatbindungen beim
Elektronentransport ber die Fermentkette zustande kommen, ist noch
.unbekannt. Immerhin scheint es eine Besonderheit dieser Phosphory-
lierung zu sein, daB die Elektronen auch transportiert werden koénnen,
ohne dall Phosphat gebunden wird; denn sowohl V. Il. Belitzer10) wie
auch M. Friedkin und A. L. Lehninger34) haben beobachtet, dal? diese
Phosphorylierung bei der Behandlung des Enzymsystems mit Wasser
oder beim Altern verschwindet, ohne daB dabei die Atmungsfahigkeit des
Systems beeintrdchtigt wirde. Darin unterscheidet sich diese ,,Ferment-*
ketten-Phosphorylierung* prinzipiell von.der Phosphatbindung, die beim
primdren Dehydrierungsakt am Substrat eintreten kann. Denn diese
Dehydrierungsreaktionen, wie etwa die Dehydrierung des Phospho-
glycerinaldehyds am Ferment der Hefed) oder jene der Brenztrauben-
sdure am Ferment der Milchsdurebakterien4?), kommen berhaupt nicht
zustande,-wenn kein Phosphat43) zugegen ist. Da die aerobe Phosphory-
lierung auch diese Vorgénge mit einschlieRt, erscheint es uns zweckmaRig,
sie mit ,,Substrat-Phosphorylierung“ zu bezeichnen, um sie damit von
der ,,Fermentketten-Phosphorylierung® abzugrenzen.

Um die Existenz und die Labilitdt der ,,Fermentketten-Phosphory-
lierung” zu erkldren, kénnte man daran denken, daB hier das Eiweil} der
Fermente im Spiele ist. Unter diesem Gesichtspunkt wird man daher

40) D. Keilin und E. F. Hartree, Proc. Roy. Soc. B. 127, 167 (1939).

41) S. T,Bach, M. Dixon und L. 6. Zerfas, Bioch. JI., 40, 229 (1946). — E. G.Ball,
C.B.Anfinsen und 0. Cooper, Jl. biol. ch. 168, 257 (1947). — E. C. Slater, Nature
161, 405 (1948).

42)F. Lipmann, Enzym. 4, 65 (1937).

43) oder Arsenat.

15*
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einer Vorstellung von W. Schmiitt'l4) Beachtung schenken, wonach,,die
Proteine der Oxydationsfermente durch das mesomere System einer
~Amidkette*, wie sie mittels Wasserstoffbindungen in der gefalteten
Peptidkette zustande kommt, die Elektronen zur Wirkungsgruppe
hin- und von ihr wegtransportieren und dabei Phosphat aufnehmen
kdnnen.

Nachtrag bei der Korrektur: Ineiner Verdffentlichung aus allerletzter
Zeitfihrt E. R acleer [Jl.biol. ehem. 177,883 (1949)] den Nachweis, daR die bisher
als einheitlich angesehene Aldehyd-Mutase der Leber18) tatsachlich aus zwei ver-
schiedenen Fermenten besteht, einer spezifischen AldeWd-Dchydraso und einer
Aldehyd-Hydrase (= Alkohol-Dehydrasc), deren gemeinsame prosthetische Gruppe
Codehydrasei ist. Somit ist fur die Leber der hier fir die Hefe (S. 217) diskutierte
Mechanismus der Aldehyd-Dismutation bewiesen. Im (brigen verlduft die Dehy-
drierung des Aldehyds am Lcborfermcnt ohne Beteiligunganorganischen Phosphats.

Beschreibung der Vcrsuelie

Allgemeine Methodik

Zu den Versuchen diente Branntweinhefe der Hefefabrik Oberkotzau, vorm.
Scheibe & Scherdel, die im allgemeinen durch 3—aé&stind. Schitteln unter Sauer-
stoff verarmt worden war. Sauerstoffverbrauch und S&urebildung wurden mano-
metrisch in kegelférmigen Warb urg-GefaBen, Volumen etwa 20 ccm, gemessen,
wobei sich die Substrate im allgemeinen in der seitlichen Birne befanden und erst
nach Tempcraturausglcich in den Hauptraum zur Hefe licfibergeholt wurden. Bei
der Messung des O.-Verbrauchs nach der direkten Methode in Phosphatpuffer unter —
Luft befand sich Natronlauge im Einsatz der Gefaf3e; nur in den Versuchen mit
Blausdure oder H2S war der Einsatz leer. Diese Vereinfachung ist bei Atmungs-
versuchen mit Butylalkoliol zuldssig, da bei seiner Dehydrierung durch Hefe
kein CO, gebildet wird. Die Saurcbildung wurde in Bicarbonat-CO.-Puffer
verfolgt wobei als Gasmischungen. 95%0, + 5%CO. bzw. 95%N, + 5%CO.
dienten4b).

Um bei den Phosphatbestimmungen an Hefe reproduzierbare Ergebnisse zu er-
zielen, wurden einige systematische Messungen ausgefuhrt, die auszugsweise mit-
geteilt seien. Prinzipiell wurde die zu untersuchende Hefesuspension (Puffer:
Bicarbonat-CO..) in Triehloressigsadurelésung pipettiert und dadurch die enzyma-
tischen Vorgéange abgestoppt. Nach Zentrifugieren wurde im klaren Filtrat das
Phosphat kolorimetrisch nach M. M artland und K. Robiso nde) bestimmt. Leicht-
hydrolysierbares Phosphatist dasin n-HClboi 100° wahrend 7 Minuten abgespaltene
Phosphat, wahrend schwer-hydrolysierbares Phosphat den erst bei der Veraschung
frei werdenden Anteil umfaBt. Gesamtphosphatist Phosphat nach Veraschung. Die
Phosphatwerte sind durchwegsin mg PO, pro g Hefe (feucht) angegeben.

Erfolgte die Umrechnung der gemessenen Extinktionen auf Phosphat nicht mit
einer einmalig aufgestellten Eichkurve, wie dies bei Relativmessungen der Fall war,
sondern sollten absolute Werte ermittelt werden, so wurden bei jeder MeBreilie 2’
bis 3 Eiohwerte mit bekannten Phosphatmengen mit aufgenommen. Die zu ver-

41) Z. Naturf. im Druck.

45) Dio Gasmischungen verdanken wir dem freundlichen Entgegenkommen der Fa.
Linde, Minchen-Héllriegelskreuth. Wir méchten ihr, insbesondere Herrn Direktor Ph.
Borchardt und Herrn Frauscher auch an dieser Stelle bestens dafur danken.

46) Bioch. JI. 20, 848 (1926).
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scliiedenen Zeiten mit dem verwendeten Pulfrich-PhotombRer (Zeif, Jena) auf-
genommenen Eichkurven zeigten ndmlich Differenzen bis zu 8%, die durch den
Wechsel derTecmpceraturwihrend der Entwicklung der Farbung, verschiedene Lam-
penspannung usw. bedingt sind.

1. Variation der Trichloressigsture (TES)-Konzentration
2proz. H'efesuspension + 12proz. TES bis zur gewiinschten Endkonzentration
zugesetzt; Einjvirkungszeit 10 Minuten; T = 18°.

TES-Konz. in % 2 4 6 8
anorg. P04: 0,21 0,81 1,31 1,40

2. Einw'irkungszeit derTES auf die Hefesuspension

6 ccm 4proz. Hefesuspension + 3 ccm 20proz. TES (Endkonz. 6,7%) bei Zim-
mertemperatur aufbewahrt, nach den angegebenen Zeiten zentrifugiert und im Fil-
trat Phosphat bestimmt.

nach Min. anorg. P04 * leicht-hydr. P04
3 1,59 0,52
13 1,73 0,70
23 1,73 0,88

Wird das Filtrat nach dem Zentrifugieren 4 Stunden bei Zimmertemperatur auf-
bewahrt, dann nimmt das anorg. PO., um 9—11% zu.

3. TemperatureinfluR bei der TES-Einwirkung

2proz. Hefesusponsion mit dem gleichen Volumen 12proz. TES bei der angege-
benen Temperaturvpisetzt. Aus diesen Ansdtzen wurden Proben von 6 ccm in 4 ccm
m-Na-aeetat pipettiert, damit die Sdure abgestumpft, und sofort zentrifugiert.Die
Versuchsreihen bei 0,18 und 30° wurden gleichzeitig mit derselben Hefesuspension
angesetzt.

anorg. P04nach Min. 5 15 30 60 189 215 274 300
0° 1,13 1,32 135 __ ' 1,50 ' — 153
18° 1,76 1,81 1,89
30° 1,79 186 1,86 2,03 2,22 w236 _

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB steigende Mengen TBS
steigende Mengen Phosphat -aus den Hefezellen herauslésen. Bei Kon-
zentrationen tber 5% ist diese Zunahme aber nur gering und insbesondere
bleibt dann das Verhdltnis anorg. P04 : Gesamt-PO., anndhernd kon-
stant, so dal Messungen im TES-Konzentrationsbereich 5—8% reelle
Aussagen uber das Verhéltnis der Phosphatfraktionen in der Hefezelle
erlauben.

Bei den in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Phosphatmessun-
gen wurde durchgehend wie folgt gearbeitet: TES-Endkonz. 6,67%, T =
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14—22° (Zimmertemperatur), Einwirkungszeit der TES (bis zum Zentri-
fugieren der Proben) 8—14 Minuten.

Die strikte Einhaltung dieser Yersuehsbedingungen ermdglichte Er-
gebnisse, deren Keproduzierbarkeit in den Grenzen = 3 bis 6% liegt.

I. Versuche mit Butylalkohol

Das verwandte. Praparat war n-Butylalkohol von Schering-Kéahlbaum. Das
Ergebnis feines Atmungsversuchs mit verschiedenen Mengen Butanol ist in Fig. 1
zu sehen.

Wirkung der Butanoloxydation auf die Lecratmung

In den Hauptraum von 4 Dixon -ICeil in- GefaRen15) (Vol. 14—16 ccm), deren
Hohlstopfen mit Natronlauge gefiuillt waren, wurden jo 40 mg frische Hofe.in 2 oem
m/15-Phosphat-Puffcr, pn 7,4 gegeben, derin 2 GefdBen noch m/75-Butanol enthielt.
In der seitlichen Birne befand sich 1 ccm 20proz. Trichl6ressigsdure. Die GefiiBo
wurden zur gleichen Zeit beschickt und gleichzeitig im Schittel-Thermostaten von
30° versenkt. Nach Tcmperaturausgleich (5Min.) wurden die Hahne geschlossen und
nach weiteren 10 Minuten in je einem Gefal mit und ohne Butanol die Tricldor-
essigsalre eingekippt. Dadurch enzym. Reaktion zum Stillstand gebracht und etwa
gebundenes CO, ausgetrieben. In den beiden anderen GefalRen wurde die Trichlor-
cssigsaure 40 Minuten spéter zugekippt. Nunmehr wurde die Natronlauge durch
Eindrehen des Hohlstopfens in den Einsatz gebracht, damit das CO., der Gasphase
absorbiert und aus der Druckabnahme das vorhandene C02berechnet. Die Ergeb-
nisse sind in Tab. 8 zusammengestellt. Dort ist auch die Druckabnahme wahrend
10—50 Minuten aufgefihrt, die ein MaR fur den Sauerstoffverbrauch bei der
Butanolatmung ist.

Tab. 8

GefalRvolumen ccm . 13,8 14,95 16,05 15,4
m/75-Butanol....ien, — — + +
TES zugesetzt nach Min 10 50 10 50
Druckabnahmc wéhrend 10—50 Min.

inmmBrodieldsung ... — 23 — 200
MM 3 CO s e 125 235 85 132
in 40 Min. geb. C02: ....cccccoeevien . 110 47

Vergleich der Butanolatmung in Phosphat- und Bicarbonat-Pufjer

Erfolgt die Oxydation des Butylalkohols in Bicarbonat-COo-Puffer, so setzt die
aus 1 Mol Alkohol gebildete Buttersdure 1 Mol C02in Freiheit. Da gleichzeitig nach
der Oxydationsgleichung fur Butylalkohol 1 Mol Sauerstoff aufgenommen wird,
sollte keine Volumanderung eintreten. Da aber CO,, in viel hdherem MaRe wasser-
I6slichist (a25° = 0,759) als 02 (<5° = 0,0283) und sich beide Gase auf Ldsung
und Gasphase verteilen, nimmt das Gasvolumen bei der Reaktion ab (vgl. ,,GefaR-
paarmethode®“ von O. W arburg47). Tritt daher bei der manometrischen Messung
keine Druckabnabme mehr ein, so wird damit das Ende der Reaktion angezeigt.

4T) F. Dickens in E. Bnmann und K. Myrbéck. Die Methoden der Ferment-
forschung S. 1002. Leipzig 1941.
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Ein auf dieser Uberlegung aufgebauter Vergleich der Butanoloxydation in Phos-
phatpuffer bei Pu 6,8 und 7,4 und in Bioarbonatpuffer bei Pn 7,4 ergab (Fig. 6),
daR die Reaktion tberall mit der gleichen Geschwindigkeit ablauft. Dies ist daran zu
erkennen, dal? die Knickpunkte der Kurven zeitlich gleich liegen.

Fig. 6. Butylalkohl in Phosphat-
und Bicarbonat-Puffer

Je 40 mg verarmte Hefe in i ccm
m/15-Phosphat pK#6,8 (I) bzw. 7,4 (11)
oder m/33-Na-bicarbonat pH7,4 (Ill,
1V). T = 25° Gas: Luft (I, Il) bzw.
95%02 + 5%CO,, (I, V). I—III:
m/75 Butyhikohol, der in den GefaRen
gleichzeitig aus der seitlichen Birne
eingekippt wurde. Die linke Ordinate
gilt fur die Sauerstoffaufnahmo (I, 11),
die rechte fur die Druckabnalnno (111,
1V) [er,a: Il = 16,44 cm3; IV =
17,41 cm3J. 0

Die saureldslichen Phosphate der Hefe wahrend der Butanoloxydation

In einem mit Gummistopfen verschlossenen 500-ecm-Erlenmeyer-Kolben wurden
1,4 gverarmte Hefein 70 ccm 0,03 m-Na-bicarbonat unter 0,-00., mechanisch bei
T = 25° geschuttelt. Zur Phosphatbestimmung wurden je 10 ccm entnommen und
zu 5 ccm 20proz. TES gcgebCn.'Nach jeder Probeentnahme wurde der Gasraum kurz
mit dem Gasgemisch durchspult. Das Ergebnis einer Bestimmung aus funf gleich-
artigen Versuchen ist in Fig. 2 zu sehen, wobei der Nullwort dem Zustand vor Zu-
gabe des Substrats entspricht.

Nach Verbrauch deszugesetzten Alkohols stellt sich zwar nicht momentan, aber
doch allmé&hlich wieder der urspringliche Zustand ein. Dies ergab ein Versuch mit
4 g verarmter Hefe in 100 ccm m/75-Butanol enthaltenden Bicarbonat-Puffcr, wo
nach 40 Minuten der zugesetzte Alkohol verbraucht war. Sonst wie oben.

Min. 0 30 60 120
anorg. PO .. 1,95 0,76 1,15 1,43
Gcesamt-PO . 3,30 1,38 2,65 2,50

II. Versuche mit Butyraldehyd

Die Darstellung des Butyraldehyds erfolgte durch Cr03-Oxydation von n-Butyl-
alkoliol nachCh. W eizmann und S, F. Garrad48); er wurde Uber die krystallisierte
Aldehyd-Ammoniakverbindung49) gereinigt und nach Destillation sofortin Wasser
geldst. Die m/6-wéfRrige Lésung kann im Eisschrank aufbewahrt werden. Da aber
mit der Zeit merkliche Autoxydation zur Saure eintritt, soll die Lésung nach etwa
einem Monat erneuert werden.

i8) Soc. 117, 328 (1920).
49 A. Lipp, A. 211,344 (1882).
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Aerobe Umsetzung von Butyraldehyd

Die Atmung von Hefe mit Butyraldehyd ist in Fig. 3 wiedergegeben.
Wie dort erwéhnt, ist die erste Phase geringer Sauerstoffaufnahme auf
eine Dismutation des Aldehyds zurlckzufiihren, die sich manometrisch
und analytisch naehweisen 1aBt. L4Rt man n&mlich den aeroben Umsatz
von Butyraldehyd in Bicarbonat-Puffer vor sich gehen, dann tritt, wie

aus Fig. 7 hervorgeht, in der ersten
Phase eine starke Volumzunahme
ein, die beim Einsetzen der Bu-
tanoloxydation nach 80 Minuten
in eine Abnahme (ibergeht.

Bei der Dismutation wird pro

Mol umgesetzten-Aldehyds % Mol

Séaure gebildet, die aus Bicarbonat

y2 Mol C02in Freiheit setzt. Dies

ist die Ursache der Volumzunah-

me. In der zweiten Phase wird pro

Mol gebildeter S&ure 1 Mol Sau-

erstoff aufgenommen, da jetzt der

bei der Dismutation gebildete Bu-

tylalkohol der normalen Oxyda-

tion anheimfallt. Das Gasvolumen

nimmt nunmehr ab, da CO02 in

Wasser l6slicher ist als 02 (vgl. S.

230). Des weiteren zeigt die zeitlich

gleiche Lage der Knickpunkte in

den beiden Kurven, dal3 die Reak-

tion in Phosphat- und Bicarbonat-

Puffer mit gleicher Geschwindig-

Fig. 7. Butyraldehyd aerob in Bi-  keit Verlauft,

carbonat- und Phosphat-Puffer Bei der praktischen Ausfithrung die-

ses Versuchs ist zu beachten, daB

wéahrend des Durehleitens der Gas-

bonat (1) bzw. ~--Phosphat (1), plt 7,4; raischung durch fjas Barcroft-W ar-

burg- GefalR keine Aldehydverluste

%%-Butyraldehyd; T = 25°1: 959% 02+ eintreten. Dies kann dadurch vermie-

. o . den werden, daB man das komplett

5% CO.; 11: Luft (ngns: | = 16,02 cm3; beschickte und am Manometer ange-

Il = 16,53 erad). schlossene GefaB wahrend des Aus-

spilens mit der Gasmischung mit

Eis kiuhlt oder da man den Aldehyd erst nachher in die seitliche Birne einfillt

und sofort mit dem Glasstopfen verschlieBt.

DaR der Aldehyd tatsachlich zu Beginn der zweiten Phase (Oxydationsphase)
praktisch verschwunden ist, lieB sich auf analytischem Weg beweisen.

Zu diesem Zweck wurden 4,8 g verarmte Hefe in 80 ccm m/15-Phosphat-Puffer,

Pji 7,4, der 1,07 mMol Butyraldehyd enthielt, im verschlossenen Erlenmeyer-Kolben

unter Sauerstoff geschuttelt; T = 25° Nach 5, 20, 40, 60 und 80 Minuten wurden

80 rag verarmte Hefe in 2 ccm — -Bicar-
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Proben von je 10 ccm entnommen. Davon wurden jeweils 2 ccm sofort in Bar-
croft-Warburg-GefaBe pipettiert und der weitere Umsatz manometrisch ver-
folgt. Die Sauerstoffaufnahmc der einzelnen Proben ist aus Fig. 8 zu ersehen, wobei
am ersten MeBpunkt einer Reihe der Halm des Manometers geschlossen wurde.

Aus den restlichen 8 ccm wurde die Hefe durch Zentrifugieren abgetrennt und
in der Uberstellenden Lo6sung der noch vorhandene Aldehyd jodometrisch nach
S. W. ClausenB0)bestimmt. Die ermittelten Mengen sind in Prozent des zugesetzten
Aldehyds ebenfalls in Fig. 8 eingetragen.

M 120 Mn 10

Fig. 8. Atmung und Butyr.aldehydverbrauch

0 2Verbrauch nach 5 Minuten: 0> 20 Minuten: x, 40 Minuten:v, 00Minuten: O,
80 Minuten: %, % Butyraldehyd: 0.

Aus einem Vergleich der beiden Kurven ergibt sich sehr Gberzeugend,
dal3 der Beginn der Oxydationsphase mit dem Verschwinden des Butyr-
aldehyds aus der Losung zusammenféllt. Dieser Augenblick war nach etwa
80 Minuten erreicht, was aus dem geringeren Sauerstoffverbrauch der
letzten Probe ersichtlich ist; hier war beim SchlieBen des Manometer-
hahns die Oxydationsphase schon erreicht und folglich ein Teil des
Alkohols bereits verbraucht.

Uberdies ergibt sich der gleichartige Reaktionsablauf im groRen GefaR wie in den

Manometer-GefaRen daraus, dalR die zu verschiedenen Zeiten entnommenen Proben
denselben zeitlichen Verlauf der Atmung zeigen.

Bilanz des Butyraldehyd- Umsatzes aerob und anaerob

Zusammensetzung der Ansatze vgl. Tab. 1. Am Versuchsende die Hefe abzen-
trifugiert; 4 ecm der Gberstehenden Lésung zmAldehydbestiminung nadx C lausen 50),
50 ccm zur BnMersadwre-Bestimmung nach T. E. M. Friedem ann5l) und 20 ccm zur
Btdylalkohol-Ucnimmmng verwandt. Um hier zumachst den Aldehyd zu entfernen,

50) JI. biol. ehem. 52, 203 (1922); 73, 335 (1927).
“Y JI. biol. ehem. 123, 161 (1938).
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worden 15 ccm 0,02m-Dinitrophenylhydrazin in 2n-HCI zugesetzt, die Fillung nach
2 Stunden bei Zimmertemperatur abfiltriert und dreimal mit je 2 ccm Wasser
gewaschen. Vom Filtrat das halbe Volumen abdestilliert, das Destillat neutralisiert
und durch wiederholtes Destillieren (jeweils % Volumen) auf 8—9 ccm konzentriert.
In dieser Lésung wurde der Butylalkohol manometrisch duych Messung des Sauer-
Stoffverbrauchs mit verarmter Hefe bestimmt. Zu diesem Zweck 2 ccm Destillat
und 0,6 ccm m/5-Phosphat-Puffer, pH 7,4 in den Hauptraum eines Warburg-
GefalRes gegeben; 0,4 ccm IOproz. Helesuspension in die Birne und nach Tempe-
raturausgleich und SchlieBen dos Manometerhahns in den Hauptraum heriber-
geholt. Im Einsatz NaOH; T = 25°. Aus dem gemessenen Oj-Verbrauch wurde der
vorhandene Butylalkohol berechnet (vgl. Fig 1). Die Selbstatmung der Hefe, die
in einer Parallelprobe ermittelt wurde, kam vor der Berechnung in Abzug. Wir
Uberzeugten uns durch Kontrollversuche, dalR bei dem liier beschriebenen An-
reicherungsverfahren keine Verluste an Alkohol cintreten und die manometrische
Bestimmung bei mehr als 500y Butylalkohol hinreichend genaue Ergebnisse (i 5%)
liefert.

Die saureltslichen Phosphate wahrend der Umsetzung von Butyraldehyd

Die Phosphatbestimmungen wurden in derselben Weise wie beim
Butylalkohol durchgefiihrt. 10 Versuche ergaben innerhalb einer Schwan-
kungsbreite von +0% weder beim anorganischen Phosphat noch bei
den organischen Phosphaten eine Anderung. Das Ergebnis eines typischen
Versuches ist in Tab. 2 wiedergegeben.

4 g verarmte Hefe auf 100 ccm Gesamtlésung;m/150-Butyraldehyd; Bicarbonat-
CO05Puffer, pH7,4. Gasraum: CL—CO. bzw. N3—C02 Die Hefesuspension wurde
vor Zugabe des Aldehyds 10 Minuten im Thermostaten unter Durehlcitcn der Gas-
mischung geschittelt. Nunmehr die Aldehydlésung zugesetzt und das GefaR ver-
schlossen. Zur Vermeidung von AldehydVerlusten bei der Entnahme der Proben

wurde nur der Gasraum, nicht aber die Losung kurz mit der Gasmischung durch-
gespult.

Manometrische Bestimmung der Saurebildung aus Butyraldehyd, aerob und
anaerob

Die gebildete Buttersdure wurde manometrisch durch Messung der aus
Bicarbonat in Freiheit gesetzten Kohlensdure verfolgt. Dabei muRte im
aeroben Versuch auch der 02Verbrauch ermittelt werden, was in einem
Parallelansatz in Phosphat-Puffer geschah. Dieses vereinfachte Verfahren
kann hier angewandt werden, weil die Atmung wahrend der Dismu-
tationsphase gering ist und sich aulRerdem ergeben hatte, daR die Um-
setzung des Aldehyds in Phosphat- und Biearbonat-Puffer mit gleicher
Geschwindigkeit erfolgt (vgl. Fig. 7). Die Einzelheiten einer derartigen
Messung sind aus Tab. 9 ersichtlich; Mittelwerte aus mehreren derartigen
Messungen sind in Tab. 3 zusammengestellt worden.

Die Messungen beim anaeroben Umsatz von Acetaldehyd wurden in
derselben Weise wie beim Butyraldehyd ausgefuhrt. Bei der Phosphat-
analyse (vgl. Tab. 4) war die Aldehydkonzentration zu Versuchsbeginn
m/75.
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Tab. 9. Pro GefaB 80 mg verarmte Hefe, m/75-Butyraldeliyd, uF= 2,0 ccm,
T = 25° pH78.

1 1 11
Gasraum Luft 02Co02 N,-C02
Puffer m/15-Phospliat ni’17-NaHCOj m/17-NaHCOj
GefaRkonstantc i'o, = ]>47 . kCO, = 150 [cCO, = I.™
-0, =1.50

A p wéahrend 00 Min. —3 +-87 + 45

i 147 45
A ]>co, 11111111 Brodio 37+ 6-t~ - 93
vCOt in ihm3 + 158 + 70,5

I11. Versuche mit Butylalkohol und Schwermetallgiften

a) Versuche mit Blausdure
Atmungshemmung vgl. Fig. 4.

Fir die- Phosphorylierung mit Butylalkohol und Blauséure diente der allgemeine
Ansatz wie bei Butylalkohol allein (S. 231), mit dem Unterschied, dal noch Blau-
saure zugesetzt wurde. Fs wurde die Phosphatabnahme bis zu einem gewissen Zeit-
punkt bestimmt und parallel dazu in Proben, die mit derselben Hefe von gleicher
Konzentration wie die Hauptansatze versehen waren, die Atmung gemessen. Da
liler Phosphat-Puffer in Anwendung kam, in den Hauptansédtzen aber Bicarbonat-
Puffer, haben wir unsin Kontrollversuchen davon tiberzeugt, dal auch in Gegenwart
von Blausaure der Umsatz in beiden Pufferlosungen der gleiche ist (vgl. S. 230).
Ergebnis der Phosphatanalyse vgl. Tab. 5.

b) Versuche mit Schwefelwasserstoff

Schwefelwasserstoff wurde in Form von Na,S (wéRrige Losung) zugesetzt. Die
Konzentration der L6sung an freiem H.S, das wegen der leichten Diffusion durch
die Hefemembran allein wirksam ist, 1aRt sich folgendermaRen berechnen.

Das zugesetzte Na.S (= 2 S) tritt in gepufferter Ldsung teilweise mit H+ zu
HS*“ und HsS zusammen, von denen sich letzteres bei der absol. Temperatur T
gemé&R der Bunsenschen Gleichung auf die Ldsung (Volumen = vp) und den
Gasraum (= vG) verteilt. Es gilt also:

SS = S“+ HS“ + (H2S)f + (HXN)c, 1)
und
(H2S)* (H.S'g
— 73 @
VG Ar
oder umgeformt
273
\G'~T- k A"yF
CE - = (HS)C+ (H2)f = S S—HS-—S (22)
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wobei a der Bunsensche Absorptionskoeffizient fur H.,S ist. Nach dem Massen-
wirkungsgesetz gilt fir die Dissoziation des H 2S:

Cirt”’
B3) und-w --* * 4)
wo k, und k., die beiden Dissoziationskonstantcn des ILS sind. Um diese Gleichungen

in eine geignete Form zu bringen, wird GI. (3) einmal mit Cy-t- und einmal mit
Gl. (4) multipliziert,

(CH+)J" , - ,o@+2est AS
" - kie ; (3a).untl (h2n)jt = ki-sKki (4a)

Gl. (3a) und (4a) dann addiert:
(CKA)™ (UK + S*) = (H2S)f. (1. cH+ -f ki * ka) (5)
und GI. (5) von (Cjj)8- 2 S subtrahiert:
(cH,)2+(2°S-H S~-S-) = N S - (H25)f- (/i. .cH+ + kK HY) (6)

Nun laRt sich Gl. (2a) in (6) cinsetzen; wird noch durch 2; S dividiert, so ergibt sich:

273
(H2)F 9% VG' r +<x'vf # (h2s)f { X
VI *(CH+)-mme ~ — =;(CH + ) - Ys~ "(1'Ch++ 1* J
und daraus:
(H.S)f (CH+)2
N X . 273 ’
Vg m=-Y~+ «e"p
(CH+)2¢ --mm- 7 — - h ki ecH+ + |h mk2
Hier bedeutet den Bruchteil des zugesetzten Na2S, der in L6*sung als

freies H2S vorliegt. Werden das zugesetzte Na2S in mMol und die Volumina in ccm
angegeben, dann erh&lt man durch Division von (H.S)” durch Vp die molare H 2S-
Konzentration in der Lésung.

Bei 25° sind k2= 9,1 «10~8 und k2— 1,1 m10-18. Demnach laRt sich in unsern
Versuchen, die bei pH 7,4 (cH+ = '3,98 « 10-8) ausgefiihrt wurden, /c, « fc|gegeniber
den beiden ersten Gliedern des Nenners vernachlassiget, so daB GI. (7) die verein-
fachte Form annimmt.

(H»S)f _
218 ~ 21 ’ (n
Do m~rr + O<Vp
I B e + ki
il a-Up

Mit ihrer Hilfe 1aBt sich berechnen, daB im Atmungsversuch von Fig. 5, wo:
Vg = 16,8 ccm, vp = 2,0 ccm und a2i® = 2,282 waren, von den zugesetzten 10-4
mMol Na2S in der Lésung 15% als freies H2S Vorlagen, die Konzentration also.
7,5 ml0-6m-H2S war. Im Gasraum befanden sich 50% des eingesetzten Schwefels.
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Manometrische Messung des Umsatzes von Butylalkohol bzw. Acetaldehyd
in Gegenwart von Na2s

Die Zusammensetzung der Ansétze geht aus der Unterschrift zu Fig. 5 hervor. Bei
der Beschickung des Warburg-GefaRes fir den anaeroben Versuch ist darauf zu
achten, dalR weder Aldehyd- nocli HhS-Verlustc eintreten. Um dies zu verhindern,
wurden zunéchst nur Hefe, Bikarbonat und Wasser in den Hauptraum des Gefales
gegeben und nach Aufsotzen dos Manometers unter Schitteln und Durchleiten von
N2-C02im Thermostaten mit der Gasmischung geséattigt. Hierauf wurde das GefaR
bei angeschlossenem Manometer in ein hohes Becherglas gebracht, durch welches
N.,-C02geleitet wurde, der Schliffstopfen in dieser Atmosphéare kurz gedffnet und
wéahrenddem Acetaldehyd sowie Na.,S-Lésung in die Birne einpipettiert. An-
schlieBRend wurde das Gefall wieder im Thermostaten versenkt und nach Mischen
des Inhalts von Scitcngcfa und Hauptraum mit den Ablesungen begonnen.

Phosphorylierung in Gegenwart von Schwefelwasserstoff

Bei Versuchen mit Schwefelwasserstoff ist zu berlcksichtigen, daR
sich das Gas auf Ldsung und Gasraum verteilt. Will man daher 2 Ver-
suche miteinander vergleichen, so muB, gleiches -pH vorausgesetzt, das
Verhéltnis von Lésung und Gasraum das gleiche sein. Diese Bedingung
war in allen Versuchen dieses Abschnitts erfullt, wo die Phosphatbestim-
mung in-einem gréReren Ansatz durchgefihrt werden muRte und parallel
dazu die UmsatzgroRe in der Warburg-Apparatur zur Messung kam.

‘Manometrische Messung, u* = 2.ccm, T = 26°, pH7,4;

aerob mit Butanol: m/15-Phosphat, 0,02 bzw. 0,03 ccm m/100-Na2S; 0,16 ccm
m/6-Butylalkohol (Endkonz, m/75) aus der Birne nach SchlieBen des Manometer-
hahns (20 Min. im Thermostaten) zugesetzt. Gas:Luft. Ohne H..S wurden von
40 mg Hefe in 10 Minuten 50 mm30 2 ver-
braucht. Die Hemmung durch HsS ist aus
Tab. 6 zu ersehen.

anaerob mit Acetaldehyd: 0,03 m-Bicarbonat,
m/50-Acetaldehyd, Gas: 95%N2-f- 5% CO02;
Saurebildung: 30—35% jener bei Butanol un-
gehemmt. 10-4 und 3 ¢ 10_4m-Na..S haben
keinen EinfluB.

Ansatz fur die Phosphatbestimmungen. 0,03m-
NaHCO03, 40mg verarmte Hefe pro 2 ccm
Endldsung, m/75-Butanol bzw. m/50-Acetal-
dehyd, 8 bzw. 5+¢10~5m-Na2S; T = 25°. Der
Versuch wurde durch Zugabe der Substrate in
Gang gebracht; nach 10 Minutch Schutteln
wurden 10 ccm zur Phosphatbestimmung ent-
nommen. Damit bei der Probeentnahme keine
Verluste an H2S eintreten, wurden die Ver-
suche in einem Reaktionsgefal, wie cs Fig. 9 Fig. 9
wiedergibt, durchgefiihrt.

Eine Saugflasche von 345 ccm Inhalt wird mit Hefe, Pufferlésung und Wasser
(insges. 50 ccm) beschickt. Bei geschlossenem Quetschhahn Q, und gedffnetem
Hahn D wird bei B die Gasmischung durch das Reaktionsgefal geleitet und die Luft
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vollstandig verdréangt. Dabei ist ein Druckregler vorgeschaltet, der nichtgezeichnet
ist. Nach etwa 15 Minuten wird D geschlossen und die beiden Quetschhédhne Q, und
Qagedffnet, um auch das kurze Glasrolrr R, mit der Gasmischung auszuspulen. Nun
wird bei E eine Pipette aufgesetzt, damit die Offnung E verschlossen, so daR nun-
mehr das Gas durch den Druckregler ausstromt, Q, geschlossen und die Sulfid-
Losung (etwa 0,5 ccm) aus der Pipette in das Rohr R[ eingefullt. Q» wird ebenfalls
geschlossen und die Pipette entfernt. Auf die gleiche Weise wird ein zweites Rohr
R., das in der Figur nicht gezeichnet ist, mit der Butanol- bzw. Acetaldehydlésung
(3bzw. 0,7 ccm) beschickt. Man schlieRt den Dreiwegehahn und 4Bt durch Offnen
von Q, die Sulfidlésung in das Reaktionsgefal einflieBen; durchNeigen des Gefalles
wird R, mit der Hefesuspension ausgespult. Um die Nullprobe zu entnehmen, wird
nunmehr die Gaszufuhrung Giber den Druckregler bei D angeschlossen, dieser Hahn
gedffnet und der Dreiwegehahn in die Stellung C—A gebracht. Die Reaktions-
flussigkeit flieRt durch das zu einer Spitze ausgezogene Kapillarroln- A aus. Man
verwirft die ersten 3—5 ccm und Iat dann genau 10 ccm in einen mit 5 ccm 20proz.
Trichloressigsaurc beschickten 15-ccm-MefRRkolben einflieBen, d. h. fillt diesen bis
zur Marke auf. Der Dreiwegehahn wird in die Stellung A—B gebracht und D
geschlossen. Nun leitet man den Gasstrom bei B ein, verdrangt damit die Flussig-
keit und Luft aus der Kapillare und dreht dann den Dreiwegehahn in die Stellung
B—C. Jetzt wird die noch im Rohr C befindliche Flussigkeit in das Reaktionsgefal
zuriickgedriickt. Durch Offnen des entsprechenden Quetschhahns und Ausspiilen
des Rohres R» wird nunmehr das Substrat zur Hefesuspension gegeben und
damit der Versuch in Gang gebracht. Nach 10 Minuten wird wiederum eine
Probe zur Phosphatbestimmung entnommen, was in der gleichen Weise geschieht
wie zur Zeit 0.

Das Verhéltnis vG : vF im Schittelkolben entsprach zwischen 0 und

10 Minuten auf etwa 2% genau den Verhaltnissen im W arburg-Gefal,
in welchem parallel dazu die UmsatzgréBRe gemessen wurde.

Das Ergebnis unsrer Messungen zeigt Tab. G Die Abnahme des an-
organischen Phosphats im aeroben Versuch mit Butylalkohol ist auf das
Substrat und nicht etwa auf das Natriumsulfid zurtckzufiihren, denn in
einem Kontrollversuch, bei welchem z. Z. 0 anstelle des Alkohols nur
Wasser zugesetzt wurde, trat innerhalb 10 Minuten keine Phosphat-
&nderung eilt.

IV. Hydrolyse von Acetylphosphat durch zerriebene liefe

Lebende Hefe ist gegeniiber Acetylphosphat wirkungslos; dies ist
zweifellos auf die Undurchléssigkeit der Hefemembran zuriickzufihren,
denn durch zerriebene Hefe oder durch Einfrieren in flussiger Luft plas-
molysierte Hefe wird Acetylphosphat rasch gespalten. Im folgenden sei
als Beleg ein Versuch mit zerriebener Hefe wiedergegeben.

3,5 g frische Hefe wurden mit 3,59 Glaspulver und 3 ccm m/5-Phosphat, pir 0,2;
in einer Porzellanreibschale mit elektrischem Antrieb 10 Minuten lang bei tiefer
Temperatur zerrieben und dabei 40% der eingesetzten Hefe aufgeschlossen62). Es

wurden 8 ccm m/10-Acetat-Puffcr, pH 5,4, zugesetzt und das Ganze gut durchge-
schuttelt.

62) Durch Messung der Garkraft des ausgewaschenen Rickstands ermittelt; H.
Leuchs, noch nicht veroffentliche Versuche.
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1,5 ccm dieser Suspension mit 0,1 ccm 0,035m-K-acetyl-phosphat6!) versetzt

und 20 Minuten lang bei 30° geschiittelt. Wie die Acetylphosphat-Bestimmung nach
F. Lipmann und L. C. Tuttle5) ergab, waren wé&hrend dieser Zeit 72% des ein-
gesetzten Anhydrids gespalten worden. Dies bedeutet, daB 115 mg zerriebene Hefe
bei 30° in der Stunde 7,5 /;Molo Acetylphosphat hydrolysieren.

Somit erfolgt die Spaltung des Acylphosphats mit einer Geschwindig-
keit, die von der gleichen GréfRenordnung ist wie die anaerohe Dismuta-
tion von Acetaldehyd durch lebende Hefe, wo mit der gleichen Hefemenge
in 1 Stunde bei 25° 10,8 /;Mole Essigsdure entstehen.

Ob das acetylphosphatspaltende Ferment der Hefe identisch ist mit
dem Ferment der tierischen Gewebe, das F. Lipmann33) entdeckt hat,
kann vorerst noch nicht entschieden werden.

Wir haben auch versucht, wahrend der aeroben Dehydrierung von
Butylalkohol mit Hilfe der Reaktion von Lipmann und Tuttle5d)
Acylphosphat nachzuweisen, mit dem Ergebnis, dal maximal 3% des
als anorganisch bestimmbaren Phosphats Acylphosphat sein kdnnten.
Uber diese Versuche soll aber erst in anderem Zusammenhang ausfiihr-
licher berichtet werden.

Die Oberflachenspannung aliphatischer Oxyséaureester

Von Hermann Engelhard, Heinz Schillarth und Heinz-Giinther Kaul
(Mit 3 Figuren im Text)

(Eingegangen am 9. Mérz 1949)

In dieser Arbeit werden .eine Reihe von Oxysdureestern rein her-
gestellt und ihre Oberflachenspannung sowie die ihrer Ldsungen
gemessen.

Die Herstellung der Ester erfolgte nach den tiblichen Verfahren. Lediglich bei der
Herstellung der Hydracrylsaureestcr sind besondere VorsichtsmaRnahmen erforder-
lich, da schon geringste Spuren von Schwefelsdure die.Bildung von Acrylsdureestern
verursachen. Die Hydracrylsiiure selbst, wurde aus Athylencyanhydrin gewonnen.
Sie ist nicht destillierbar im Gegensatz zu ihren Estern.

Die Messungen der Oberflachenspannung wurden bei 20° nach der

Methode des maximalen Blasendrucksl) mit dem Kapillarimeter nach
Dr. Cassel mit Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Die MelRwerte sind

63) F. Lynon, B. 73, 367 (1940). — F. Lipmann, Adv. Enzym. 6, 231 (194G).
64) Jl. biol. ehem. 159, 21 (1945).
4) Prinzip nach S. Sudgen, Chem. Soc. 121, 858 (1922).
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in der Tab. 1 und in Fig. 1 zusammengefalt. In den Tab. 2 und 3 sind
aullerdem die gemessenen Siedepunkte und Dickten der untersuchten
Substanzen aufgefiihrt.

rr iHun/rml

HM- All- freyl- Buht kn/-  Jistyl- Hyp Oyl toa/l- Beo-
Fig. 1

Tab. 1. Oberflachenspa nnung in dyn/cm

Athyl Propyl Butyl Hexyl Heptyl
EsSSigsaure ... 23,69 24,28 24,72 25,92 26,89
Propionsdure........... 24,12 24,01 25,38 26,60 27,28
Glykolséauro. — 31,55 30,43 29,66 29,40
iMilchsaure..... 29,20 29,00 28,80 28,86 28,88
Hydracrylsau 34,52 — 31,10 30,10 29,54

Tab. 2. Siedepunkte

Athyl Propyl Butyl Hexyl Heptyl

Essigsaure . '— 101,8/765 124,5/765 109—169,2/763  191/760
Propion-

saure .. _ 22—122,3/755 145—146/755 73—74/10 124—125/14
Glykol-

saure .. — 72,3/14 84/14 106—107/12 124—125/14
Milch-

séure .. — 170—172/760 81—81,3/14 105—106/12 118—118,7/11
Hydracryl-

saure .. 91—92/19 — 110—118/20 141—142/18 140—144/11
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Tab. 3. Spez. Gewichte bei *20°

1

ESSigSauUre . e
Propionsaure ...
Glylcols&ure

Milchsdure . .m
Hydraerylsdure

Athyl

0,8993
0,8907

1,0005

Propyl

0,8851
0,8800
1,0520
1,0027

Butyl

0,8809
0,8758
1,0233
0,9832
1,0040

*

Hexyl

0,8729
0,8709
0,9950
0,9544
0,9015
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Heptyl

0,8090
0,8071
0,9855
0,9441
0,9315

Wie Fig. 1zeigt, in die auch die bekannten und teilweise nacligepruften
Oberflaehenspanmmgswerte der reinen Alkohole und Sduren mitauf-
.genommen sind, erhdht die Einfuhrung einer Oxygruppe die Oberflachen:
Spannung vor allem der niederen Glieder erheblich, und zwar zeigt sich

OH in B- wirksamer als
in «-Stellung. Mit Ver-
langerung der Esterkette
wird der EinfluR der OH-
Gruppe immer geringer,
so dall man sogar ein Ab-
sinken ' der Oberflachen-
Spannung beobachtet, das-
sich in geringem Malle
auch schon bei den norma-
len Sdureestern zeigt. Hie
0 berflaéchenspannungs-
werte werden damit im-
mer gleichméaRiger und
paraffindhnlicher. Errech-
net man die molaren Ober-
flachenenergien, so gehen
trotz der erheblichen Un-
terschiede im Gang der
spez. Gewichte (S&uren
und Ester fallend, Alko-
hole steigend) alle Kurven
nahezu in Gerade (Uber
(Fig. 2). Zum besseren
Vergleich ist hier auf der
Abscisse die Anzahl der
C-Atome im Molekdl ein-
getragen. Damit rucken

w

%

iig

/
I
-
+/I 'ch/SI I A I
Mue [/ / o
- [
hm a |/
A 4 ,
£
Ssaw /
;m fim
"W
f /
Mahre cf (Mv)j
. Fig. 2

die Reihen mit nur einer Hydroxyl- bzw. Carbonylgruppe, also die
Alkohole, Essigsdaure- und Propionsdureester, auf eine Gerade zusammen,
wenn man den Estersauerstoff auBer Betracht l4R3t. Die Sauren mit
Hydroxyl und einem freien Sauerstoff am gleichen C-Atom liegen
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metwas dariiber. Tritt die Hydroxylgruppe an ein zweites C-Atom,,
also in a- oder in /j-Stellung, so erhdht sich die Oberflachenenergie
weiter, wobei es noch von Bedeutung ist, ob die Hydroxylgruppe
endstandig ist. Alle Geraden zeigen ein Zusammengehen bzw. Uber-
schneiden bei hdheren Gliedern. Diese Verringerung der Unterschiede
ist ein MaB fur die Ann&herung der Reihen an die Paraffine, wenn
auch ein Zusammenlaufen mit den ebenfalls eingezeichneten Paraffinen
nicht erfolgt.

Die Anfangswerte der Reihen mussen ein MaR fir die strukturellen
Besonderheiten der Reihen sein und sich daher auch in anderen Eigen-
schaften der gleichen Molekile erkennen lassen. Man findet daher auch
bei den Estern die gleiche Reihenfolge bei den Verdampfungswéarmen, .
wéhrend die Alkohole und Sé&uren, da sie nicht in Gbereinstimmenden
Zustanden vorliegen, diesen Vergleich nicht erlauben. DaR die gleichen
Kréfte auch in Losungen wirksam sind, erkennt man, wenn man aus den
gefundenen Oberflachenspannungserniedrigungen von Wasser (Tab. 4)

Tab. 4
Mol /L. dyn/cm Mol / L. dyn/cm
Essigsiiurepropylester Propionsaurepropylester
0,0024 71,28 0,0035 69,34
0,0035 70,75 0,0041 68,79
0,0047 70,02 0,0057 67,52
0,0057 69,49 0,0065 67,06
Essigsdurebutylcster Propionsdurebutylester
0,0022 69,58 0,0022 67,72
0,0027 69,38 0,0029 66,06
0,0031 68,26 0,0031 65,56
0,0042 66,94 0,0041 63,90
0,006S 64,88 0,0057 61,06
Essigsdurebexylester Propionsaurehexylester

0,0013 65,32 0,00072 66,64
0,0014 64,29 0,00073 66,58
0,0021 61,18 0,00097 65,03
0,0029 58,72 0,00010 > 64,29

Essigsdureheptylester ' Hydracrylsdurebutylester
0,00041 68,99 0,0019 70,75
0,00057 67,02 0,0028 69,90
0,00064 66,73 0,0034 67,82
0,00096 63,41 0,0054 57,82

Hydracrylsdureéthylester Hydracrylséureliexylester
0,0027 72,04 0,0008 64,88
0,0034 71,85 0,0012 61,65
0,0051 71,55 = 0,0022 56,95
0,0059 71,30 0,0050 49,2T
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die Tangentcn-Logarithmen der Neigungswinkel ermittelt und diese
wiederum gegen die Anzahl der C-Atome im Molekil auftragt.

Es ergibt sich in den Anfangswerten
die gleiche Reihenfolge, natirlich im
umgekehrten Sinne, da die Substanz

mit geringster Oberflachenspannung die u Mel
des Wassers am stdrksten erniedrigt. SMake /
Man findet jedoch keine Parallelitdt, v Primh
wie sie Merckel? gefunden hatte und Ucelile

wie sie der strengen Giultigkeit der
Traube-Regel entsprechen wiirde, son-
dern ein' Zusammenlaufen und Uber- J >y Yol
schneiden bei hoheren Gliedern in &hn-

licher Weise wie bei den molaren Ober-

flachenenergien, ohne dafll man bei der !
Schwierigkeit der Messungen dem Gang 2

der Kurven im einzelnen zuviel Gewicht

beilegen durfte.

Besser als der Gleichung von Szy-

szko wski 3 genugen die gefundenen Werte der Oberflachenspannungs-
erniedrigung der theoretisch besser begriindeten Formel von Volmer4).

yM yénen, <te

* . RT .c
sm- ol - £-r™-c
(KM= Oberflachenspannung, Ldsungsmittel.
(71 = Oberflachenspannung, L6sung,
¢ = Konzentration,
k und B = Konstanten.)

Errechnet man aus der Konstanten R dieser Formel den mittleren Platz-
bedarf einer Molekel in der Oberflache gieicn 2k so erhéalt man ziem-

lich gleichmé&Rig fur alle Glieder 20 A°2 also einen Platzbedarf, wie er fur
ein Paraffin ermittelt wurde, das senkrecht bzw. nahezu senkrecht zur
Oberflache steht. Lége eine derartige Anordnung streng vor, so kdnnten
sich die Dipolgruppen dieser Verbindungen in der Oberflache fast nie
bemerkbar machen. Bei ihrem starken EinfluR kann daher die senkrechte
Einstellung nur der wahrscheinlichste Fall bei genugend tiefen Tem-
peraturen sein, der durch die Warmebewegung immer wieder aufgehoben
wird. Auch bei den reinen Flissigkeiten kann bei dem starken EinfluR der
Dipole eine Lage der Molekule senkrecht zur Oberflache nur als wahr-

2) Kolloidehem. Beitr. 45, 424 (1937).
3) Z. phys. Chem. 64, 385 (1908).
4) Z. phys. Chem. 115, 253 (1925).
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scheinlichster Fall bei geniigend tiefen Temperaturen angenommen
werden. Abnorme Edtvds-Konstanten nehmen daher auch mit Erhéhung
der Temperatur immer mehr Normalwerte an.

Der spezifische EinfluR der Struktur auf die molaren Oberflachen-
energien macht diese vielleicht zu einer Strukturanalyse wertvoll,
&hnlich wie der mitder Langmuir-Pockels- Waage ermittelte Flachen-
bedarf benutzt wurde.

llericlitigung

Band 562, S. 131, erste Zeile mufl cs heiBen: Bis[p-isoeyanato-phenyl]-I,I-
cyclohexan. Konstitution: Cali*CoHjNCO]..

(Abgeschlossen am 2G. Mai 1949)

Verantwortlich fir die Redaktion: Prof. Dr. H. Wieland, Starnberg Obb.; fir den Anzeigen-
' teil: Anton Burger, Weinheim/Bcrgstr. — Verlag Chemie, GmbH. {Geschéaftsfiihrer Eduard
Kreuzhage), Weinlieim/Bergstr. Printed in Germany. — Druck: A. Bagel, Dusseldorf.



FONDS ZUR FORDERUNG
DER CHEMIE

cod)er ,,Fonds zur Férderung der Chemie* in der ,,Gesellschaft
Deutscher Chemiker*, der unter anderem- die A ufgaben der zur
Zeit nir-Id aktionsfahigen ,,Justus-pon-Liehig-Gesclkchajt zur
Forderung des chemischen Unterrichts® Gbernommen hat, ist fur
das Jahr 1949/50 wieder in der Lage, Stipendien an Uberdurch-
schnittlich begabte junge Chemiker zu vergeben, In erster Linie
kommen Herren in Frage, die kurz zuvor ‘promoviert haben und
iji Ausnahnicféllen auch bedirftige Doktoranden.

Antrage kdnnen nur von Hochschullehrern unter Beifiigung des
Lebenslaufes und einer, kurzen Skizzierung der beabsichtigten
Forschungsarbeit der Betreffenden, eingereicht werden und sind
zu richten an

Professor Otto Bayer ¢ (22e) Lcverkuseii-Baverwerk
Nachster Meldetermin: 15. Juni 1919

Unschéadliches Sedativum
und Nerventonicum

mit Bromsalzen

und PHanzenexlIrakten.

Chem.-pharm. Fabrik, Quedlinburg / Harz
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SOEBFENERSCHIEN
F.A.IITENG LE IN
Grundrifd der Chemischen Technik

Ein Lehrbuch fir Studierende der Chemie und des Ingenieurfaches,

ein Ubcrsichlsbuch fir Chemiker und Ingenieure im Beruf.

4, und 5. ncubcarbeilete Auflage 1940 — gr. 4° — G3C Selten
mit 2 mehrfarbigen und 3 einfarbigen Tafeln sowie 300 Abbildungen im Text
und 70 Tabellen. — In Halbleinen DM 34,—.

(Sedie Vorziuge dos Buches sind der flussige Stil, die lebendige Dar-
stellung und die klare Anordnung des ungeheuren Stoffes. In einem
ersten Teil,,Allgemeine Technologio“ werden die chemisch-tech nisehen
Reaktionen, Arbeitsmethoden, Apparaturen, Anlagen und Fabriken
behandelt. Am Ende dieses Abschnittes wird ein Hinweis auf den
Aufbau und die Bedeutung der deutschen chemischen Industrie und
die Weltkonzerne der chemischen Industrie gegeben. In dem zweiten
speziellenTeil werden die chemisch-technische Erzeugung von Stoffen,
Veredelung von Rohstoffen der leblosen und der lebenden Natur, und
die Verarbeitung von Erzeugnissen der chemischen Industrie und die
Anwendung ihrer Verfahrenstechnik zur Erzeugung von Gebrauchs-
gutern beschrieben.

Schon gleich nach Erscheinen der 1. Auflage wurde in den Bespre-
chungen der Fachzeitschriften darauf hingewiesen, daB sich das Buch
durch seine Vielseitigkeit und durch das Bestreben, immer die allge-,
meinen Zusammenh&nge im Auge zu behalten, vorteilhaft auszeichne.
Wesentliche Anderungen und eine betrachtliche Erweiterung des
Umfangs sind die Merkmale dieser neubearbeiteten Auflage. Dies
entspricht der raschen Entwicklung der Chemischen Technik in den
letzten Jahren. Weniger wichtige oder alte Verfahren wurden kurzer
behandelt, die neuesten Verfahren dagegen, tber die sich im Schrift-
tum nurverstrcutMittcilungenfinden, eingehend beschrieben. Obwohl
neue Abschnitte eingefiigt worden sir.d, konnte doch die frithere be-
wahrte Grundeinteilung beibehalten werden. So wird sicherlich auch
diese neue Bearbeitung des Werkes viele Freunde und Leser finden.

VERLAG CHEMIE, GMBH «WEINHEIM/BERG STR.

Liebigs Annalen lland 563 lieft 3



Vor kurzem erschien
Beiheft zu der Zeitschrift
»Angewandte Chemie™

Nr. 55
BEITRAGE ZUR OXYDATION VON

CHLULOSE MIT STICKSTOFFDIOXYD

Von Dr. Oskar P/eiffer und Dr. Deodata
Krigert « 1919 « 85 Seiten mit 33 Ab-
bildungen und 28 Tabellen im Text
Kart. DM 9 -

Es wird die Oxydation von Fasern aus
regenerierter Cellulose mit Stickstoffdioxyd
und ihre textile Auswirkung behandelt. Der

Saureschutzbau

(seit35Jahren!

Wir bauen

Behéiterauskleidungen jeder Art

Spezialitat:
SaurefestéTulRboden, Wandbeléage
In bewahrter Qualitat und Ausfihrung

Liefern

erste Teil von Dr. O. Pfeiffer und Mitarbei-
tern enthalt Untersuchungen Uber den Re-
aktionsverlauf und die Fasereigenschaften.
Im zweiten Teil beschreibt Dr. Deodata
Kriger die Salzbildung und die Methoden
zur Charakterisierung von N 03-Oxycellu-
losen. (Ein Auszug der Arbeit erschien in
»AngewandteChemie« 59, 276 [1947].)

Normalsteine, Normalplatten,
Formplatten, Spezial-Saurekitte,
Sekurit-Saurelack, Sekuritkitte

Kostenlose Beratung
Auf Wunsch Ingenieurbesuch

Friedrich RoRler

VERLAG CHEMIE, GMBH Fabrik sadurefester Produkte

WEIN HEIM/BERG STR. Bens heim/BergstraBe

AuBer anderen sbfbrl lieferbaren schweizerischen Bilchcrn, deren Liste Sic.bei uns an-
fordern wollen, bielen wir an:

F.L. BREUSCH

Lehrbuch der gesamten Chemie
1948, Gr. 87, IV, GO1 Seiten mit SG Figuren, in Leinen gebunden DM 32,—

In der ,,CHIMIA* 1949, Nr. 1 wurde das Werk wie folgt besprochen:

»,Das vorliegende Buch stellt die erste deutsche Uberselzung des Wer-
kes von F. 1, Breusch (Professor der Chemie und Direktor des Il. che-
mischen [biochemischen] Institutes an der Universitat Istanbul) dar,
das in tdrkischer Sprache schon die 3. Auflage erlebt hat. Sein Inhalt
entspricht einer zweiscmeslrigen, wochentlich vierstindigen Experi-
mentalvorlesung Uber Chemie vor Studenten der Medizin. Es geht aus
von den allgemeinen physikalisch-chemischen Grundlagen und gibt hier-
auf eine Darstellung der anorganischen und der organischen Chemie; so-
weit sie vom Mediziner, Pharmazeuten, Naturwissenschaftler und vom
Chemiker (in den ersten Semestern) erwartet werden darf. Der Verfasser
schultdasWesentlichedergesamtenChemiemif groBer Klarheit und sehr
Ubersichtlich heraus. Im ersten mehr physikalisch-chemischen Teil wer-
den modernste Anschauungen vermittelt, wahrend der anorganische
und organische Teil eher der klassischen Auffassung folgt.“ 11. Mollier.

DEUTSCHE VERSAND-und EXP ORT-BUCHHANDLUNG STUTTGART =Eberhardbau
Das Haus der Auslieferungsslelle fasl aller Verleger
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