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Uber acylierende Oxydation von Cyclo-olefinen und
-ketonen mit Mercurisalzen

Von Wilhelm Treibs und Hilmar Bast

(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Leipzig)

[Eingelaufen am 4. Oktober 1948]

Mercurierungen, d. h. Herstellung von metallorganischcn C-Hg-
Bindungen durch Einwirkung von Mercurisalzen auf Olefine und Aro-
niaten sind seit langem bekannt. Dimroth1l), der die Mercurierung
von Aromatcn eingehend untersuchte, stellte fest, daB die Umsetzungen
umso bereitwilliger erfolgen, je besser die Mercurisalze hydrolytisch
spaltbar sind. Als gut wirksam erwiesen sich Mercuri-acctat, -nitrat und
-sulfat. Geringe Umsetzung zeigte Mercuri-chlorid, wahrend Mercuri-
cyanid Uberhaupt nicht ragierte. 1947 gelang J. Romeyn und G. E.
W right2) die M'ethoxy-mcrcurierung von Cyclohexen mittels Mercuri-
acetats in Methanol. Alle diese Substitutionen und Anlagerungen greifen
direkt an der Doppelbindung bzw. am aromatischen Rest an und
wurden in wéalriger Lésung oder in organischen Ldsungsmitteln, meist
bei niedrigen Temperaturen, durchgefihrt.

Nachdem der eine von uns (W. Treibs) festgestellt hatte, daB Cyelo-
olefinc und Ketone beim Erhitzen mit Mercuri-acetat ohne Verdin-
nungsmittel unter Entwicklung von Essigsaure metallisches Queck-
silber ausschieden, wurde diese neuartige Reaktion zunadchst an den
beiden erwahnten Korperklassen eingehend untersucht. Grundsatzlich
wurde festgestellt, daR die Umsetzungen von 1 Mol Cyclo-olefin oder
-keton mit 1 Mol Mercuri-acetat unter Bildung von je 1 Mol Essigsaure
und 1 Atom metallischem Quecksilber verlaufen, und daR dabei der
. . Essigsaurerest des Mcrcuri-acetats als Estergruppe an das Ringmolekil
angefligt wird. Es entstehen also aus den Cycloolefinen die Essigsaure-
ester von Olejin-alkoliolen (GI. 1), aus den Ketonen Ketol-acetate (GI. 2).
Zum Unterschied von den bisher untersuchten zahlreichen Mercurierun-

1) Vgl. Houbcn-AVcyl: Die Methoden der org. Chemie, 2. Aufl.. Leipzig 1924,
4. B, S.929-945.
2) Chem. Abstr. 41, 4111 (1947).
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166 Treibs und Bast

gen findet der Angriff hier an den aktivierten Methylcngruppen neben
der Doppelbindung bzw. lietogruppo statt:

/ICH ICII
1 CH + Hg(Oac),= CH + CII3C00H + Hg
\1 i [/H
\ch, \C/
v Oac
/CO /CO
+ Hg( ac)j = + CH3COOIl + Hg.
H

ulll, <

Oac

Die praparative Ausfihrung der acyliercnden Oxydation mittels
Mercurisalzen ist die denkbar einfachste: 1 Mol Cycloolefin bzw. Keton
wird mit 1 Mol Mercuri-acetat auf dem Olbad auf 130—150° AuRen-
temperatur erhitzt. Die freiwerdende Essigsdure regelt die Umsetzungs-
temperatur und destilliert ab. Das metallische Quecksilber scheidet
sich zumeist als zusammenhangender Tropfen am Boden des Kolbens
aus und gestattet durch sein Gewicht den Grad der Umsetzung fest-
zustellen. Das Reaktionsprodukt wird ohne jede Vorbehandlung durch
Fraktionieren gereinigt. Die leicht siedenden cyclischen Anfangsglieder
(Cyclopenten, Cyclohexen, Cyclopentanon) missen zum Erreichen der
Umsetzungstemperatur im Bombenrohr erhitzt werden.

Bei Cycloolefinen Gben ahnlich wie bei anderen Oxydationsprozessen
(Se02, Cr03, molekularer Sauerstoff) vorhandene Seitenketten einen
richtenden Einflul auf die Substitutionsstelle aus. Aus Gycloliexen (1)
wurde der Essigsaurcester des zlj-Cyclohexenols (11) erhalten, dessen
chemischer Bau durch Permanganatoxydation zur Glutarsaure bestatigt
werden konnte. Recht gute Acetatausbeuten lieferten die Menthene.
AXMmlhen (111) wurde in den Essigsaureester des Carvotanacetols (1V)
Ubergefihrt, der freie Alkohol durch Cr03Oxydation zum Carvotan-
aceton (V) und anschlieBende H.02Oxydation zum festen Oxycarvo-
tanaceton3) (V1) charakterisiert.

W. Treibs, B. 66, 1484 (1933).
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Ganz analog reagierte das A3Menthen (VII) mit Mercuri-aeetat
zum entsprechenden Ester (VIII).

v/
s/
"X

Beim Limonen (1X) war ahnlich wie bei der Se02-Oxydation die Aus-
beute an Carveolacetat (X) viel schlechter, da durch Dehydrierung viel
Cymol neben Diterpen entstand.

Orientierende Versuche zeigten, daR auch cyclische konjugierte
Dicnsystcme (Phellandren) und Sesquiterpene (Cedren, Caryophyllen,
Aromadendrcn) der acylicrendcn Oxydation zugénglich sind. /

Uber die interessanten sterischen Verhaltnisse der acetylierendcn
Oxydation, d. h. die eis- oder ira?is-Stellung der neueintretenden Essig-
sauregruppe zu den Alkylgruppen des Cycloolefins missen besondere
Versuchsreihen mit sterisch einheitlichen Ausgangskohlenwasserstoffen
entscheiden.

Partiell hydrierte kondensierte aromatische Systeme wie Hydrinden
und Tetralin werden merkwirdigerweise im Gegensatz zur Wirkung von
anderen Oxydationsmitteln wie Cr03, Se02, 02, sogar beim Sdp., von
Mercuriacetat Gberhaupt nicht angegriffen, so dafl sie bei der acetylieren-
den Oxydation als Lésungsmittel Verwendung finden kénnen.

Auch bei den llingketonen sind etwaige Seitenketten fir die Angriffs-
punkte der acetylierendcn Oxydation mafigebend. Erwartungsgemal
findet die Substitution an der sterisch am wenigsten behinderten Nach-
barmethylengruppe des Carbonyls ~tatt. Cyclohexanon wurde in das
a-Cyclohexanolon-acetat (X11) dbergefihrt, das bei der Natriumre-
duktion ein Glykolgcmisch (X111) ergab und durch Permanganat zur
Adipinsdure oxydiert wurde. Der Angriff findet also im Gegensatz zur
katalysierten H.0.-Oxydation') nur in a-Stellung zur CO-Gruppe statt.

IV ° IV ° /"™ \/H
y Gon
« - . /11
\', / NOH \ / xO)t

X1l X1

Beim 1-Methyl-cijdohexanon-Z (X1V) erfolgte die Substitution aus-
schlieflich an der sterisch weniger behinderten Methylengruppc, da bei

4) W. Treibs, B. 72, 1195 (1939).
12«



168 Treibs und Bast

der Permanganatoxydation des erhaltenen Kctolacctats (XY) nur B-
Methyladipinsaure feststellbar war.

I\

\/V
X1V XV \V Yiac

Menthon (XVI). lieB sich durch Erhitzen mit Mercuriaeetat in guter
Ausbeute in Methanori-(3)-ol-(2)-aectat (XVI11) Gberfihren. Das freie
Ketol wurde durch Natrium zu einem Gemisch der stereoisomeren Gly-
cole (XVIII) reduziert.

" I\
NOac m-0lr
lir
y S \/X o \ / "Olt
.o A
XVI A XVI [\ XV

Ganz ebenso verhielt sich das Garvomenthon (X1X).

IV ° \/f
N-Oai

X /'O J"No

XIX XX XX/ \ XXI11 A

Dagegen war die Ausbeute an Ketolester beim Pulegon (XXI1) er-
heblich geringer.

Auch a-Tetmlon reagierte bereitwillig mit Mcrcuri-acctat, doch nahm
die Reaktion leicht einen auflerst heftigen Charakter an unter volliger
Verharzung des Ketons.

Ebenso wie das Mercuriaeetat sind auch die Mercurisalze anderer
organischer Sauren zu analogen Substitutionsreaktionen von Cyclo-ole-
finen und -ketonen geeignet. Beim J”ercuribenzoat erschwert lediglich
sein auBerordentlich volumindser Habitus préaparativ die Reaktion. Die
Mercurisalze héherer Paraffincarbonsauren gestatten bei den gesattigten
Cycloketonen die Anlage einer Doppelbindung in Nachbarschaft zum
Carbonyl, da die entsprechenden a-Ketdlester beim Erhitzen die Saure
abspalten. Aus Menthon konnte so durch Umsetzung mit Mercuricapro-
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> LA
nat Uber den Capronsaurecster des Mcnthanolons (XXII1) Pipenton
(XX1V) synthetisch erhalten werden.

i[ o-co-cyi,. i
V 11

> + C,I1,.00011

D \A o Y Mo
xxii I /\ XXiV

Was die Kinetik der acetylierenden Oxydation angeht, so gibt das Auf-
treten thermisch unbestédndiger mercuricrter Zwischenprodukte, deren
Zersetzung zu den Endkorpern fihrt, und die Tatsache, daB wenig oder
nicht dissoziierende Quecksilbersalze wie HJCU und Hg(CN,. sich nicht
analog umsetzen lassen, den Schlissel zum Reaktionsablauf. Man wird
annehmen missen, dal an der durch die Doppelbindung bzw. Keto-
gruppe aktivierten Methylengruppe ein Proton abdissoziiert unter Bil-
dung eines Carbeniatanions (a), und daR sich an letzteres Anion ein Mer-
curiacetatkation (b) anlagert (c).

/CO «/CO’
a | - (1. + 1+ b) Hg(0COR)2—> [HgiiCOR] + + OCOR*“
VCH» Vceii
)
eo y
c) ..m + 11+ + [MJOCOR]++O0O0OR-:" 1 + RCQOH
011

\C<
NIlgOCOR

Die entstehende Mercuriverbindung wird dann thermisch gespalten
(d). Fir einen Radikalcharakter dieses Reaktionsteils spricht die Tat-
sache, dall die Reaktion in einzelnen Féllen einen &uBerst stirmischen
Verlauf nahm und die hdufige Raccmisierung optisch aktiver Ausgangs-

materialien.
/CO /CO
@ i M -+ /0. + Hg.

MHig 00D 0 X0COC1l,

Was nun den Geltungsbereich dieser neuartigen Abwandlung angeht,
so liegt ein Vergleich mit der Bleitetraacetat-Oxydation nach Criegeeb)
und der Sc02Oxydation nach Riley6 nahe. Wahrend die Criegee-
sehe Umsetzung an Olefinen gleichzeitig als Addition an und als Sub-
stitution neben der Doppelbindung angreift, wirkt die aeetylicrendc

5) Verlag Chemie: Neuere Methoden d. prép. org. Chemie (Berlin 1943), 25—30.
6) loc. cit. 4—10.
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Oxydation mit Mercurisalzen nach den bisherigen Erfahrungen nur
substituierend. Von der Rileyschcn Reaktion unterscheidet sie sich
durch groRere Spezifitat, da sie beim Vorliegen nur einer Doppelbindung
oder Ketogruppe scheinbar auf Cyclo-olefinc und -ketone beschrankt
ist. Die Ursache dieser Vorzugsstellung cyclischer Verbindungen und
die Ringgliederzahlen, bei denen sie eintritt, die Ubertragung auf andere
organische Verbindungsklassen, sowie die Verwendung von Verdinnungs-
mitteln werden eingehend untersucht.

Der Firma Schimmel & Co. in Miltitz danken wir fiir Uberlassung von Versuchs-
material.

Die Mikroanalysen wurden von R. Martin vom chemischen Institut der Uni-
versitat Leipzig ausgefihrt.

Beschreibung der Versuche

Praparative Ausfihrung

Je V10Mol Cyclo-olefin oder -keton.wurden mit 1/10Mol (32 g) Mercuriacetat
im Olbad auf 130—150° erhitzt. Oft schieden sich zunéachst voriibergehend Kristalle
aus, dann setzte sich metallisches Quecksilber als Kugel am Boden ab. Nach einstiin-
digem schwachem Sieden wurde vom Quecksilber abgegossen und letzteres gew'ogcn.
Das Reaktionsprodukt wurde bei niedrigsiedenden Korpern bei Atmospharendruck,
bei héhersiedenden i.V. fraktioniert.’

Gyclohexen (1)

17 g (fo Mol) Cyclohexen und 64 g (-/i,, Mol) Mercuriacetat wurden im Bomben-
rohr 2 Stunden auf 150° erhitzt, wonach 40 g Mg ausgeschieden waren. Neben viel
Harz und etwas durch Dehydrierung entstandenem Benzol wurden 6,59 A Cyclo-
Jiexenyl-(3)-acetat (I1) erhalten, das bei 69—70° (15 mm) siedete und mit conc. Schwe-
felsdure eine blaue Farbung gab.

d|°-1,006, n*“° 1,4673.

Csll,,,0., Bor. C 68,52 H 8,64
Gef. ,, 68,71 ,, 8,37.

Durch Oxydation mitK M n04in alkal. Lésung wurde nur Glutarsdure vom Schmp.
97,5° (Mischschmp.) erhalten.

A\-Menthen (I11)

,a) Aus 12,8 g (7io Mol) rij-Menthen (d—0,8286, aj)* — 25°, njO 1,4596) und 32g

(Vio Mol) Mercuriacetat wurden 18 g metallisches Quecksilber und nach zweimaligem
Fraktionieren 10,5 g Essigsaureester (1V) erhalten, der bei 115° (14 mm) siedete.

i-~ 0,9519; n|° 1,45829

C,Ji20> Ber. C 73,42 11 10,27 Aquiv.-Gew'. 196
Gef. ,, 73,77 , 10,61 b » -(Verseifung) 187,3.
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b) Durch heiBe alkoholische Verseifung des Esters wurde der Alkohol C1011180
erhalten, der bei 112° (14 mm) siedete.

d ~ 0,9284; a™ + 0°38'; n|° 1,47067.
Cl0H 180 (154) Ber. C 77,86 Il 11,76 akt. 111,0
Gef. ,, 77,62 , 11,88 , ,, 0,988.
¢) 5 gAlkohol wurden mittels 3 g CrO;i in 30 ccni Eisessig oxydiert. Das Roh-
keton (V) (d770,9349; a~° 0,0°; iip°® 1,47204) roch canmnartig und wurde in daskri-

stallisierte Semicarbazon vom Schmp. 178° tUbergefihrt, das im Gemisch mit Oarroian-
aceton-Bemkarbazcm, vom Schmp. 178—179° keine Depression ergab.

d) Das Keton wurde in alkohol. KOI! mittels H202 in das krist. Enolketm
(Oxy-Carvotanaceton VI) vom Schmp. 181° 3) Ubergefiihrt.

As-Menthen (VII)

a) Aus 12,8 g d 3Mcnthen (d-~ 0,8161; aj,04- 10,25; n™0 1,44375) und 32 g Mer-

curiacetat wurden 19 g Ilg und nach zweimaligem Fraktionieren 8,6 g Ester (VII1) er-

halten, der von 112—114° (14 mm) siedete, d— 0,9489; aj,0 — 4,20; n~° 1,46912.

C1211200 2 Ber. Aquiv.-Gew. (Verseifung) 196 Gef. 204,7.

Limonen (I1X)

Aus 13,6g Limonen(d?j-0,8489; a|,0 -i- 115; n,, 1,4730) und 32 g Mercuriacetat
wurden 17 g llg und neben wiedergewonnenem Limonen, Cymol und Diterpen 4,3 g

(X)erhalten, dervon 128—132° (14 mm) siedete. d-"1,0038"a”° -f 4°54";

nj,0 1,48486; Aquiv.-Gew. Ber. 199,8; Gef. 194,0.

Cyclohexanon (XI)

*

90
a) Aus 10 g Cyclohexanon (d*“- 0,9459, nj,0 1,44639) und 32 g Mercuriacetat
wurden neben 3,2 g Harz und 2 g durch Dehydrierung entstandenem Phenylacetat
3 g Ketolester (X11) erhalten, der von 222—226° (760 mm) siedete, d"~ 1,0811; n*

1,45989.
Cgll]203 Ber. C 61,55 Il 7,70 Aquiv.-Gew. 156
Gef. ,. 61,25 ,, '7,50 » » 163.2
.157,4 (CO-Titration).

Das freie K&tol (Adipoin) schmolz bei 113°.
b) Durch Reduktion von 3 g Ester mit metall. Natrium in abs. Alkohol wurde

20
das 1,2-CycloJdiexandiol (X111) erhalten, das bei 74° (14 mm) siedete, d —0,9482;

nj}11,45849; aktiver 11 99,6%.

¢) Durch Oxydation mit alkai. KMn04 wurde der Ketolester in Adipinsaure vom
Schmp. 151° (Mischschmp.) Ubergefiihrt.
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l,0-Methyl~cyclohcxanon (X1V)

Aus 11,5 g 1,3-Methylcyclohcxanon (d-~ 0,9025; n?? 1,41522), aus Pulegon und
konss. Ameisensaure dargestellt, und 32 g Mercuriacetat wurden 20 g lig und neben
1,65 giHarz 5,7 g Ketoles&r (XV) erhalten, d~? 1,0683; <4§* — 2° 30"; 1,46257.

GHu03 Bor. G63,51 Il 829 Aquiv.-Gew. 170

m Gef. ,, 63,50 , 8,71 " . 170,0
" , 177,3 (CO-Titration).

Alkalische Permanganatoxydation ergab nur B-Mahyladipinmure (vom Schmp.
85,5° [Mischschmp.]).
Mentiion (XVI)

a) Am Monthon wurde der Reaktionsablauf in Eisessiglosung eingehend unter-
sucht. Beim allmahlichen Erwdrmen von 15 g Menthon mit 32 g Mercuriacetat und
20 g Eisessig Schied Sich aus der bei 80° klaren Ldsung bei 100° eine kristallisierte
Verbindung ab. Bef 130° erfolgte fast augenblicklich Hg-Ausscheidung. Neben
4;2g unverandertem Menthon und 4,0 g Harz wurden 9,6 g Ester (XVII) (87% be-

20
rechnet auf umgesetztes Menthon) erhalten, der bei 134° (14 mm) siedete, d-j-1,0190;
4°-31,34°; nf”1,45829.

G A 2003 Ber. C 67,89 1l 9,47 Aquiv.-Gew. 212 *
Gef. ,, 68,31 , 9.76 ” . 210,2
W 202,3 (CO-Titration).. '

b) Aus dem Ester wurde durch Verseifung mit 1Oproz. alkohol. KOH das freie
MenlJianolon/XyJIl) gewonnen, das bei 131—112° (14 mm) siedete, dZO 0,9883,
af0f 1,10°; nj)0 1,46356.

Ber. Aquiv.-Gew. 170 Gef. aus CO-Titration 168,5.

e) Durch Reduktion von 10 g Ketdl in 100 ccm Alkohoéomit 59 Natrium wurde

einGlytajj&emucherhalten,das bei110—143?(14mm)siedete, d-j 0,9933, 4° — 2°44";

iin° 1,46978; aktiver Wasserstoff 98,8%. Das Gemisch schied beim Abklhlen ein
festes Glykol vom Schmp. 92° «aus?). 1

Carvomenlho7i (X1X)

:a) Aus 15 g Carvomenthon (d “ 0,9078; 6y —22,6°; n™0 1,45710), das durch Hy-

drierung von Carvon dargestellt war, und 32 g Mercuriacetat wurden neben 3,5g
wiedergewonnenem Keton und 4,2 g Harz 9 g Kctolester (XX) (76% berechnet auf

umgesetztes Keton) erhalten, der von 143—146° (14 nun) siedete, d2-0-1,0150;
c4° +1,17°, nD 1,45129.
Ber. Aquiv.-Gew. 212 Gef. 212; 196,7 (CO-Titration).
7 Vgl. Kondakowu. Bachtschicw, J.pr. Chem. (2) 63, 63.
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b) DurchVerseifendes Esters mit 10proz. alkohol KOIlwurde das freie Men-
thanolongewonnen, das bei 118° (14 mm) S|edete, d“O 9845; aJJl 42°18";

nj“ 1,45639.
Bor. Aquiv.-Gew. 170 Gef. 176,2 (CO-Titration).

Pulegon (XX1)
Aus 15 g Pulegou (d”~-0,9319; o¢&° -f 25,47; iid 1,4699) und

32 g Mercuri-acctat wurden neben 10,7 g wiedergewonnenem Keton und
59 Harz 2,59 Ketolesler (XX 1) erhalten, der bei 151—153° (16 min)

siedete. d“° 1,0430; nb° 1,48553.

Ber. Aquiv.-Gew. 210 Gef. 205,3; 216,1 (CO-Titration).

Piperilon aus Menthon (XVI)

a) Menthonyl-caprcmnt. Aus 15 g Menthon und 44 g Mercuricapronat (aus HgO
und Capronsaurb dargestellt) wurden 11g Ketolesler (XX 111) erhalten, der bei 180 bis

190° (16 mm) siedete, d“ 0,9807; aj' -5,54°; nj,01,46356.
C1611280 3 Ber. Aquiv.-Gew. 268 Gef. 252,3; 262,3 (CO-Titration).

b) Pvperilon. 8 g Ketolester wurden 2 Stunden am RuckfluB zum Sieden erhitzt.
Das Keton (XX1V) wurde aus alkalischer Losung mit Wasserdampf destilliert. Es

zeigte den typischen Geruch des Piperitons und siedete von 105—110° (14 mm).
9()
d- 0,9336; a™ - 18°45'; nf>° 1,47922.

 CI0HI60 Ber. C 78,89 .11 10,59
- Gef, , 7884" , 10,79.

Das Semicarbazon schmolz bei 221°.

Untersuchungen tber Fructoseanhydride XXV
Uber das Pyrosin
von Hans Heinrich Schiubach und Ilse Huchting.
[Eingelaufen am 5. Oktober 1948]
Im Verhaltnis zu der Uberragenden‘Bedeutung des reifen Weizen-
kornes, fir die menschliche Erndhrung sind die Kohlenhydrate, die

wahrend der Entwicklung der Weizcnpflanze gebildet werden und
dem Aufbau des Kornes dienen, nur wenig untersucht worden.

m) A. 544, 111 (1940).
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A. Mintz*), der sich als erster mit dieser Frage beschaftigt hat, nahm zunéchst
an, daR als Vorstufe der Starke des reifen Kornes ausschlieRlich Rohrzucker anzu-
sehen sei. Ch. Tanret3) entdeckte jedoch im Weizenmehl, also im reifen Korn, ge-
ringe Mengen eines Fructosans, das er mit dem von ihm aus Roggenmehl isolierten
»lovosine® fir identisch hielt. Dieser Ansicht haben sich H. Colin und H. Belval4)
angeschlossen, als sie die Bildung vonFructosanen in der Wcizcnpflanze wéhrend ver-
schiedener Wachstumsperioden naher verfolgten. C. J. Kruishcer5 hat im Gegen-
satz hierzu die Vermutung geduBert, dal die Fruetosane im Roggen und Weizen
verschieden sein kdénnten. Ebensowenig wie H. R. Barnell8, der die Verteilung
samtlicher Kohlenhydrate in der Weizcnpflanzc in den verschiedenen Wachstums-
perioden und Organen sehr sorgfaltig verfolgt hat, hat er aber den Nachweis einer
tatsachlichen Verschiedenheit erbringen kénnen.

Die Mdoglichkeit einer sicheren Unterscheidung wurde erst gegeben,
nachdem durch die Arbeiten von H. Il. Schiubach und K. Konig?7
das Graminin aus dem Roggenkorn und von H.H. Schiubach und
Chr. Bandmann8) das Secalin aus dem Roggenhalm isoliert und in ,
ihrer Konstitution aufgeklart waren. Die Feststellung, daR in den
Halmen und Koérnern ein und derselben Getreidcart in ihrem Bau
vollstdndig verschiedene Polyfructosane gebildet werden, machte es
nicht unwahrscheinlich, dalR (das oder) die Polyfructosane der Weizen-
pflanze ebenfalls verschieden sind.

Die zunachst durchgefiihrte Untersuchung des in den Halmen
der Weizenpflanze gebildeten Polyfructosans hat diese Vermutung
bestatigt. Es ist sowohl von den beiden in der Roggenpflanze ange-
troffenen als auch von den zahlreichen anderen, bisher genauer unter-
suchten8) verschieden. Wir schlagen fir dieses Polysaccharid den
Namen Pyrosin (von nvgdég = Weizen) vor, da der Name Triticin
(von triticum vulgare) bereits fur das. aus der Quecke (agropyrum
repens) isolierte Polyfructosan verwandt ist, das zweckmaRiger Agro-
pyrinl0) genannt worden ware.

Das Pyrosin wurde etwa 14 Tage nach der Blute der Weizcnpflanzc
aus den von den Ahren befreiten Halmen durch Extraction mit sie-
dendem Alkohol gewonnen. Wegen der groRen. Mengen der zugleich
in Losung gegangenen EiweiRstoffe von der Art des Gliadins gestal-
tete sich die Isolierung recht mihsam und verlustreich. Nach 30 Alko-
holfallungen der wasserigen Losungen wurde ein Polysaccharid mit

einer konstanten Drehung von [a]i,° — — 30,0° (Wasser, ¢ = .1) erhalten.
Weit besser lieB sich die Reinigung uber die Acetvlverbindung

*) C.r. 87, 682 (1878).

3) Bul. Soc. [3], 5, 724 (1891).

4) C.r.175. 1441 (1922): 177. 843 (1923).

s) Ree. 50, 153 (1931).

6) New. Phvtol. 37, 85 (1938).

*) A.514. 182 (1934).

8) A. 540, 285 (1939).

9) Zusammenfassung: A. 544, 111 (1940).

10) Mit ,,Agropyren® ist inzwischen ein von W. Treibs (B. 80, 97 [1947] aus
Queckenwurzein isolierter Kohlenwasserstoff benannt worden.
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erreichen. Nach 40 Ausfallungen ihrer benzolischen Ldsungen mit
Petrolaether ivurdc eine Triacctylverbindung mit einem konstanten

Drehwert von [a]» = + 8,5°’ (Chloroform, ¢ = 1) erhalten, aus der

nach der Verseifung ein Polyfructosan von der Drehung [a]» = —30,0°
(Wasser, ¢ = 1) hervorging. Die Identitat der auf beiden Wegen er-
haltenen Polyfructosane ergab sich aufler aus den Drehungen auch
aus den Halbumsatzzeiten ihrer Saurehydrolyse unter Normalbcdin-
gungen (234 und 237 Minuten). Das Pyrosin ist nur aus Fructosc-
einheiten aufgebaut. Es reduziert Fehlingsche Losung'nicht. Fir die
TeilchengroBe ergaben sich nach der kryoskopischen und der osmo-
mctrischen Methode stark abweichende Werte. W&é&hrend die erstcre
zu einer GroBe von 2—5 Fructoseeinheiten fuhrte, errechnete sich
nach der letzteren eine solche von 205—225 Einheiten. Nach dem
analytischen Befund sind mindestens 5 Einheiten anzunehmen. In
Anbetracht der leichten Ldslichkeit und der transitorischen Funktion
des Pyrosins erscheint eine TeilchengréBe von mehr als 200 Einheiten
zu hoch.

Die Konstitution wurde in der ublichen Weise durch Hydrolyse
der Trimethylverbindung ermittelt. Es wurden eine Tetra-methyl-,
eine Trimethyl- und eine Dimethyl-fructose im merhaltnis 1,4 :3:1
erhalten. Der UberschuR an Totramethyl-fructose ist maéglicherweise
darauf zurtckzufihren, dalR bei der Methylierung des Pyrosins eine
teilweise Aufspaltung zu Fructose erfolgt ist.

Die Tctramcthyl-fruetose erwies' sich als die bekannte 1.3,4.6-
Tetramethyl-fructosc.

Nach der von H. H. Schlubach und Q. Ketu Sinhl1l) aufge-
stellten Regel, daB diejenigen Polyfructosane, deren Acetylverbin-
dungeri eine positive Drehung aufweisen, dem Phieintypus angehdren,
stand zu erwarten, dal die Hydrolyse des Pyrosins die 1.3.4-Trimethyl-
fructose ergeben wiirde. Sie wurde in der Tat erhalten und zwar, wie
durch eine sorgfaltige Suche festgestellt wurde, diese Trimethyl-
fructose allein.

Fur eine sichere Konstitutionsbestimmung der Dimethyl-fructose
reichte die zur Verfigung stehende Menge nicht aus. Nach den Dreh-
werten handelt es sich wahrscheinlich um die gleiche 1.3-Dimethyl-
fructose, wie sic aus dem Secalin und Sinistrin erhalten wurde.

Das Pyrosin gehdrt also dem Phieintypus an. Es besteht entweder
aus einem viergliedrigen Ring von Fructoseeinheiten, der an einem
Glied eine eingliedrige Fructose-Seitenkette am 4. Kohlenstoffatom
gebunden enthéalt oder, weniger wahrscheinlich, aus einem Ring von
Fructose-Einheiten, in dem an jedem Glied eine viergliedrige Seiten-
kette angefigt ist.

1) A. 544, 114 (1940).
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Es steht dem Seealm aus .Roggenhalmen im Bau sehr nahe, unter-
scheidet sich aber von ihm deutlich:

M d i Polyfructosan  Aeetyl-Verb. j Methyl-Verb.  Di: Tri: Tetra
Pvrosin . . . 1 -30.0 + 8,5 -29.,5 1:3:1
Secalin . . . i —37.6 + 3,0 —45 , 1:2:1

In der Drehung kommt es dem Asphodclin (—30,5)12) sowie dem Aspara-
.gosin (—32,4)13) nahe, unterscheidet sich aber nach den Spaltprodukten
der Methylverbindiingen von den beiden in seinem Bau. Alle Ubrigen
bekannten Polyfrustosane drehen tiefer.

Nach einer von H. H: Schlubadh uncl Q. ICetu-Sinh aufgestell-
ten Regel ist die Differenz der Drehungswerte zwischen den Polyfruc-
tosanen und ihren Acetylverbindiingen eine umso grdéRere, je grofler
der Gehalt an Trimethyl-fructose ist. Da das Pyrosin einen hdheren
Anteil an J.3.4-Trimethyl-fructose liefert (60%) als das Secalin (50%),
sollte die Differenz bei der erstcren Verbindung (39) grofRer sein als
bei der letzteren (41). Wie ersichtlich, figt sich das Pyrosin dieser
Regel nicht ein.

Die bisher aus den Hahnen von Getreidearten isolierten Polyfrue-
tosane: Secalin aus Roggen, Pyrosin aus Weizen und das von K. H.
Archbold und A. M. Bartcrl4) aus Gerste gewonnene Polysaccharid
gehdren zum Phieintypus, die bisher aus den Ahren erhaltenen: Gra-
minin aus Roggen und das Kritesin15) aus Gerste gehdren dem Inulin-
typus an. Man gewinnt daher den Eindruck, als ob der letztere
mit seinen 1.2-Bindungen eine geeignetere Vorstufe fir die Starke
bildet als der erstere mit seinen :.s -Bindlngen.

Beschreibung der Versuche

Gewinnung und Reinigung des Pyrosins

Die Wetzenhajjhc (Karstens Dickkopf V) wurden am 9. Juli 1944 und 4. Juli 1946
geerntet. Wenige Stunden .nach dem Schnitt wurden die von den Ahren befreiten
und fcingehackselten Hahne 20 Min. mit 96proz. Alkohol ausgekocht, der abfiltrierte
und abgepreBte Rickstand 20 Min. mit oOproz. Alkohol bei 100° extrahiert. Die i. V.
eingeengten Ausziige wurden bei 56—60° mit basischem.Bleiacetat behandelt, die
vollstandige Entfernung des Eiweilles durch ~-Bestimmungen kontrolliert. Im Ver-
gleich mit den beim Roggen angewandten Mengen war bedeutend mehr Bleiacefat
zur,vollstdandigen EnteiweiBung erforderlich. Aus 36,6 kg Halmen mit 49,1% Trocken-
substanz wurden insgesamt 850 g Rohpyrosin = 4% % erhalten. Die Fraktionierung
erfolgte durch Ausfallung der wafRirigen .Losungen mit Alkohol, der Fortschritt der
Reinigung wurde hierbei durch die Drehung verfolgt.". Die hierzu erforderliche Trock-

12) A.532. 200 (1937).

13} A. 532, 191 (1937).

») Biochcm. J. 29, 2689 (1935).
15 Vgl. die folgende Arbeit.



Untersuchungen' Gber Fructoseanhydride X XV 177

nung wurde durch 3—4stiindigcs Envarmcn auf 70—80° bei 0,1 mm vorgenommen.
Bei 100° tritt Karamelisierung ein. Die am schwersten lésliche Fraktion wurde
hartnackig von dunkel gefarbten Stoffen begleitet. Nach 30 Umfallungen blieb die
Drehung bei [a]p® = — 30° (Wasser, ¢ = 1) konstant. Von 400g Rohproduktwaren

11 g ubrig geblieben.

Acetyl-pyrosin, 10 g eines durch Alkoholfallungen'auf [rf]D = —17° vorgerei-
nigten Pvrdsins wurden in 13 ccm Wasser geldst und bis zur beginnenden Ausféllung
mit Pyridin versetzt. Innerhalb von 6 Std. wurden unter lebhaftem Rihren 90 ccm
frisch destilliertes Essigsdureanhydrid zugegeben, darauf innerhalb einer Stunde
weitere 80 ccm und Uber Nacht stehen gelassen. Die klare Ldsung wurde, in 31
Eiswasser gegossen, der Niederschlag gut mit Wasser gewaschen' und uber Atzkali
getrocknet. Ausbeute: 15g = 90%. 15 g der anacetvlierten Verbindung wurden in
150 ccm scharf getrocknetem Pyridin geldst und mit 90 ccm Acetanhydrid durch-
acetyuert. [a]™ = + 9,3° (Chloroform, c= 1). Da eine Acetylbcstimmung nach
R. Kuhn und Roth ergab, daR der theoretische Wert noch nicht erreicht war, wurde
noch einmal nachacetyliert. Die weitere Reinigung erfolgte durch fraktionierte
Fallung einer etwa 36pro6z. benzolischcn Losung mit Petrolather (35—55°). Die Dre-
hung sank langsam bis auf +8,5°. Da die Drehungsunterschiede nur sehr geringe
waren, wurden zur Kontrolle mehrfach Proben nach Zemplen entacetyliert. Nach
35 Umfallungen war keine weitere Anderung zu erreichen. Auch hier wurde die am
schwersten losliche Fraktion hartnackig von Farbstoffen begleitet, die sich auch durch
Wechsel des Losungsmittels nicht abtrennen lieRBen.

Halbumsatzzeiten der Sdurehydrolyse unter den von Il. Knoop angege-
benen Normalbedingungen.

Je 810,1 mg direkt (A) und Uber die Acetylverbindung gereinigte (B) Substanz
wurden zu 50 ccmn/I-Schwefclsdure geldst, bei 20° aufbewahrt und Proben von je
5 ccm entnommen:

A. Min. 175 225 260 300
g Cu 0,0G34 10,0781 0,0874 0,0942
% Spaltung 39 48 54 58
B- Min. 165, 205 235 270
g Cu 0,0608 0,0753 0,0817 0,0900
% Spaltung 37 46 50 55

llalbumsatzzeit nach graphischer Interpolation: A: 237; B: 234.

Aldosegehalt nach Auerbach-Bpdlander. Wahrend der Saurehydrolyse
wurde der Aldosewert gemessen und mit demjenigen einer unter gleichen Bedingungen
behandelten Fructoselésung verglichen. Er blieb 5 Std. hindurch unmefRbar und
stieg nach 24 Std. auf 1,5 % an.

Drehungsanderung wahrend der Hydrolyse

Minuten M d % Spaltung Minuten fﬂ:zjo % Spaltung
338 -56.8 37 1840 -86,4 78
483 -67,9 52 2640 -86,4 78
1345_ -84,0 74
..... '7.-’%



178 Schiubach und Huchting

Bestimmungen der TeilchengrdéfR3e.
A. Kryoskopisch in Wasser.

% Conc. At M
A. 0,24 0,017 305
0,46 0,027 319
0,71 0,044 308
B. 0,35 0,020 337
0,55 0,030 341
0,90 0,040 3.30

Mittelwert fir A: M= 311; B: M= 33G

B. Osmomelrisch in Wasser.

Die Bestimmungen wurden in einem Osmometer nach G. V. Schulz durchgefuhrt.
Als Membrane waren ,Ultra-fein-Filter-mittel“ zu durchlassig, cs mufBten ,Ultra-
cella-Filter-feinst“ angewandt werden. t= 30°.

c in g/L Steighdhe p/c

in cm
A. 10,032 12,55 1,22
5,164 5,80 1,09
2,568 2,00 0,75

Durch graphische Extrapolation ergibt sich fur Iim—c fur ¢—0: 0,68 und

1) 9IIRON
M = = 36603 = 226 Fructose-Einheiten,
hm p/c 0,68

Steighdhe

c in g/L in_cm p/c
B. 9,344 9,83 1,03
4,980 5,22 1,02
2,540 2,10 0,80

. . . o P 24890
Graphische Extrapolation ergibt fur lim ¢—>0:0,75; M= ~ += 33186 =
205 Fructose-Einheiten.

C. Acelylverbindung kryoskopisch in Benzol

% Conc. . At M
0.27 0,010 1357
0,70 0,027 1311
0,97 0,038 1289

Der Mittelwert 1319 liegt zwischen 4 (1162) und 5 (1440) Fructose-Einheiten.
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Methyl-pyrosin

10 g Triacetyl-pyrosin in 150 ccm Aceton wurden unter Stickstoff bei 55°" inner-
halb von 2 Std. mit 50 ccm frisch dest. Dimethylsulfat und 135 ccm einer 30proz.
Natronlauge versetzt und in der Ublichen Weise aufgearbeitet.

Die Benzolextraktion des. anmethylierten Pyrosins wurde solange fortgesetzt,
bis die Mutterlaugen keine Aktivitdt zeigten, [a]™ = —29° (Chloroform);

39,3proz. 0CI113, Ausbeute 90%. Da der Methoxylgehalt durch Nachmethylierung
mit Dimethylsulfat nicht auf den fur ein Trimethyl-pyrosin berechneten gebracht
werden konnte, wurde zunachst versucht, dieses Ziel durch Behandlung mit Kalium
und Jodmethyl in flissigem Ammoniak nach dem Vorgange von K. Freudenberg1g)
zu erreichen. Da aber auch diese Methode keine wesentlichen Fortschritte brachte,
wurde die Permethylierung mit Silberoxyd und Jodmethyl durchgefiihrt. Nach
vollstandiger Entfernung der anhaftenden Lo6sungsmittel durch mehrstiindiges Er-
wéarmen auf 56° bei 1—2 mm und in Gegenwart von Silikagel und Paraffin konnte
ein Methoxylgehalt von 45,9% festgestellt werden.

Hydrolyse des M ethyl-pyrosins.

17.5 g Methyl-pyrosin wurden in 11 96proz. Athanol gelést, eine Lésung von 10'g
Oxalsdure in 300 ccm Wasser zugegeben und bis zu der nach 26 Std. eingetretenen
Drehungskonstanz auf 85° gehalten. Nach Neutralisation mit prim. Natriumcar-
bonat wurde die Losung i. V. eingedampft, der Rickstand durch zweistiindige Be-
handlung mit 200 ccm einer 0,25 proz. walrigen Salzs&dure bei 85° nachgespalten, er-
neut neutralisiert und eingedampft. Durch zweimaliges Abdampfen des Riickstandes
mit einem Gemisch gleicher Teile Athanol und Benzol -wurde die Hauptmenge des
Wassers entfernt, der Riickstand erschopfend mit Aceton und Chloroform ausgezogen.
Das Gemisch der Spaltprodukte wurde durch 20stindigc Behandlung der 2proz.
Losung in 0,25 Proz. IIC1 enthaltendem abs. Methanol vollstandig glykosidifiziert.
15 g des erhaltenen Glykosidgemisches wurden in 8,1 g abs. Pyridin geldst tind mit
13,2 g Benzoylchlorid benzoyliert.

23.5 g des auf diese Weise erhaltenen Gemisches der Spaltprodukte wurden bei
etwa 0,003 mm Druck unter Vorschaltung einer auf —78° gekuhlten Vorlage destil-
liert:

Fraktion Bad-Tcmp. j Sdp. ng % OCH, o}
130-150° ; 40- 50° 1;465 43,2 3,1

165-180° j 55- 63° 1,447 57,7 2,3

190-220° 122—438° 1,484 36,2 8,8

Ruckstand. - £3,2 3,6

/

Der Inhalt der Vorlage, 5,3 g, bestand aus Resten der Losungsmittel, denen Tetra-
methyl-methylfractosid beigemengt war. Nach dem Methoxylgehalt berechnet sich
dessen Anteil auf 0,2 g.

Aus den vereinigten Fraktionen I und Il konnten durch zweimaligeDestillation
3,8 g mit einem Gehalt von 69,0proz. OCH3und nD = 1,450 abgetrennt werden. Wie
aus dem Auftreten geringer Mengen Benzoesdure zu erkennen war, hatte im Verlaufe
der vorangehenden Operationen eine teilweise Entbenzoylierung stattgefunden, das
Tetramethyl-methylfructosid war daher mit geringen Mengen Trimethyl-mathyl-
fructosid vermischt, von dem es sich durch Destillation nur sehr unvollkommen trennen
1aBt. Nach dem Methoxylgehalt errechnet sich ein Anteil von 2,6 g Tetramethyl-

18) B. 69, 2041 (1936); 70, 1542 (1937).
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mcthylfructosid, mit dem Inhalt der Vorlage und einem geringen Vorlauf der Fraktion
111 insgesamt 3,3 g.

Aus der Fraktion 111 lieB sich durch erneute Destillation 7,2 g reines Trimethyl-
benzoyl-methylfruetosid gewinnen. Sdp. 134°, 0,004 mm; n”° 1,499; 0CI113 36,2.
Zusammen mit den nach ihren Methoxylgehalten errechneten Anteilen anderer Frak-

tionen ergaben sieh 10,2 g.
Der Ruckstand bestand nach dem Methoxylgchalt aus fast reinem Dimethyl-
dibenzoyl-mcthylfructosid. Ewa 0,5 g gingen durch einen Brand verloren.

Bei Umrechnung der drei Komponenten auf Fructose-Anteile
ergibt sich ein Verhaltnis von 1,4; 3: ..

Aus dem Tetramethyl-mcthylfructosid wurde durch Saurehydrolyse
eine Tetmmethyl-fructose mit den folgenden Eigenschaften erhalten:
Ud.o == 1,4518; [ajp 20 = + 31,4° (Wasser, ¢ = .19): + 21,4° -> 175°
(Chloroform, c¢= 1); OCH,:52,0. '

Das Trimethyl-benzoyl-methylfructosid ergab die folgende Tri-
methyl-fruclose: Schmp. 75°; nu = 1,4660; [aip:0 = — 5,1° — — 57,6°
(Wasser, ¢ = 0,8); 3,4° — 26,0° (Methanol, c = 0,6/; + 10,0°
+ 16,5° (Chloroform, ¢ = 0,9). N

Das Dimethyl-dibenzoyl-methylfructosid lieferte die folgende Di-
methyl-fructose: [a]r-:o = — 10,7° -> — 19,0° (Methanol, c= 0,6);
— 5,1° — 7,3° (Chloroform, c = 0,9).

Untersuchungen Uber Fructoseanhydride XXVI1)
Uber das Kritesin

Von Hans lleinrich Schiubach und Erwin Rathje.

Schon frihzeitig ist. das Vorkommen linksdrehender Polysaccharide in der Gerste
beobachtet worden. So berichtet G. Kiithnemann18), dall er aus ungakeimten Ger-
stenkdrnern eine derartige Verbindung erhalten habe, die er Sinistrin nannte.
A. Mntz19, nachdem er anféanglich das Vorkommen der von ihm im Roggen festge-
stellten ,,Synanthrose” in der Gerste verneint hatte, berichtigte sich spater20) dahin-
gehend, daR sic nur vor der Reife im Gerstenkorn angettoffen wiirde. Gh. Tanret2l)
hat dann gezeigt, dal? der Gehalt an dem von ihm ,,levosinc® genannten Polysaccharid
bei der Gerste in noch héherem MaRe als beim Roggen und Weizen vom Rcifezistand
abhangig ist und daR sich auch im reifen Gerstenkorn ein wenn auch nur geringer
Gehalt an ,,I6vosine* nachweisen 1aBt. H. Colin und Il. Belval2) haben sich dieser
Ansicht angcschlossen, indem sie zu dem Ergebnis gelangten, dalR«die Verteilung der
Lavulosane im Roggen, Weizen und der Gerste grundsatzlich die gleiche- ist, nur in
den Mengenverhaltnissen Unterschiede bestehen. ,

_17) XXV. Mitt.: A. 561, 173 (1948).
18) B. 8,387 (1876).
19) C.r. 87, 679 (1878).
20) Ann. Soc. nat. bot. (7), 1886, 45.
21) C.r. 112, 295 (1891).
-) C.r. 177, 973 (1923).
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Keiner der erwédhnten Forscher hat sich aber mit der Frage be-
schaftigt, ob denn das in der Gerste angetroffene Polysaccharid wirklich
mit den in den anderen Getreidearten angetroffenen identisch sei,
noch weniger wurde die Frage aufgeworfen, ob es das gleiche Poly-
saccharid sei, das in den verschiedenen Organen einer Gerstenpflanze
festgestellt wurde. Eine Beantwortung der erstgenannten ist erst durch
die von Il. H. Schiubach und Mitarbeitern am Roggen und Weizenl7)
durehgef.hrten Untersuchungen mdglich geworden, fir die letztere
ist eine Grundlage durch die von H. K. Archbold und A. M. Barter23)
erfolgte Isolierung eines Polyfructosans aus Gerstenblattern und die
von W. N. Haworth, E.L. Hirst und R. R. Lync24) durchgefuhrte
analytische Untersuchung dieses Materials gewonnen. Da beim Roggen
festgestellt wurde, daB das in den Halmen gebildete Seealin von dem
in den unreifen Kérnern auftretenden Graminin verschieden ist, war
mit der Mdglichkeit zu rechnen, daB auch bei der Gerste das in den
Ahren enthaltene Polyfructosan von dem in den Halmen oder Blattern
angetroffenen verschieden sein kdnnte! Das ist in der Tat der Fall.
Das aus Gerstendhren gewonnene Polyfructosan hat sich .weder mit
dem aus Gerstenblattern isolierten noch mit irgend einem der bisher
aus Getreidearten erhaltenen Polyfruetosane als identisch erwiesen.
Da der von der lateinischen Bezeichnung der Gerste (hordcuin sativum)
mabgeleitete Name schon eine andere Verwendung (Hordein) gefunden
hat, schlagen wir fiir das neue Polysaccharid den Namen Kritesin (von
y.Qm) =m Gerste) vor.

Das Rohmaterial wurde aus Gerstendhren im Zustande der Milch-
reife in der Ublichen Weise durch Behandlung mit kochendem Alkohol
in einer Ausbeute von 3% erhalten. Die weitere Reinigung nach der
Barytmethode von Ch. Tanret2) ergab zwar nach wenigen Umfal-
lungen eine Verbindung von der Drehung [ajo.0 — —37,5° (Wasser,
¢ =:1). Sie gestaltete sich aber so verlustreich, dal die Reinigung
weiterer Ansatze Uber die Acctylverbindung durchgefihrt wurde.
Nach 90 .Ausfillungen der benzolisphen Do6sungen der Acetylverbin-
dung mit Petrolaether erreichte ihre Drehung einen konstanten Wert,
von [cto.0 = —4,8° (Chloroform, ¢ == 1), und es konnte aus ihr durch
Entaeetylierung eine Verbindung von [ajo 20 = —37,2° zurlckerhalten
werden. Die ldentitdat der auf den beiden verschiedenen Wegen er-
haltenen Polysaccharide konnte durch die Halbumsatzzeiten der S&ure-
hydrolyse unter Normalbedingungen (218 und 216 Minuten) bestatigt
werden. Das Kritesin reduziert Fchlingsche Losung nicht und gibt
bei der Hydrolyse keinen Aldosewert, ist also nur aus Fructose auf-
gebaut. Fur die TeilchengréRe ergaben sich nach der kryoskopischen
. Methode 4—5 Fructoseeinheiten, nach der osinomctrischen dagegen,

23) Biochem. J. 29. 2689 (1935).
-*) Biochem. J. 31, 786 (1937).
») Bull. Soc. (3), 5, 724 (1891).
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ahnlich wie beim Pyrosin, weit hthere Werte. Nach dem analytischen
Befund mussen mindestens 4 Einheiten angenommen werden.

Die Hydrolyse der Methylverbindung (fajoze = — 82° (Chloroform,
e—0,4) ergab eine Tetra-, Tri- und Dimethyl-fructose im Verhaltnis von
1,12:2,02:1, also nahezu . :2:1. Der UberschuR an Tetramethyl-
fructose ist maoglicherweise wie bei dem Pyrosin dadurch entstanden,
daB schon wahrend der Methylierung ein Teil des Kritesins aufge-
spalten und zum Tetramethyl-methylfructosid permethyliert wurde.

Die erhaltene Tetramethyl-fructose erwies sich als die bekannte
1.3.4.6-Tetramethyl-fructose.

Die Trimelhyl-jructose kristallisierte auch nach Animpfung mit
reiner 1.3.4-Trimethyl-fruetose und ladngerem Stehen bei 0° nicht.
Sie unterscheidet sich von dieser auch durch ihre Drehung. Sie ist
aber auch nicht identisch mit der 3.4.6-Trimethyl-fructose, wie sie
aus den Polyfructosanen vom Inulintypus erhalten wurde.

MboO Wasser Methanol Chloroform
1,3,4-Trimethvl-fructo.se —57,6 -26,0 + 16.5
desgl. aus Kritesin. . . . 1 -2.3,0 + 10,5 + 23.0
3,4,6-Trimethyl-fructose . + 28,3 +14,9 + 23,0

Nach dem Ergebnis der Osazonbildung liegt ein Gemisch von zwei
Trimethyl-fructosen vor, von dem die eine die 3.4.6-Trimethyl-fructose
sein kann. Denn es wurde ein Osazon ohne Abspaltung einer Meth-
oxylgruppe erhalten. Daneben aber ein zweites Osazon, bei dessen
Bildung mindestens eine Mcthoxylgruppe abgestoBen war. Es ist
deshalb wahrscheinlich, daR es sich um die 3.4.6-Trimethyl-fructose
handelt, der eine andere Tyimethyl-fructoso beigemengt ist. Auf jeden
Fall liegt nicht die 1.3.4-Trimethyl-fructose vor, die von W. N, Haworth
und Mitarbeitern aus den aus Gerstenblattern isolierten Polyfructosan
erhalten wurde. Das Kritcsin gehdrt daher nicht zum Phieintyp, sondern
wahrscheinlich zur Inulingruppe,

Die Dimethyl-fructose ist nach ihren'Drehwerten identisch mit
der 3.6-Dimethyl-fruetose, wie sie aus Asparagosin und Graminin
erhalten wurde und sicher verschieden von der 1.3-Dimethyl-fructofe
aus Pyrosin und Secalin.

M d Wasser Methanol Chloroform

Dhnethylfructose aus

Asparagosin.............. + 11,6° + 12,5° +2f,0°
.Kritesin +15° +10,2° +19,5°
Pyrosin - 19,0° - 7,3°
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Da Asparagosin und Graminin dem Inulintypus, Pyrosin und
Secalin aber dem Phieintypus angehdren, bestatigen die Eigenschaften
der Dimethyl-fructose die Annahme, dall das Kritesin der erstgenann-
ten Reihe zuzurechnen ist

Das Kritdsin nahert sich in seinen Eigenschaften am meisten dem
iSccalin:

r j2» A % Trimethyl- Trimcthyl-

o 1.U. Z [a]”™ Acetyl fructose fructose
Kritesin . . . . -37,5 218 -4.,8 50 3.4.0.
Secalin . . . . —37,6 225 + 3,0 . 50 1.3.4.

unterscheidet sich aber von diesem im Bautypus.

Fur die Zuordnung des Kritesins zur- Inulinreihe spricht auch die
Moglichkeit, es unter Einhaltung der von |II. 11. Schiubach und
Q. Kctu-Sinh aufgestellten Regeln'28) in diese Reihe einfiigen zu
kénnen:

Polyfructosan I"A—K 1.% Tri 11.U. z TeilcliengrflBe
i !
Inulin . 3 100 300 30 .
Asparagosin . . . . .. 12 80 300 (20)
Sinistrin 21 60 209 15
Graminin......... 33 50 222 10
KFitesin s -33 50 217 4
Secalin 41 50 225 4
Pyrosin 39 00 235 5
aus Gerstenblattern. . j 49 S 10
— 10
LAVaNn .. i 66 80 - 10
Phlein .. | 71 100 235 10

Wie aus der unteren Halfte der Tabelle ersichtlich ist, 1aRt sich um-
gekehrt das aus Gerstenblattcrn isolierte Poly-fructosan recht gut
in die Phieinreihe einflgen.

Es fallt auf, dal in beiden Reihen es gerade die Glieder mit der
niedrigsten TeilchengréfRe, der starksten Verzweigung und der leich-
testen Hydrolysierbarkeit sind, die in den Halmen und Ahren der
Getreidearten gebildet werden. Der transitorische Charakter dieser
Polyfructosanc, in dem sie sich dein Rohrzucker nahern, tritt deutlich
hervor.

%) A. 544, 114 (1940).
13-
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Beschreibung der Versuche

Gewinnung und,Reinigung des Kritesins.

Die Gerstenahren (Ackermanns Isaria) wurden am 14. Juli 1039 im Stadium der
»Milchreife* geerntet, unter Zusatz von Calciumcarbonat im Eisenmorser zerstampft
und sofort mit 96proz. Alkohol 20 Min. ausgekocht. Die abfiltrierten Rickstande
wurden weitere 20 Min. mit SOproz. Alkohol siedend ausgezogen, die vereinigten Aus-
zuge bei 40° i. V. eingedampft. Aus 45 kg Gerstendhren wurden so mit 96proz. Al-
kohol 1122 g = 2,4%, mit 6Oproz. Alkohol 290 g= 0,6% , zusammen 3% Rohpro-
dukt gewonnen. Da nach zweimaliger Behandlung mit basischem Bleiacetat noch ein
Stiekstoffgehalt von 0,8% gefunden wurde, wurde die Reinigung unter Benutzung
der Barytmethode von Ch. Tanrot fortgesetzt. Schon nach zwei Umféllungen war
die Substanz stickstoffrei, nach zwei weiteren &nderte sich die Drehung nicht mehr
und blieb bei[a]~= —37,0° konstant. Aus 100 g Rohprodukt wurden so nur3,6 g

Polyfructosan erhalten, das hoch einen Aschegehalt von 0,5% hatte. Durch zwei
weitere Umfillungen mit Alkohol konnte er auf 0,2% gesenkt werden.

Acetyl-Icritesin

10 g durch Alkoholféllungen‘auf [a]ln = —28° vdrgereinigtes Rohprodukt
wurden in 10 g Wasser geldst, mit 90 ccm Pyridin versetzt, von braunen Flocken ab-
filtriert und bei 20° wéahrend 24 Std. unter starkem Ruhren 200 ccm Essigsdurean-
hydrid eingetropft. Die durch EingieBen in Eiswasser ausgefallte Acotylvcrbindung
wurde nach scharfer Trocknung in der zehnfachen Menge trocknen Pyridins geldst
und mit der zehnfachen Menge Essigsaureanhydrid naehacetyliert. Acetylbestimmun-
gen nach R. Kuhn und Roth ergaben im Mittel einen Acetylgehalt von 44,6%
(Ber. 44,8). Die Reinigung wurde durch Ausfullung der bcnzolischen Ldésungen mit
Petrolather (Sdp. 35—55°) durchgefuhrt. Die Drehung sank von -f 9,6° auf —4,8°
(Chloroform, ¢ = 1) und blieb zwischen der 80. und 90. Ausfullung konstant. Die
Verseifung erfolgte ahnlich wie beim Phlein durch Schitteln mit n/1-Natrdnlaugo.
Die Drehung des scharfgetrockneten Praparates betrug: [a]*® = — 37,2° (Wasser,
c=1).

Kritesin

Die Halbumsatzzeiten der S&aurehydrolyse unter Normalbedingungen nach
H. Knoop wurden an demnach der Barytmethode (A) und tber die Acetylverbindung
gereinigten Kritesin verglichen.

Je 0,8104 g A und B wurden zu 50 ccm n/I-Schwefelsaure geldst, bei 20° auf
bewahrt und Proben von je 5 ccm entnommen,

A. Min. . .. 117 150 183 210 , 240 270 300
mg Cu . . 46,0 585 76,0 78,2 845 948 1027
% Spaltung 288 36,1 43,1 480 51,9 583 632

B. Min. . . . 110 132 160 193 220 247 270
mg Cu . . 430 528 61,7 731 822 39,0 958
% Spaltung 26,4 324 37,8 448 50,5 546 58,8

Halbumsatzzeit nach' graphischer Interpolation: A: 218 Min., B: 216 Min.

Aldosegehalt nach Auerbach-Bodlander. Wahrend der Saurehydrolyse
von A wurde der Aldoscwert bestimmt und mit dem einer gleichartig behandelten
Fructoseldsung verglichen. Er betrug anfénglich 0 und wurde erst nach 24 Std.
merklich.
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Drehungsédndorung wahrend der Hydrolyse

Min. r % Spaltung ' Min. M d % Spaltung
02 —38,0 0,8 482 -72,0 53,0
121 —415 6,1 610 - 75,3 m58,1
185 -45,5 . 12,3 1265 " -85,5 73,8
242 -53,3 21,2 1535 -86,0 74,6
305 -62,0 37,8- 2885 -86,5 76,4

Bestimmung der TeilchengroRe
Kryoskopisch

g Subst. in 20 g Wasser t M
A. 0,0839 0,010 787
0,2059 0,022 875
0,3371 0,038 825
B. 0,3252 0,047 646
0,6785 0,079 682
0,7982 0,111 668

Mittelwertfur A: M= 829; B:M = 6G5

OsmometriscJi
Im Osmometer nach G. V. Schulz mit ,,Ultracella-Filtcr-feinst
Wasser, t = 30°

clng/L Steighthe in cm p/c
19,600 13,2 0,65
9,968 30 0,60
4,728 3,3 0,58
2,854 2,4 0,56
. . . RmT
Durch graphische Extrapolation erhalten: lim ¢c—0: 0,53; M lim plc
24890 49000
0,53 '

Methyl-kritesin

Acetyl-kritesin wurde in der Ublichen Weise in Aceton methyliertund durch Nach-
methylicrung mit Silberoxyd und Jodmethyl der Methoxylgehalt au! 45,2% gebracht.

[u]j>*= —32° (Chloroform, ¢ = 0,47).

Hydrolyse des M etliyl-kritesins

Methyl-kritesin wurde wie bei dem Methyl-pyrosin beschrieben durch
Erwarmen mit &thanoUscher Oxalsdure bei 85° wahrend 20 Stdn.
liydrolysicrt, mit 0,25 proc. wasseriger Salzsdure nachgespalten und
nach Trocknung mit Methanol edykosidifiziert, endlich in Pyridin bei
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80° benzoyliert. Durch wiederholte, fraktionierte Destillation konnten
32,469 des erhaltenen Gemisches zerlegt werden in: 6,41 g Tetramethyl-
methylfructosid, 16,09 Trimethyl-benzoyl-mdhyllrudosid und 10.0 g
Dimethyl - dibenzoyl - mdhyljrudoad. entspr. 4,16, 7,52 und 3,72 Frudose
und einem Verhaltnis der Komponenten von 1,12:2,02:1.

Die aus dem Tetranrethyl-methylfructosid erhaltene Tdramethyl-
frudose zeigte die folgenden Woerte:

[alj) = + 30,5° (Wasser, c= 1,2); + 18,5 (Methanol, c= 1,5); +16,5° (Chloro-
form, c= 1,1); iip’= 1,4500; O2proz. 00113.

Die aus dem Trimcthyl-benzoyl-methylfructosid erhaltene Trimdhyl-
frudose hatte die folgenden Konstanten:

[u]R= —23° (Wasser, e— 1,3); '+10,5° (Methanol, c= 0,9); +.23° (Chloro-

form, c= 1,2): lij)0= 1,4665.

Ilg Trimethylfnictose wurden-in 50 ccm 20proz. Essigsaure geldost und mit 2 g
frisch destilliertem Phenylhydrazin 1 Std. auf dem Wasserbad erwdrmt. Nach Ab-
kithlung wurde von dem ausgeschiedenen dunkelroten Ol abgegossen, dieses mehrfach
mit Wasser gewaschen, in wenig Alkohol geldst und bis zur bleibenden Tribung mit
Wasser versetzt, das ausgeseitiedene Ol erneut mit Alkohol-Wasser ausgefallt. Nach
zwei Tagen hatten sich bei 0° dunkelgelbo Kristalle abgeschieden. Sie wurden ab-
getrennt, mit verd. Alkohol gewaschen und bei 40° i. V. getrocknet. Schmp. 120 bis
130°; 00113:10,0% (Monomethyl-fructosazpn, Ber. 8,3%). Aus den eingeengten
Mutterlaugen wurde ein weiteres Osazon erhalten, das nach Trocknung 23,5 % OGIL,
ergab (Ber. Trimethylfructosazon 23,3%).

Aus dem Dimethyl-dibenzoyl-mcthylfructosid wurde eine. Dimethyl-

frudose mit den folgenden Eigenschaften erhalten:
[alj,° = -}-15° (Wasser, c'= 0,06); +10,2° (Methanol, t=0,0S); 4- 10,5°
(Chloroform, ¢ = 0,08); 1'ff= 1,4830.

Uber die Konstitution des Viscotoxins

Von Karl Winterfeld urrtl Melanie Rink
(Aus dem Pharmazeutischen Institut der Universitdt Bonn)

[Eingelaufen am 14. Oktober 1948]

Dein mit Viscotoxin bczeichneten Inhaltsstoff der Mistel wurde auf
Grund der Elementaranalysen die SummenformerCMH:0:sKIUS zu-
erkannt.

Damit steht in Ubereinstimmung das Molekulargewicht, das im
Mittel zu 925 gefunden wurde. Der Aschengehalt von 0,7 %. den auch
sorgfaltig gereinigtes Viscotoxin immer noch aufweist, 1alt voraussehen,
daB bei der Aufstellung der Konstitutionsformel sich noch eine geringe
Verschiebung der Kohlenstoff-' und Sauerstoffwcrte ergeben wird.



Uber die Konstitution des Viscotoxins J87

Unsere Untersuchungenl) ergaben, dall Viscotoxin auBer einer pep-
tidartig aufgebauten a-Aminosaurekette noch ein wahrscheinlich hy-
driertes Naphthalin und als weiteren Baustein Glucuronsaure aufweist.
Den Beweis fir den Naphthalinring erbrachte die Selendehydrierung,
die einen Kohlenwasserstoff lieferte, der bei 264°, bei 12 mm Hg bei
141° siedete. Der Siedepunkt stimmt mit dem des von Freund und
M ai2) aus Artemisin durch Zinkstaubdestillation erhaltenen Dimethyl-
naphthalins Gberein. Das Pikrat besitzt den gleichen Schmelzpunkt wie
das aus Artemisin'erhaltene Dimethylnaphthalinpikrat und bildet wie
dieses orangefarbene Nadeln. Ein Dimethylnaphthalin von gleichem
Sdp., von gleichem Schm]), und Aussehen des Pikrates hatten schon
frlther Emm ert und Beingrub er? aus Teer gewonnen.

Als weiteres Produkt der Selendehydrierung isolierten wir eine
Base, die zwischen 110—115° destillierte und die wir als Pyridin identi-
fizierten. Daridber hinaus konnten wir noch ein Phenolderivat nach-
weisen. Der Atherauszug, dem alle basischen Anteile entzogen waren,
zeigte eine deutlich violette Fluoreszenz, die sich beim Stehen an der
Luft erheblich vertiefte und auf einen a-Naphtholabkimm ling (wahr-
scheinlich ein Dimcthyl-a-naphthol) hinweist.

Bei den Bemihungen, die verschiedenen Spalt- und Dehydrierungs-
produkte zu einer Konstitutionsformel zusammenzufiigen, bereitete vor
allem die Unterbringung des Pyridins Schwierigkeiten. Wir kamen zur
Deutung auf folgendem Wege:

Wir spalteten aus dem Viscotoxin Glucuronsdaure ab und versetzten
das Hydrolysat mit Phosphorwolframsaurc. Die Phosphorwolframséaurc-
Fallung zerlegten wir und UberlieBen den scharf getrockneten Rickstand
mehrere Tage der Einwirkung einer benzolischen Diazomethanlésung
und gleich anschlieBend der von Essigsaureanhydrid. Es verblieb ein
zaher Sirup, der im Gegensatz zu Viscotoxin atherléslich war. Die mit
der Atherlésung durchgefihrte chromatographische Adsorption ergab,
dalR eine Spaltung eingetreten war. Ein stickstoffreier Anteil passierte
die Aluminiumoxydsaule glatt, wahrend ein stickstoffhaltiger darin
haften blieb. E rster bildet nach langerem Stehen lber P.Os eine gla-
sig erstarrte, durchsichtige Masse, die bei 141° und o.c mm Hg unzer-i
setzt destilliert. Ihr Molekulargewicht betragt kryoskopisch bestimmt
im Mittel 386. Die Bestimmung der Aeetylzahl nach Kuhn und Rothl)
(25,82 % Aeetyl) entspricht zwei alkoholischen Hydroxylgruppen, von
denen wahrscheinlich die eine esterartig mit der Glucuronsaure. die an-
dere mit dem Peptidanteil verknlpft sein durfte. Die Bestimmung der
Methoxylzahl nach Pregl ergab 8,18 % 0CH3. Da freie Carboxylgruppen
nicht nachweisbar sind, mufl auf eine phenolische bzw. enolische Hy-

) K. W interfeld und L. Il. Bij1 A 561 (1948).
2) B. 34, 3719 (1901).
3 A. 211, 368 (1882).
4 B.66. 1274 (1933).
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droxylgruppe geschlossen werden. Flr letztere spricht der ungesattigte
Charakter des stickstofffreien Spaltproduktes, das in Aceton geldst
Kaliumpermanganat rasch entfarbt.

Eine mit Kaliumpermanganat in siedendem Aceton durchgefiihrte
Oxydation lieferte unter Offnung der Doppelbindung ein Keton, das in
00proz. Essigsaure, mit p-Nitrophenylhydrazin ein gelbrotes Nitro-
phenylhydrazon vom Schmp. 207° ergab.

Beim Erhitzen des "stickstoffreien Anteils mit 33proz. Salpetersaure
trat ein schneller Abbau unter reichlicher Entwicklung von Stickoxyden
ein. Aus den Oxydationsprodukten isolierten wir zwei Sauren, die sich
durch die verschiedene Ld&slichkeit ihrer Calciumsalzc unterschieden.
Aus dem schwerer Ioslichen Salz gewannen wir Bernsteinsaure. Infolge
zu geringer Menge gelang es nicht, die dem leichter I6slichen Calcium-
salz zugehorige Saure zu identifizieren.

Die Bernsteinsdure weist auf eine — CH, — CH2-Gruppierung in
dem Naphthalinring hin. Der glatte und rasche Abbau des methylierten
und acetylicrt.cn Spaltproduktes erkléart sich aus der Anwesenheit einer
Doppelbindung und der Entstehung eines ringférmigen Ketons bei der
Okydation. Ein Laktonring mufl ebenfalls vorliegen. Dies folgern wir
aus der leichten Loslichkeit des Viscotoxins in waRrigen Alkalien, wobei
dieses analog dem Santonin feine- Wirksamkeit einblBt, beim Ansauern
aber wieder zuriickgewinnt.

Die Haftstelle der an dem Laktonring beteiligten Saure ergibt sich
aus dem Schmp. und den Eigenschaften des erhaltenen Dimethylnaph-
thalinpikrates, das nach den Literaturangaben einem 1,3-Dimethyl-
naplithalin entspricht. Die groBe Bestandigkeit veranlallt uns, einen
y-Laktonring anzunehmen.

Im Gegensatz zum stickstoffreien Spaltprodukt bleibt ein stick-
stoffhaltiger Anteil quantitativ deutlich abgegrenzt in der ALO3-
Zone haften, 148t sich aber leicht durch Methanol bzw. Wasser
eluieren. Nach dem Verdunsten des Ldsungsmittels und nach scharfem
Trocknen bleibt ein gelbbraunes Pulver zuriick, dessen Molekular-
gewicht wir kryoskopisch annahernd zu 510 ermittelten. In Anbetracht
dessen, daB der stickstoffhaltige Anteil sehr hygroskopisch ist, dirfte
das Molekulargewicht zu niedrig ausgefallen sein. Die angestellten
Proteinreaktionen (Biurctreaktion, Xanthoproteinreaktion), verliefen
positiv und bewiesen das Vorlicgen eines Proteins. Von den darin ent-
haltenen Aminosdauren war eine schon friher (L c.) durch den positiven
Ausfall der Schwefelbleireaktion als Cystein erkannt worden, dagegen
lagen beziglich der anderen keinerlei Anhaltspunkte vor.

Auffallend war der hohe Stickstoffgehalt des Viscotoxins
(C34|issOlleos).

Da die gefundenen Spaltsticke mit Ausnahme des bei der Selen-
dehvdrierung gewonnenen Pyridins stickstoffrei sind, ist der hohe
N-Gehalt dem Proteinanteil zuzuschreiben. Es mussen also Stickstoff-
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reiche Aminosauren ain Aufbau der Peptidkette beteiligt sein. Es war
naheliegend, an das stickstoffreiche Arginin zu denken. Diese Annahme
war richtig, denn es gelang, Arginin durch charakteristische Farb-
reaktionen nachzuweisen, und zwar mit Hilfe

1. der Harden-Norrissehen Reaktionb), die darauf beruht, dal} eine
alkalische Argininlésung auf Zusatz von einem Tropfen einer Iproz.
Diacetyllésung intensiv rotviolett gefarbt wird,

2. der von Sakaguchi6) angegebenen Reaktion, nach der in Proteinen
enthaltenes Arginin sich in alkalischer Loésung bei der Einwirkung
von Natriumhypochlorit und a-Naphthol durch eine'Rotfarbung zu
erkennen gibt.

Die Reaktion von Sakaguchi benutzten wir zur colorimetrischen
Bestimmung des Arginins, indem wir die Farbintensitat des Spalt-
stiickes mit der gleichen Menge einer Mischung aus zwei Mol Arginin,
einem Mol Cystein und einem Mbl Serin und ferner einer solchen aus
einem Mol Arginin, einem Mol Cystein und zwei Mol Serin verglichen.
Das Ergebnis sprach fir zwei Mol Arginin.

Als vierte Aminosaure kommt Serin in Betracht, da die walrige
Loésung des stickstoffhaltigen Spaltstiickes sich auf Zusatz von Eisen-
chloridlésung deutlich rot farbt.

Wi ie die Bestimmung der Acetylzahl nach Kuhn und Roth (L c.)
ergab, hat bei der Behandlung mit Essigsdaureanhydrid auch in der
Peptidkette Acetylicrung stattgefunden unter gleichzeitiger Spaltung
des Arginins in Ornithin und Harnstoff. Wie die gefundene Acctylzall
(29,53%) zu erkennen gibt, sind aufler der primaren Alkoholgruppe des
Serins auch die freien NH2-Gruppen der Aminosauren acetyliert worden.
Fur ein vierfach aeetyliertes Tetrapeptid aus Cystein, Serin und zwei
Molekeln Ornithin berechnen sich 28,47 % Acetyl.

Der Nachweis des Arginins gibt die Erklarung fir die Auffindung
des Pyridins bei der Sclendchydricrung. Arginin spaltet sich bei der
Selendehydrierung in Harnstoff und Ornithin, wobei letzteres Ringschluf’
zum Aminopipcridon erfahrt, das unter NH3 und Wasserabspaltung
in Pyridin Ubergeht unter gleichzeitiger Zersetzung des Harnstoffs in
NH: und CO02, die bei Gegenwart von Wasser sich zu Ammoncarbonat
vereinigen, das sich im Kihlrohr der Selendehydrierungsapparatur fest-
setzt. Eine unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrte Sclendehy-
drierung von 1-Arginin fuhrte zu reichlicher Bildung von Pyridin, wo-
bei gleichfalls im Kihlrohr der Dehydrierungsapparatur ein "kristalliner
Anflug von Ammoncarbonat festzustellen war.

Der anorganische Rickstand des Rohviseotoxins betrug ::—12 %
und der des reinen Viscotoxins 0,7—0,8%. Dieser besteht aus Phosphor-
saure-, aus Kalium- und wenig Magnesium-lonch. Die Phosphorsaure

5 Journ. of Physiologe 42. 332.
6) .1. Bioehcm. Tokyo 5, 25, 134, 140.
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ist allem Anschein nach teils esterartig mit der primaren Alkoholgruppe
des Serins verknipft, teils dirfte sie entsprechend den Befunden von
Meyerhof und Lohmann?), ferner von M. D. Necdham, J. Need-
liam, Baldwin und Yudkin8) als Argininphosphorsaure vorliegen.

Diese Art der Phosphorsdaurebindung macht sowohl den hohen- an-
organischen »Riickstand des Rohviscotoxins verstandlich als auch die
unvollkommene Abspaltung bei den zur Reindarstellung unternomme-
nen Dialysierversuchen.

Auf Grund dieser Ergebnisse kommen wir zur Aufstellung der
Strukturformeln T oder Il fur das Viscotoxin.

OH OH
I

R = Peptidkette bestehend aus einem Cystein-, einem ’
Serin- und zwei Arginin-Restcn.
R' = Glucuronsiiurerest.

Die Haftstclle der primaren Alkoholgruppe am Ring leiten wir aus
dem bei der Selcndehydrierung entstandenen 1,3-Dimcthylnaphthalin ab.
Beide Formeln erklaren die Entstehung eines Ringketons bei der unter
schonenden Bedingungen durchgefihrten Oxydation mit Kaliumper-
manganat unter gleichzeitiger Bildung einer Oxysaure (Cisll..0u). Fur
die oben angegebenen Strukturformeln berechnet sich die Summen-
formel C:GHs:0:0N10S und ein Molekulargewicht von 919.

Die Stellung der CHOH-Gruppe im Ring steht nicht fest; sic ware
auch an anderer Stelle denkbar.

In einer vor einiger Zeit erschienenen Arbeit berichtet Fr. E. Koch9)
Uber eine nekroseerzeugende Wirkung von Mistelextraktcn bei intra-
kutaner Injektion. Nach den Befunden von Koch ist diese Wirkung
nicht auf den herztoxischen Inhaltsstoff der Mistel zurickzufihren,
»da es gelingt, einen der beiden Stoffe fast véllig zu entfernen hei Er-
haltung des anderen.“

Wir konnten nun den Nachweis erbringen, dal diese Annahme irrig
ist, denn Viscotoxin war zwar auf Grund der bisherigen Untersuchungen
nur als' herztoxischer Stoff bekannt (1 c.), ruft aber, wie wir nunmehr

) Bio. Z. J96, 22 (1928).

8) Proc, Roy. Soc. London; B. 110, 200 (1932).
9 Ztschr. f. exp. Med. 103. 744 (1938).. ’
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fanden, bei intrakutaner Injektion in die enthaarte Riiekenha.ut von
weillen Ratten deutlich wahrnehmbare Hautnekrosen hervor, und zwar
schon bei der Injektion von 0,1 ccm einer Yiscotoxinlésung 1:40000.

Der Verlauf der Nekrosenbildung ist folgender: Zuerst entsteht ein dunkler Fleck,
nach 1—2 Stunden verférbt sich dieser gelblich durch Abheben der Haut infolge
flacher Blasenbildung, die Blase ist von einem blauroten, mit Blutungen durch-
setzten schmalen Band umgeben. Dieser Zustand héalt etwa. 4—5 Tage an, dann
bricht die Blase auf, so dal eine flache, trockene, braunrote, scharfrandigo (wie ge-
stanzte) Hautnekrosc sichtbar wird. Um Saurenekrosen auszuschalten (das pJt des
Viscotoxins in wéRriger Lésung betrégt 5,2), wurde der Wirkstoff in phosphatgepuf-
ferter Losung (plt = 6,7) injiziert.

Fur die Ausfihrung der Versuche sind wir Herrn Dozent Dr. Il. Fr. Zipf vom
Pharmakologischen Institut der Universitat Bonn zu Dank verpflichtet.

Ycrsuchsteil

5 g Viscotoxin wurden in Wasser geldst, mit 0,5proz. Salzsdure versetzt und zwei
Stunden im Wasserbad erhitzt. Das llydrolysat reduzierte deutlich Fehlingsche
Lésung. Auf Zugabe von Phdspliorwol.framsdure im UberschuB entstand eine starke
Fallung, von der abfiltriert wurde. Durch Zugabe von Barytlauge wurde aus dem
Filtrat die Glucuronsdure als Bariumsalz abgeschieden, in Wasser aufgeschwemmt,
mit Schwefelsdure bis zur schwach sauren Reaktion versetzt und das Filtrat i. Y.
eingeengt. Der slripdse Ruckstand gab die fir Glucuronsdure charakteristische
Orcinreaktion nach Naum ann10).

Aufarbeitung der PhosphorWolframsaurefallung

Diese erfolgte einmal in der Welse, daB wir den Niederschlag mit Giberschissiger
'Barytlauge zur Umsetzung brachten und den UberschuR an Bariumionen durch Eiri-
leitcn von CO02 beseitigten, zum anderen, daB wir den Phosphorwolframsédurenieder-
schlag nach dem von F.Lynon und U. Wieland1l) angegebenen Verfahren auf-
arbeiteten. Der in beiden Fallen nach vorsichtigem Verdampfen erhaltene braune,
zahe Sirup wurde im Vakuumexsikkator scharf getrocknet und erstarrte alsdann zu
einer festen Masse. Diese wurde mit abs. Alkohol aufgennmmen, mit einer benzoli-
schcn Diazomethanlisung im Uberschuf versetzt und vier Tage im Eisschrank der
Diazomethaneimvirkung uberlassen. Schon beim Zugeben der Diazomethanlisung
trat deutliche Stickstoffentwicklung ein. Am Boden des Geféles hatte sich ein weiller
Niederschlag ausgeschieden, der Kaliumionen .enthielt. Vom Niederschlag, wurde
abfiltriert, das Losungsmittel abdestiliert, der zahe sirupdse Ruckstand i.V. zur
Trockne gebracht und anschlieBend 48 Stunden mit Essigsdureanhydrid auf dem
Wasserbad erwarmt. Das Uberschissige Essigsaureanhydrid wurde i. V. abgedunstet.
das Reaktionsprodukt mit Ather aufgenommen und filtriert.

Die Atherlosung hinterlieR ein langsam erstarrendes, in Wasser nicht ldsliches
Ol, das in Ather geldst der Adsorption an A12 3 unterworfen wurde.-Nach dem Pas-
sieren der 30 cm hohen und 2 cm breiten Al203-Saule blieb in der Atherphase ein
stickstoffreier Anteil, der- nach dem Abdunsten des Ldsungsmittels im Exsikkator
zu einer glasigen, spréden Masse erstarrte.. In der Al20 3-Siiule blieb eine stickstoff-
haltige Substanz, die sowohl mit Methanol als auch mit Wasser leicht ablésbar war.

a) Das stickstoffreie Spaltprodukt laRt sich im Hochvakuum bei 141°
0,6 min Hg ohne. Zersetzung destillieren und erstarrt.im Exsikkator zu einer glasigen,
durchsichtigen Masse.

*Molgcv.: 0.0991g .Sbst. in 259 Benzol. ,1.= 0,06°,
Cl7H220 7 Ber.: M. 338,5 Gef.: M 33?2.

10) Biolog. Ztschr. 1, 383 (1906).
“) A. 533, 93 (1937).

und



192 Winterfeid und Rink

Acelytzahl nach Kuhn und Roth. 0,022g Substanz wurden in 3 ccm 50proz,
Schwefelsdure eine halbe Stunde am RuckfluRkihler gekocht, die abgespaltene Essig-
sadure im WasSserstoffstrom abdestilliert und mit n/30-Nat.ronlaugc titriert. Zur
Neutralisation wurden 3,979 ccm bendtigt, entsprechend einem Gehalt von
25.87% COUH;.

C171-1,007 Ber. COOIf, 25,44.

Mcthoxylzahl (M ikro-Zeisel).

3.91 mg Sbst.. 2,44 mg AgJ
Cl71lo20 7 Ber. OCH3 9,17 Gef. 0CH3 8,18.

Oxydation mit Kaliumpermanganat

2 g des acetylierten und methylierten Spaltproduktes wurden in Aceton geldst
und zu der am RiuckfluBkihler erwarmten Lo6sung langsam eine 2proz. Kalium-
permanganatlésung getropft, wobei sich die L6sung nach kurzer Zeit entfarbte.
Nachdem keine alsbaldige Entfarbung mehr eintrat, wurde die Operation unter-
brochen. Vom abgeschiedenen Braunstein wurde abfiltriert, das Ldsungsmittel ab-
gedunstet und der Riickstand mit Ather extrahiert. Nach dem Verdunsten des Athers
blieb ein gelbes Ol zuriick, das positive Ketonreaktionen gab.

0,5 g des Oles in 0Oproz. Essigsdure mit 0,5 g Nitrophcnylhydrazin am RickfluB-
kihler gekocht,schieden beim Erkalten ein Nitrophenylhvdrazon in gelbroten Flocken
aus. Aus heiBem Wasser umgeldst besaR dieses den Schmp.207°.

C,JL70j,N3 Ber. C50,28 Il 5,18 !
Gef. ,, 50,50 ,, 5,22.

O xydativer Abbau des stiekstoffreien Spaltproduktes

2 g des Spaltproduktes wurden mit 10 ccm Salpetersdure (1 -f 1) eine Stunde
am RuckfluBkihler auf dem Baboblccli erhitzt, wobei reichliche Stickoxyd-Entwick-
lung eintrat. Nach einstindiger Behandlung war die Einwirkung beendet. Das Ro-
aktionsprodukt wurde auf dem Wasserbad zur Trockne verdampft. Es hinterblieb
ein weilRgelber Rickstand, der mit Wasser aufgenommen und mit Aktivkohle ge-
schuttelt wurde. Aus dem eingeengten Filtrat kristallisierten beim Stehen weiRe
Nidelchen, die zwei verschiedene Kristallformen aufwiesen. Zur Trennung wurde
der kristalline Anteil mit verd. Alkohol in Lésung gebracht und in das Ammonium-
salz Ubergofiihrt. Auf Zugabe von Calciumchlorid schied sich aus der walirigen Ldsung
des Ammonsalzes ein Calciumsalz aus, das groftenteils schwer I8slich war, wéhrend
ein geringerer Teil sich als leicht 16slich erwies. Die Zerlegung des schwer Idslichen
Calciumsalzes mit Schwefelsaure fihrte zu einer mit Ather ausscliittelbaren Saure,
die beim Abdunsten in rein weiBen Kristallen vom Schmp. 185° zurickblicb. Der
Mischschmelzpunkt mit Bemsteinsaure zeigte keine Depression. Das aus dieser Saure
erhaltene Ammoniumsalz, farbte beim Erhitzen einen mit Salzsdure getrankten
Flchtenspan intensiv rot. Dieses Vorhalten und die Ergebnisse der Blementaranalysc
beweisen das Vorliegen von Bernsteinsaure.

CJIsCb Ber. C 40,00 H 5,34
Gef. ,, 40,62 ,, 5,08.

Die ldentifizierung der zweiten S&ure, deren Calciumsalz leicht I6slich war, ge-
lang nicht. Die Sdure war ebenfalls mit Ather ausschiittelbar und blieb als WeiRlicher
Ruckstand beim Abdunsten zuriick, Schmp. 174°.

b) Das stickstoffhaltige Spaltprodiikt des Viscptoxins konnte mit Hilfe von
thanol bzw. Wasser leicht aus der AL03-Saule geldst werden. Nach dem Verdunsten
des Lésungsmittels und Trocknen im Exsikkator blieb ein gelbbraunes, sehr hygro-
skopisches Pulver zurick.

Molgew.: 0,717 g Subst. in 25 g Benzol A = 0,035° Gef. -M 510-

Me-
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Fur ein vierfach acetyliertfts Tetrapeptid der im allgemeinen Teil angegebenen
Zusammensetzung berechnet sich ein Molgewicht von 604.

Bestimmung der Acetylzahl nach Kuhn und lioth.

0,0246 g Sbst. wurden mit 3 ccm 6Oproz. Schwefelsdure eine halbe Stunde am
KiickfluBkuhler gekocht, die Essigsdaure im Wasserstoffstrom abdestilliert und mit
n/30-Natronlaugc titriert. Es wurden 5,54 ccm bis zur Neutralisation verbraucht.

OsA00ibNVS Ber. 00011, 28,47 Gef. 29,53.

Reinerkat. 0,5 g wurden in wenig Alkohol geldst, schwach mit Salzsdure an-
gesauert und mit einer konz. frisch bereiteten Reineckesalzlésung gefallt. Es schieden
sich dunkelrote Flocken aus, die beim Verreiben fest wurden. 1. V. getrocknet besaR
das Reineckat den Zersetzungspunkt 169—170°.

68H48020N 3jSlior Gef. G 38,61 | 5,44 Gr 6,21 N 19,42
Ber. ,, 40,78 , 581 , 6,31 ,, 20,10.

Die Ergebnisse der Elementaranalyse zeigen, an, daR ein vierfach acetyliertcs
Tetrapeptid vorliegt, aus dem durch die Essigsdureeinwirkung die beiden Guanidino-
reste eliminiert sind unter Ubergang des Arginins in Ornithin.

Abbauversuche an quartaren Salzen des Vomieins
und Desoxyvomieins

Uber Stryelmos-Alkaloide XXXIII
Von Rolf Huisgen, Heinrich Wieland und Heinz Eder

(Aus dem Chern. Universitatslaboratorium Minchen, Zweigstelle Weilheim)

[Eingelaufen am 26. Oktober 1948]

Die Frage nacli der Bindung des vierten Sauerstoffatonis in der
Vomicinmolekel hat eine indirekte Ldsung erfahren. A. S. Bailey und
R. Robinsonl) konnten das N-Methyl-scc-pseudostiychnin sowie das
analoge Brucinderivat mit Chromsaure zu einer Saure Ci:0 220cN:
abbauen, die mit dem Oxydationsprodukt des Vomieins2) identisch ist.
Da dieser Abbau sieh auf den aromatischen Kern des Alkaloids beschréankt,
1aRt der Befund an der strukturellen Ubereinstimmung des Vomieins
mit dem genannten Strychninderivat keinen Zweifel. Vomicin ist somit
ein Bz-Oxy-N-methyl-sec-pseudostrychnin (1), womit auch der biogene-
tische Zusammenhang mit dem Stammalkaloid vorgezeichnet erscheint.

Die Reaktionen am basischen Stickstoff des Vomieins sind von
einer ausgepragten, beispiellosen Eigenart, die auch in den evtl. ver-
wandt erscheinenden Protopinbasen keine weitreichende Analogie findet.
Die betrachtlichen Strukturanderungen des Ringgerustes, deren innere

') Nature 161, 433 (1948).
2) H. Wieland und G. Oortel, A. 469, 193 (1929).



194 Huisgen, Wieland und Eder

Zwangslaufigkeit zuweilen nicht ganz einleuchtet, nehmen den im fol-
genden beschriebenen Abbauversuchen am quartaren Stickstoff des
Vomicins und Desoxyvomicins weitgehend die Beweiskraft fir das neue

Formelbild I. Charakteristisch ist, daR | weniger aus den Reaktionen
01; pP>C
K
2
[\
OH oc /
I'\'s-ociL 1

des Vomicins als aus einer Spekulation Uber seine biogenetische Be-
ziehung zum Strychnin erschlossen und von. den englischen Autoren
auf indirektem. Wege bewiesen wurde.

Tertidaren Aminen pflegt man die Neigung zur Reaktion mit Alde-
hyden und Ketonen abzusprechen. In der Vomicinreihe wird die Wech-
selwirkung zwischen tertidarem Stickstoff und Carbonylgruppe durch
deren raumliche Nachbarschaft so weit verstarkt, daR die zwitterio-
nischc Struktur Il, eine Keton-Ammoniak-Gruppierung mit quartarem
Stickstoff, zu einer fur die Reaktivitdt maRgebenden mesomeren Grenz-
formel wird. Die Beteiligung einer solchen Struktur am Grundzustand
dirfte einerseits fur das Ausbleiben der normalen Carbonylreaktioncn,
andererseits flr die auch in der Reihe des N-Methyl-sec-pseudostrych-
nins zu beobachtende Basizitatsverminderung3) des Stickstoffs verant-
wortlich sein.

Einen Schlussel zum Verstdndnis der Reaktionen am basischen
Stickstoff desVomicins bietet das unterschiedliche Verhalten vona-Amino-
carbinoleii mit tertidrem und quartdarem Stickstoff. Die so typische
leichte Reduzierbarkeit des Hydroxvls von a-Amino-carbinolen bei der
Behandlung mit nasciercndem, katalytisch erregtem oder chemisch ge-
bundenem (Formaldehyd, Ameisensaure) Wasserstoff verschwindet, so-
bald der Stickstoff quartar wird. Die Methylierung des Ammonchlorids
mit Formaldehyd erreicht bekanntlich im Trimethylammonium-chlorid
ihr Endprodukt.

Bei der katalytischen Hydrierung tritt die Bereitschaft der Vomicih-
basen, in der Betainformel Il zu reagieren, in Erscheinung. Fir die vier
Mol Wasserstoff bendtigende katalytische Hydrierung des farblosen
Desoxyvomicins ergibt sich jetzt folgende Deutung. Die tertidre Base
unterliegt in der Ammoniumstruktur 11l einem Emde-Abbau, der wie
bei einem echten quartdren Salz unter Ringsprengung zu IV fihrt.

*) Keine Addition von Methyljodid bei 42°; Vomicin reagiert nicht mit Jod-
methyl bei 100°, addiert Dimethylsulfat in sied, benzolischer Ldsung nur langsam.
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Die entstehende Ketonammoniak-Gruppierung wird in bekannter Reak-
tion (Skita, Knoop) reduziert; die Absattigung der Doppclbindun-

., il
-N N — CH,
< J/\ ' ch,
A in on 1 A /L -°n
CH |
/ /
111 ] CHj v

gen fiahrt schlieflich zur Base C.. Hio 0: N2 (V). Die Einwirkungm
katalytisch erregten Wasserstoffs wird damit von einem Ubergang des
Pseudostrychnintypus in den der Emde-Abbau-Basen der quartaren
Stryclminiumsalze begleitet. Diese Rcaktionsfolge entspricht viel weniger
dem Prinzip der mdoglichst geringen Strukturdnderung als unsere frihere
Interpretation5), deren Grundlage, die N-Methylen-oxidobriekc im Vo-
micin, wir in ihrer Fragwirdigkeit nie verkannt haben. Die frihere
Deutung sah Ubrigens fir die Hydro-Basc ebenfalls die Konstitution V
vor.

DaB im Vomicin selbst die katalytische Hydrierung sich auf die
Doppelbindung beschrankt, bat seine Ursache in der geringeren Basizi-
tat des Vomicins, das in verdinnter Essigsaure min Gegenwart von
Natriumacetat unldslich ist. Basizitatsverminderung bedeutet nicht
nur EinbuRe an Protonenaffinitat, sondern auch verringerte Additions-
bercitschaft des Stickstoffs mit seinem freien Elektronenpaar an die
Carbonylgruppe gemaR Il; Vomicin selbst reagiert daher nach 1. Das
starker basische Produkt des oxydativen Abbaus des Vomicins, die
Base CisH:.OfN. verbraucht, wie Desoxyvomicin 4 Mol katal. erregten
Wasserstoff und liefert die V analoge Base CisH:s0 :N.6) (VI). Zeigt
auch schon das Vomicidin das Phanomen einer fir die Dihydrostufe
zu hohen Wasserstoffaufnahme, so sind bei dessen Abbaubasc
die beiden Produkte der Hydrierung mit und ohne Emdespaltung
isolierbar?. Auch Isovomicin ist auf katalytischem Weg zur Base
C.:Hso0:N: (V) hydrierbar8), im Einklang mit seiner gegenlber Vo-
micin starkeren Basizitat. Diese Interpretation der Hydrierung der
tertidren Basen wurde vorangestellt, weil sie Licht auf die Bedeutung
der zwitterionischen Grenzformel wirft und dem Verstdndnis der Abbau-
reaktionen der quartaren Salze forderlich ist.

4) 1l. Wieland und G. Varvoglis, A.507, 52 (1933).

5) Il. Wieland, B. Iluisgen und R. Bubenik, A.559, 191 (1948); dort For-
mel XII.

6) H. Wieland, F. Holscher und F. COrtese, A.491, 133 (1931).

7) Il. Wieland und L.Horner, A.545, 116 (1940).

ft) Il. Wieland und M. Thiel, A.550, 294 (1942).
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Der Emde-Abbau des Methyl-vomicinium-Salzcs
Da das quartare Methyl-vomicinium-Salz 2 Methylimidgruppen be-

Mcthoxyl- und eine N-Methylgruppc verfiigt9), die Wanderung eines
Methylrestes vom Stickstoff an den Sauerstoff. Die mit der Addition
eines Wasserstoffanions10) gleichbedeutende Anlagerung vo.n zwei Elek-
tronen und einem Proton bei der Reduktion mit Natriumamalgam wird

0tCH. .+ Cj,3 OCH, oo

A\ N
H
\ /

VIl VI

anschaulich durch die in VII angegebenen Elektronenverschiebungcn.
Die Methylgruppe ,wandert“ demnach nicht, sondern wechselt nur
ihre Bindungsverhaltnisse. Die Loslésung vom Stickstoff, unter Zurick-
lassung der Bindungselektronen erfolgt gleichzeitig mit der Anheftung
an den Sauerstoff der aufgerichteten Carbonylgruppc. Methyl-dihydro-
vomi‘cinium-Salz ist dem Emde-Abbau nicht zuganglich; maRgebend
fur die Reduktion -zur tertiaren Base ist somit die Auflockerung der
N-Methyl-Bindung durch die/ Kohlenstoffdoppelbindung. Eine solche
Beeinflussung der Bindungsverhaltnisse durch einen ungesattigten Sub-
stituenten Uber dessen eigene Bindung an den Stickstoff hinaus ist nicht
neu; quartare Tetrahydro-chinoliniumsalze als Beispielll) stoRen bei der
Amalgamreduktion bevorzugt eine N-Methylgruppe ab.

Eine Analogie fur die Methylwanderung vom Stickstoff an den
Sauerstoff unter vergleichbar milden Bedingungen dirfte nicht leicht
zu finden sein. Voraussetzung ist jedenfalls die optimale sterische An-
ordnung der benachbarten Gruppen. Ein verwandter Reaktionstyp findet
sich in der Methylierung von Phenolen mit Phenyl-trimethyl-ammonium-
hydroxyd gemaf

* <> <
Ar- 0 + (CH33N - Cell5 -> Ar-O-CHj-f (CH32N - C6lI15
nach W. Rodionow 12); eine Reaktion, die Morphin in Codcin Uberzu-
fuhren gestattet. Auch fir den Umkehrproze, die Wanderung des

») Il. Wieland und 0. Muller, A.545,'59 (1940).

10) Fir die Bouveault-Blancselie Reduktion von Estern und Ketonen zu Al-
koholen mit Natrium nahm Darzens intermedidr entstehendes Natriumhydrid als
Reduktionsmittel an; die Reduzierbarkeit der Carbonylverbindungen mit Nall
spricht fur die Richtigkeit dieser Annahme. Siehe Ghem. Eng. News 25, 2524 (1947).

n) H. Emde, A. 391, 88 (1912); J.v. Braun. A. 382, 3 (1911).

12) BI. [4] 89, 306 (1926).
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Methyls vom Sauerstoff an den Stickstoff bietet die Pseudostrychnin-
Reilic ein Beispiel. Nach li. Leuchs13) fihrt die Einwirkung von Metltyl-
jodid auf Pseudostrychnin-methylather zum methoxylfreien N-Dimethvl-
sec-pseudostryclminium-jodid.

Den beiden Isomerenld) des Mcthylvomicins kommt vermutlich das
gleiche Ringgerust zu; «beide sind namlich einem weiteren Emde-
Abbau zugénglich. Verschiebung der Doppelbindung, evtl. in die Neo-
Stellung, kénnte die Isomerie bedingen.

Das am Sauerstoff entmethylierte Methylvomicin (1X) erscheint nach
dieser Reaktionsdeutung als der dem Vomicin als Keton zugehdorige
sekundare Alkohol. Allen Versuchen zur wechselseitigen Uberfiihrung
mit Hilfe der Oppenauer-Oxydation und der Reduktion nach Meerwein-
Ponndorf war der gewiinschte Erfolg leider nicht beschiedcn.

Die katalytische Hydrierung des Methyl-vomicinium-mothylsulfats
fihrt nicht, wie friher mitgeteilt9), ausschlieBlich zur quartéren Dihydro-
stufe, sondern liefert einen gewissen Anteil an tertidrem Material, der
sich bei Wahl geeigneter Reaktionsbedingungen auf 75% d. Th. stei-
gern laRt. Aus dem Reaktionsgemisch sind zwei isomere Basen C.2H2s0 N>
isolierbar, die methoxylfrei sind und nur mehr ein N-Methyl besitzen.
Der gleichzeitige Verlust eines Methylkohlenstoffs und eines Sauerstoff-
atoms fuhrt zwangslaufig wieder zur Annahme einer Methylwanderung,
die aber in diesem Fall nicht die Koordinationszahl des Stickstoffs ver-
mindert, sondern zusatzlich zur Emdespaltung erfolgt. Das quartare

11 OH j CH3 m 901 ﬁ,CH,, ? CH» | /CIIj
" Kr/ L. ! v/
A \ I\ A\ I\ CH,

! S )
7 '\0 —CH2 IX

Salz reagiert mit katalytisch erregtem Wasserstoff als Ather der quar-
tdren a-Ammonium-carbinol-fonn (X), der einem normalen Emde-Abbau
zu X1 unterliegt an der durch die /9,y-stdandige Doppelbindung akti-
vierten Stelle. Der Ubergang des N-Dimcthyl-Salzes in X erfolgt nicht
vor, sondern wahrend der hydrierenden Spaltung. VII und X unter-
scheiden sich im wesentlichen in der Anordnung der Binduhgselektronen;
die beiden Strukturen sind aber nicht mesomer, da der Ubergang einer
konfigurativen Umkehr an der Methylgruppe bedarf. Aus dem Amino-
carbinol-Ather X I wird im weiteren Verlauf der Hydrierung die Methoxyl-

la) B. 70, 2455 (1937); desgl. in der Brucinreihe: H. Leuchs und H. G. Boit,
B. 73, 8S5 (1940).
u) H. Wieland und W. WeiBkopf, A.553, 1 (1943).

Annalen der Chemie. 561. Band 14
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Gruppe reduktiv eliminiert; sie findet sich als Methanol zu 85% d. Th.
(bezogen auf tertidres Material) in der Hydrierldsung.

H
1/\ N= g3 /> N-ct
. -ClI i S.CIL
L CIF/ |3 A j CIF
CiL | x carb
Vo _ ch2 xii /R X1

Der zu den stcreoisomeren Basen C:.1l:s 0s N2 (X11) fuhrende Reak-
tionsverlauf besitzt groBe Ahnlichkeit mit der oben skizzierten kata-
lytischen Hydrierung des Deséxyvomicins zu V. Durch Uberfilhrung
von XIl in V sollte diese formale Ubereinstimmung gesichert werden.
Mit Bromwasserstoffsaure gelang die Offnung des unteren Atherringes;
jedoch widerstand der entbromte Kérper X111 der katal. Hydrierungl5).
Fur die Lage der Doppelbindung in X111 beweisend ist die gelbe Farbe
des Kondensationsproduktes mit Bcnzaldehyd; die gesattigten Basen
mit gedffnetem Atherring geben farblose Benzalderivate, wie das Tetra-
hydrodesoxyvomicin sowie die Base C:2Hs0cO:N. (V) zeigen.

In allen bislang untersuchten Fallen nimmt der Emde-Abbau in der
Vomicinrcihe in Abhangigkeit vom Reduktionsmittel einen verschieden-
artigen Verlauf.

Die quartaren Salze des Desoxyvomieins

In der 23. Mitt.153) wurde ein Jodmethylat des farblosen Desoxy-
vomicins beschrieben, dessen Emde-Abbau mit Hatriimiamalgam eine
N-Dimethylbase C.sH3:0OsH. ergab9). Diese Base beansprucht Interesse
sowohlim Hinblick auf ihre Bildung — Verbrauch von 4 H-Atomen beim
Emde-Abbau — als auch wegen ihrer Eignung zur Eliminierung des basi-
schen Stickstoffs. Die Anlagerung von Methyljodid an Desoxyvomicin
ist praparativ sehr unbefriedigend und liefert selten mehr als 40 Proz.
des krist. quartaren Jodids. Die glatte und quantitative Addition von
Dimethylsulfat in siedender benzolischer Losung fihrt nun wider Er-
warten in eine isomere Reihe von Methyl-desoxyvomicinium-Salzen, wie
der Vergleich der Bromide, Jodide und Pikrate, vor allem aber der
hydrierende Abbau lehrt. Es ergab sich, daR sich die Anlagerung von
Dimethylsulfat ohne strukturelle Anderung der Molekel des farblosen

35) Selbst ein Pt-Kontakt, der das schwer hydrierbare Dihydrodesoxyvomicin in
analoger Reaktion in die Tetrahydro-Verbindung (R. Huisgen und H. Wieland,
A. 555, 10 [1943]) Uberfuhrte, vermochte XIII nicht zur Wasserstoffaufnahme zu
bewegen.

13) H. Wieland und 0. Schmauss, A.545, 72 (1940).
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Desoxyvomicinsl16) zu X1V vollzieht, wahrend die von Methyljodid von
einer Isomerisierung begleitet ist. Die Vertreter der ersten Salzreihe
sind stabil gegen saure Mittel, werden aber durch Erwdrmen mit einer
katalytischen Menge Jod im organischen Lésungsmittel - bei der direkten
Bildung des Jodmethylats aus den Komponenten im EinschlufRrohr ist
stets Jod vorhanden - in die isomere Salzreihe Ubergefihrt. Da eine
bloRe konfigurative Anderung von XIV dem verschiedenen Verhalten

10 CH3+ riT 0 CH? 1+ CH
1§ \V 3
J/\ \
c2h 5 cho
cl3 XIv XV XV a

der quartaren Salze gegenuber hydrierenden Agentien nicht Rechnung
tragt, kommt nur Doppelbindungsisomerie in Frage, zumal beide Salz-
reihen zwei Methylimid- und keine Methoxyl-Gruppc besitzen.

Der Emde-Abbau der priméaren Salzreihe (X1V) verrat die gleichen
charakteristischen Beziehungen von quartarem Stickstoff und Carbonyl-
.gruppe, wie sie im Vomiciniumsalz vorhanden sind. Beim Abbau der
quartaren Salze der isomeren Reihe vermist man diese Wechselwirkung
der beiden Gruppen véllig. Man kann darin ein gewichtiges Argument
fur'eine Lage der Doppelbindungen gemaR XV erblicken. Die 0,~stan-
dige Doppelbindung in XV macht den quartdren Stickstoff weiterhin
einem Emde-Abbau geneigt, verbietet aber aus sterischen Griinden
(Bredtsche Regel) eine Reaktionsweise nach der Ammonium-carbinol-
Struktur XV a. Der grofRe Ring in XV ist auch mit Doppelbindung am
Brickenkopf spannungsfrei; fur diese Gilltigkeitsgrenze der Bredtschen
Regel wurde kirzlich der experimentelle Nachweisl?) erbracht.

Aus dem tertidaren Anteil, der sieh neben dem isomeren quartaren
Jodid im Reaktionsprodukt von Desoxyvomicin und Methyljodid findet,
gelang die Isolierung des Neodesoxyvomicins in bescheidener Menge,
identisch mit der friher aus Vomicin mit Kaliumjodid und Phosphor-
saure erhaltenen Dcsoxy-Basel8). Der geringen Basizitat dieses dritten
Isomeren des Desoxyvomicins, das weder Methyljodid noch Dimethyl-
sulfa't zu addieren vermag und im Gegensatz zu den beiden anderen
Isomeren in n/10-Essigsaure unldslich ist, wird die Vinylamin-Grup-
pierung der Formel XV 1 am besten gerecht. Damit wiirde das Neodes-

10) -Die Lage der Doppelbindungen ist streng bewiesen. Siehe R. Huisgen und
Il. Wieland, A.555, 10 (1943).
17) V. Prelog, L.Ruzicka, P.Barmann und L.Frenkiel, Helv.81, 92
(1948).
1B) H. Wieland und M. Thiel, A.550, 287 (1942).
14*
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oxyvomicin, was seinerzeit bei der Namengebung keineswegs beab-
sichtigt war, in strukturelle Beziehung zu den Neo-Basen des Strychnins

j 0 CH3+ nj.T 0 cii3k
JAX Ja AK
IV iy
OsH's OF .
XVII cil, XVIii

und Brucins treten, in denen jungst Robinson19) und W oodwardZ20)
eine zum basischen Stickstoff «,/J-stdandige Doppelbindung nachweisen
konnten. Im Gegensatz zu der 4 Mol Wasserstoff beanspruchenden
katah Hydrierung des farblosen Desoxyvomicins bildet das Neo-lsomere
lediglich ein Dihydroderivatl8). Ob dabei die schwer hydrierbare Dop-
pelbindung des Lactamringes oder die Neo-Doppelbindung erhalten
bleibt, ist unsicher; auch die letztere fanden die englischen Autoren
reaktionstrage2l). Die fehlende Einbeziehung der Carbonylgruppe in den
ReduktionsprozeR stitzt'nicht nur die Formulierung des Neo-lIsomeren
gemal XV, sondern sichert auch den konstitutionellen Zusammenhang
des Ncodesoxyyomieins mit dem isomeren quartdaren Salz des Desoxy
vomicins, obw'ohl ein unmittelbarer Bew'eis nicht madglich ist2). Letz-
teres Salz wird im folgenden, ohne daR Formel XV widerlegt ware, als
Methyl-neodcsoxyvomicinium-Salz (XY Ilj weiter diskutiert.

Unter besonderen Bedingungen laRt sich auch das gelbe Desoxy
vomicin, das man bei der Reaktion von Vomicin mit Jodwasserstoff
zunachst erhdlt, zur Addition von Dimethylsulfat bewegen. Wie bei
den freien Basen, so ermdglicht auch in der Reihe der quartaren Salze
die milde Alkalivirkung den Ubergang des gelben in das farblose
Isomere; das quartdre Methylsalz des gelben Desoxyvomicins (XVI11)23)
gibt bei der Behandlung mit Natriumamalgam vorwiegend die Abbau-
produkte des farblosen Isomeren, dessen Salze (X1V) hinfort einfach
Metliyl-desoxyvomicininm-Salze genannt seien.

Uber die unsichere Existenz eines vierten Isomeren unter den quar-
tdren Salzen des Desoxyvomicins, das friher aus Methyl-vomieinium-

19) It. Robinson und Chakravarti, Nature 1(10, 18 (1947).

i0) It. B. Woodward und W. J. Brehm, Am. 70, 2107 (1948).

21) 0. Achmatovicz, G. R.Clemo, W.IIl. Perkin und R. Robinson, Soc.
1932, 767.

22) Die Bildung des Salzes XV I erfolgt nicht Gber die Neobase, die ihrAuftreten
einer Isomerisierung des farbt. Desoxyvomicins vor der Quartarsalz-Bildung verdankt

**) Bezuglich der Formel des gelben Isomeren vgl. eine demnéchst erscheinende
Abhandlung.
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bromicl mit Bromwasserstoffsaure und nachfolgender Entbromung er-
halten wurde21), vergl. den Versuchsteil.

Der Emde-Abbau des Methyl-desozyvomicinium-Salzes verlauft dem
Abbau des Methyl-vomiciniumsalzes anolog, bedingt durch die gleiche
Lage der aktivierenden Doppelbindung. Mit Xatriumamalgam wird in
»anomalem*“ Abbau eine dem Mcthylvomicin entsprechende Base
C:s Hag0: N, (X1X) mit Mcthoxyl- und Methylimid-Grtippe erhalten.

Die Einwirkung katalytisch erregten Wasserstoffs ist von einer quan-
titativen Emde-Spaltung begleitet. Unter Verbrauch von 4 Mol Wasser-
stoff entstehen die gleichen stcreoisomeren Basen C:: Hso 0. N: (V),
die von der Hydrierung des Desoxyvomicins her bekannt sind. Diese
bemerkenswerte Bildung des gleichen Hydrierungsproduktes aus Base
und quartarem Methylsalz findet in einer Wanderung der Methylgruppe
vom Stickstoff an den Sauerstoff mit nachfolgender, reduktiver Ent-
fernung der Methoxylgruppe ihre Erklarung; auch hieristin der Hydrier-
I6sung eine aquivalente Menge Methanol nachweisbar. Das Ergebnis
eines normalen Emde-Abbaus, eine N-Dimethylbase, ist im Gemisch der
Hydrierbasen nicht vorhanden.

Der Emdb-Abbau des Mcthyl-neodcsoxyvomicinium-Salzes

Wi e schon S. 198 erwahnt, werden bei der Natriumamalgam-Bchand-
lung des Neo-Salzcs (XVII), seinerzeit irrtimlich als Abkdémmling des
farblosen Desoxyvomicins aufgefalt, 2 Wasserstoffatome Uber den Be-
darf einer einfachen Ringdéffnung hinaus aufgenommen. Die Spaltung
eines Ringes ergibt sich aus dem Gehalt an zwei analytisch nachweis-
baren Methylimid-Gruppen in der schon beschriebenen tertidren Base
c2.,H300 3x /). Unter den flichtigen Spaltstiicken bei der Ozonisation
dieser Base lalRt sich Acetaldehyd fassen, was fir eine Verschiebung
der Doppelbindung im Zuge des Abbaus spricht. Die Base 1150 05 N:
verfigt Uber zwei intakte Doppelbindungen, wie die Uberfilhrung in
zwei isomere Tctrahyclroderivate bei der katalytischen Hydrierung lehrt.
Fir die erwahnte zusatzliche Wasserstoffaufnahme bei der Amalgam-
Behandlung kann daher nur die Carbonylgruppe verantwortlich sein,
womit sich Formel X X1 als befriedigender Strukturausdruck fir die

al, X Ay

24 1l. Wieland und E. G. Jennen, A.545, 99 (1940).
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Abbaubase ergibt. Die Darstellung einer krist. Diacctylvcrbindung mag
als Beweis fur die Reduktion des Carbonyls gelten25).

Eino Analogie fir die Enulc-Spaltung eines Salzes vom Yinyl-ammonium-Typ
bietet das Verhalten der Aniliniumsalze, bei denen die aktivierende Doppelbindung
in ein aromatisches System einbezogen ist; N-Trimcthyl-anilinium-Salze werden so-
wohl mit Natriumamalgam?20) als auch mit katalytisch erregtem Wasserstoff27) an der
Kern-Stickstoff-Bindung aufgcspaltcn.

Verwunderlich erscheint die glatte Reduktion der Carbonylgruppe
mit naszierendem Wasserstoff in Anbetracht der vélligen Resistenz
dieses Strukturelements im Vomicin und Desoxyvomiein. Die Auf-
hebung der Blockierung der Carbonyl-Reaktionen bringen wir in Zu-
sammenhang mit der freien Beweglichkeit der beim Emde-Abbau ent-
stehenden Dimethylamino-dthyl-Seitenkette. Mit dem Verlust der star-
ren Fixierung von Carbonylgruppe und Stickstoff in raumlicher Nach-
barschaft verringert sich die Beteiligung der Betainstruktur. die
die Maskierung der Carbonyl-Reaktionen verursacht.

In den Mutterlaugen der Base C2 Hso 0s N: findet sich eine isomere

Base von geringerem Drchwcrt; ihre Resistenz gegeniber katalytisch
erregtem Wasserstoff 1a3t ein konjugiertes System gemaR ‘N X® vermuten.

cll, — cIL, C HS.
i 0 X(0H?3),
L9 I( ) H OH
i\ CH JI\ N(CH3)2
J, J C
XX IV

Die katalytische Hydrierung des Neo-Salzes mit Platinoxyd in waR-
riger Losung ergibt fast quantitativ eine Base Cos Hs. 0s N2, in der
ebenfalls zwei N-Methylgruppen analytisch erfaBbar sind. Eine dem
Abbau mit Natriumamalgam gleichartige Ring6ffnung zu XX mit an-

20) Das Phcnol-hydroxyl tragt die zweite Acetylgruppe.
20) R. Wiillstatter und W. Khan, 11.37, 1859 (1904): P, Groenewood
R. Robinson, Soc. 1934, 1692.

27) H.Emde und H. Kuli, Arcli. Pharm. 274, 176 (1930).

und
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schlieBender Absattigung der Doppelbindungen sollte mit X XI1I eine
Base dieser Bruttoformel erreichen. Bei der anschlieRenden Behandlung
mit Natriumamalgam nimmt die Base C.s Hs: 0s N. zwei weitere Was-
serstoffatome auf, die nur der Reduktion der Carbonylgruppe zum Car-
binol dienen kénnen. Uberraschenderweise ist das Reduktionsprodukt
C:s Hs: 0s N. mit keiner der beiden stereoisomeren Basen gleicher
Bruttoformel identisch, die bei der katalytischen Hydrierung der Base
Cos Hso 0: N: (XXI) entstehen.

Fur eine nene Raumisomerie kdme wohl nur eine Epilllerle an den beiden mit *
bezeichnet.cn C-Atoinen des gemeinsamen Zwischenproduktes XX in Frage. Die Be-
schreitung konfigurativ verschiedener Wege bei der abwechselnden Reihenfolge der
Reduktionsmittel — einmal zuerst naszierender, dann katal. erregter Wasserstoff,
beim zweiten Mal die umgekehrte Folge — erscheint so wenig einleuchtend, daf man
auch eine Strukturisomeric der Basen C23H3103N2 diskutieren mufR}, was allerdings
Verzicht auf das gemeinsame Zwischenprodukt X X der beiden Abbaureihen bedeutet.
Formel XXV gibt eine zweite Mdglichkeit der hydrierenden Ringdffnung des Neo-
salzes wieder, die nach Einwirkung beider Reduktionsmittel zu einer Alkoholbase
der Formel XXV fihren sollte. Die prinzipielle Méglichkeit einer verschiedenartigen
Ringdéffnung beim Emde-Abbau ist durch Modellversuche gesichert, wie etwa der
Verlauf der Reduktion von N-Dimcthyl-dihydro-indolinium-Salz28) zeigt:

-CIL M CIL §ij1 Cll.

DaR der Abbau des Neo-Salzes mit Natriumamalgam Uber XX und nicht Gber XX1V
verlauft, ergibt sich aus der katalytischen Hydrierung des Jodmethylats von XXI.
die-kein tertidres Material liefert, sich also ohne Emde-Spaltung vollzieht.

Eliminierung des basischen Stickstoffs. Desaza-dcsoxy-
vomicin
Fruhere Versuche, das Dimethylvomicin, die zweite Stufe des Emde-
Abbaus von Vomicin, dem Hofmannsclien Abbau zu unterwerfen, hatten
zur Abspaltung von Trimethylamin gefihrt, ohne daR die Isolierung des
nicht mehr basischen Spaltstiicks gelungen ware9)l4).

Bei den quartdren Salzen dfer Base C.s Hso 0: N. (XX1), dem
schmelzenden Abbauprodukt des Neodesoxyvomicins, ist die Tendenz
zur Trimethylamin-Abspaltung wesentlich ausgepragter als in der Reihe
des Dimethylvomicins. Die mit Natronlauge versetzte waRrige Ldsung
des Jodmethylats von X X | zeigt schon bei Raumtemperatur den charak-
teristischen Geruch der fluchtigen Base, Ror nichtbasische Molekilrest
konnte erst gefaBt werden, als wir uns einer anderen Methode, des ther-
mischen Abbaus des Jodmethylats bedienten. Gegen 270° geht imHoch-

29 J.v.Braun und L. Neumann, B. 49, 1283 (1916).
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vakuum neben Trimethylamin-Jodhydrat der Desazakdrper Uber, der
aus Alkohol kristallisiert und der erwarteten Formel C2i Ha 0s N ent-

spricht.

Noch glatter vollzieht sich die thermische Amin-Abspaltung bei den
Jodmethylaten der beiden stereoisomeren Tctrahydro-derivatc der
genannten Base C/~AHso 0: N2; die Ausbeuten an kristallisiertem Tetra-
hydro-desaza-desoxy-vomicin tberschreiten in beiden Fallen 40 Proz. d. Th.

Die Konstitution der selbst in konz. Salzsdure nicht mehr I8slichen
Tetrahydro-desaza-Kérper ergibt sich aus drei negativen Versuchen,
die jeweils das Material unverandert Zurickgaben: Dem Versuch der
Acctylierung mit Acetanhydrid bei ,100°, der Hydrazonbildung mit
2,4-Dinitro-phenylhydrazin und der katalytischen Hydrierung mit Pt0.
in Alkohol. Das gleichzeitige Verschwinden der zu erwartenden Vinyl-

HX — CH,
1ol |+ I o

XXV

Seitenkette und der alkoholischen Hydroxylgruppe spricht fir Formel
XXVI1. Die SchlieBung des Tetrahydrofuranringes entspricht vollig
dem ,,Thebcnol“-RingschluR in der Thebainreihe, bekannt durch die-
Arb.eiten von Freund?29), Wieland3) und Schopf3l). Die vinylierte
Alkoholbasc ist nicht hypothetisches Zwischenprodukt. SchlieBung des
mAtherringes und AbstoBung des Trimethylamins dirften sich als bi-
molekulare Substitution an dem den quartaren Stickstoff tragenden
Kohlenstoffatom vollziehen, ein Mechanismus, der fur die anomale
Leichtigkeit3®) des Hofmann-Abbaus in diesen Féallen verantwortlich ist.
In der Konstitution dieser Desazakdrper sehen wir einen eindrucks-
vollen Beweis fir die Richtigkeit der Deutung des recht komplizierten
Abbauweges.

. 29 M. Freund, B. 38, 3234 (1905); M. Freund und E. Sporer, B. 49, 1287
(1910).

a) Il. Wieland und M. Kotahe, A. 444, 75 (1925).

3l) G. Schoépf und F. Borkow'sky, A.452, 249 (1927).

32) M. Freund (B. 38, 3234) erwahnt die besondere Leichtigkeit, mit der cyc-
lische Ather unter Amin-Abspaltung gebildet werden; Methoxylgruppen stoRBen ihr
Methyl ab. um den Ringschjnf zu ermdglichen.
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Versuchsteil

Versuch zur Meerwein-Ponndorf-Reduktion von Vomicin

1g Aluminiumgrief wird in 35 ccm siedendem Isopropylalkohol geldst-. Nach
Zugabe von 0,5 g Vomicin wird unter WasscrabschluB 10 Stunden zum Sieden er-
hitzt. RiickfiuBkochen und anschlieBendes Abkuhlen unter Stickstoff. Nacli Klarung
durch Filtrieren wird i. V. eingeengt, der Rickstand mit verd. Salzsdure ausgezogen
und mit Ammoniak-Chloroform aufgearbeitet. Nach dem Abdampfen des Chloro-
forms aus Methanol 70% des eingesetzten Vonneins zuriick. Da der Nachweis kleiner
Mengen des erwarteten Reduktionsproduktes, des entmethylierten Mcthylvomicins
neben Vomicin sehr schwierig ist, wurde das zurtickgewonnene Material mit Methyl-
jodid im Rohr erhitzt; nach der Aufarbeitung fand sich kein Quartérsalz-Anteil.

Ebenso erfolglos war ein Versuch der Reduktion mit Na-isopropylat in siedendem
Xylol3).

Versuche zur Oppcnauer-Oxydation des entmethylierten Mothyl-
vomicins (IX)

Reihenversuche mit Aluminium-phenolat oder Kalium-tcrt.-butylat als Kataly-
sator, Aceton, Cyclohexanon oder Benzophenon als Oxydationsmittel, Xylol oder tert.
Butanol als Lésungsmittel gaben lediglich unverédndertes Ausgangsmaterial zurick.
Nach Baker und Adkins34) kommt dem Fluorenon als Oxydans eine gewisse Uber-
legenheit zu. Das Kochen von Base IX mit Ivalium-t-butylat und Fluorenon in tert.
Butylalkohol war jedoch mit totaler Verschmierung verbunden; das Reaktions-
produkt enthielt keine in verd. Saure l6sliche Substanz mehr.

Emde-Abbau von Mothyl-vomiciniumsalz durch katalytische
Hydrierung

Methyl-vomicinium-chlorid nimmt bei der katalytischen Hydrierung in waRriger
Losung etwa 1,3 Mol Wasserstoff auf. Die Hydrierlésung wird leicht ammoniakalisch
gemacht, mit Chloroform die flockige Fallung ausgezogen. Beim Abdampfen des
Chloroforms hinterbleibt ein mit Kristallen durchsetztes Ol, dessen Menge einem
8—IOproz. Emde-Abbau entspricht. Die waBrige Mutterlauge wurde mit Essigsdure
ungesauert, i.V. eingeengt bis zur Kristallisation des hydrierten quartaren Salzes.
Der Vergleich dieses quartdren Methylsulfats wie auch des daraus bereiteten Per-
chlorats mit den aus Dihydrovomicin hergestellten quartidren Salzen ergab Uberein-
stimmung in Schmp. (Zers.), Mischschmp. und Léslichkeit.

Durch systematische Anderung der Hydrierbedingungen gelang es, das Verfahren
bezuiglich des Tertidranteils zu verbessern,, Methanol als Ldsungsmittel lieferte 20%
d. Th. Ein Zusatz von Ammoniak verminderte stark die Hydriergeschwindigkeit,
erh6hte aber die Gesamt-Wasserstoffaufnahme und die Ausbeute an Emde-Abbau-
produkt. Ig Vomicin-ehlormethylat in 25 ccm Methanol liefern auf Zusatz von
0,04 ccm konz. walRrigem Ammoniak mit Pt aus PtO» als Katalysator 0,385 g tertidre
laase = 45% d. Th. VergroRerung' des Ammoniakzusatzes auf 0,15 ccm bzw. 0,5 ccm
steigerte die. Ausbeute an Abbaubase auf 61 bzw. 72% d. Th.

70 mg Pt0. werden in 240 ccm Methanol vorreduziert; alsdann
werden 10 g Metliyl-vomieinium-methylsulfat geldést und nach Zusatz
von 5ccm konz. waBrigem’” Ammoniak unter Wasserstoff geschittelt.
Nach s Stunden ist die Wasserstoffaufnahme mit 1100 ccm beendet

D) R, B. Woodward, N.L.Wendler und F..J.Brutschy, Am. 67, 1425
(1946).

«) Am. 62, 3305 (1940); vgl. W. E. Docring, G. Cortes und L. Il. Knox,
Am. 6», 1700 (1947).
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(=2,4 Mol). Nach Entfernung des Platins wird die Methanollésung nach
Zusatz von 2 ccm Eisessig auf dem Wasserbad vom Lsm. befreit, der
Rickstand mit Ammoniak-Chloroform aufgearbeitet. Die getrocknete
Chloroformlésung-wird an ALOs entfarbt und hinterlaBt bcimEindampfen
5,2 g eines nahezu farblosen Lacks, einem Emde-Abbau von 76 Proz.
d. Th. entsprechend. Nach Ldésen in 10 ccm Chloroform scheiden sich
auf Alkoholzusatz 2,98 g Kristalle vom Schmp. 187—194° aus. Aus den
Mutterlaugen- weitere 1,09 g Kristallisat vom Schmp. 122—140° und
noch 0,61 g vom Schmp. 110— 115°.

Nach sechsmaligem Umlésen abwechselnd aus Alkohol und Aceton
erhalt man eine scharf bei 204° schmelzende, in farblosen Nadeln Kkri-
stallisierende Spitzenfraktion, deren Ld&slichkeit 12,5 mg pro ccm Me-
thanol bei 25° betragt.

Zur Analyse gelangen aus Alkohol umkristallisierte, bei 100° i. Y. getrocknete
Préparate:

C,2H280 3R,, (36S.24) Per. C 71,70 Il 7,66 N 7,61 NCII, 7,88
Gef. 72,37 71,74 ,, 759 794 , 7,72 7,62- ,, 7,55

Optische Drehung: [a]*5m=-f 89° (Chloroform).

Die Fraktionierung der leichter loslichen, in der Mutterlauge verbliebenen An-
teile ist auBerordentlich mihsam. In bescheidener Menge konnte eine Fraktion vom
scharfen Schmp. 131° gefat werden, die nach Trocknen bei 80° i. V. folgende Ana-
lysenresultate zeigte:

Gef. C 72,20 11 7,38 N 7,56.

Es dirfte sich somit um eine isomere Buse C2H2803N2 handeln.

Fir die Einheitlichkeit eines dritten Praparats vom Schmp. 180—i81°, das eben-
falls auf die gleiche Bruttoformel stimmt, kdnnen wir nicht einstehen.

Mit geringerer Muhe laRt sich ein Praparat der das Hauptprodukt darstellenden
Imchschmeizenden Base erhalten, wenn man das quartdre Salz in walriger Ldsung
ohne Zusatz hydriert und den erhaltenen tertidaren Anteil einmal umkristallisiert;
man muB allerdings die sehr geringe Ausbeute in Kauf nehmen.

Quantitative Bestimmung des bei der Hydrierung in Freiheit gesetzten Methanols:
I g reines Chlormethylat wird in 25 ccm Wasser gelést und mit Pt02 hydriert. Von
der Hydrierldsung werden zwei Drittel abdestilliert. Die Deniges-Probe gestattet
einen leichten Nachweis des Methylalkohols im Destillat. Die v. Fellenbergsclie
Methode36) gestattet die quant. eolorimetrisclic Bestimmung auf der Grundlage der
Deniges-Reaktion. Mit dem Filter S57 des Zeil3-Pulfrich-Photomcters wird die Eich-
kurve aufgenommen. Mehrere Proben ergaben 78—90% der aus der Lackausbeute
an tertidrem Material zu erwartenden Methanolmehgo.

Reaktion mit Bromwassersloffsiiure: 600 mg der Base G2H2803N2 vom Sclimp.
204° werden in 3,6 ccm Eisessig und 1,2 ccm rauchender Bromwasserstoffsaure
(d 1,78) in Anwesenheit von 0,3 g rotem Phosphor funf Stunden unter Ruckflul
gekocht. Aufarbeitung mit Ammoniak-Chloroform liefert den Brom-dihydrodesoxy-
Kérper als in Alkohol schwer l6sliches Kristallisat vom Schmp. 154—156°. Ausbeute
60% d. Th.

C,2H2700N2Br (431.15) Ber. C 61.25 11 0,31 N 6,49
Gef. ,, 61,85 .. 594 ., 6,53.

36) Bioch. Ztschr. 83, 45 (1918).
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Base G2I12B.,N2 (X111)

Die Entbromung wird unmittelbar mit. dem Rohprodukt des Bromkorpers vor-
genommen. Dazu wird die heiBe Bromwasserstoff-Losung vom Phosphor ahfiltriert,
das Filtrat i. V. eingedampft,, der zuriickhloibendo Lack in Methanol in Gegenwart
einiger Tropfen Eisessig mit Zinkstaub entbromt. Nach drei- bis vierstuindigem Kochen
wird vom Zinkstauh abgesaugt, mit waBrigem Ammoniak und Chloroform aufgear-
beitet. Nach mehrfachem Umkristallisieren aus Methanol erhilt man aus GXOmg
204°-Basc 140 mg eines bei 153° schmelzenden, einheitlichen Kristallisats. Zur Analyse
wird hei 100°-i. V. getrocknet:

C2J-1,80,N,, (352,20) Ber. C 7490 11 800 N 7,95
Gef. ,, 75,14 ,, 7,80 , 7,72

Das in Wasser.schwer ldsliche Chlorhydrat ist auch zur Reinigung der Base geeignet.
Wichtig ist die Verwendung reinen Ausgangsmaterials.

Versuchen zur katalytischen Hydrierung der Base, auch mit sehr aktiven Kon-
takten, war kein Erfolg heschieden.

Benzalverbindung. 100 mg Base C2211280 2N2 werden in 3 ccm. abs. Alkohol ge-
16st, mit 0,1ccmfrisch dest. Benzaldehyd und 2 Tropfen 20proz. alkoholischer Kali-
laugeversetzt und 15 Stunden gekocht. Beim Abkihlen kristallisieren 00 mg gelbe
Nadeln, die nach Umlésen aus Chloroform-Methanol bei 185° schmelzen.

O~HACLN, (440,28) Ber.C 79,00 11 7,32
Gef. ,, 79,02 ,, 7,03.

Methyl-desoxyvomicinium-methylsuljal

20 g farbloses Dcsoxyvoinicin, aus Benzol-Methanol umkristallisiert, bei 130° im
Hochvakuum getrocknet, werden in 100 ccm abs. Benzol gelést und mit 15 ccm frisch
destilliertem DImethylsulfat (eine Probe darf beim Schiitteln mit Wasser keine saure
Reaktion geben) auf dem Wasserbad unter peinlichem FeuchtigkeitsabscliluR am
RickfluBkihlcr gekocht. Nach 20 Min. beginnen sich aus der klaren Lésung Kristall-
krusten abzuscheiden; nach einer Stunde ist der Kolbeninhalt zum Krlstailhrei er-
starrt. Nach weiteren drei Stunden Erwarmen laBt man erkalten, saugt ab, verreibt
die Krusten in der Rcibschale mit Benzol, saugt ab, 148t trocknen. Ausbeute an fast
farblosem Material quantitativ. Belm Versetzen der walirigen Losung mit Alkali darf
keine Trubung auftreten, wenn die Rcagentien véllig wasserfrei waren.

Das Methyl-desoxyvomicinium-methylsulfat ist sehr leicht l6slich in Wasser;
aus kleinem Volumen Alkohol kristallisiert es in farblosen Stabchen, die gegen 230°
sintern und sich gegen 240° unter Aufschdumen zersetzen.

Beim Vergleich mit den'quartaren Salzen der Neodesoxyvomicinium-Reihe
stellte sich heraus, dalR die Zersetzungspunkte kein geeignetes Reinheitskriterium
darstellen, in der Mischung keine Depression zeigen. Umkristallisieren der Salze bis
zur Konstanz der Ldslichkeit erwies sich als viel sicherer Hinweis auf Reinheit und
Einheitlichkeit.

Das rohe Methyl-despxyvomicinmm-mothylsulfat enth&lt schwankende Mengen
des Salzes der Neoreihe, meist zwischen 10 und 20 % beigemischt, wie die ersten
orientierenden Versuche zum Emde-Abbau ergaben. Fraktionierte Kristallisation
des aus dem Mcthylsulfat mit Kaliumjodid in waBriger Losung bereiteten quartéaren

Jodids aus Methanol gestattet die Trennung; das Neosalz ist der am schwersten 16s-
liche Anteil.

Methyl-desoxyvomicinium-Salze

Pikrat. Leicht lgslich in Aceton, schwer in Methanol. Gegen 85° beginnende
Rotfarbung, langsames Erweichen bis zum bei 170° liegenden Schmp.
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Jodid. Aus Methanol in Prismen, die.sich an der Luft oberflachlich griin farben.
Boi 215—220° beginnende Verfarbung, gegen 260° Schmp. (Zers.). Loslichkeit bei
19°: 30,& mg pro ccm Methanol. Analysiert wird ein bei 100° i.V. getrocknetes
Préparat.

C»3H ,-03N,,J (500,16) Ber. C54,53 Il1 5,38 N 5,53
Gef. ,, 54,92 ,, 5,00 ,, 5,38.

Methylimidbestimmung: 4,510 mg quart. Jodid, 3,875 mg AgJ.
Ber. fur 2 (N)CII, 5,9 Gef. (N)CH3 5,5.
Methoxylbestimmung ergab Nullwert.

Bromid. Scheidet sich aus der waBrigen Ldsung des Mcthylsulfats auf Zusatz
von Natriumbromid in speckig glanzenden Blattchen aus, die aus sehr wenig Wasser
umgeldst werden. Verfarbung beginnt bei 207°, bei 300° ist Subst." schwarz ohne
Schmelzerscheinung. Loslichkeit bei 20° in Wasser: 124 mg pro ccm.

Uberfithrung in Neodcsoxyvomieinium-Salz

1 g reines Metliyl-desoxyvoniicinium-jodid (aus Mcthylsulfat,) werden
in 30 ccm Methanol unter Zusatz eines kleinen Jodkristalls 2 Tage
riickflieBend gekocht. Einengen und fraktionierte Kristallisation liefern
insgesamt 640 mg reines Ausgangsmaterial zuriick; als am schwersten
loslicher Anteil werden 215 mg eines quartaren Jodids erhalten, dessen
Loslichkeit in Methanol bei 20° zu .. mg pro ccm gefunden wird.
Auch die erst oberhalb 240° beginnende Verfarbung entspricht den Daten
des Nco-jodids.

Um die Bedingungen der Darstellung des Neo-jodids aus Desoxyvomicin und
Methyljodid im EinschlufRrohr nachzuahmen, wurde folgender Versuch durchgefihrt:
0,3 g Mcthyl-dcsoxyvomicinium-jodid werden mit 1 ccm Methyljodid im Rohr 3 Stun-
den auf 100° erhitzt. Der mit Schmieren durchsetzte hellbraune Kristallbrei wird
mit warmem Methanol digeriert. 200 mg bieiben ungeldst zuriick und erweisen sich
nach Umkristallisieren als reines Neodcsoxyvomicin-jodmethylat. Chloroform ist
ungeeignet als Lésungsmittel fir die Umlagerung: es findet vollige Verschmierung
statt.

Methyl-neodesoxyvomiciniutn-Salzc

s Die Darstellung des Jodids aus farbl. Desoxyvomijcin und Mcthyljodid15a) ist
préparativ sehr wenig befriedigend; die Auffindung einer brauchbaren Ersatzreaktion
ist nicht gelungen. Sowohl Desoxyvomicin als auch das Methyl-nco-jodid sind prak-
tisch unldslich in Methyljodid. Der Versuch, durch Methanol als Lésungsmittel den
ProzeR rationeller zu gestalten, fuhrte in einer modifizierten Williamson-Synthese zu
Dcsoxyvomicin-jodhydrat und Dimethylather, der Uber die Schwefelsdureverbindung
nachgewiesen wurde.

Wegen des heterogenen Reaktionsvcrlaufs wurden jeweils nur 1—2 g Desoxy-
vomicin in einem Rd&hrchen umgesetzt; die Base war feinst gepulvert und bei 120°
im Hochvakuum getrocknet. Nach Gstiindigem Erhitzen mit 3—4 ccm Methyljodid
auf 100° wird abgedampft, nach Digerieren mit Methanol —mmehrere Stunden stehen
lassen — abgesaugt, mitMethanol-Chloroforml: 1 ausgewaschen. Das in 30—50proz.
Ausb. erhaltene Jodmethylat ist fur die Abbaureaktionen geniigend rein.

Aufarbeitung der Mutterlaugen: Nach Abdampfen des~Ls.ni.i. V. wird
mit Ammoniak-Chloroform aufgearbeitet, die getrocknete Chloroformlésung an Alu-
miniumoxyd entfarbt, eingeengt, mit Alkohol versetzt. Fraktionieren des Kristal-
lisats aus Alkohol liefert neben farblosem Desoxyvomicin (Schmp. 206°) zu 2,5% des
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Einsatzes feine farblose Nadeln, die gegen 310° unter Zers, schmelzen und mit Neo-
desoxyvomicin im Schmp. keine Depression geben. Das bei 100° i. V. getrocknete
Praparat gelangt zur Analyse.

C,,112403N2 (364,21) Der. C72,49 H 6,64
Gef. ,, 72,65 H 6,50.

Melhyl-neodesoxyvomicinium-jodid. Mehrfach aus viel Methanolumkristallisiert
farblos, gegen 246° beginnende R&tung, oberhalb 270° Zers,unter Schwérzung.
Loslichkeit in Methanol bei 19°: 6,4 mg pro ccm.

Metliylimid-Bestimmung des Methyl-neodesoxyvomicinium-jodids:
5,341 mg Subst., 3,570 mg AgJ ,

C»Hi70 9N ,J (506,16) Ber. fir 2 (N)CH3 5,9
Gef. 4,3
Kein Mothoxylgehalt.

Bromid. In derben Kristallen aus Wasser. Oberhalb 240° Verfarbung und Zers,
ohne Sinter- und Schmp. Lé&slichkeit in Wasser bei 20° : 22 mg pro ccm. Die Ldslich-
keiten der Brom- und Jodmcthylate von Desoxyvomicin und der Neobase verhalten
sich also 'wie 5: 1.

Pikral. Aus Methanol in gelben Nadeln. Rotung beginnt bei 110°; langsames
Erweichen bis zum Zers.-Punkt bei 190°.

Neodesoxyvomicin

Die katalytische Hydrierung wird wiederholt, da das Ergebnis der fri-
heren Analyseld nicht eindeutig ist. Der schwer Idsliche Anteil des Hydricrungs-
produktes stellt die Dihydroverbindung dar, die nach mehrfachem Umkristallisieren
aus Alkohol bei 327° (Block) schmilzt.

C,JLcO3N,, (366,23) Ber. C 72.10 11 7,15
Gef. i, 72,15 ,. 6,87

Acctylicrung: Der negative Erfolg des fritheren Versuches bei 100° hat seine
Ursache in der auBerordentlich geringen Ldslichkeit der Neobase. 250 mg Neobase
werden mit 5 ccm Acetanhydrid und etwas Natriumacetat gekocht, wobei die Base,
im Laufe von funf Stunden in Lo6sung geht. Nach weiteren drei Stunden Kochen
wird der Anhydriduberschul i. V. abdestilliert, der Rickstand mit Ammoniak-
Chloroform digeriert. Nach Reinigung an A1203 wird eingedampft. Aus Methanol
180 mg farblose Nii/lelchcn, die aus Essigester, dann aus Methanol umkristallisiert
werden und bei 233—234° schmelzen.

CMH .,d,N 4 (406,23) Ber. C 7091 H 6,59 Acetyl 10,58
Gef. ,, 71,00 , 6,26 11,16
11,52

Gelbes Desoxyvomicin und Dimethylsulfat

Mit 80 ccm abs. Benzol und 5 ccm trockenem Dimethylsulfat, die auf dem Wasser-
bad zum Sieden erhitzt werden, extrahiert man 5g gelbes Desoxyvomicin unter
strengstem Wasserabschlu? aus der Hilse. Da die Bildung des quartaren Salzes sehr
langsam erfolgt, soll die Extraktion der Base etwa 2 Tage in Anspruch nehmen, um
eine Abscheidung der gelben Base aus der benzolischen Lésung zu verhindern. Das
quartare Methylsulfat setzt sich in schwach gefarbten mikrokrist. Krusten ab, die
abgesaugt und mit Benzol ausgewaschen werden. Das quartare Salz ist sehr leicht
l6slich in Wasser und den Alkoholen. Umkristallisiert wird durch Lo6sen in wenig
warmem Athanol, tropfenweisem Zusatz von Aceton bis zur Tribung und Animpfen.
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Zu Bischeln vereinigte Nadeln, die auch nach haufigem Umlésen noch blaBgelb sind
und gegen 249° (Zers.) schmelzen.

CRH240 3N2.(C113),50.1(490,32) Bor. 0 58,74 H 6,17
Gef. ,, 68,92 ,, 6,32.

Der Emde-Abbau mit Natriumamalgam liefert in 20-proz. Ausbeute die Base C231128
03N2 vom Schmp. 178°, die das Abbauprodukt der quartdren Salze des farblosen
Dcsoxyvomicins darstellt.

C23H280 3N,, (380,24) Ber. 0 72,59 117,42
Gef. ,, 72,73 ,, 7,53

M otliyl-vomicinium-bromid und Bromwasserstoff

1. Wieland und 0. Miiller3) 6ffnen den Atherring des quartiaren Salzes durch
Kochen mit Bromwusscrstoff-Eiscssig, entbromen das isolierte Brom-desoxy-vomicin-
brommethvlat mit Zinkstaub in Methanol-Eisessig. Da das erhaltene Desoxyvomicin-
brommethylat seiner Beschreibung nach mit keiner der drei oben angegebenen quar-
téaren Salzreihen des Desoxyvomicins tbereinstimmt., wiederholten wir die Darstellung.

Die Aufarbeitung des bromierten Zwischenprodukts wurde etwas variiert. Ohne
Verdinnen wurde vom Phosphor abfiltriert, das Filtrat i. V. bis. zur Halfte eingeengt.
Beim Abkuhlen reichliche Kristallabscheidung; nach Trocknen tiber KOII 6 g aus 20 g
Vomicin-brommethylat. Mehrfaches Umkristallisieren aus viel Methanol liefert 4 g
eines einheitlichen Materials von der konstanten Loslichkeit von 7,6 mg pro ccm
Methanol bei 12°. Aus den Mutterlaugen-Kristallisaten von wesentlich hoéherer
Loslichkeit konnte kein definierter Kdrper erhalten werden.

Das schwer I6sliche quartére Salz wird zurAnalysebei 100°i. V. getrocknet:
C23H260 3N2Br» (538,1) Ber.C 51,29 114,87 Br29,70
GjjltorM .Br, (619,0) Ber.,, 44,60 . 4,40 . 38,73

Gef. C 45,4345,50 ., 4,674,60 , 3847.

Insbesondere-der Broimvert laRt keinen Zweifel daran, daB nicht das Brom-
desoxy-vomicin-brommethylat vorliegt, sondern dessen Ilydrobromid. Zur Auf-
nahme der zusatzlichen Molekel 11Br kommen zwei Doppelbindungen in Frage. Das
farblose Dcsoxyvomicin addiert Bromwasserstoff an der semicyclischen Doppel-
bindungl6). Dennoch moéchten wir annehmen, daB der vorliegende Tribromkdrper
den Bromwasserstoff im Lactamring aufgenommen hat. Der hydrierende Abbau
zeigt namlich, daB die zum basischen Stickstoff allylstandige Doppelbindung vor-
handen ist. 600 mg quartarer Tribromkdrper liefern bei der Reduktion in Essigsaure
mit Natriumamalgam 103 mg tertidres Material (Rohausbeute). Beim Anreiben mit
Methanol Kristalle, die auch nach haufigem Umkristallisieren keinen scharfen Schmp.
besitzen und sich in ihrem Analysenergebnis keiner Formel fugen. Die katalytische
Hydrierung des quartaren Tribromkdrpers in Wasser gibt bescheidene Mengen an
tertidrem Material. Arbeiten in Methanol mit Ammoniakzusatz erhoht wie beim
Vomiciniuinsalz die Chance des Emde-Abbaus; aus 400 mg Salz werden 230 mg
nicht krist. tertidrer Basen erhalten.

So wenig wie der hydrierende Abbau verlief auch der Versuch der Entbromung
‘des quartaren Tribromkorpers zufriedenstellend. Sow'ohl unter milden wie unter
scharfen Bedingungen der Zinkstaubenthalogcnicrung wird eine Substanz erhalten,
deren Ldslichkeit 8,5 mg pro ccm Methanol betragt. Zers, gegen 202°. Die Analysen
stimmen auf keine Formel (0 54,40 und 54,96, H 5,78 und 5,78). Desoxyvomicin-
brommethylat wiirde C60,13, H 5,88 erfordern. Auch die frither fir das Entbromungs-
produkt gegebene Analyse weicht um 5% im Kohlenstoffgehalt, allerdings nach
oben, ab.

3O A. 545, 108 (1940).
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Emde-Abbau von Methyl-desoxyvomicinium-Salz
M it Natriumamalgam. Base CM"H203N2 (X X1)

5 g reines quartares Jodid (frei von Neo-Salz) werden in siedendem
Wasser mit Silbcrchlorid digeriert. Das 80 ccm betragende Filtrat incl.
Waschwasser wird mit 10 ccm Eisessig und 15 ccm 40-proz. Natrium-
acetatlosung versetzt und auf siedendem Wasserbad im CO02-Strom
erwarmt. In kleinen Anteilen wurden insgesamt 120 g 5-proz. Natrium-
amalgam unter energischem Schitteln eingetragen. So oft eine Tribung
die Annaherung an den Neutralpunkt anzeigt, wird 1 ccm Eisessig zu-
gegeben. Zum Schlufl wird mit Salzsaure kongosauer gemacht und noch
eine Stunde auf dem Wasserbad erwarmt. Nach EingieBen in Ammo-
niak wird in Chloroform aufgenommen, der gewaschene und getrock-
nete Auszug an Al.0s entfarbt und auf dem Wasserbad eingedampft.
Beim Anreiben des Rickstandes mit kaltem Methanol 0,9 g Kristalle.
Nach mehrfachem Umlésen aus Methanol erhdlt man 650 mg farblose
Tafeln vom konstanten Schmp. 177—178°.

Analysiert wird das bei 100° i.V. getrocknete Préaparat.

C23H280 3N 2 (380,24) Ber. C 72,69 11 7,42 N7,3700113 8,15 NC1I3 7,64
Gef. ,, 72,84 ,, 737 , 714 " 8,57, 9,87

Loslichkeit in Methanol bei 17°: 6,2 mg pro ccm.
a”0= 4-4,54 Mj*“ = +190° (Chloroform)

M it katalytisch erregtem Wasserstoff. Basen Ce.H:{D:N:

Das verwendete Methyl-desoxyvomicinium-methylsulfat war das aus den Kom-
ponenten erhaltene Rohmaterial, das, wie sich spater herausstellte, 15—18% des
Salzes der Neo-Reihc enthielt.

5 g quartares Salz werden in 40 ccm Wasser geldést und mit 0,1 g
Platinoxyd unter  Wasserstoff geschiittelt. Nach 4 Stundenist mit
895 ccm (3,5 Mol) die Wasserstoffaufnahme beendet. Der mit Ammo-
niak gefallte volumindse Niederschlag wird abgesaugt, gut mit Wasser
gevraschen und scharf getrocknet: 3,53 g. Diese nahezu der Theorie
entsprechende Ausbeute an tertiarer Base sowie die Tatsache, daR im
walrigen Filtrat keinerlei quartares Material nachweisbar ist, deuten
auf einen quantitativen Emde-Abbau.

Das tertidare Material wird in 80 ccm heifem Methanol geldst, nach
Aufkochen mit Tierkohle auf 20 ccm eingeengt. Die schon in der Hitze
beginnende Kristallausscheidung ist nach 4-stiindigem Stehen bei Raum-
temp. beendet: 1,59 g vom Schmp-160—200°. Fraktionierte Kristalli-
sation aus Chloroform-Methanol ergibt, dal es sich um ein Gemisch
gleicher Teile der isomeren Hydrierbasen des Desoxyvomicins handelt.

Der schwerer lésliche Anteil, von dem etwa 0,45 g in reinem Zustand
erhalten werden kdénnen, ist die Base vom Schmp. 210—212°, identisch
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in Schmp., Misch-Schmp., Drehwert, Kristallform und Lo&slichkeit.
In farblosen Prismen aus Alkohol.

C2H300N,: (354,26) Ber. N7,91 1 NGH3 8,19
Gef. ,, 8,37 " 8,73 0C1I3 null

[a]“P= + 7 4 o (Chloroform); frihere Angabe4) 15%): +73°

Aus dem leichter I6slichen Kristallisat werden 380 mg der isomeren
Base in reinstem Zustand erhalten. Aus Alkohol farblose, glasklare
Polyeder vom Schmp. 179—180°. Keine Depression mit einem Préaparat
aus Desoxyvomicin.

C2113002N2  (354,26) Ber. C 74,52 H 8,631 NCII3 8,19
Gef.,, 74,79 ,, 8,35 . 9,84

Drehwert in Chloroform: [a]™° = — 101°.

Die methanolischp Mutterlauge des MischkristaUisats hinterlaBt beim Ein-
dampfen einen Lack, der in Chloroform aufgenommen, an Aluminiumoxyd gereinigt
wird. Der Eindampfriickstaml| kristallisiert nach langerem Stehen aus Aceton. Nach
mehrfachem Umldsen erhalt man 135 mg verfilzte, seidige Nadeln vom Schmp. 177°.
Es handelt sich um das Emde-Abbauprodukt des als Verunreinigung dem Ausgangs-
material beigemengteri Neo-Salzes.

Bestimmung des Methanols in der Hydrierlésung. Das mehrfach um-
kristallisierte quartare Jodid wird mit Silberbromid in das Brommethylat Uber-
gefuhrt. 1 g quartares Bromid wird in 35 ccm Wasser gelést und mit Platin hydriert.
Unbeschadet des gegen Ende dor Wasserstoffabsorption sich ausscheidenden Brom-
hydrats wird in Destillationsapparatur Gbergefihrt. Von dem mit dem Waschwasser
45 ccm betragenden Volumen werden 25 ccm abdestilliert. Mit dem S. 206 erwéhnten
Verfahren wird die Methanolmenge zu 52 mg bestimmt, was einer Abspaltung von
0,75 Aquivalenten Methylalkohol bei der Hydrierung entspricht.

Der Emde-Abbau des Methyl-neodesoxyvomicinium-Salzes
mit Natriumamalgam

Die friher gegebene Vorschrift9) kann durch Arbeiten in konzentrierterer Lésung
und Verwendung eines gréReren Uberschusses an Natriumamalgam erheblich ver-
bessert werden. 4,1 g Neodesoxyvomicin-chlormcthylat werden wie oben mit ins-
gesamt 110 g 5proz. Natriumamalgam unter Stickstoff behandelt. Es wird mit Am-
moniak-Chloroform aufgearbeitet, die gewaschene, getrocknete und an einer A120 3
Séule entfarbte Chloroformlésung eingedampft und mit Alkohol versetzt. Unter Auf-
arbeitung der Mutterlaugen betragt die Gesamtausbeutc an krist. Rohprodukt 2,33 g
(62% d. Th.). Etura die Halfte davon wird bei der Fraktionierung aus Methanol oder
Essigest'er als Spitzenfraktion vom Schmp. 217° erhalten. Dieser Anteil ist die friher
beschriebene Base C23H3003N3 (frihere Schmp.-Angabe 220°). Diese Base sei als
Base | gekennzeichnet, da aus ihren Mutterlaugen eine Base Il nach
langwieriger frakt. Kristallisation aus Athanol und Essigester isoliert werden konnte.
Aus Essigester klare Polyeder, die an der Luft verwittern und bei 206° schmelzen.
Mischung mit farblosem Desoxyvomicin (Schmp. 206°) schmilzt bei 174—179°. Zur
Analyse gelangt ein bei 100° i. V. getrocknetes Praparat.

C~HjoOjN, (382,26) Ber. C 72,20 H 7,91 2 NCIf3 16,24
Gef. ,, 72,31 , 7,89 » 17,31.

Optische Drehung in Chloroform: [a]£,°= +34°.

Fir die Base | wurde die Drehung zu +99° bestimmt. Die Ausbeute am Iso-
meren 11 ist gering. W&hrend die Base | sehr leicht 2 Mol katalytisch erregten Wasser-
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stoifs aufnimmt, wird die Base Il unter den Bedingungen der Mikrohydrierung mit
Pt02 in Eisessig unverandert zuriickgewpnnen.

JodmethyJat der Base C23fI303A12/: 19 Base wird mit 4 ccm”Methanol
Methyljodid gekocht. Nach kurzer Zeit ist die Base in LOsung gegangen,
in der Hitze scheidet sich das schwer lésliche quartare Salz ab. Nach zweimaligem
Umldsen aus Methanol prismatische Stdbchen vom Schmp. 294°.

Jodmethylat der Base Il wird analog erhalten. Das leicht losliche
Salz schmilzt nach Umkristallisieren aus Methanol bei 280° (Zers.).

Acetylierung der Base C\sll:i00.iN2 /

250 mg Substanz werden mit 5 ccm Essigsaureanhydrid drei Stunden gekocht,
das Uberschussige Anhydrid nach dem Erkalten mit Wasser zerstdrt. Aufarbeitung
mit Ammoniak-Chloroform. Der Abdampfrickstand wird mehrfach mit warmem
Petrolédther-digeriert. Nach Einengen der Ausziige und kurzem Stehen Kristallisation
in zu Buscheln vereinigten Nadeln. Nach dreimaligem Umldsen aus Petrolather
Schmp. 137—138°. Analysenpréparat bei 100° i.V. getrocknet.

C2sH3204N2 (424,28)  Ber. C 70,71 1l 7,Q0
C,7H310 6N, (4GG,29) Ber. , 69,48 ., 7,35
Gef. ,, 69,08 , 7.22.

Acetvlbestimmung: 23,9 mg Substanz; Verbrauch an n/30-NaOH entspricht
4,501 mg COCII3.
Ber. fur 2 -COC113 18,45
Gef. —COCH3 18,84.

Emde-Abbau von Metliyl-ncodesoxyvomieinium-chlorid
durch katalytische Hydrierung

Aus Ig quartdarem Jodid wird mit frisch gefalltem Silberehlorid das
Chlormetliylat bereitet, das in 20 ccm Wasser geldst unter Zusatz eines
Tropfens 2n-Salzsdure mit Pt0. unter Wasserstoff geschittelt wird.
Nach 7 Stunden ist die Gasaufnahme mit 150 ccm (3,3 Mol) beendet.
Die ubliche Aufarbeitung liefert als gesamten Tertidranteil 750 mg,
was einem quantitativen Emdeabbau entspricht. Es bedarf fiinfmaligen
Umkristallisierens aus wenig Methanol, bis mit 177° der konstante
Schmp. erreicht ist. Farblose, verfilzte seidige Nadeln, die zur Analyse
bei 100° i. V. getrocknet werden.

C,3113,03No (384,28)

Ber. C 71.82 11 8,40 N 7,29 2 Ndl., 15.1
Gef. ,, 72.12; 72,15 .. 8,57; 8;39 .. 6,90; 7,10 * 18,1,

Reduktion mit Natriumamalgam

150 mg der vorstehenden Base vom Schmp. 177° werden in Essig-
saure-Natriumacetat mit 10 g 5-proz. Natriumamalgam behandelt. Die
Ubliche Aufarbeitung ergibt nach Vorreinigung an AlL.0s aus Methanol
mit 30—35% Ausbeute Kristalle, die bei 181—187° schmelzen. Nach
dreimaligem Umldsen, zuerst aus Aceton, dann aus Methanol erhalt
man farblose Oktaeder vom konstanten Schmp. 104—195°.

Annalen der Chemie. 561. Band 15

undsc
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Nach Trocknen bei 100° i. V. wird analysiert. n

C23HmMO3N2 (386,30) Ber. C 7i.45 11 8,87 N 7,26
Gef. ,, 71,14 ,, 8,99 , 7,64.
Die vermutete ldentitdt mit dem hochschmelzenden Tctrahydro-'-
derivat (Schmp. 214°)9) der Base C.sH.s0sN. (Schmp. 217°) erwies sich
als unzutreffend; der Mischschmp. liegt bei 175—181°.

Die Eliminierung des basischen Stickstoffs aus den Emde-
Abbauprodukten des Methyl-neodesoxyvomiciniumsalzes

Setzt, man aus den Jodmethvlaten der Base C23IT3003N2 | (Schmp. 217°) sowie
ihrer Tetrahydroderivate die quartaren Basen in Freiheit, tritt sofort Trimethylamin-
geruch auf. Die quant. Verfolgung der Spaltung mit methylalkoholischer Kalilauge
im Rohr ergibt nach IV. WoiB kopf37) 70% d. Th. an fluchtiger Base. Das Fehl-
schlagen der Isolierungsversucho des nichtbasischen Reststiicks dirfte mit der Al-
kaliempfindlichkeit der genannten Basen Zusammenhdngen. Die bei der Base
C23H3003N2 zu beobachtenden irreversiblen Verdnderungen bei der Behandlung mit
milden Alkalien beruhen tbrigens nicht auf der Offnung des Lactamringes, wie die
fehlende Autoxydabilitat zeigt.

Desaza-desoxy-vomicin

106 mg Jodmcthylat der Base C:sHs<0sN. | werden in einer kleinen
Retorte im Metallbad im Hochvakuum erhitzt. Gegen 270—280° Bad-
temperatur geht ein hellgelbes Ol iber, im Kolben verbleibt keinerlei
Rickstand. Das lackartig erstarrte Destillat wird in Chloroform auf-
genommen. Nach Waschen mit «Wasser, verd., Salzsaure und wieder
Wasser wird die Chloroforntlésung getrocknet und eingedampft. Aus
wenig Ather nach kurzem Stehen 15,6 mg farblose Polyeder des Desaza-
korpers, einer Ausbeute von 23 Proz. d. Th. entsprechend. Umkristal-
lisieren aus wenig Alkohol fiihrt zu zarten Nadeln, die bei 186° schmelzen.

3,181 mg Substanz (bei 100° i. V. getr.): 8,755 mg C0.2, 1,908 mg H20; 3,310 mg
Subst., 0,128 ccm N2 (21°, 724 mm).
C21H2303N (337,19) Ber. C 74,74 11 6,87 N 4,16
Gef. ,, 75,05 ,, 6,71 ,, 4,28.
Desaza-desoxy-vomicin ist auch in konz. waBrigen Sauren unldslich.
Beim Versuch der Mikro-hydrierung mit Pt0. in Alkohol werden 2,3 Mol
Wasserstoff aufgenommen; das Plydrierungsprodukt knstv nicht.
Auch die thermische Zersetzung des bei 219° schmelzenden Chlormethylats ist
praparativ verwendbar; schon Erhitzen des Chlormethylats im Reagenzglas Uber
freier Flamme ergibt eine kleine Menge des krist. Desazakdrpers. Die thermische Zer-
setzung im Hochvakuum mufR schnell vor sich gehen, was den KleinmaRstab vorteil-
haft erscheinen 1aBt. Bei groferen Ansatzen,’schon bei 500 mg Jodmcthylat, wird
aus dem schmierigen Reaktionsprodukt viel weniger Desazakorper isoliert.
e
Telrahydro-desaza-desoxy-vomicin A
Bei der katalytischen Hydrierung der Base C23H3003N2 | entstehen zwei isomere
Tetrahvdrobasen0). Das Hauptprodukt schmilzt bei 150—161° und sei mit A ge-

37) Dissertation Minchen 1942.
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kennzeichnet; das in minderer Menge auftretende Isomere B hat den Schmp. 212
bis 214°.

Das Jodmethylat der Base A, aus den Komponenten bei Raumtemperatur er-
halten, kristallisiert aus Methanol in Nadeln, die bei 265° schmelzen. 300 mg Jod-
methylat worden wie oben thermisch zersetzt. Bei 240—250° im Hochvakuum destil-
liert hellgelbes Ul, in das Kristalle des sublimierten Trimcthvl-ammonium-jodids ein-
gebettet sind. Aufarbeitung wie oben. Aus Ather 80 mg derbe Blockchen, die aus
Ather oder Alkohol umkristallisiert werden zu quadratischen Prismen vom Schmp.
246°.

C21H270 3N (341,23) Ber. C 73,85 11 7,98 N 4,11
Gef. ,, 74,07 ,, 8,02 4,38.

Acelylierungsversitch. Einige cg Desazakodrper -werden mit 0,5 ccm Acetanhydrid
mehrere Stunden auf sied. Wasserbad erhitzt. Nach Abdestillieren des Uberschusses
Anhydrid i. V. wird in Methanol aifgprioiftmcn, dessen Ruckstand zur Reinigung
bei 260° im HV. destilliert. Aus wenig Alkohol Kristalle, die mit dem Ausgangs-
material in Schmp. und Mischschmp. identisch sind.

Versuch der Hydrazonbildung. 15 mg Desazakdrper werden in 2 ccm Alkohol ge-
lost- und mit 6 ccm kaltgesatt. Losung von 2,4-Dinitro-phenylhydrazin in n/HCI drei
Stunden auf siedendem Wasserbad erwarmt, wobei der Alkohol langsam abdestilliert.
Nach funfstindigem Stehen bei Raumtemperatur wird von der amorphen Féallung
dekantiert, diese mit Methanol angerieben. Nach kurzem Stehen schwach gefarbte,
derbe Prismen, identisch mit dem Ausgangsmaterial.

Beim Versuch der katalytischen Hydrierung wird keine Wasserstoffaufnahme er-
zielt, der Desazakorper unverdndert zurickgewonnen.

Tetrahyaro-desaza-desoxy-vomicin B

Das farblose Jodmethylat der Base B ist in Methanol leicht Iéslich und schmilzt
-gegen 200° u. Zers.

98 mg Jodmethylat werden wie oben thermisch gespalten. Aus Aceton-Wasser
erhdlt man 25 mg verfilzte Nadeln, die nach Umlésen aus Ather bei 182° schmelzen.
Aus dem salzsauren Auszug kénnen 10 mg der Base C23H31Q3N2 B zuriickgewonnen
werden; neben der Eliminierung des Stickstoffs findet also auch eine Abspaltung von
Methyljodid statt. Die Ausbeute an Desazakdrper betragt unter Berucksichtigung
des wiedergewonnenen Ausgangsmaterials 46% d. Th.

C21H2,0 3N (341,23) Ber. C 73,85 1l 7,98
Gef. ,, 74,11 ,, 7,75.

Auch hier gibt der Versuch der Acetylie.rung das Material unverandert zuruck.

Ein einfaches Verfahren zur Gewinnung von a-Angelicalacton

und Uber die hydrierende Spaltung sauerstoffhaltiger Ringe

Von Johann Heinrich llelberger, Seyit ZJlubay lind Halidun Civelekoglu
[Eingelaufen am 26; November 1946]

Destilliert man Lavulinsdure unter Normaldruck, so erfolgt, wie zu-

erst L. W olffl) beobachtete, stets in mehr oder minder groBRem Umfang

p A. 229 249 (1885).
15%
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Zersetzung in dem Sinn, daB unter Abspaltung von Wasser innere
Anhydride der Lavulinsauro, die Angelicalactone, entstehen :

CH3C0 +OH2CH2COOH -> Cl-LjC= CHCILCO a-Angelicalacton
OH;CH*CH = CIL-(X) 3-AngelicaUicton
0 !

W olff stellte die Bedingungen fest, unter denen optimale Ausbeuten
an dem einen oder anderen der beiden leicht ineinander Uberfihrbaren
isomeren Laetone erhalten werden, ohne jedoch Uber eine 50-proz. Aus-
beute an a-Angelicalacton hinauszukommen; dabei ist noch der Umstand
zu beriicksichtigen, dall diese Ausbeute noch weiter und zwar wesentlich
zuriickgeht, wenn mehr als etwa 20 g Lavulinsaure dieser Reaktion unter-
worfen werden.

Ein anderes, zuerst von Bredt2), dann von Thiele, Tischbein
und Lossow3d) modifiziertes Verfahren besteht darin, die aus Lavulin:
saure und Essigsaureanhydrid leicht zugangliche sogenannte Acctyl-
lavulinsaure durch Destillation i. V. in Essigsaure und a-Angelicalacton
zu spalten. Wenn aber auch, den Angaben Tliieles und seiner Mitarbeiter
zufolge 70—75% d. Th. an Lacton auf diesem Weg erhalten werden
kénnen, so ist das Verfahren doch umstandlich, erfordert vor allem
die Anwendung groRer Mengen an Essigsaureanhydrid und weiter die
sorgfaltige Trennung des Lactons von der entstandenen Essigsaure, mit
der es leicht unter Rickbildung der Acetyllavulinsdaurc wieder in Reak-
tion tritt.

Da wir an einem bequemen Verfahren zur Gewinnung des a-Ange-
licalactons interessiert waren, griffen wir wieder auf die alte Wolff'sche
Arbeitsweise zurick, die wir dergestalt, unter Anwendung von Kataly-
satoren, abzuandern uns bemihten, daB die thermische Spaltung bereits
bei wesentlich tieferen Temperaturen und damit schonender erfolgte.
Nach systematischer Prufung alkalischer und saurer Zusatze fanden wir,
dalR die letzteren die gewlnschte katalytische Wirkung besaen. Zu-
satze von nicht mehr als 1% Toludlsulfonsdaure, Phosphorsaure oder
Borsdure beglnstigen die Spaltungsreaktion derart, dal sic bereits um
150° glatt vor sich geht, d. h. um mehr als 100° tiefer, als bei der von
W olff angegebenen Vorschrift. Dieser Befund fiihrte zu einer neuen,
im Versuchsteil beschriebenen Arbeitsweise4), mit deren Hilfe eS leicht
gelang, nahezu quantitative Ausbeuten an a-Ahgelicalacton hdchsten
Reinheitsgrades zu erhalten. Der Vorteil des neuen Verfahrens besteht
vor allem auch darin, dal im Gegensatz zu der Wolff'sehen Vorschrift

2) A. 256 314 (1890).
3) A. 319 180 (1901).
* Das Verfahren ist Gegenstand des DKP 745313.
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beliebig groRe Mengen Lavulinsdurc in einem Ansatz verarbeitet werden
kénnen und daR auch die Mdglichkeit zu einer kontinuierlichen Arbeits-
weise gegeben ist.

Die Frage nach dem hier ablaufenden katalytischen Mechanismus
glauben wir folgendermaBen beantworten zu kénnen. Zunachst fallt auf,
dal3. wéhrend Lé&vulinsaurc selbst schon eine recht starke Saure ist, so
schwache Sduren— und gerade diese 1— wie Phosphorsdure oder Borsaure
eine so erhebliche katalytische 'Wirkung entfalten; eine reine Saurewir-
kung, an die man zunachst denken kénnte, kann also nicht als Ursache
angenommen werden. Vielmehr scheint es, daB Lavulinsaurc, in ihrer
tautomeren Oxy-lacton-Fonn reagierend, an der Oxygruppe, mit. der
als Zusatz verwendeten Saure verestert wird. Diese Ester (1) werden
dann, gerade wie Acetyllavulinsidure, thermisch gespalten unter Bildung
von «-Angelicalacton und Rickbildung der Katalysatorsaure, die damit
fur den gleichen Reaktionsablauf erneut zur Verfligung steht.

1 Cl4C-Cl12C1l1.Cco i=s Il Cir3C = CH-CIIXO + acOH
acOl VvV 0 0

Dadurch, daR durch die gewahlte Versuchsanordnung das Bei der Ent-
stehung von | gebildete Wasser und das Dacton (I1) dauernd aus dem
Gemisch entfernt werden, kann sich das Gleichgewicht immer wieder
von neuem einstellen, bis praktisch quantitativer Umsatz erzielt ist.

Das «-Angelicalacton war schon von W olff als sehr reaktionsfahige
Verbindung erkannt worden, mit deren Hilfe viele Derivate der Lavu-
linsdure leicht zuganglich sind. So entsteht z. B. mit N!la Lavulin-
saureamid, das wir ebenso wie das Anilid5) aus unserem Lacton in her-
vorragenden Ausbeuten und hoher Reinheit gewinnen konnten.

Besonders interessierte aber die katalytische Hydrierung des «-An-
gelicalactons. Lavulinsdurc war schon von Sabatier und Mailhe6)
durch Leiten ihrer, mit Wasserstoff gemischten Dampfe Uber Nickel in
Valerolacton, und dieses von H. Adkins und K. Eolkcrs7 durch ener-
gische Hydrierung tber einen bariumhaltigen Kupfer-Chromit-Kontakt
in IA-Pentandiol umgewandelt worden. Einige Versuche zeigten, daR
«-Angelicalacton Uber dem von Adkins verwendeten Katalysator bei
Temperaturen oberhalb 1.00° glatt zu Valerolacton hydriert, und dieses
anschlieBend, ohne vorherige Isolierung oder Unterbrechung des,Versuchs,
oberhalb 200° glatt in 1,4-Pcntandiol Gberfihrt wird. In etwa 60-proz.
Ausbeute konnte so das Diol neben anderen Hydrierungsprodukten,
vornehmlich Valerolacton, erhalten werden und ist somit aus «-An-
gelicalacton direkt leicht zuganglich geworden.

5 R.Lukes u. V.Prelog, C. 1920, II, 719.

s) A.ch. (8) 1«, 77.
B Am. Soe. 54, 1145 (1932).
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Boi der spaltenden Hydrierung des TetrahydrofurfuralkoJiols (111), des bei der
erschopfenden Hydrierung des Fnrlurols entstehenden Produktes, in Gegenwart der
von H. Adkins und CbnnOr®) zuerst beschriebenen Kupfer-Chromit-Kontakte bei
Temperaturen oberhalb 200° entsteht nach Connor und Adkins9) ausschlieRlich
1.6-Pentairdiol (1V). Natta und Mitarb.10) kamen zu dem gleichen Befund, und
eigene Versuche bestdtigten ebenfalls diese Ergebnisse.. Unter den im Versuchsfeil
angegebenen Bedingungen erzielten wir gegen 46% Ausbeute an 1,6-Pentandiol, der
Rest war im wesentlichen unverdnderter Tetrahydrofurfuralkohol.

In diesem Zusammenhang interessierte die Frage, yvie sich 2-Oxy-
methyl-tetrahydropyran (V1) bei der spaltenden Hydrierung unter ana-
logen Bedingungen verhalten wirde. Durch katalytische Hydrierung
des von Scherlin, Berlin, Sserebrennikowa und Rabinowitsch 11)
zuerst dargestellten, von K. Alder und E. Riden1? in seiner Kon-
stitution als 2 Formyl-dihydropyran (V) sich«-gestellten dimeren Acro-
leins unter milden Bedingungen in Gegenwart von Raney-Nickel ge-
wannen wir den gesattigten Alkohol (V1); dieser nahm in Gegenwart eines
nach den Angaben von Adkins und Connor9 dargcstellt.cn bariumhal-
tigen Kupfer-Chromit-Kontaktcs erst bei etwa 300° Wasserstoff auf.
Aus dem Hydrierungsprodukt gewannen wir, neben Hexylalkohol und
unverdndertem Tetrahydropyran-Alkoliol, in etwa 26-proz. Ausbeute
1.6-#examethylendiol (VI11) in besonders reiner Form; die Verbindung
wurde durch Schmp. (42°) und durch Oxydation zu Adipinsdure iden-
tifiziert.

11 v \%

HOcilcilcilch 2ch2ch 20ii
VIl

Demnach verlauft auch hier die hydrierende Spaltung in gleichem
Sinn wie bei Tetrahydrofurfuralkohol; die offenbar grofRere Stabilitat des
sauerstoffhaltigen Sechsringes erfordert allerdings héhere Temperaturen,
die dafur verantwortlich zu machen sind, daB ein Teil des Diols bereits
weiter bis zum Hexanol hydriert wird.

s) Am.hoc. 53, 1091 (1931); vgl. Z. ang. Cb. 1941. 470.
Am. Soc. 54, 4678 (1932).

10) La Chimica e I'Industria 1941.

») G. 1939, Il, 1971.

12) B. 74, 905 (1941).
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Den Herren Dr. Seheuing (C. Il. Boehringor Sohn, Ingelheim), Dr. Hentrich
(Deutsche Hydrierwerke, Rodlebon) .und Dr. Schulz (Degussa, Frankfurt a. M.)
sprechen wir fir die Uberlassung von Lé&vulinsdure, Tetrahydrofurfuralkohol und
Acrolein unseren ergebensten Dank aus..

Beschreibung der Versuche

Darstellung des a-Angelicalaetons

500 g Léavnlinsdure wurden mit 5g techn. sirupdser Phosphorsdurc versetzt.
Das Gemisch wurde in einem 1 1-Rundkolben, mit Kapillare und einer 20 cm langen
Wklmerspirale verseilen, in einem Heizbad vorsichtig erhitzt. An die Widraerspirale
.schlo ein absteigender Kihler und eine Vorlage an. Wahrend des Versuches wurde
ein Druck von 15 mm aufrecht erhalten. Nachdem das Heizbad auf etwa 150—160°
erhitzt war, begann das gebildete Lactén mit Wasser tiberzugehen. Nach Beendigung
der Destillation waren in dem Kolben 17,59 harziger Rickstand verblieben. Der
Inhalt der Vorlage, bestehend aus zwei Schichten, wurde nach Abtrennung des
Wassers nochmals i. V. destilliert. Das a-Angelicalacton ging bei 55—5G°/13 mm
als farblose Flussigkeit Gber; beim Einstcllen in Eiswasser erstarrte sie sofort unter
Ausbildung schoner groRRer Kristalle, die bei 17—18° wieder schmolzen. Die Aus-
beute betrug 400g, entsprechend fast 95% d. Th.

Lavulinsdureamid. 100 g Methanol wurden hei 0° mit Ammoniak gesattigt;.Auf-
nahme 34g. Unter Biskihlung und gutem Rihren lieB man 49g= %Mol a-Ange-
licalacton zutropfen und, nachdem alles zugegeben war, noch eine halbe Stunde
v'eiter riihren. Dann wurde i. V. véllig eingedampft, wobei das Amid zuerst als Ol,
das jedoch bald durchkristallisierte, in praktisch quantitativer Ausbeute erhalten
wurde. Durch Umkristallisieren aus Chloroform-Alkohol wurden 30 g reines Amid
erhalten, entsprechend etwa 70% d. Th. 'Schmp. 107—108°.

Lavulinsaureanilid. 9,3 g Anilin wurden unter Rihren und Kihlung mit Eis
mit 9,8 g,a-Angelicalacton versetzt. Nach beendeter Zugabe wurde noch zwei Stunden
stehen gelassen und dann durch Reiben der Kolbenwand der Inhalt, zur Kristalli-
sation gebracht. Das rohe Anilld wurde zerkleinert, mit Ather gewaschen und ge-
trocknet. Rohausbeute 14 g. Aus x\lkohol oder Wasser wurde das Anilid imForm lan-
ger, bei 99—100° schmelzender Nadeln erhalten.

Katalytische Hydrierung des a-Angelicalactons mit Kupfer-
Chromit

250 g frisch destilliertes a-Angelicalactdon wurden in einem 1 1-Schittelautoklaven
zusammen mit 25 g bariumhaltigem Kupfer-Chromit-Kontakt zuerst bei 150° hy-
driert, bis kein Wasserstoff mehr aufgenommen wurde, was nach wenigen Minuten
bereits der Fall war. Dann wurde nochmals Wasserstoff aufgepreBt und auf 240°
erhitzt, wobei wieder so lange gehalten wurde, bis der Wasserstoffdruck nicht mehr
merklich zuriickging.-Nach dem Erkalten wurde in der Ublichen Weise, nach Ab-
trennen des Kontaktes durch Filtration, durch fraktionierte Destillation i. V. auf-
gearbeitet. Nach einem ziemlich erheblichen Vorlauf, bestehend vornehmlich aus
Valerolacton, ging das l,i-Pentandiol hei 136°/12 mm uber. Die Ausbeute betrug
177 g, entspr. 68% d. Th.

Spaltende Hydrierung des Tetraliydrofurfuralkohols

600 g Tetrahydrofurfuralkohol wurden mit dem vorstehend verwendeten Kata-
lysator In einer Menge von 50 g'in einem 2 1fassenden, aus V4A-Stahi.konstruierten
Schittelautoklav der Firma Andreas Hofer, Muhlheim-Ruhr, unter einem Wasser-
stoffanfangsdnick von 150 atii erhitzt. Bei einer Temperatur von 267°, bei der der
Druck 265 atii erreicht war, begann die Wasserstoffaufnahme, die nach acht Stunden
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praktisch aufhértc; der Druck betrug bei der gleichen Temperatur noch 177 atii.
Nach dem Erkalten wurde der Kontakt abgesaugt und das Filtrat fraktioniert de-
stilliert. Nach einem Vorlauf von unverandertem Tetrahydrofurfuralkohol ging das
1,b-Pentaniethylengh/kol konstant bei 130°/14 mm in einer Menge von 2709 = 45%
d. Th. Uber.

2-Oxymethyl-tclrahydropyran (VI1). Das fur die Hydrierung verwendete dimere
Acrolein (V) wurde nach den Angaben von Alder und Riden12) gewonnen. 387 g
(3,49 Mol) wurden in 400 ccm Methanol geldést und, nach dem Versetzen mit ge-
nugender Menge Raney-Nickel, bei 100—125° unter einem Wasserstoffdruck von
100—200 atll bis zur Beendigung der Wasserstoffaufnahme hydriert. Die Auf-
arbeitung geschah nach dem Abtrennen des Katalysators durch fraktionierte Destil-
lation. Der Tetrahydropyranalkohol ging bei 70—72°/12 mm als farblose FIlussig-
keit Uber und wurde mit einer Ausbeute von fast 70% d. Th. gewonnen.

Spaltende Hydrierung des 2-Oxymethyl-tetrahydropyrans

252 g Substanz wurden in einem 11 fassenden, aus V4A-Stahl konstruierten
Schuttelautoklaven der Firma Andreas Hofer mit 25 g eines nach Adkins gewon-
nenen bariumhaltigen Kupferchromit-Katalysators unter einem Wasserstoffanfangs-
druck von 170 ati auf 300° erhitzt. Der Druck betrug jetzt 300 ati und begann
langsam im Verlauf von 7% Stunden bis auf 254 ati abzusinken. Nach dieser Zeit
wurde abgebrochen und in uUblicher Weise aufgearbeitet. Bei der Destillation gingen
zunachst etwa 10% d. Th. Hcxylalkohol und etwa 25% d. Th. des Tetrahvdropyran-
alkohols als Vorlauf, dann das 1,6-Hexandiol in einer'Ausbeute von etwa 26% d. Th.
bei 142°/13 mm als farbloses, bald kristallin erstarrendes Ol Uiber. Nach dem Ab-
pressen auf.Ton hatte das Diol den in der Literatur angegebenen Schmp. 42°.

Oxydation des 1,6-Hcxandiols zu Adipinsaure

In einem Becherglas wurden 71 g 60proz. Salpetersaure zum Sieden erhitzt und
eine kleine Menge des Diols eingetragen. Nachdem die Oxydation in Gang gekommen
war, wurde gekuhlt und unter gutem Rihren wurden im ganzen 20 g Diol langsam
eingetragen; die Temperatur Uberschritt nicht 55—60°. Nach Beendigung der Re-
aktion wurde auf 0° abgekuhlt und die auskristaliisierte Adipinsdure isoliert. Nach
dem Umkristallisieren hatte die S&ure den richtigen Schmp. von 148° und gab mit
k&uflicher Adipinsaure keine Depression. -

Uber die Sandmeyersche Reaktion |

Die Bildung von Phenolen und Halogenbenzolcn hei der
Zersetzung der Diazoniumlialogonide

Von E. Pfeil
Mit 2 Figuren im Text
[Eingelaufen am 6. November 1948]
Es ist bekannt, dall die Diazoniumhalogenide bei der Verkochung.in

wassriger Lésung neben Phenolen mehr oder weniger groe Mengen von
Halogenbenzolcn liefernl). Dabei kann deren Anteil recht betrachtlich

2 Crossley, Kicnle und Benbrooek. Amcr. Chein. Soc. 62, 1400 (1940).
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worden. So wurde aus Benzél-diazoniumchlorid in starker Salzsaure
40% der theoretischen Ausbeute an Chlorbenzol erhalten2); Hantzseh?3)
fand sogar Uber 50%, wenn er festes Benzol-diazoniumchlorid in der
gleichen Gewichtsmenge Wasser zersetzte.

13er Ablauf der Umsetzungen in Wasser wurde von den verschie-
denen Beobachtern in unterschiedlicher Weise formuliert. W aters4)
vertritt die Ansicht, daR die Phenole aus Arylionen entstehen, die

primar im Reaktionsknauel auftreten und sich dann mit dem Wasser
umsetzen sollen.

Ar— N es N: “*m Ar+  + N*
Ar+ ' + OIL ArOll + 11+

Fir die Aryljodide schlagt W aters einen Mechanismus vor, bei
welchem zwei Jodionen im Spiel sind:

Ar:N 3 N:+.sJ:= Ar-+ +

>
=
'
+
o
1

Ar: J;
Ar: J: J: = Ar: J+ :J:

Nach Hodgson kann auch die Bildung der Halogenbenzole Uber
eine priméare Arylionenstufe ablaufen5):

Ar-N-N: ->  Ar+ + X,
Ar+ + CI' -> ArCl

Die Phenole sollen dagegen durch Zerfall der Diazohalogenide gebildet
werdené).

Eistert? betrachtet den wirklichen Reaktionsweg als einen Grenz-

mechanismus, der zwischen der ionischen und der radikalischen For-
mulierung liegen soll.

Hantzseh8) hatte schon friher die Diazohalogenide als Zwischen-
produkte der Arylhalogenid-Synthese betrachtet:

Ar— N Ar X
i r-= 1 0 +
(1— N - Cl X

2) Gasiorowskv und W ayss, Ber. 18. 337 (1885).

3) Ebenda 33, 2527 (1310).”

) CJfem. Soc. 1042. 266.

5) Chcm. Soe. 1944, 393; 1945, 819.

*) Ilodgson und Marsden, Journ. Soc.Dycrs Color. 60, 16(1944); 61, 2p (1945).

-) In llolzach: Die aromatischen Diazoverbindungen, 1947, S. 212.
aj Ber. 33. 2517 (1900);
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Den Weg Uber die Arylionen lehnt Hantzsch ausdricklich ab,
und zwar mit folgender Begrindung: Wenn ein spontaner Zerfall des
Diazoniumions maoglich ware, so mufite diese erste Reaktionsstufc zu-
gleich die Geschwindigkeit der Gesamtreaktion bestimmen, da sich in
der Folge nur lonenreaktionen anschlicBen. Damit miRten alle Dia-
zOniumsalze mit gleichem Kation ungefdhr gleich schnell zerfallen
bzw. gleichmaRig stabil sein. Das ist erfahrungsgemafl durchaus nicht
der Fall; bei gleichem Kation die Diazoniumsalze teilweise
enorme Unterschiede in ihrer Stabilitat.

Es ist aus diesem Grunde wahrscheinlich, daR Hantzsch Recht hat
und dal alle Zersetzungen der Diazoniumsalze in Umsetzungen mit
irgendwelchen Partnern bestehen. Vielleicht miussen hier die Reak-
tionen unter Lichteinwirkung ausgenommen werden. Die oben genannten
Theorien von W aters bzw. Hodgson, welche einen spontanen Zerfall
des Diazoniumions zur Grundlage haben, dirften damit wohl nicht der
Wi irklichkeit entsprechen.

Bekanntlich bilden Phenole und Arylhalogenide den weitaus groR-
ten Teil des bei der Verkochung in waRriger Losung aus Diazonium-
halogcniden entstehenden Endproduktes. Durch Bestimmung des Phe-
nols, etwa mittels Bromtitration, erfalBt man also als Differenz zu 100
zugleich das Halogcnbenzol. Das Titrationsverfahren ist der prapa-
rativen Aufarbeitung des Ansatzes an' Geschwindigkeit und Genauig-
keit Gberlegen. Ich habe jedoch, um sicher zu sein, einzelne Versuche
praparativ aufgearbeitet, um mich zu lberzeugen, daB beide Methoden

innerhalb der Fehlergrenzen
dB........ gleiche Resultate ergeben.

Q Alle Messungen wurden
X . . : .

U | mit p-N_ltrobenzo"I-dlazonl-
| 5 Uff? / umchlorid ausgefihrt, wel-
: ' ches in waRriger Losung

V. _’Dh / wechselnden Gehaltes an
r // Salzsdure bei 100° zersetzt
wurde. Dabei zeigte essich

/./ zundachst, daB die Ausbeute

»1 ? an Halogenbcnzol durch

: die Salzsaurckonzentration

D qul [dl in der LoOsung bestimmt
wurde. Die Ergebnisse sind

D in Fig. 1 dargestellt.
W

0 W Man sieht, daB bei hohen

Konzentrationen an Salz-

. . ) . saure, die Ausbeuten 60%
Die mit ©V.bczeiebneten Punkte sind durch

Bestimmung der Abnahme des titrierbaren Cli d'_Th' bersteigen k('jnnt_en.
gefunden Die Salzsédure laBRt sich

Fig. 1
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Ubrigens weitgehend durch neutrale Chloride ersetzen,. In der folgenden
Versuchsreihe, die in Fig. 2 dargestellt wird, blieb die Chlorioncn-Kon-
zentration in Ldésung konstant, es wurde aber ein Teil der Salzsaure
durch die aquivalente Menge Kaliumchlorid ersetzt, ohne daB eine
wesentliche Anderung in der Ausbeute an p-Chlornitrobenzol eingetreten
wéare. Wenn sieh auch die Reaktion in weitem MaRe als unabhéngig
von der Wasserstoffionen-Konzentration erweist, so scheint doch ein
volliger Ersatz der Saure nicht méglich, da — wenigstens im Falle des
p-Nitrobenzol-diazoniumcblorids — Nebenreaktionen das Bild der Haupt-
reaktion verwischen.

Fig. 2 beweist, daB das p-Chlor-nitro”®
benzol durch Umsetzung mit dem Chlorion
gebildet wird. Auflerdem folgt noch aus
der Unabhangigkeit der Phenolausbeute
von der Wasserstoffionen- bzw. Hydroxyl-
ionenkonzentration, daB letzteres lon bei -
der Bildung des p-Nitrophenols keine _g*

Rolle spielt. - tH0
Die Auswertung der Kurve in Fig. 1
ergibt folgendes Bild: die gefundene Ge- 0
rade entspricht einem Gleichgewicht, d. h. o 2o D o0 0m
L . . . %Chiwren as HO
die in einer an sich irreversiblen Reaktion
erhaltenen Endausbeuten verhalten sich Dg -

so zu einander, als ob sie die Rcaktions-
produkte eines sich in dynamischem Gleich-
gewicht befindenden Systems seien. Da es selbstverstandlich zwischen
den Endprodukten Phenol und Halogenbenzol kein reversibles Gleich-
gewicht gibt, muR das die Ausbeute bestimmende Gleichgewicht, an
welchem Wasser und Chlorion beteiligt sind, am Anfang der Reaktion
stehen. Gleichsam als Scheidew'eg reguliert es die Verteilung der Di-
azoniumionen zwischen Wasser und Chlorion. Die Einstellung dieses
Gleichgewichtes muB sehr schnell vor sich gehen, wahrend die Folge-
reaktionen vergleichsweise langsam ablaufen wund irreversibel sein
missen. Es ist aber wichtig; daBR diese Feststellung nur unter der
Voraussetzung giltig sein kann, daB allen Messungen nicht die Konzen-
tration der Reaktionsteilhnehmer, sondern - wie in der Darstellung der
Fig. 1 geschehen - das Verhaltnis dieser Konzentrationen zugrunde
gelegt wird. Nur unter dieser Voraussetzung bleibt das Massenwirkungs-
gesetz in Kraft, da sich zwar die Aktivitaten aller lonen und Molekiile
mit ihrer Konzentration andern, das Verhaltnis der Aktivitaten wegen
des gleichen Ganges der Verdnderung praktisch gleich dem Verhaltnis
der analytisch bestimmbaren Konzentrationen bleibt.
Am besten erklart die Vorstellung von Hantzseh alle aufgeworfenen
Fragen. ‘Es ist nur notwendig, sie zu erweitern und der heutigen An-
, schauung anzupassen. Danach muR die Reaktion bei dem véllig hydra-
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tisicrten Jjiazoniumion einsctzcn. Unter Verdrangung eines Wasser-
molckiils aus dieser Hydrathille kann sich ein Halogenion dem Dia-
zoniumion nahern. Die Existenz solcher Komplexe, welche als nicht
ionisierte Salzmolekiile anzusprechen sind, durfte in allen praktisch vor-
kommenden Verdinnungen als gesichert anzusehen sein. Diese Ver-
dréangung eines Hydratwassermolekils ist die Stufe, welche als Gleich-
gewichtsreaktion das Aussehen der Ausheutekurve bestimmt. Sie ver-
lauft sicherlich mit hoher Geschwindigkeit, so daB die Einstellung des
Gleichgewichtes genligend rasch erfolgt.

mUnter Ubergang in die Azoform kann das Diazoninmion in der
zweiten Reaktionsstufc das Chlorion aufnehmen. Diese Umwandlung
in die Azoform mufl Energie verbrauchen und als die langsamste Reak-
tionsstufe geschwindigkeitsbestimmend sein. Alle echten Diazonium-
salze liegen in Loésung in der Diazoniumform vor, welche mithin unter,
diesen Umstanden die stabilste Form darstellt, weshalb zu ihrer Um-
wandlung zunachst Energieaufwand bendtigt wird.

[Ar— N £ N:J+-[I[20]x + :(38i" ~ [Ar— N - N:]+¢[:Cl:}-[HgOJx n + ILO
[Ar— N e« N:J+-[:(i:].[liip]x..] -> [Ar— N X:CI]o+ [ILO]* -,
t gt * .

Wenn man mit Hantzsch annimmt, daB das Diazoninmion als
solches stabil ist, so bedeutet dieses, _daB der Stickstoff die zu seiner
Entwicklung notwendigen beiden Elektronen nicht zusammen vom
Kohlenstoff ablésen kann. Wenn es ihm im Laufe einer Reaktion trotz-
dem gelingt, sich vom Kohlenstoff zu trennen, so muf} er die bendtigten
Elektronen von Stellen entnommen haben, von denen sie leichter ab-
zulésen sind. Selbstverstandlich muf® der Ablésung von Elektronen eine
Anndherung der Reaktionspartner auf atomare Dimensionen voraus-
gehen. Beides ist bei den Diazohalogcniden der Fall. Sie sind deshalb
auch nur dort stabil, wo,der eintretende Rest festgebundene Elektronen
enthalt.

eDer durch Eintritt von Halogen gebildete Komplex zerfallt daher
bald unter Entwicklung von Stickstoff.

Ar:X= N:Cl: -> Ar+ :Nb X:+.Cl
Wl jol . 1.

Wahrscheinlich stammt eins der dazu bendétigten Elektronen vom
Kohlenstoff des Benzolringes und eins vom Halogen. Die so entstehen-
den Radikale sind nicht frei zu denken, sondern bleiben innerhalb der
Dimensionen der molekularen Anziehung. Sie vereinigen sich sofort zu
Halogenbenzol.

Ar--p.01: —v ArCl
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In grundsatzlich dem gleichen Mechanismus kann bei Abwesenheit
von anderen lonen in der Hydrathille auch Wasser in das Diazoniumion
.eintreten:

H
[Ar— Xs N:J+-[H20]x -> [Ar--X X:O:11]++ [HsOX i
11 I
[Ar: X = X:0: 11+ Ar +:X .. X:-f[.0:H]+
N B
Il ] \
Ar 4-[.O: H]+ [Ar-.0: H]+ ~ ArOll -f 11+

Der Eintritt in das Diazoniumion deformiert auch die Klektronen-
lGille des eintretenden Atoms. Es muR also auch auf dieser Seite Arbeit
geleistet werden. Der Eintritt gelingt deshalb um so leichter, je defor-
mierbarer das aufgenommene Teilchen ist. Deshalb reagieren die Haloge-
ne leichter mit steigendem Atomgewicht. Wasser reagiert an sieh we-
sentlich langsamer als Cldorion mit p-Nitrobonzol-diazoniumion, wie
man aus Fig. 1 entnehmen kann. Es werden namlich in der Endaus-
beute gleiche Teile Phenol und Halogenbcnzol gebildet, wenn in der
Losung auf s Wassermolekiile 1 Chlorion enthalten ist. Kur der erheb-
liche molekulare UberschuR; in dem sich AVasser wegen seines kleinen
Molekulargewichtes befindet, bewirkt in den meisten Fallen ein Uber-
wiegen der Phenolbildung.

Substituenten im Benzolkern, die wie -N 0. oder -Cl die Umwandlung
der Diazoniumforin in die Azoform begunstigen, erleichtern die Koali-
tion mit dem Halogenion auch dadurch, dal} sie das tertidre Stickstoff-
atom der Diazoniumgruppe durch Induktion weniger stark negativ
geladen erscheinen lassen.

) () (> )
02X—((-) (+)>--N- N: :Ci:

Ebenso wie Wasser oder Halogcnion kdénnen andere Gruppen mit
genligend lockeren Elektronen in das Diazoniumion eintreten. Es besteht
die Moglichkeit, daB auch die Einwirkung der Alkohole, Ather und
anderer Verbindungen auf Diazoniumsalze vielleicht dem gleichen Sche-
ma gehorcht, wie es oben fir Wasser entwickelt wurde.

Bildung der Diazoharze. Wie man aus Fig. 1 ersieht, fallen die durch Phenol-
bestimmung gefundenen Werte bei geringen Saduregraden aus der Kurve heraus.
Diejenigen Punkte jedoch, welche durch direkte Messung der Abnahme des titrier-
baren Chlorgehaltes gefunden wurden, zeigen unverandert die richtigen AVerte. Daraus
muB geschlossen werden, daB eine Nebenreaktion gleichzeitig auf Kosten des Phenols
oder aber der Phenolreaktion ablauft, welche die Bildung von Halogenbenzol nicht
beeintrachtigt. Es kann dies nach Lage der Dinge nur die Bildung der Diazoharze
sein, welche mit abnehmendem Sauregrad der Lésung immer starker wird.
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Versuclisteil

1. Zersetzung .von p-Nitrobenzol-didzoniiim-chlorid in
walkriger Losung

Bei allen Zersetzungen wurde folgender allgemeiner Ansatz verwendet:

3,59 p-Nitranilin werden in Salzsaure geldst und je nach der gewtinschten Ernlkon-
zentration mit Wasser oder Salzsiure in einen dickwandigen Erlenmeyerkolben ge-
spult. Die berechnete Menge Natriumnitrit wiegt man auf einem Rundfilter ab,
knullt das Papier zusammen und steckt es locker in den Hals des schrag gelegten
Kolbens, ohne dalR das Nitrit mit der Ldsung des Amins in Berihrung kommt. Danach
wird der Kolben mit einem gut sitzenden Gummistopfen verschlossen und das Nitrit
durch kréaftiges Schitteln bfdie Losung gebracht. Die anfangs entwickelten nitrosen
Gase verschwinden bald wieder; in diesem Zeitpunkt ist die Diazotierung beendet.
Die Ausbeuten bewegen sich, wie durch Bestimmung des durch CuCl abspaltbaren
Stickstoffs bestatigt wurde, zwischen 05 und 98% d. Th. Unter schwierigen Bedin-
gungen, sehr hohe oder sehr geringe Sauregehalte, sinken die Ausbeuten etwas ab'"
Das Verfahren ist auferordentlich bequem, wenn man schnell kleinere Mengen
Diazoniumldésung herstcllicn will.

Nach Beendigung der Reaktion wurde auf deren vollstandigen Verlauf mit KJ-
Starkepapier geprift, von den Filterfasern abfiltriert und je nach der gewiinschten
Konzentration mit der berechneten Menge Wasser oder Salzsaure auf 100 cm3 auf-
gefullt. Der Gehalt der L6sung wurde durch Zersetzung mit Kupfer-(1)-chloj;idlésung
bestimmt. Das Verfahren ist im Falle negativierender Substitution des Bcnzolkerns
brauchbar, da die Stickstoffverluste durch Bildung von Azokérpcrn nicht ins Gewicht
fallen. Durch Titration nachVolhard wurde der Gehalt der Lésung an Halogen be-
stimmt und das spezifische Gewicht durch das Gesamtgewicht der 100 cem festgelegt.
Je 5 ccm dieser Losung — im allgemeinen wurden 5—0 Parallelansatze gefiihrt — bringt
man in Reagenzgléser 20x2 cm, setzt einen Gummistopfen mit zweimal rechtwinklig
abgebogenem Ableitungsrohr auf, welches zur Vermeidung von Verlusten an Salz-
saure ein kleines mit Wasser gefllltes Reagenzglas als Vorlage erhélt.

Nur bei den starksten Saurekonzentrationen konnte in der Vorlage Salzsaure nach-
gewiesen werden, deren Menge durch Titration mit Lauge bestimmt und zur Halfte
von der in Ldsung gefundenen Konzentration abgezogen wurde. Nitrophenol ging
niemals in nachweisbarer Menge Uber. Die so vorbereiteten Rohrchen wurden darauf
in ein lebhaft siedendes Wasserbad eingetaucht, zusammen mit einer unverstopften,
aber sonst gleich beschickten Kontrolle. Wenn durch Kupplung mit alkalischer
/3-Naphthollésung in der Kontrolle kein Diazoniumsalz mehr nachzuweisen war, wurde
der Versuch nach weiteren 5 Minuten beendet.

Die Bestimmung des entstandenen Phenols geschah durch die Ubliche Brom-
titration. Als kein Jodid mehr zur Verfigung stand, wurde das Verfahren dahin-
gehend abgeédndert, dafl der BromuberschuB durch Zugabe von 1/10 n-Arsenitldsung
aufgenommen und der nicht verbrauchte Anteil des Arscnits durcli Titration mit
n/10-Bromid-Bromatldsung in der Wéarme bestimmt wurde. (Indikator Methylrot.)
Das Verfahren hat den Vorteil, auch in Gegenwart von Eisen-(111)- und Kupfer-(Il)-
salzen brauchbar zu sein. Bei der Reaktion entstehen immer geringe Mengen Harze,
welche aber zum groRten Teil beim Kochen mit starker Lauge in Ldsung gehen und
Brom verbrauchen. Sie wurden daher als Phenol mitbestimmt. Auf jeden Fall muf3
wiederholt mit 30-proz. Lauge gekocht werden, um alle titrierbare Substanz auf-
zuschlieRen.

Das fur die Ausbeute -wichtige Verhéaltnis von Halogcnionen zu Wasser wurde
rechnerisch bestimmt, indem vom. Gesamtgewicht der Losung das Gewicht der darin
befindlichen Diazoniumionen, Natriumionen und Chlorionen abgezogen wurde.

Einzelne Punkte wurden durch prédparative Aufarbeitung des doppelten Ansatzes
erhartet, wobei sich die titrimetrischc Methode als Uberlegen erwies.
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Bei geringen Gehalten an Chlorionen konnte die Ausbeute an Halogenid direkt
aus der Menge des verschwundenen titrierbaren Halogens bestimmt werden, da durch
starke Harzbildung die Phenolausbeute stark abgesunken war.

Diese Werte sind besonders gekennzeichnet.

Chlorioncn % Ausbeute
Wasser an Phenol Bemerkungen
1: 45 37 Bromtitrat.
1:6 45
4: 10 57
1011 55 3
1:15 65 ' er
1:27 76
1:47 81
1:80 86
1:90 82 -
1: 90 91 Bestg. des
1:100 94 Verlustes an CP

Zersetzung in Kaliumchloridlésung

Versuchsanordnung wie vorher, Bestimmung der Ausbeute durch Phenoltitration.
Verhéltnis von Chlorion zu Wasser in allen Versuchen wie 1:15.

Prozentualer Anteil Ausbeute an B K
der Chlorionen aus Salzsaure Phenol emerkungen
100 % 65% kein llarz
43,5% 07% Wenig Harz
S % : 68% Wenig Harz

Uber die Unterbrechung des Citronensaure-Cyklus
durch Fluoressigsaure
Von Carl Martins

(Aus dom physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tubingen)

[Eingclaufen am 23. Oktober 19481

Vor einiger Zeit berichteten amerikanische2’3) und englische Au-
toren4) auf Grund von Untersuchungen, die wahrend des Krieges dureh-
gefiihrt worden waren, Uber die Giftigkeit der Fluoressigsaure und

*) Nach einem Vortrag vor der Chemischen Gesellschaft in Minchen am 18.6.48.
2 G.R.Bartlett, E. S. G. Barron, Journ. biol. Chem. 169, 67 (1947).

3) G. Kalnit.zky, E. S. G. Barron, Journ. biol. Cliem. 169, 83 (1947).

4 B. C.Saunders, Nature 1S47 S. 179. Dort weitere Literaturangaben.
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homologer co-fluorierter Fettsdauren sowie Uber deren EinfluR auf den
Stoffwechsel tierischer Gewebe, von Hefe und von Bakterien. Das Er-
staunliche an der von Ihnen gefundenen starken Wirksamkeit der
Fluoressigsaure als Stoffwechselgift — die Wirkung der hdheren fluo-
rierten Fettsduren wird auf die Bildung von Fluoressigsaure bei deren
Abbau zurickgefihrt — ist, daB sie einem einfachen und im Gegensatz
zu den anderen Halogenessigsauren sehr rcaktionstragen Molekll zu-
kommt, das selbst mit Sulfhydrylgruppcn kaum in Reaktion zu bringen
ist. In ihren Untersuchungen {ber den Reaktionsmechanismus der
Fluoracctat-Wirkung in vivo und in vitro kommen Bartlett und
Barron zu dem SchluB, daR diese durch Hemmung des oxydativen
Abbaus der Essigsdure zustande kame, da sich in .ihren Versuchen mit
tierischen Geweben sowie mit Hefe der Abbau der Essigsaure, und zwar
sowohl zugesetzter wie aus Pyruvat oder Fettsduren gebildeter stets
als zu nahezu 100 % gehemmt erwies. Aus der Tatsache, dal keines der
einzelnen untersuchten Teilenzyme des Citronensaurecyklus sich durch
Fluoressigsaure hemmen lieR, hatten sie geschlossen, daB der Angriffs-
punkt der Fluoressigsaurc nicht auf diesem Abbauweg liegen koénne,
sondern durch kompetitive Hemmung der Umsatz der Essigsdure direkt
betroffen werde. Sie hatten daher weiter gefolgert, da beim Abbau der
Essigsaure und somit auch der Brenztraubensdure und der Fettsauren
in Anbetracht der starken mit Fluoressigsaure erzielbaren Hemmung
der Citronensaurecyklus nur eine untergeordnete Rolle spielen konne.

Eine solche im Widerspruch mit wesentlichen im Laufe der letzten
Jahre gewonnenen Erkenntnissen Uber den Verlauf des aeroben Stoff-
wechsels- stehende Behauptung hatte, falls sie zutrafe, zu einer Um-
walzung bisher als gultig angesehenor Anschauungen uber die Rolle'der
Citronensaure wie der Essigsaure fithren missen.

Eine Nachprifung der Versuche fiihrte indessen zu einer anderen
Auffassung vom Wesen der Fluoracetatwirkung.

Tab. 1

A. Je Ansatz 5g IImmuskelbrei (Rind), 25 mg Citronensdure. 1,1% NnlICO03.
Flassigkeitsvolumen: 1ml. 120 Min. unter 02 geschittelt

Citronensaure:
Fluoracetat

Wiedergefunden j Kontrolle

0.04 m 26,6; 26,6 mg 0,8; 1,0 mg
0,01 m 29,0 mg 7,0 mg
0,001 m 28,75 mg 6.5 mg

B. 0,04 m FluoracctatjO.0Ol m As203|0,04 m F.acetat 4- 0,001 m As20;ij Kontrolle

23.G: 23,7 mg |-6,4: —mg ' 7,7; 8,8 mg 15,4; 9,5mg
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.Wie Tab. 1 zeigt, verhindert 0,001 m—0,04 m Fluoressigsaure den
Abbau von Citronensédure durch Herzmuskelbrei tber das MaR von
etwa 10 % hinaus, welches auf Rechnung der durch Umlagerung ge-
bildeten cis-Aconitsdaure und Isocitronensdaure kommt, bzw. es findet
sogar auf Kosten zelleigener Ausgangsstoffe eine leichte Vermehrung
der Citronensaure statt. Da die Umwandlung Citronensaure—cis-Aconit-
saure— Isocitronensaure durch Fluoressigsaure nicht beeinflut wird,
wie besondere Versuche zeigten, mufR die Isocitricodehydrase selbst
durch die Vergiftung ausgeschaltet worden sein. Nach den Versuchen
von Bartlett und Barron2 wird die isolierte Dehydrase aber durch
Fluoressigsaure nicht gehemmt. Eine Lo6sung dieses offenbaren; Wider-
spruches ergibt sich, wenn man annimmt, claB in den Versuchen mit
Gewebe die als solche wahrscheinlich ganzlich ungiftige Fluoressigsaure
erst in das eigentliche Enzymgift umgewandelt wird, das Eintreten der
Giftwirkung somit an intakte Zellen oder Zellstrukturen gebunden ist.
Obwohl der direkte, d. h. praparative Nachweis dieses Stoffes bisher
noch nicht gefihrt werden konnte, glaube ich mit Bestimmtheit sagen
zu konnen, daB es sich bei diesem um eine Fluorcitronensaure (oder
Isocitronensaure) handelt, Gber deren Entstehung folgendes angenommen
werden kann: Die Kleinheit und Reaktionstragheit des Fluoratoms be-
dingt eine ziemlich groRe Ahnlichkeit der Molekiile der Essigsaure und
Fluoressigsaure. Diese fuhrt nun aber nicht, wie Bartlett und Barron
annahmen, zu einer kompetitiven Hemmung des Essigsdaureabbaus, son-
dern zu einer Konkurrenz beider S&uren in dem Sinne, dal sie beide in
gleicher Weise in den Stoffwechsel einbezogen werden, d. h. lber die
vermutliche Zwischenstufe einer Acet- bzw. Fluoracet-cssigsauro in Ci-
tronensaure bzw. Fluorcitronensdure tbergehen. Letztere bewirkt dann
eine kompetitive Hemmung an der Isocitricodehydrase, was bei der
Festigkeit der Ferment-Substrat-Bindung gerade dieses Enzymes offen-
bar schon bei sehr niedrigen Giftkonzentrationen mdglich ist.

Beweisend fir diese Auffassung scheinen mir die unter B in Tab. 1
angefuhrten Versuche zu sein, bei denen das Citronensaure bildende
Fermentsystem durch einen Zusatz von arseniger Saure ausgeschaltet
wurde. Unter diesen Umstdnden kann auch keine Fluorcitronenséure
gebildet werden, und der Abbau der Citronensaure mufl auch in den
durch Fluoracetat vergifteten Ansatzen ungehemmt stattfinden kdnnen,
wie'die Versuche in der Tat ergeben.

Mit der Blockierung des Citratabbaus durch intermediar gebildete
Fluorcitronensaure lassen sich nun, wenn man den Citronensaure-
cyclus als Hauptweg des aeroben Brenztraubensdure- und Fettsaure-
abbaus zu Grunde legt sdmtliche von Barron, Bartlett und ICal-
nitzki an tierischem Gewebe und Hefe gemachten Befunde einwandfrei
erklaren. Wenn die im Gewebe vorhandenen C4-Dicarbonsdurcn in Form
von Fluorcitronensdure und Citronensaure festgelegt sind, muBB wegen
Mangels an diesen fir den Ablauf des Citronensdaurecyclus und damit

Annalen der Chemie. 561. Band 16



230 M artius

fur die Gewebsatmung unbedingt erforderlichen Substanzen der wei-
tere Abbau der Brenztraubensdure und der Fettsduren .sisticren. Dal
sich dabei aus Brenztraubensaure in groBerem Umfang Essigsaure bildet,
beweist an sich noch nicht, dalR der Pyruvatabbau obligat tGber Essig-
saure verlauft, sondern besagt nur, dal? diese in tierischem- Gewebe sonst
wohl nur einen Nebenweg darstellende Reaktion zur allein noch nachweis-
baren Umsetzung werden kann, wenn der normale, Abbauweg versperrt
ist. Andererseits stellt der Nachweis der Bildung von Fluércitronen-
saure aus Fluoressigsaure einen neuen Beweis daflr dar, dal auch Essig-
saure im Tierkdrper in Citronensdure Ubergeht und ihr Abbau somit
Uber dgn Citronensaurccyclus fuhrt.

Auch der von Barron und Mitarbeitern erhobene Befund, daR
Acetylicrungsprozesse durch Fluoressigsdiire nicht gehemmt werden,
findet nunmehr seine einfache Erklarung. Durch die Hemmung des
aeroben Pyruvat- und Acetat-Abbaus scheinen sie sogar beginstigt z(i
werden, worauf neben dem Befund, daB in mit Fluoressigsaiire vergif-
tetem Gehirnbrei vermehrt Acetylcholin gebildet wird2), auch Beobach-
tungen in vivo an Tieren zu sprechen scheinen, bei denen man im Stadium
der Vergiftung fibrillare Muskelzuckungen (beim Frosch) oder verstarktb
Darmperistaltik (bei der Ratte) beobachtet.

Neben der Wirkung auf den Citratabbau laRt sieh schlieBlich auch noch
eine gewisse direkte Wirkung auf die Citronensaurc-Synthesc feststellen.
Bei kurzer Reaktionsdauer und gleichzeitiger Zugabe von Fluoressig-
saure und den zur Citronensaurc-Synthesc ndtigen Komponenten kommt
es stets zu einer Erhohung der Ausbeute an Citronensaure, d. h. bei
nichtbeeinfluBtcr Synthese wird der Abbau gehemmt. Die dann er-
haltenen Werte stellen somit das wahre MalR der Ausbeute an Citroneh-
saure dar, das ohne Fluoressigsaure wegen des ja stets neben der Synthese
einhergehenden Abbaus nie erreicht werden kann. Es liegt bis zu Vs Uber
dem’ Wert ohne Fluoracetat. Schittelt man jedoch schon vor Zugabe
des Citronensaure bildenden S&aurepaares, zunachst 60' nur mit Fluor-
essigsaure, sind dann Hemmungen der Citronensauresynthese zu be-
obachten, die in der Regel mit Fumar- oder Bernsteinsdaure als Ausgangs-
material gréRer sind als mit Oxalcssigsaurc und darauf schlieBen lassen,
daB dann eine Hemmung auch der Reaktionen eintritt, die von der
Bernstein-bzw. Fumarsaure bis zur Oxalcssigsaurc fihren und vielleicht
die Malicodehydrase betreffen.

AVirkung von Fluoracetat auf die Citronensduresynthese

Jo 59 Herzmuskelbrci (Rind) wurden in 100 ml Krleminevem nach Zusatz der
Substrate (0.02 m-Brenztraubcnsanrc -f- 0,02 m-Dicarbonsaurc als Na-Salzc) 30 Min.
unter 02 bei 37° geschittelt. Medium 1.1% NallCO, ph —38,1. Volumen ohne Ge-
webe = 25 ml. Bei den Versuchen unter A wurde das Fluoracetat gleichzeitig mit
den Citronensaurebildnern zugesetzt, bei den Versuchen unter B wurde zuné&chst
60 Min. nur mit Fluoracetat bzw. die Kontrolle ohne Zusatz unter 02 geschittelt.
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Tab. 2
Fluoracetat Diearbonsdure mg Citronensaure  Kontrolle @
A. 0,033 m Oxalessigsaure 43,65 37,95 + 11,6
0,033 ,, Fumarsaure 38,4 31,0 +12,4
,0,02 ,, Oxalessigsaure 37,8 31,1 +21,5
0,02 Fumarsaure 34,5 32,0 - 8
B. 0,02 ,, Oxalessigsaure 14,76 11,6 , +28
0,02 ,, Fumarséaure 9,45 13,76 *- 31
0,02 Bernsteinsaure 9,36 10,0 - 6,8
0,033 ,, Oxalessigsaure 9,4 10,3 ; — 6
0,033 ,, Apfelsaure 8,26 10,77 - 235
0,033 ,, Fumarsaure 7,0 11,7 -40
0,033 ,, Bernsteipsaure 6,0 8,7 - 31
O. Ansatz wie unter A.
0,01 m Fluor- Oxalessigsaure 16,0 17,4
bornsteinsaure Fumarsaure 12,2 12,0
0,01 m Fluor- Oxalessigsaure 13,7 41,0
fumarsaure Fumarsaure 6,1 16,6 i

Da diese Versuche sich jedoch mit verschiedenem GewebSmaterial
nicht immer im gleichen Umfange reproduzieren lieRen, bleibt cs wohl
dahingestellt, ob es sieh bei diesem Effekt um eine spezifische Wirkung
handelt oder nicht, vielmehr Gewebsschadigungen allgemeinerer Art als
Folge der gehemmten Atmung dem zu Grunde liegen. Eine dritte
Méglichkeit schlieBlich, daB ein weiterer Abbau der Fluorcitronensaure
zu fluorierten Dicarbonsauren erfolgt, die dann ihrerseits neuartige
Hemmungseffekte ergeben, erscheint auch nicht sehr wahrscheinlich,
da o..: m Monofluorbernsteinsdure gar keinen, o..: m Monofluorfumar-
sdure®) auch nur einen mittleren Effekt auf die Bildung von Citronensaure
aus Oxalessigsaure oder Fumarsaure ausiben, trotzdem die angewandten
Konzentrationen der Hemmstoffe hier sicherlich sehr viel héher liegen,
als die ev. gebildeter fluorierter Dicarbonsduren in den Ansatzen mit
Fluoressigsaure. >

Es liegt somit aller Grund zur Annahme vor, dal der Effekt der
Fluoressigsaure auf den Stoffwechselim wesentlichen durch die Hemmung
des Citratabbaus zu erklaren ist und wir in dieser Substanz ein neuartiges
Enzymgift mit ganz spezifischer Wirkung vor uns haben. Dieser Be-
fund im Verein mit den von Barron und Mitarbeitern gemachten Be-
obachtungen beiceist somit auf's neue die zentrale Bolle der Citronensaure
im intermedidren Stofju-echsel.

Von besonderer Bedeutung erscheint'die Tatsache, daB mit der
Fluoressigsaure ein Enzymgift gegeben ist, das vor anderen &ahnlich
wirkenden wie der Malonsaure den Vorteil voraus hat, daR sie als ein-

s) Fur die Uberlassung von Proben dieser Sauren spreche ich Herrn Prof. TheiF
acker meinen besten Hank aus.

16*



232 Kiermeier

wertiges lon auch durch schwer permeable Membranen leicht diffundiert.
Die Angaben vonfBartlett und Barron, dall bereits mit 0,001lm Fluor-
acetat deutlich Hemmungen des Wachstums von Pflanzenkeimlingen
zu beobachten sind, deutet eine Anwendungsmdglichkeit an. Weitere
dirften sich bei der Untersuchung des Stoffwechsels von Bakterien er-
geben, bei denen die Beteiligung des Citronensaurccyclus bisher ja noch
wenig geklart ist. Eine Voraussetzung fiir die Anwendung der Fluoressig-
saure mufd freilich in allen Fallen gegeben sein: Ein leistungsfahiges
Enzymsystem fur die Uberfilhrung von (Fluor-) Essigsidure in (Fluor-)
Citronensdure. Wo ein solches nicht gegeben ist, kann auch keine
Wirkung der Fluoressigsaure auf den Oitratabbau erwartet werden.
Dem Univorsltatsbuml Tibingen spreche ich fur die finanzielle Unterstiitzung

dieser Arbeit meinen ergebensten Dank aus. Herrn Dr. Jonas, Leverkusen, danke
ich fur die Uberlassung von Fluoressigsdure.

Zur manometrischen Bestimmungsmethode der Pektase

Von Friedrich Kiermeier
(Aus dem Institut fur Lebensmitteltechnologie, Munchen)
Mit 4 Figuren im Text
[Eingelaufen am G Oktober 1948]

Die demethoxylierende Wirkung der Pektase und die dabei auf-
tretende Gelierung macht sich in pflanzlichen Saften bei langerer Lager-
zeit bemerkbar, obwohl nur geringe Mengen des E'ermentes vorhanden
sind. Diese sind mit den ublichen Methoden, die entweder auf eiiie
alkalimetrischc Titration der freiwerdenden Carboxylgruppen oder auf
einer Erfassung der Methoxylgruppen beruhenl), nicht oder nur sein-
umstandlich erfaBbar, vor allem wenn auf Grund technischer Einfllsse
bereits eine teilweise Inaktivierung des Fermentes eingetreten ist.
Es lag nun nahe, die bei anderen Esterasen bewdhrte Methode von
Rona und Lasnitzky2 und die neuerdings fiur Lezithinasen von
Zamecnik, Brewster u. Lipmann vorgeschlagene Arbeitsweise3)
auch fir die Charakterisierung der Pektase-Wirkung heranzuziehen.
Hier wie da kann die bei der Esterspaltung freiwerdende Sdure durch
die aquivalente Menge CO02, die aus einer Bikarbonatlésung freigemacht
wird, manometrisch nach der Methode von 0. W arburg erfat werden.

1) Zusammenfasscndc Literatur:, Phaff, H. J. u. M. A. Joslvn. Wallerstcin
Lab. Comm.,10 (1947), 133-148.

2) Bio.2.152. 504 .(1924).
3) T of Exp. Med. 85, 301-394 (1947).
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Die von E. Bamannd4) geduBerten Bedenken, daB Lipasen in bikar-
bonatgepuffertem Milieu nicht ihre volle Wirksamkeit entfalten, konnten
auch fur die Pektase zutreffen. Obwohl ein Vergleich der vorgcschla-
genen Methode mit der von Mac Donnell, Jansen u. Lincweaverb)
keine Differenzen bei dem verwendeten Enzymmaterial zeigte, wird es
doch fur glnstiger gehalten, die Beobachtung nur auf die Anfangs-

geschwindigkeit zu beschranken, solange noch konstant ist und weil

dadurch die Eigenhydrolyse noch keine meRBbaren Werte annimmt.
Durch den auBerordentlich verschiedenen Gehalt der Pektine an Meth-
oxylgruppen entsteht die besondere Schwierigkeit, dal kein standardi-
siertes Substrat fur die Enzymwirkung vorliegt; denn selbst die Vor-
schrift, daB der Gehalt an Methoxylgruppen5) mindest s —11% be-
tragen soll, schlieBt die Mdglichkeit einer Reaktionsbeeinflussung durch
die Eigenart des Substrates nicht aus, was fir die Einheitlichkeit der
Bewertung der Fermentwirkung abtraglich ist. Allerdings scheint da-
durch ein -Einblick in die hochpolymeren Verhaltnisse der Pektinstoffe
und in die ,,Wertigkeit“ ihrer Methyloxylgruppen gestattet zu sein.
Die vorliegende Methode erdéffnet uns die Mdglichkeit, da fiur jeden
Versuch nur 10 mg Substrat erforderlich ist, einen synthetischen Methyl-
ester der Galakturonsdure als Substrat heranzuziehen.

Versuchsteil

1. Arbeitsweise

Zu 2ccm einer Losung, die 0,5proz. an Pektin, 7io~Viqo molar an NaHCO03
und 0,15 molar an NaCl ist, gibt man nach Tempcraturausglcich 0,5'ccm der zu unter-
suchenden Pektasc-Ldsung, die gleiche Konzentration an NallC03 und NaCl wie die
Substratldsung aufweisen soll. Beide Ldsungen sollen vorher mit C02 gesattigt sein
(Substratlésung: 30 Min.), wobei die jeweilige Konzentration durch den gewiinschten
pH-Wert bedingt ist. Reaktionstemperatur 30°. Das freigemachte C03 wird nach der

Ix
manometrischen Methode von Warbiurgé) erfallt, solange c(iti noch konstant ist.

Als MaR der Aktivitat wird der Winkelftoeffizient der Geraden betrachtet, wobei es
besonders vorteilhaft ist, die Winkelkoeffizienten flr die einzelnen Zeitabschnitte
nach der graphischen Methode von Lode7) auszugleichen. Entsprechend den Vor-
schlagen von McDonnell, Jansen und Lincweaverb) liegt dann eine Pektase-
Einheit vor, wenn die Fermentmenge 1 Milli-Aquivalcnt Ester in 1 Min. bei 30° und
optimalem pu hydrolysiert (1 ccm CO02 entspricht 0,449-10-1 mval.). In einem Ver-
gleich beider Methoden ergab sich praktisch Ubereinstimmung:

alte Methode5): 2,3-10~2P E -E
neue Methode : 2,2-10-2PE-E.

4) Bamann, E. u. K. Myrback, Die Methoden der Fermentforschung, 2. Bd.,
R. 1559 (1941), Leipzig.

5) Arch. of Biochem. 6, 389-401 (1946). <

6) Dickens, Fr. ,,Die manometrische Methode“ in Bamann-Myrbiick, ,,Die
Methoden der Fermentforschung®, 1. Bd., S.985—1022 (Leipzig 1941).

7) VDI-Ztschr. 90, 89-90 (1948).
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2. pn-Einstellung

Wahrend die titrimctrische Verfolgung im ungepufforten Milieu6) vor sich geht,
ermdoglicht der NaHCO03-CO,,-Puffer ein Konstanthalten der Reaktionsbedingungen.
Selbst bei einer Entwicklung von 100 cmrn C02 wird unter den angegebenen Reak-
tionsverhéltnissen das pjj nicht verschoben. Nur bei Verwendung von n/100-NaHCO?-
Losungen wird die Einstellung etwas unsicher (vgl. Fig. 1). Besonders glnstig
scheint die Einstellung des pjj-Wertes mit m/25-Ldsungen.

Entsprechend der Natur des Puffersystems sind nur pH-Werte von 6,0 bis gegen
0,0 verfugbar, die in verschiedener Weise, wie Fig. 1 zeigt, eingestellt werden kénnen.

iff 5%
25%
3
1 b
10070
‘/ / o
BB
e X
fl
BN | $ 1
60 ;S sn
f
0 2 i 6 8 55 65 15 55
mg Aa HOBje cm3 , PH
Fig. i Abhangigkeit des pK-Wertes von Fig. 2. pjj-Einstellung mit
Nall.C03-Gehalt und C02-Conc. einem NaHCO,t-CO»-
(x: pjj-Werte einer fertigen Mischung, Puffcr.

ilie 0,15 molar an NaCl und 0,375proz.
an Pektin war. o: der crrcchnete pn-
Wert3)).

Es ist vorteilhaft, sieh nicht allein auf die Angaben von Hastings und Scndroy®8)
bei der Zusammenstellung des NaHC03-C02-Puffers zu stlitzen, sondern diese in der
fertigen Mischung nachzupriifen, weil geringe Verschiebungen durch den ineist bei
3 liegenden plE-Wert der Pektine zu beobachten sind (vgl. Fig. 1). Hie Substrat-
16sung behielt den einmal eingestellten pH-Wcrt iber mehrere Tage. Es ist jedoch
anzuraten, die Mischung nicht auf Vorrat zu halten, sondern die Einzellésungen in
doppelter Konzentration vor Versuchsbeginn zu gleichen Teilen zu mischen. Wie
Fig. 2 zeigt, ist durchaus eine zufriedenstellende pjj-Einstcllung zu erreichen, t>o dal
die Ubliche pH-Aktivitatskurvc bestimmt werden kann, was in Einklang mit den Er-
fahrungen von Zamecnik u. Mitarb.3) steht,

3. Die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der’
Ehzyinkonzentratio ..
Die Reaktionsgeschwindigkeit, ausgedrickt in Pektase-Einheiten,
ist der Enzymkonzentration proportional (Fig. 3). Daraus kann gefol-
gert werden, dal? die Milieudnderungen unter den Versuchsbedingungen

8) J. Riol. Chein. 65, 445 (1925).
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sehr gering sind und dall offenbar eine Inaktivierung des Enzyms im
NaHGO3rPuffer im Anfang der Reaktion nicht eintritt. ‘e

0 2 4
mg Termentmferials
Fig. 3. Beziehung der Enzym- ""ig. 4. EinfluR der Substratkonz, auf
menge zur Enzymaktivitat. die Reaktionsgeschwindigkeit

(Reaktionszeit GO Min.; Temp. 30°)

4. Der EinfluR der Substratkonzentration

Die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substrat-
menge ist-,aullerordentlich grof? (Fig. 4), vor allem in Hinblick darauf,
dal die an sich geeigneten hoheren Pektinkonzentrationen wé&hrend der
Messung gelieren und dadurch die notwendige Bewegung des Reaktions-
ansatzes im Warbirg-Gefall unterbinden.

Der von H. Deuel und F. Weber9) vorgeschlagene Zusatz von Pyridin und Na-
triumoxalat vermag zwar die Gelierung zu unterdriicken und beeinfluf3t die Reaktions-
geschwindigkeit nicht, jedoch mufR auch das Fermentmaterial Ca-frei gemacht werden,
was fir 'Reihenuntersuchungen sehr hinderlich ist; und weiterhin macht sich der
Dampfdruck des Pyridins im Manometer bemerkbar. Der SubstrateinfluB kann weit-
gehend ausgeschaltet werden, wenn lediglich die Anfangsgeschwindigkeiten betrachtet
werden, dann wur bei verschiedenen Pektinen die Fermentaktivitat unabhangig von
der Konzentration (z. B. Ribenpektin I: Konz. 0,4—1,6%; K-10“-= 2,16+ 0,1610).
Selbst bei gut gelierenden Pektinen konnte die Konzentration ohne merklichen
EinfluB auf die Reaktionsgeschwindigkeit des Enzyms variiert werden (z. B. Apfel-
pektin Il:  Konz. 0,05—0,3%, K-10_2= 1,34 + 0,20; Rubenpektin Il: Konz.
0,05-0,3% ; K-10-2= 0,69 +*0,11).

5. Der EinfluR der Substratbeschaffenheit

Weiterhin kann der stérende Geliereffekt bei hohen Substratkon-
zentrationen dadurch ausgeschaltet werden, daR die Pektinlésungen zu-
nachst mit Pektinase (Filtragol) versetzt, dann diese durch Aufkochen
inaktiviert und die so gewonnene niedermolekulare Pektinlésung nach

») Hely. 28. 1088-1110 (1045).
10) £+ 0,16 bedeutet den Streuungsbereich; vgl. S. Kotier, Graphische Tafeln
zur Beurteilunglstatistischer Zahlen (Dresden 1943), S. 36/7.
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der Avbcitsvorschrift weiter verwendet werden. Auf diese.Weise konnten
selbst 4-proz. Pektinlosungen fiur die Versuche benutzt werden. Die
Pektase-Wifkung war unabhangig vom Grade des Abbaues durch die
Pektinase-Wirkung (Tab. 1), wahrend Jansen, Mac Donnel und
Dangll) eine Steigerung feststellten. Ob dieser Widerspruch durch die
ganzlich anderen Reaktions- und Milieubedingungen bedingt ist, missen

Tab. 1. Der EinfluR des durch Fektinase verschieden stark abgebauten Pektins auf
die Reaktionsgeschwindigkeit der Pektasc.

Pektinase-Wirkung

bei ;00 1 Pektase-Wirkung13) Gelierung
Zeit in Std. 1 Viskositat in sec.12) | PE-E-10-1
0 207,8 0,55 +
6 124.6 0,55 +
24 69,1 0,56 -L
.48 58,4 - 0,59 (+)
72 58,4 | 0,60

weitere Untersuchungen zeigen. Auf jeden Fall sind auf diese Weise
optimale Substratkonzentrationen einstellbar. Unter Umstanden sind auf
diese Weise standardisierte Substrate herstellbar, wenn es nicht gelingen
sollte, einheitliche Substrate zu synthetisieren. Gleichzeitig war damit
bewiesen, dal der Polymerisationgrad des Pektins ohne EinfluR auf
die Pektasewirkung ist.

Aus diesem Grande mussen die von uns beobachteten Unterschiede an gerei-
nigten Pektinenld auf der Eigenart der wektinsubstanzen beruhen (Tab. 2), denn

Tab. 2. Der EinfluB des Substrates auf die Reaktionsgeschwindigkeit der Pektasc15)

Substrat '\g:;g‘l)txl)’)' PE-E-10- 1

1. Apfelpektin | 5,46 0,78
aincrikan. Herkunft, Pulver

2. Apfelpektin Tl e . 6,00 0,34
flussig; mit Alkohol gefalltl?)

3. RvhenpeKlin I e * 2,86 0,21
Pulver

4, Rubenpeklin 11 . . . e e 3,80 '1,21-0,49

flussig; mit Alkohol gefallt17)

u) Arch. of Biochem. 8, 113-118 (1945).

12) Wasserwert des Ostwald-Viskosimeters 39,3”.

M) Reaktionszeit 60 Min.; Pu = 6,4; Temp. 20°; nicht in NaCl aktiviert;
Rubenpektin I 1% ; 5 mg Ferment.

”) S.Morell, L. Baur u. K. P. Link, J. Biol. Chcm. 105, 1 (1934).

15 1 mg Ferment, plt = 7,5; mit NaCl aktiviert; Temp. 30° C; Reaktionszeit
18 Min. Pektine: 0,375proz. Mittelwert aus 4 Messungen an verschiedenen Tagen.

16) Bestimmt durch Ermittlung des Methylalkoholgehaltes nach Verseifung mit
NaOH und kolorimetr. Bestimmung nach v. Feilenberg23).

17) R, Ripa, Die Pektinstoffe (Braunschweig 1937) S. 112.
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mit Ausnahme des Riubenpektins Il war die Fermontaktivitiit bei den anderen
Pektinen als Substrat ber mehrere Tage konstant, wéhrend sich das Rubenpektin 11
bereits in der Pufferlosung" demethoxylierte, so dal die Fermentaktivitdat abnahm.
Da dieses Substrat Uberdies die groRte Reaktionsgeschwindigkeit des Ferments
gleich nach der Herstellung der Substratlésung zulieB, was wiederholt fcstgcstellt
werden konnte, kdonnte dies als verschiedenartiger Einbau der GIRO-Gruppen ge-
deutet werden, wofir auch rein praktische Beobachtungen tber die Gelierung spre-
chenl8). Vielleicht bietet die fermentative Behandlung verschieden gewonnener
Pektine einen Anhalt, in diese Verhaltnisse Einblick zu gewannen. Ein weiterer, nur
als Orientierung gedachter Versuch, bei dem Apfelpulver mit Wasser unter C02
ausgekocht wurde, bestarkte uns in dieser Ansicht, denn der 1. Extrakt (Trocken-
subst. 1,6%) enthielt eine Fermentaktivitdt von 0,38-10“4 PE-E gegeniber dem
2. Extrakt (Trockensubst. 0,6%) von 0,61-10-4 PE-E.

s. EinfluR der Temperatur

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Holden16) an Tabak-Pektase
vnirdc fur Kohlribenblatter-Pektase ein sehr niedriger Temperaturkoeffizient (Q 10)
von 1,25 zwischen 20 und 30° und von 1,15 zwischen 30 und 40° gefunden.

Die Inaktivierung der Kohlriibenblatter-Pektase geht auflerordentlich rasch vor
sich; schon 10—20” geniigen bei 100° fiir vollige Inaktivierung, was in Ubereinstim-
mung mit den Beobachtungen von Kertesz20) an der Tomaten-Pektasc steht. 5 Mi-
nuten langes Erhitzen hinterlafRt bei 50° eine Restaktivitat von 87%, bei 60° von
34%, 70° von 38% und bei 80° von 0% (vgl. hierzu5)].

7. Herstellung der Pektase2l)

Die Pektase wurde abweichend von der Vorschrift von M ehlitz2) aus dem Saft
von Kohlriubenblattern (Brassica napus var. Napobrassica) durch fraktionierte
Fallung mit Aceton (bis 30 und bis 50% Gehalt) gewonnen und teilweise durch nach-
folgende Ammonsulfatfallung und Dialyse weiter gereinigt. Die Dialyse wirkte sich
aber nachteilig auf die Aktivitat des Fermentes aus. Aus dem Eluat der zweiten
Aceton-Fallung wurde das Ferment durch erneute Fallung mit Aceton abgeschieden.
Nach dem Trocknen im Vakuumexsikkator wurden aus 2 Litern Rohsaft insgesamt
14,7 g (Préaparat e) eines in Wasser gut loslichen, schwach grau gefarbten Pektase-
pulvers erhalten, das noch nach 9 Monaten sehr gute Wirksamkeit zeigte. Fur die
Untersuchung wurde meist das Préaparat e verwendet, das je g Fermentmaterial
1,06-10-2 PE-Einheiten enthielt. Die Ammonsulfatfallung erwies sich aktiver:
1,44-10-2 PE-E. Die Fermentlésungen bei 20° innerhalb 24 h behalten ihre Fer-
mentakttvitat, gleichgiltig, ob sie in H20, n/25-NaHCO03; 0,15m-NaCl oder in einer
Mischung von n/25-NallCO., und 0,15m-NaCl geldst waren.

Fir gewissenhafte Mithilfe "bei den Untersuchungen mdochte ich auch an dieser
Stelle Fraulein Ingoborg Wurmbach danken.

Is) Vgl. hierzu zusammenfassende Literatur: H. A.Joslyn u. II. J. Pliaff,
Wallerstein Labor. Comm. 10, 39—56 (1947).

10) Biochem. J. 39, 172 (1945); zitiert nach r).

200 Food Research 3, 481 (1938).

21) Die Herstellung des Pektaseprédparates verdanke ich meiner Mitarbeiterin
Frau Dr. B. llottenroth.

2pBio. Z. 221, 217.(1930).

23) Bamann-M.yrback, Methoden Fermentforschung I, 1032 (Leipzig 1941).
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Berichtigungen

S. 92, Uberschrift, Zeile 3 muR es heiRen: a-amino-/?-mercapto-propion-
. séaure.

S. 95, Zeile 10 v. 0.: vor ,entsteht” setze (X).
S. 96, Zeile3 v.o. lies: C71i1203S
S. 97, Zeile12 v, o lies: C911J50 5NS.

S. 100, Zeile 10 yJo,: statt IX lies X.
S.101, Zeile7 v. o. statt VIII lies IX.

S.195, Zeile5 v. 0. mufB es heiBen: ,,Nach dem mehrmaligen Waschen
mit kleinen Mengen schwach SO02haltigem Wasser wurden die
fermenthaltigen: Fallungen durch mehrmalige Behandlung mit
Aceton tanninfrei gewaschen.”

(Abgeschlossen am 3. Januar 1949)

Verantwortlich fur die Redaktion: Prof. Dr. H. Wieland, Starnberg Obb.; fir den An-
zeigenteil: Anton Burger. — Verlag Chemie, GmbH. (Geschéftsfihrer Eduard Kreuzhage.)r
Weinheim/Bergstr. Printed in Germany. — Druck: Druckerei G. Braun GmbH-, Karlsruhe.
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I. and 5. neu bearbeitete Auflage [949 — gr. 4 — 636 Seiten

mit 2 larbigen md jeinfarbigen Tatein >o\lt 300 Abbildungen im Text
und 70 Tabellen — In Halb-cincn DM 34.—.

Die Vorzige des Buches sind der flissige Stil, die lebendige Dar-
stellung und die klare Anordnung des ungeheuren Stoffes In einem
crs'ten Teil ,,Allgemeine Technologie“ werden die chemisch-technischen
Reaktionen Arbeitsmethoden Apparaturen Anlagen und Fabriken
behandelt Am Ende dieses Abschnittes wird ein Hinweis auf den
Aufbau und die Bedeutung dei deutschen chemischen Industrie und
die Weltkonzerne der chemischen Industrie gegeben - In dem zweiten
speziellen Teil werden die chemisch technische Erzeugung von Stoffen.
Veredelung von Rohstoffen der ieb>osen und dei lebenden Natur und
die Verarbeitung von Erzeugnissen der chemischen Industrie und die
Anwendung ihrer Verfahrenstechnik zur Erzeugung von Gebrauchs-
gltern beschrieben
Schon gleich nach Erscheinen der 1 Auflage wurde in den Bespre-
chungen der Fachzeitschriften darauf hingewiesen, daR sich das Buch
durch seine Vielseitigkeit und durch das Bestreben, immei die allge-
meinen Zusammenhdnge im Auge zu b,ehalten vorteilhaft auszcichne
Wesentliche Anderungen wund 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 odci alte Verfahren wurden kirzer
behandelt, die neuesten Verfahren dagegen, tber die sich im Schrifttum
nur verstreut Mitteilungen finden eingehend beschrieben Obwohl
neue Abschnitte eingefigt worden sind konnte doch die frihere be-
wéhrte Grundeinteilung beibehalten werden So wird sicherlich auch

diese neue Bearbeitung des Werkes viele Freunde und Leser finden

Chemischen Technik
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Von den Banden 557ff. dieser Zeitschrift sind noch
Restbestdande vorhanden. ' Eine Nachlieferung
(auch von Einzelheiten) ist daher noch maglich.

Neuerdings kénnen unsere Zeitschriften
auch ins Ausland geliefert werden.

Weisen Sie bitte lhre Freunde und Bekannten
auf diese Mdoglichkeit hin.

Nahere Auskinfte werden gern von uns erteilt.

Auf Wunsch kdénnen wir lhren Auslandsfreunden
auch Probehefte senden.

VERLAG CHEMIE, GmbH.

Weinheim.an"'der Bergstrale



Lichtelektrisches Becherglas-
Kolorimeter

mit Keagen.zglas-Einsatz
kurzfristig lieferbar

ebenso Photoelemente,” Luxmcter und Ultra-Relais
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id 'Zuschriften sind ausschlieflich zu richten an



