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Zum biologischen Abbau der Essigsaure V1.1

»Aktivierte Essigsaure”, ihre Isolierung aus Hefe und ihre
chemische Natur 2)

Von Feodor Lynen, Ernestine Reichert3) und Luistraud Rueff

Mit 5 Figuren im Text
(Eingelaufen am 26. Juli 1951)

Die Essigsdure ist einer der einfachen Bausteine, aus denen die
Zelle die Vielfalt ihrer organischen Substanz aufzubauen vermag.
Sie genigt vielen Mikroorganismen, wie z. B. Hefen und Schimmel-
pilzen, als einzige Kohlenstoffquelle fur gutes Wachstum und sie
steht auch im hoéheren Organismus, dessen synthetische Leistungen,
verglichen mit denen dieser Einzeller zwar schon beeintréchtigt
sind, noch im Zentrum des intermedidren Stoffwechsels. Dies kdnnte
nicht eindrucksvoller bewiesen werden, als durch die vielen Ver-
suche mit isotop markierter Essigsaure, in denen man die auf diese
Weise zugefiihrten Deuterium- oder isotopen Kohlenstoff-Atome
im Glykogen4), in den verschiedenen Fettsduren5), in den Amino-
sduren der Proteine6), aber auch im Cholesterins 7), in den Purinen8)
und im Porphyrin des Blutfarbstoffes9 fand.

Umgekehrt leitet aber die Essigsdure, im Zuge des aeroben
Abbaus aus komplizierteren organischen Molekeln entstanden, dann
auch ihre vollstdndige Verbrennung zu Kohlendioxyd im Citronen-
saure-Cyclus einl10). Dort ist eine Aldolkondensation mit Oxalacetat
die Schliusselreaktion.

) V. Mitteilung: F. Lynen und H. Scherer, A. 560, 163 (1948).

2 Vorlaufige Mitteilung: F. Lynon und E. Reichert, Ang. Ch. 63, 47 (1951).

3) Diplomarbeit, Miinchen 1950.

)V. Lorbor, N; Lifson und H. G. Wood, JI. Biol. Chem. 161, 411 (1945).

5)D.Rittenberg und K. Bloch, Ji. Biol. Chem. 160, 417 (1945).

°)D. Rittenberg und R. Bloch, JI. Biol. Chem. 157, 749 (1945).

7 H. FT. Littlo und K. Bloch, JI. Biol. Chem. 183, 33 (1950).

8 J. M.Buchanan, J. C. Sonno und A. M. Delluva, Jl. Biol. Chem. 173,
, SL (1948).

9 K. Bloch und D. Rittenb erg, Jl. Biol. Chem. 159, 45 (1945); N. S. Radin,
D. Rittenberg und D. Shcmin, JI. Biol. Chem. 184, 755 (1950).

J)Vgl. C. Martius und F. Lynen, Adv. Enzym 10, 167 (1950).
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Lynen, Reichert und Rueil

Wir wissen heute, dafll bei dieser Kondensationsreaktion ebenso
wie. bei den meisten —wahrscheinlich sogar allen —andersartigen
Umsetzungen von Acetat, wie etwa der Acetylierung von Cholin
und Sulfonamiden, oder dem Aufbau von Acetessigsdure und
hdheren R-Ketosduren, nicht die freie S&ure bzw. ihr Salz, sondern
ein Derivat bisher unbekannter Konstitution10) beteiligt ist, das in
unserem Laboratorium als ,aktivierte Essigsaure* bezeichnet
wurde.

Die Existenz dieser ,aktivierten Essigsaure® war von unsll) bei
Versuchen mit Hefe in Erwdgung gezogen worden, um zu erklaren,
warum eine durch 15- bis 20-stiindiges Schitteln unter Sauerstoff
an oxydierbaren Substraten verarmte Hefe zugesetztes Acetat
nicht sofort, sondern erst nach Ablauf eines l&ngeren Zeitraums,
einer ,,Induktionszeit”, umzusetzen imstande ist. Diese Induktions-
zeit 146t sich ndmlich durch minimale Mengen eines dehydrierbaren
Alkohols, Aldehyds oder Glucose sehr stark verkirzen, unter Um-
stdnden sogar vollstdndig zum Verschwinden bringen, ein Befund,
der mit der Annahme einer mit dem Oxydationsvorgang gekoppelten
»Aktivierung“ der Essigsédure, d. h. ihrer Vereinigung m it
einem Rest R12), eine plausible Deutung fand.

Was die chemische Natur der ,aktivierten Essigsiure® betrifft,
so dachte man zunéchst an ein energiereiches Anhydrid zwischen
Essigsaure und Phosphorsdurel3 14) und wurde in dieser Annahme
bestarkt durch den Befund F. Lipman ns1l), dal in Bakterien
aus Brenztraubensdure durch Dehydrierung oder durch ,,phos-
phoroklastische” Spaltung Acetylphosphat entsteht und nach E. R.
Stadtman und H. A. Barker15 auch die Dehydrierung von
Acetaldehyd oder die Spaltung der Acetessigsdure zu dieser Ver-
bindung fihrt.

Im schroffen Gegensatz dazu standen aber Versuche an Hefel0)
und an tierischen Geweben17.18). Dort waren alle Bemuhungen, eine
fur ,aktivierte Essigsdure” charakteristische Umsetzung — wie
etwa die zu Citronensdure fihrende Kondensation mit Oxalacetat —
unter Einsatz von Acetylphosphat zu erreichen, ergebnislos. Acetyl-
phosphorsdure, deren kristallisiertes Silbersalz im Zusammenhang
mit den Versuchen an Hefe F. Lynen19 erstmals préparativ dar-

") F.Lynen. A. 552, 270 (1942).

12) Vgl. auch F. Lynch, A. 554, 40 (1943).

1Y F. Lynen, A 546, 120 (1941).

u) Adv. Enzym. 6. 231 (1946).

15 JI. Biol. Chem. 174, 1039 (1946).

1) F.Lynen und N.Neciullah, unverdffentl. Versuche; vgl. N. Nociul lah,
Dissertation, Miinchen 1941.

17 C. M artius , H. 279, 96 (1943).

Is) F.E.Hunter und L. F. Leloir, JI. Biol. Chem. 159, 295 (1945).

19 B. 73, 367 (1940).



Zum biologischen Abbau der Essigsdure VI 3

stellte, konnte demnach mit ,aktivierter Essigsdure” nicht iden-
tisch sein.

Andererseits lieB sich aber im rohen Organextrakt ,aktivierte
Essigsdure® durch ein Gemisch aus Acetat und Adenosin-triphos-
pliat (ATP) ersetzen, wie D. Nachmansohn undA.L. Machado20)
beim Studium der Acetylierung von Cholin entdeckten und spéter
E. Lipmann2) hinsichtlich der Acetylierung von Sulfonamid durch
einen fermenthaltigen Extrakt aus Taubenleber bestitigen konnte.

Der Widerspruch, der sich dadurch ergab, dal ATP ja nur als
Phosphatdonator fur Essigsaure dienen konnte, synthetisches Ace-
tylphosphat aber wirkungslos war, wurde erst beseitigt, als sowohl
Nachmansohn2) als auch Lipmann2l. 23 erkannten, dal in
ihren rohen Eermentldsungen ein besonderes Coferment enthalten
und die Acetylierung an die Gegenwart dieses Coenzyms A (CoA)
gebunden war. Erst die Kombination ATP, Acetat und CoA verhalt
sich im biologischen System wie ,,aktivierte Essigsaure*. Nach Er-
génzung mit den spezifischen Fermenten werden nicht nur Cholin
und Sulfonamid acetyliert, sondern auch Acetessigsaure2d) auf-
gebaut und Oxalessigsdure in Citronensdure2. 26) ubergefihrt.

Was den chemischen Aufbau des in der belebten Natur weit ver-
breiteten CoA betrifft, so haben Untersuchungen der Arbeitskreise
um F.Lipmann27-29) und E. E. Snell30) ergeben, dal es sich
dabei um ein Dinucleotid vom Typus der Cozymase handelt, das
an Stelle des Pyridin-ribosids Pantethein (I), einen aus Pantothen-
sdure und Thio-dthanolamin aufgebauten Wuchsstoff fur Mikro-
organismen (Lactobacillus bulgaricus-Faktor) enthalt.

CH3
HOCH.,—C—CH—C—NH—CIL—CH,— C—NH—CH2—-CIL—SH
| CH,0H O 0

Die Verknipfung mit Phosphorsdure und dariber mit dem
Adenylséurerest des Coferments dirfte Gber eine der beiden OH-
Gruppen des Pantothensdureteils gehen.

20 J. Neurophysiol. 6, 397 (1943).

2)) JI. Biol. Chem. 160, 173 (1945).

2) D. Nachmansohn und M. Borman, Jl. Biol. Chem. 165, 551 (1946).

2 F. Lipmann und N. O. Kaplan, JI. Biol. Chem. 162, 743 (1946).

2) M. Soodak und F. Lipmann, Jl. Biol. Chem. 175, 999 (1948).

25 J. R. Stern und S. Ochoa, JI. Biol. Chem. 179, 491 (1949).

2 G.D. Novelliund F. Lipmann, JI. Biol. Chem. 182, 213 (1950).

2NF. Lipmann, N. O. Kaplan, G. D. Novelli, L. C. Tuttle und B. M.
Guirard, JI. Biol. Chem. 186, 235 (1950).

2 W. H. De Fries, W. M. Govier, J. S. Evans, J. D. Gregory, G. D.
Novelli, M. Soodak und F. Lipmann, Am. Soc. 72, 4838 (1950).

29) G. D. Novelli, N. O. Kaplan und F. Lipmann, Fed. Proc. 9, 209 (1950).

ao) G. M. Brown, J. A. Craig und E. E. Snoll, Areh. Bioch. 27, 473 (1950);
E.E. Snell, G.M.Brown, V.J. Peters, J. A. Craig, E. L. W ittle, J. A.iloore,
V. M. McGlohon und C. D. Bird, Am. Soc. 72, 5349 (1950).

1*



4 Lynen, Reichert und Rueii

I. Induktionszeit und Coenzym A

Als wir nach langer, durch die schwierigen Zeitumstande be-
dingter Unterbrechung das Problem der ,aktivierten Essigsaure*
wieder aufgreifen konnten, knipften wir an unsere frihere Unter-
suchungll) dber die den Acetat-Abbau durch verarmte Hefe be-
gleitende ,,Induktionszeit“ an. Im Hinblick auf die Unentbehrlich-
keit von CoA bei der Bildung von ,aktivierter Essigséure* erschien
es uns namlich angebracht, diese Induktionszeit mit dem Coenzym
in Verbindung zu bringen, zumal G. D. Novelli und F. Lip-
mann28) vor kurzem zeigen konnten, dall Hefezellen, die in einer
an Pantothensdure armen N&hrlésung geziichtet wurden und in-
folgedessen mit 150 CoA-Einheiten/Gramm Hefe (trocken) nur
wenig Coferjnent enthalten, die Féahigkeit zur Acetat-Oxydation
.weitgehend eingebiiRt haben.

Unsere Vermutung bestdtigte sich. Mit Hilfe der einfachen, von
N. 0. Kaplan und F. Lipmann3l) airsgearbeiteten Bestimmungs-
methode fir CoA lieB sich zeigen, dal} tatsdchlich in verarmter Hefe
mit im Mittel 118 CoA-Einheiten/Gramm Hefe etwa 25% weniger
Coferment enthalten sind als in frischer Hefe, fir welche 156 CoA-
Einheiten/Gramm gefunden wurden (Tab. 1).

Tab. 1. CoA-Gehalt frischer und verarmter Béackerhefe

CoA-Einh./g Hefe (trock.)

Versuch N Bemerkungen
fi-iscli verarmt
1 192 ] — besonders frische Hefe
2 152 1 — dieselbe Hofe nach Lagerung
3 140 108 6 Stunden bei 300verarmt
4 128 104 24 Stunden bei 300verarmt
5 192 144 24 Stunden bei 31° verarmt
6 136 104 24 Stunden bei 30° verarmt
Mittelwort 156 116

1
Nach Zugabe von Acetat kommt es bei frischer Hefe beinahe
sofort, bei verarmter dagegen erst ganz allmahlich zu einer kréftigen
Atmung. Gleichzeitig damit nimmt der CoA-Gehalt betrdchtlich zu
und erreicht im Zustand maximalen SauerstoffverbrauchsWerte von
320—360 CoA-Einheiten/g Hefe. Verfolgt man in einem solchen
Versuch die CoA-Neubildung in zeitlicher Abh&ngigkeit, so erkennt
man (Fig. 1), daB bei frischer Hefe bereits 15 Minuten nach Zugabe
des Acetats das Maximum erreicht ist, wahrend der CoA-Gehalt der
verarmten Hefe nach 2V, Stunden noch deutlich darunterliegt. Zu
diesem Zeitpunkt ist aber, und das gibt uns den Schlissel zum Ver-

31) JI. Biol. Chem. 174, 37 (1948).



Zum biologischen Abbau der Essigsaure VI \ 5

stdndnis des ganzen Vorgangs, auch die AtmungsgréRe noch
unterhalb des Maximums. Es entscheidet also in unsern Ver-
suchen nicht nur der CoA-Gehalt iber die Geschwindigkeit der
Acetatverbrennung —eine Beziehung, die Novelli undLipmann 26)
bereits entdeckt haben — sondern umgekehrt auch die Geschwindig-
digkeit der Acetatverbrennung, d.h. aber die AtmungsgroRe,
tber den CoA-Gehalt.

Fig. I. CoA-Gehalt frischer und verarmter Hefe wédhrend der Oxy-
dation von Essigsédure

Je 40 mg Backorhofc frisch (I) bzw. 24 Stunden verarmt (II, IIl) in 2 ccm

m/30-KHZO0j. 20 Minuten nach Vorsuchsbeginn (1) | ccm m/20-Na-acetat

eingekippt. T = 30°. Bei Il war die Suspensionsflissigkeit nach der Verarmung
der Hefe durch frisches Wasser ersetzt Worden.

Die Zahlen an den Kurvon gobon den CoA-Gehalt in Einheitcn/g Hofe (trocken)
zu den mit o markierten Zeiten an.

Zur Erklarung der zwischen AtmungsgrofRe und CoA-Gehalt be-
stehenden Beziehung mussen wir von der Annahme ausgehen, daf3
CoA in der lebenden Zelle im ,dynamischen Gleichgewicht* mit
seinen inaktiven Spaltsticken steht.

Spaltung

r i
Coenzym A Spaltstlicke
(aktiv) t I (inaktiv)

Synthese



6 Lynen, Reichert und Rueii

In diesem cyclischen ProzelR geht die Spaltung des Coferments
als hydrolytischer Vorgang >unter allen Umstdnden vonstatten,
wéhrend die Wiedervereinigung der Spaltstiicke, wie jede Synthese
in der Zelle, an die energieliefernden Dissimilationsprozesse —
héchstwahrscheinlich mit ATP als Bindeglied — gekettet ist. Das
mufl} zur Folge haben, dall Hefezellen, deren Atmung durch den
ProzeR des ,,Verarmens® auf einen sehr kleinen Wert gefallen ist,
vornehmlich die Spaltstiicke neben wenig intaktem CoA enthalten.

Wie unsere Bestimmungen ergaben, macht der Anteil der aktiven
Verbindung in verarmter Hefe mit etwa 100 CoA-Einheiten/g nur
mehr ein Viertel aus und ist damit so klein geworden, daB solch
einer Hefe das Vermdgen, Acetat anzugreifen, beinahe vollstdndig
abgeht. Ein geringfiigiger Umsatz ist aber auch dann noch vor-
handen, und dieser Umsatz geniigt, um lber eine kaum wahrnehm-
bare Atmungssteigerung das ,,dynamische Gleichgewicht” um einen
kleinen Betrag nach der Seite des aktiven CoA zu verschieben. Die
Folge davon ist aber eine Erhéhung des Acetat-Umsatzes und damit
kann sich das Spiel so oft wiederholen, bis schlieBlich die Kapazitat
eines der beteiligten Enzyme voll ausgenitzt wird. Das Ergebnis ist
die Kinetik einer Autokatalyse mit ausgeprégter ,, Induktionszeit®.

In der Tat lassen sich mit dieser Vorstellung auch die tbrigen
Erscheinungen beim Abbau der Essigsidure durch verarmte Hefe
erklaren: Die Abhéngigkeit der Induktionszeit von der Leeratmung
der Hefell) oder von geringen Zusdtzen dehydrierbarer Substrate,
wie Athylalkohol, Glucose, héherer Alkohole und Aldehyde3211).
Deren Oxydation ist ndmlich im Gegensatz zu jener der Essigséure
in diesem Bereich vom CoA-Gehaltunabhéangig, weshalb sie auch
bei verarmter Hefe sofort kraftig einsetzen kann. Die Folge ist eine
beschleunigte Resynthese von CoA und im Zusammenhang damit
die Einbeziehung zugesetzter Essigsdure in den Atmungsvorgang.

Aus dem gleichen Grund setztauch beifrischor Hefe, die auf Grund reichlicher:
Stoffreserven eine betrachtliche endogene Atmung zeigt, die Acetat-Oxydation
sofort ein. Wenn in Tab. 1 eine Uberlegenheit der frischen Hefe tber dio ver-
armte Hefe nichtrecht zum Ausdruck kommt, so tragt unsere Versuchsmethodik
die Schuld. Wir kochten nadmlich in den betreffenden Versuchen zur CoA-
Bestimmung an frischer Hefe die frisch bereitete wéRrige Suspension kauflicher
Béckorhefe, die glinstigstenfalls einen Tag alt (seit der Ernte in der Fabrik),
meist aber alter war, ohne Weitere Vorbehandlung auf und ermittelten auf diese
Weise den Gehalt der ,,ruhenden* Hefe. Wurde dagegen die Hefesuspension vor
dem Erhitzen 15 Minuten lang bei 30° unter Sauerstoff geschiittelt, dann fanden
wir Wesentlich hohere Aktivitdten als die in Tab. 1 verzeichneten. Der niedrige
CoA-Gehalt,,ruhender” Hefe ist auf eine Spaltung wahrend des Lagerns zuriick-
zuflihron. Damit stimmt unsere Beobachtung tberein, daB frisch gekaufte Hefo
mehr CoA enthélt als dieselbo Hefe nach langerem Aufbewaliren im Kihl-
schrank (vgl. Versuch 1 und 2 aus Tab. 1). Beim Schitteln der Hefe unter
Sauerstoffwird die Spaltung dos Coferments jedoch wieder riickgdngig gemacht.

P)H. Wieland, O.Probst und M. Crawford, A, 536, 55 (1938).
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Im Zusammenhang mit der Frage nach den Wegen der Spaltung
und Resynthese von CoA in der Hefe wére die Kenntnis der chemi-
schen Natur jener beim VerarmungsprozeR gebildeten Spaltstiicke
von Interesse. Daruber kénnen wir vorerst noch keine sichere Aus-
sage machen. Weil wir aber beobachteten, dall die Induktionszeit
bei verarmter Hefe merklich verlangert wird, wenn man das Wasser,
in welchem die Zellen wéhrend des Verarmungsprozesses suspendiert
waren, durch frisches Wasser ersetzt (Fig. 1, Kurve I11), mdchten wir
vermuten, daB auch leicht permeable, phosphatfreie Spaltstiicke
wie Pantethein, Panto-
thensdure oder gar R-Ala-
nin darunter sind.

Nunmehr auf die eben-
falls in unseren Versuchen
zutage tretendeBeziehung
zwischen CoA-Gehaltund
Acetat-Umsatz  Uberge-
hend, ist zunachst auf den
uberraschenden Befund
hinzuweisen, dall verarm-
te Hefe immer noch recht
betrachtliche Mengen CoA
enthélt, aber trotzdem
Acetat gegeniber nahe-
zu wirkungslos ist. Erst
oberhalb eines Schwel-
lenwertes, der in recht
guter Ubereinstimmung
mit den Angaben von 0 SO 100 150 Z00
Novelli und Lipmann mm3®2fZ0Min —
in unseren Versuchen bei

etwa IOOCoA-Einheiten/g Fig. 2. AtmungsgréBe und CoA-Gehalt
Hefe | ird Essigsi Die hier aufgctragonen Punkto entsprechen
ere lag, wird £ssigsauré  gen MefRpunkten von Fig. 1. CoA-Einheiten
mit merklicher Geschwin-  direkt tibertragon, die dazugehérige Atmungs-
digkeit angegriffen. Eine groReausderNeigungder Tangente an Kurvol
Erklarung dieses Befun- bzw. Il im betreffenden Punkt ermittelt.
d d . . DaR zwei Punkte aus der Beihc fallen, ist auf
es werden WIr spater ginen Mangelin der Methodik zuriickzufiihren;

(S. 23) geben. tatsachlich gehorten die beidon Punkte weiter
In dem sichanschlieBen- naelirechts und lagen dann auch auf der Kurve
den Bereich zwischen 100 (vgl. Versuehsteil).

und 400 Einheiten tritt

jedoch eine direkte Abhdngigkeit zwischen CoA-Gehalt
und Geschwindigkeit der Acetatverbrennung in Er-
scheinung (Fig. 2). Da aber die Oxydationsgeschwindigkeit eigent-
lich nur von der Konzentration der ,aktivierten Essigsidure“ ab-
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hadngen kann, jenes Derivats der Essigsdure, das Uber eine Kon-
densation mit Oxalessigsdure die Verbrennung im Citronensdure-
Cyclus einleitet, so findet die Beziehung zum CoA-Gehalt ihre ein-
fachste Erklarung in der Annahme, daB ,aktivierte Essigsaure”
eine Verbindung aus Essigsdure und CoA ist. Den Beweis dafiir er-
bringen wir in den n&chsten Abschnitten.

Il. Isolierung der ,aktivierten Essigsdure® aus Hefe

Fur den Fall, da8 kein Zwischenprodukt kontinuierlich angehdauft
wird, steht die Geschwindigkeit einer zusammengesetzten Ferment-
reaktion, welche, wie die biologische Oxydation der Essigsdure im
Citronensdure-Cyclus, aus einer Kette einander folgender Primér-
reaktionen aufgebaut ist, zur Konzentration jedes an einem dyna-
mischen Gleichgewicht teilnehmenden Zwischenprodukts in einer
eindeutig festgelegten Beziehung. Sie ist in komplizierter Weise
bestimmt von der Konzentration jenes das Zwischenprodukt um-
setzenden aktiven Ferments und von dessen Michaelis-Konstante
und Wechsel-Zahl. Zu diesen Faktoren kommt bei reversiblen
Primdrreaktionen noch die Konzentration des Folgeprodukts hinzu.
Eine Ausnahme macht nur das Substrat jener, die Geschwindigkeit
der ganzen Kette bestimmenden Primdrreaktion, dessen Konzen-
tration, schon im Sdttigungsbereich des Enzyms liegend, sich ohne
Ruckwirkung auf die Kinetik verdndern kann. Unter unserer Vor-
aussetzung, dal sich tatsachlich kein Zwischenprodukt kontinuier-
lich anh&uft, kann jedoch nur der erste Schritt in der Kette ge-
schwindigkeitsbegrenzend sein.

Beim Versuch, ein Zwischenprodukt des Stoffwechsels, aus leben-
den Zellen zu isolieren, wird man den soeben dargelegten Gesetz-
maRigkeiten Rechnung tragen und Bedingungen wéhlen, unter
denen das Zwischenprodukt in maximaler Menge vorliegt. Abgesehen
von einer Verdnderung der &uBeren Bedingungen, wie pH oder
Temperatur, deren Einfluf wegen der Rickwirkung auf M ichaelis-
Konstante und Wechsel-Zahl in den seltensten Fallen zu ubersehen
ist, gibt es nur einen Weg, dieses Ziel zu erreichen: Man mul} dafir
sorgen, daB die Gesamtreaktion mit moglichst grofRer .-Ge-
schwindigkeit ablauft.

Als wir daher die Versuche zur Isolierung von ,aktivierter Essig-
sdure” aus atmenden Hefezellen in Angriff nahmen, machten wir
uns diese Uberlegungen zunutze und wéhlten fiir die Vorbehandlung
der Hefe im Interesse eines hohen CoA-Gehaltes und im Zusammen-
hang damit einer kr&ftigen Oxydation im Citronensdure-Cyclus
Athylalkohol oder Zucker als Substrat. Wie aus dem ersten Ab-
schnitt unserer Untersuchung hervorgeht, bringt die Verwendung
dieser Substrate den grofRenVorteil mit sich, daR bei ihnen der Abbau



Zum biologischen Abbau der Essigsaure VI 9

intermediér auftretender Essigsidure ohne Induktionszeit, von An-
fang an mit groBer Geschwindigkeit in Gang kommt.

Das nédchste Problem betraf die Auswahl einer fur das Auf-
schlieBen der Hefezellen und die Extraktion der ,aktivierten Essig-
séure* geeigneten Methode. Wir entschlossen uns flr das einfachste
Verfahren, die Bereitung eines Kochsafts.

Im Gegensatz zu Vorstellungen, die man sich bisher tber die Stabilitats-
eigenschaften der ,aktivierten Essigsdure gemacht hatte, waren wir zu der
Uborzougung gekommen, dal es sich hierbei um oinon verhéltnisméaBig bestéan-
digen Korper handeln misse. Andernfalls wéare namlich nicht zu verstehen, daB
lobende Zollen sich dieser Verbindung als Baustein bei den verschiedensten
Synthesen bedienen kénnen, was freien Transport dieses Bausteins vom Ort
seiner Entstehung nach den verschiedensten Punkten der Zelle und damit eine
gewisso Anreicherung in dor Zolleerfordert. Unter diesen Umstanden liefe es dem
0konomischen Prinzip dos Lebens, das man gerade beim Studium der Stoff-
Weehselvorgédnge immer Wieder, gewahrt findet, zuwider, handelte es sich bei
der ,aktiviorton Essigsdure* um einen labilen Kdrper mit kleiner Halbwerts-
zeit, etwa ein Acylphospliat.

Ein wesentliches Erfordernis, um die aktive Substanz aus dem
Hefekochsaft isolieren zu kdnnen, war eine quantitative Be-
stimmungsmethode.Zudiesem Zweckbedienten wirunsderenzy-
m atischen Acetylierung von
Sulfanilamid, bei welchem Vor-
gang nach F. Lipmann ,aktivierte
Essigsaure” die Acetylgruppe liefert.

R-CO-CHj + H,N-SO,/ ”">NH2— > |
(aktiv. Essigsaure)

O  NH-CO-CH3+ R-H

Als Enzym diente eine Proteinfrak- ~
tionaus Taubenleber, diebeim Verset- j|
zen eines mit Natriumbicarbonatlo-
sungerhaltenenExtrakts ausTrocken- 2
pulver mit Aceton zwischen 40 und
60% ausfallt33),zur quantitativen Sul-
fanilamid-Bestimmung die kolorime-
trische Methode von A. C. Bratton
und E.K. Mars hali3). y Substanz eingesefzt
Wie Fig. 3 zeigt, ist innerhalb eines
bestimmten Konzentrationsbereichs,
deralleinfiireine quantitative Bestim-
mung in Frage kommt, das Ausmall der Acetylierung von Sulfanil-
amid direkt proportional der Menge zugesetzter ,aktivierter Essig-
n)T. C. Chou, G. D. Novelli, E. R. Stadtman und F. Lipmann, Fed.

Proc. 9, 160 (1950).
3y JI. Biol. Chem. 128, 537 (1939).
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sdure”. Bei weiterem Zusatz wird schliellich ein Maximum erreicht,
das nur von Menge und Aktivitat des eingesetzten Enzyms abhé&ngt,
weil in diesem Bereich das Enzym wé&hrend der gesamten Inkuba-
tionszeit mit ,,aktivierter Essigsdure gesattigt ist.

Mit Hilfe dieser Testmethode war es uns mdglich, eine Anreiche-
rung der aktiven Substanz aus Hefekochsaft durchzufiihren. Sie
erfolgte im wesentlichen unter Benlitzung der eleganten Methoden
zur Isolierung nucleotidartiger Cofermente, wie sie im Laboratorium
0. Warb.urgs3) entwickelt worden sind. Unsere Reinigungs
operation bestand aus: Extraktion der wirksamen Substanz mit
Phenol aus dem mit Ammonsulfat versetzten Kochsaft, Ausfallung
der in waRrigem Alkohol unléslichen Bariumsalze, Zerlegung mit
Schwefelsdure, Adsorption an Aktivkohle, Elution mit 10-proc.
Pyridin und Acetonfdllung und fihrte schlieflich zu einem Pré-
parat, dessen Gehalt an aktivem Acetyl zwischen 1—5,Sy CH3CO/
1mg Substanz lag. Uber Anreicherung und Ausbeute in den einzel-
nen Stufen, wie sie bei einer Aufarbeitung von Hefekochsaft
mittels dieses Verfahrens erzielt wurden, gibt Tab. 2 Auskunft. Kur
Uber die Menge des im rohen Hefekochsaft vorliegenden aktiven
Acetyls kdnnen wir vorerst noch keine Angabe machen. Seine Kon-
zentration ist dort so gering, dal unsere Bestimmungsmethode sie
nicht mehr erfaft.

Tab. 2. Anreicherung von ,aktivierter Essigsdaure“ aus Hefekochsaft
Ausgangsmaterial: 2,25 kg Hefe, in zuckerhalt'. Lisg. vorbehandelt

Fraktion mg Subst.  Yakt.CH3CO YCH3CO/mg Subst.
Phenolextrakt 20500 1900 0,093
zorl. Bariumsalz — 1300 —
Kohle-Eluat 300 750 2,1
Acetonfallung 188 550 2,9

I1l. Die chemische Natur der ,aktivierten Essigsdure”

Bei der chemischen Untersuchung unserer angereicherten Pré-
parate stellte sich heraus, dal der wirksame Bestandteil identisch
mit dem am Schwefel acetylierten Coenzym A ist. Wir sind
daher nunmehr in der Lage, die allgemeine Bezeichnung ,,aktivierte
Essigsaure* durch das exaktere ,,Acetyl-CoA* zu ersetzen und die
Konstitution durch Formel Il wiederzugeben.

Rj* OCH*" 0 (0Hs),r CK-CO-NH- CH,- CH,-CO-NH-O f| CH.- S-CO-CH,
or2
I = COA-S-CO-CHp»)

P O. War biirg, Wasserstoffiilbertragende Fermente, Berlin 1948.
39 Das Symbol CoA soll den Rest des Coenzyms A ohne SH-Gruppe bezeichnen.
Also: CoA—SH = CoA.
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Wir missen uns vorerst noch auf eine Teilformel beschrénken,
weil die an den beiden OH-Gruppen des Pantetheins gebundenen
Reste Rxund R2noch nicht definitiv festgelegt sind (vgl. S. 3).
Fir die chemischen und physiologischen Eigenschaften des Acetyl-
CoA ist aber in erster Linie die S-Acetyl-Gruppierung maRB-
gebend, was wir durch das Symbol CoA-S-CO-CH336) zum
Ausdruck bringen wollen.

Den ersten Hinweis auf das Vorliegen eines Acyl-mercaptans,
mit welcher Bezeichnung wir aus naheliegenden Griinden die sonst
als Thiolsaure-ester gefihrte Kdérperklasse belegen wollen, bekamen
wir beim Studium einer Farbreaktion, die unser Préaparat mit Nitro-
prussid-natrium gibt. Dieses Reagens liefert bekanntlich mit H2S
und ebenso mit freien Mercaptanen in alkalischer L6sung momentan
eine intensive Rotfarbung, die aber ausbleibt, wenn man das Mer-
captan vorher durch Oxydation, etwa durch Behandlung mit Jod
in saurer Losung, zum Disulfid oxydiert hat. Acylmercaptane geben
demgegenuber eine ,,verzdgerte® Nitroprussid-Reaktion. Beim Ver-
setzen mit der Reagenslésung und verdiinntem Ammoniak ist im
ersten Augenblick tUberhaupt keine Farbung zu erkennen, sie tritt
aber dann ganz allméhlich, nach MalRgabe der durch das Alkali
erfolgenden Verseifung zum freien Mercaptan, in Erscheinung. An
dieser Farbreaktion &ndert sich selbstverstdndlich nichts, wenn das
Acylmercaptan vorher mit Jod behandelt worden war, weil ja in
diesem Fall die SH-Gruppe durch Acetylierung geschitzt ist.

Unser angereichertes Préparat aus Hefe gibt nun in ganz typi-
scher Weise eine verzégerte Nitroprussid-Reaktion. Um sie einwand-
frei wahrzunehmen, ist es jedoch ndtig, die das Acylmercaptan im
rohen Kochsaft und auch noch in spateren Stufen begleitenden
freien Mercaptane —in erster Linie wohl SH-Glutathion —zu oxy-
dieren. Wir schalteten aus diesem Grunde in den Gang der Auf-
arbeitung regelmé&Rig solch eine Oxydation ein, indem wir den rohen
Hefekochsaft, der eine kréaftige Nitroprussid-Reaktion zeigte, mit
soviel einer alkoholischen Jodlésung versetzten, bis die Farbreak-
tion verschwand3y).

Eine direkte Beziehung zwischen der verzdgerten Nitroprussid-
Reaktion und der aktiven Komponente war von vornherein dadurch
gegeben,, daB die im Acetylierungstest gemessene A ktivitdt eines
Préaparats und die Intensitdt der Farbreaktion einander
parallel gingen, eine Beobachtung, die uns bei der Ausarbeitung
des Isolierungsverfahrens von gréfitem Wert war. Um die lIdentitét
von ,aktivierter Essigsdure” mit dem Acetyl-mercaptan zu sichern,

37) Die im Hefekochsaft vorhandene Menge des Acylmercaptans ist zu gering,
um eine wahrnehmbare Farbreaktion zu geben. Erst nach entsprechender An-
reicherung ist eine Farbung zu erkennen.



12 Lynen, Reichert und Rueii

war es aber notwendig, die Beziehung zwischen ,acetylierender”
und ,,Farbreaktion gebender* Komponente auch noch in quanti-
tativer Hinsicht zu unterbauen. Zu diesem Zweck bestimmten wir
die Konzentration einer Lésung an erster aus dem Sulfanilamid-
Verbrauch und setzten sie in Beziehung zum Gehalt an Acyl-
Schwefel, wie er sich durch Farbvergleich mit Ldsungen, die ab-
gestufte Mengen eines synthetisch bereiteten Acetyl-mercaptans

1 I !
0 1 Z 3

y Acyl-S —

Fig. 4. Acotyl-Donator und Acyl- i i i
mercaptan 0 5 10 15
0 zerlegtes Bariumsalz, Minut
Elution der Aktivkohle, Inuten -
a, d verseil. Trockenpraparate Fig. 5.
(nach Acetonféllung) Inaktiviorung durch Lauge

enthielten, ergab33). Das Ergebnis ist in Fig. 4 zu sehen. Die MelR-
punkte, die bei der Auswertung von vier, aus verschiedenen Stufen
der Aufarbeitung von Hefekochsaft stammenden Ldsungen erhalten
wurden, kommen tatsédchlich recht genau auf die erwartete Gerade
zu liegen, welche durch die Beziehung: 172y Sulfanilamid/32y Acyl-S
festgelegt ist.

In bester Ubereinstimmung mit dieser, allein aus dem Studium
der Farbreaktion abgeleiteten Zuordnung der ,aktivierten Essig-
saure” zur Klasse der Acyl-mercaptane, stehen die chemischen
Eigenschaften unserer Substanz. Hier wére die Beobachtung zu
erwéhnen, dall die Fahigkeit zur Acetylierung beim Inkubieren der
Substanz im alkalischen Medium sehr rasch verlorengeht. Die
Inaktivierung in n/6-Kalilauge wurde bei 0° quantitativ verfolgt
und dabei eine Halbwertszeit von 210 Sekunden gefunden (Fig. 5).

PHF. Lynen, A. 574,33 (1951).
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Die sich hier abzeichnende Abspaltung des aktiven Acetyls im al-
kalischen Gebiet ist andererseits ja auch Anlall fir die verzégerte
Nitroprussid-Reaktion.

Im Gegensatz dazu sind Acetyl-mercaptane, wie in unserem Labo-
ratorium an einer groBeren Zahl von Modellsubstanzen geprift
wurde, gegen Sdauren relativ bestdndig. Es war daher auch nicht
weiter Uberraschend, dall unser Préparat eine 24-stindige Auf-
bewahrung in n/10-H2S04 ohne merkliche Inaktivierung uberstand.

Eine weitere, wesentlich charakteristischere Eigenschaft der Acyl-
mercaptane als die soeben besprochene Alkalilabilitat ist ihre hohe
Empfindlichkeit gegentiber Quecksilber. Wie G. Sachs3)
gefunden hat, zerfdllt Essigsdure-thioldthylester (= Acetyl-mer-
captodthan) beim Versetzen mit einer Lésung von Quecksilber-
acetat momentan unter Abspaltung von Essigsdure und Abschei-
dung des Quecksilbersalzes des Athyl-mereaptans. Dieser Spaltung
unterliegen alle Acyl-mercaptane, die wir daraufhin priften, und,
was uns hier in erster Linie interessiert, auch ,aktivierte Essig-
sédure“. Versetzt man ndmlich eine L&sung unserer Substanz bei
schwach saurer Reaktion mit Quecksilber-acetat, dann fallt sofort
ein unlésliches Quecksilbersalz aus. Nach Einleiten von H2S zur
Entfernung des Quecksilbers erhdlt man eine Ldsung, die, wie die
Nitroprussid-Reaktion zeigt, zwar wieder freie SH-Gruppen, dafur,
aber kein Acyl-mercaptan mehr enthdlt und die, im Sulfanilamid-
Test geprift, sich als vollstandig inaktiv enveist.

Da es nach alledem als bewiesen gelten konnte, daB ,aktivierte
Essigsaure“ ein Acetyl-mercaptan ist, fehlte zur Aufstellung der
Konstitutionsformel nur noch die ldentifizierung der Mercaptan-
Komponente. Dafur war der Weg vorgezeichnet, denn aus ver-
schiedenen Griinden, nicht zuletzt auch auf Grund unserer im ersten
Abschnitt dieser Abhandlung besprochenen Versuche uber die
»Induktionszeit”“, konnte kaum ein Zweifel bestehen, daB es sich
dabei um das schwefelhaltige Coenzym A handelt.

Unser endgiltiger Identitatsbeweis ging von der Uberlegung aus,
dall die Aktivitdt von CoA beim Kaplan-Lipmann-Test3l), der
Acetylierung von Sulfanilamid mittels Acetat und ATP, an die
Unversehrtheit der SH-Gruppe gebunden ist (vgl. auch S. 21).
Dann muBte sich aber CoA wie das Coferment der Glyoxalase, das
SH-Glutathion, verhalten und durch Alkylierung mittels Jod -
essigsédure seine W irksamkeit verlieren —ein Inaktivierungs-
vorgang, der von F. Dickens40) eingehend studiert worden ist.

Das Experiment gab uns recht. Die Inkubation eines uber das
Quecksilbersalz isolierten CoA-Praparates (Reinheitsgrad 0,25) mit

@) B. 54, 1849 (1921).
«) Biocli. JI. 27, 1141 (1933).
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Jodacetat fiihrte zu einem im CoA-Test von Kaplan und Lip-
mann praktisch inaktiven Pré&parat, sofern durch vorhergehende
Reduktion mit Natriumamalgam das gesamte Cofennent in die
SH-Form dbergefihrt worden war.

CoX—SH + J—CHj—CO0“ —*CoA—S—CH2-COO~+ H++ J~
(aktiv) (inaktiv)

Als wir denselben Versuch aber mit einem Prdaparat von ,akti-
vierter Essigsdure” ausfihrten, blieb unter genau gleichen Bedin-
gungen die Héalfte der Aktivitat erhalten. Das ist auf den Umstand
zurlckzufihren, daB nunmehr ein Teil des Coferments als S-Acetyl-
verbindung vorliegt und damit die SH-Gruppe dem Zugriff des
Jodacetats entzogen ist. Nur jener Anteil, der als Disulfid vorliegt,
liefert beim Reduzieren das gegen Jodessigsaure empfindliche SH-
Coferment; er machte hier etwa die Haélfte des vorhandenen
CoA aus.

Damit ist aber endglltig bewiesen, dall jenes Acyl-mercaptan,
das sich in unserem Prdparat durch die Farbreaktion zu erkennen
gibt und das identisch mit ,aktivierter Essigsaure* ist, nur Acetyl-
CoA sein kann. Und es ist auch zu verstehen, warum bei einem CoA-
Préparat, das Uber das Quecksilbersalz gereinigt wurde, die Inak-
tivierung durch Jodacetat eine vollstdndige ist. Wir haben ja bereits
oben erfahren, da durch Hg+ + die S-Acetyl-Bindung geldst wird.

Die Identitdt unseres Praparates mit ,aktivierter Essigsaure”,
die wir aus seinem Vermdgen, in enzymatischer Reaktion Sulfanil-
amid zu acylieren, ableiten konnten, liel sich neuerdings auch noch
auf andere Weise belegen. J. R. Stern und S. Ochoa4l) priiften
unser Praparat unter Verwendung ihres kristallisierten, dieCitronen-
sdure-Synthese katalysierenden ,condensing enzyme“42) und fan-
den, dalR beim Inkubieren zusammen mit Oxalacetat die erwartete
Menge Citrat gebildet wird.

CoX-S-CO-CH3+ _0OOC-CH2CO-COO~ + HD"=%
OH
CoX-SH + “00C-CH2C-CH2COO- + H+
COO~

Nachdem nunmehr die Konstitution der ,aktivierten Essigsaure®
als Acetyl-CoA festgelegt ist, kdnnen wir auch eine Angabe uber den
Reinheitsgrad unserer Pré&parate machen. Aus dem von G. D.
Novelli, R. M. Flynn undF. Lipmann43angegebenenMolekular-

") Personliche Mitteilung.
49 Nature, 166, 403 (1950).
13) JI. Biol. Chem. 177, 493 (1949).
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gewicht von etwa 800 fur das Coferment —fir ein Dinucleotid aus
Adenosin, Pantethein, 2 Phosphorsauren und Essigsaure wirde sich
729 ergeben —berechnet sich fur reines Acetyl-CoA ein Gehalt von
54yCH3C0/mg Substanz. Unsere rohen Préparate dirften dem-
nach 2—10% Acetyl-CoA enthalten44).

Ein zweiter Bestandteil ist freies CoA, das als Disulfid vorliegt
und bei manchen Préparaten bis zu 25% ausmachen kann. Seine
Gegenwart hatte sich bei der Umsetzung mit Jodacetat offenbart,
im Gbrigen aber auch schon bei der Bestimmung des CoA-Gehaltes
nach Kaplan und Lipmann, wobei wir wesentlich hdhere Werte
fanden, als auf Grund des unabhdngig davon gemessenen Acetyl-
CoA-Gehaltes zu erwarten war.

IV. Diskussion

Die ldentifizierung von ,aktivierter Essigsdure” mit CoA-S-
CO-CH3 bringt eine Fulle neuartiger Erkenntnisse mit sich, deren
bedeutungsvollste wir im folgenden besprechen wollen. Zunéchst
einmal ist damit eine Funktion des Coenzyms A in der Zelle als
Co-Transacetylase eindeutig festgelegt, ein Ergebnis, zu welchem
auch die Arbeitskreise um F. Lipmann3345 und um S. Ochoa46)
bei ihren Untersuchungen gekommen sind. Uber diese Erkenntnis
aber hinausgehend, kdnnen wir nunmehr auch die dem Vorgang der
Transacetylierung zugrunde liegende chemische Reaktion angeben:
es ist die reversible Bindung des Acetylrests an der die
Wirkungsgruppe des Coferments darstellenden SH-Gruppe. Unter
Mitwirkung spezifischer Proteine, der Apo-Fermente, kann auf diese
Weise die Acetylgruppe von einem Donator (z. B. Acetylphosphat,
Brenztraubensdure, Acetessigsdure, Citronensdure) auf einen Accep-
tor (z. B. Sulfanilamid, Cholin, Oxalessigsdure) tibertragen werden.

Acetyl-"" CoA SH Acetyl-A
CoA-S-CO-CH A
Acetyl-Donator Aeetylibertragendes Acetyl-Acceptor
Coferment

Damit tritt das acetylubertragehde Coenzym A in direkte Paral-
lele zum wasserstoffiibertragenden und zum phosphatiibertragenden
Coenzym, und es ist zu erwarten, daR sich die Acetylibertragung

") In der Zwischenzeit ist es in Zusammenarbeit mit Prof. Theodor Wieland,
Universitat Mainz, moglich gewesen, durch weitere Fraktionierung unserer Préa-
parate den Acetyl-CoA-gehalt auf 40% zu steigern und dabei das freie CoA
vollstandig abzutrennen.

") Fed. Proc. 9, 233 (1950).

16 S. Ochoa, Pliysiol. Rev. 31, 56 (1951).
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hinsichtlich des ihr zugrunde liegenden Reaktionsmechanismus und
der Reaktionskinetik dem allgemeinen Schema der Fermente mit
dissoziierendem Coferment35) einfiigen lassen wird.

Die Grundlage einer Ubertragung der Acetylgruppe ist genau
so wie bei der Wasserstoff- bzw. der Phosphatibertragung die Er-
haltung der Bindungsenergie. Wenn nédmlich die Acetylgruppe von
einem Acetyl-Donator, wie z. B. Acetylphospliat, auf CoA in
reversibler Weise Ubertragen werden kann — was E. R. Stadt-
m an45) einwandfrei bewiesen hat —so ist daraus zu folgern, dal die
Energie der Bindung von Acetyl an die SH-Gruppe von CoA von
gleicher GroRenordnung ist wie jene an Phosphorsaurel?).

Damit kommen wir in erster Ndherung zu einer Aussage Uber die
freie Energie der Acetyl-S—CoA-Bindung. Sie dirfte in der
Grolenordnung von etwa 10 Kcal/Mol liegen, weil andernfalls
Acetylphospliat, dessen Bindungsenergie nach Angaben Lip-
manns1l) 16 Kcal/Mol ausmacht, auf Kosten der Acetyl-mercaptan-
Bindung praktisch nicht aufgebaut werden kénnte. Genaueres wird
man aber erst sagen kdénnen, wenn die Lage des Gleichgewichts

CoA-S-CO-CH3+ HP04 '>=>, CoA-SH + CH3C 0-0-P 03
exakt gemessen ist.

Wenn man die quantitativen Messungen von E. M. Faber und E. E. Rcid1§
am System Essigsaurc-Alkyhnercaptan damit vergleicht, dann ist man Uber
den hohen Energiebetrag der Acetyl-S—CoA-Bindung erstaunt. Die ameri-
kanischon Autoren fanden namlich bei Gloichgcwichtsmessungen unter Einsatz
von Atliylmercaptan 13% Thiolester bei 200° und vergleichsweise mit Essig-
sauro und Athylalkohol 66,6% O-Ester bei 154°. Man wiirde daraus schlieRen,
dal der Energiegehalt der S-Acetyl-Bindung nicht viel grofRer sein kénnte als
jener der O-Acetyl-Bindung. Doch ist zu bedenken, daR diese Messungen bei
hohen Temperaturen ausgefiihrt wurden und eine Ubertragung auf physiologische
Verhdltnisse nicht unbedingt erlaubt sein muR, und da auferdem die Bindungs-
vorhaltnisso bei einer komplizierten Molekel wie CoA andere sein worden wie bei
dem einfach gebauten Atliylmercaptan. Wenn man dio Formel des Pantetlieins
namlich nur etwas anders schreibt (I11), dann zeichnen sich boreits Mesomerie-
maogliclikciten ab, dio in diesem Zusammenhang von Bedeutung sein kdnnen.
Unter diesem Gesichtspunkt wird man daher einer Bestimmung der Disso-
ziationskonstanten der SH-Gruppe des CoA besondere Beachtung schenken.

H x ) CH3
CH2—-CH2 0 N— C-CH-C— CH2OH

S & (X / CH2 OH CHS3
B H CH2 11

In der Acetyl-S-Bindung der ,aktivierten Essigsdure” liegt so-
miteinneuer Typus einerin der Natur vorkommenden ,,energie-
47) Entsprechendes gilt selbstverstandlich auch fir alle anderen Transacety-

lierungsvorgange, sofern sie reversibel verlaufen.
la) Am. Soc. 39, 1930 (1917).
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reichen” Bindung vor, der den energiereichen Phosphaten, ins-
besondere den Acylphosphaten, an die Seite gestellt werden kann.
Der chemischen Natur nach handelt es sich in beiden Féllen um
Sdureanhydride, wobei als Partner der Carboxylgruppe schwache
Sauren wie HP 04 oder das ungiftige Derivat des Schwefelwasser-
stoffs, CoA-SH, dienen. Wir sehen darin keinen Zufall und
modchten glauben, daR es einen besonderen Grund hat, wenn die
Wahl der Natur gerade auf diese schwachen Sduren fiel.

DaR sich die Zelle beim Aufbau der ,,aktivierten Essigsdure” nicht
der Phosphorsdure —wie man so lange Zeit vermutete — sondern
des Mercaptans bedient, bietet fur sie 6konomisch gesehen einen
gewaltigen Vorteil, weil unter physiologischen pH-und Temperatur-
bedingungen Acyhnercaptane absolut bestdndig sind, wahrend Acyl-
phosphate bereits einer Hydrolyse anheimfallen. Deshalb kann die
Zelle zwar im Falle der 1,3-Diphosphor-glycerinsdure, deren Kon-
zentration im Leben auBerordentlich niedrig ist49), mit Phosphor-
saure auskommen, nicht aber im Falle der ,,aktivierten Essigsaure*.
Wie wir bereits oben (Seite 9) begrindet haben, mulR dieser bei
so vielen Synthesen Verwendung findende Baustein in der Zelle eine
relativ hohe Konzentration erreichen, so dall dann bei der Verwen-
dung eines labilen Acylphosphats dessen spontaner Zerfall schon
ins Gewicht fiele.

Die Analogie zwischen Acylmercaptan und Acylpliosphat besteht
noch in einem zweiten Punkt. So wie 1,3-Diphosphor-glycerinsdure
durch enzymatische Dehydrierung eines Addukts von HP04 an
die Carbonylgruppe des 3-Phosphor-glycerinaldehyds entsteht50),
so kann anscheinend auch die S-CO-CH3-Gruppierung vom
Acetyl-CoA direkt durch Dehydrierung aufgebaut werden. Hier
ist als Vorstufe ein ganz analog gebautes Additionsprodukt vom
SH-Coferment an die Carbonylgruppe der Brenztraubensdure, oder
— was wabhrscheinlicher ist —an ein mit Acetaldehyd verwandtes
Folgeprodukt, das unter der Wirkung von Cocarboxylase gebildet
wird, in Betracht zu ziehen.

GHs FE\é—c:oA qHﬁ
C=0 + HS—CoA- C\ 0=C—S—CdA+ C02
COO-H

Die Félligkeit der Carbonylgruppe, auch im wéalrigen Medium Mercaptane zu
addieren, ist eine altbekannte Tatsache. Sie wurde in neuerer Zeit durch M. P.
Schubert5l) eingehend studiert.

P Vgl. Th. Biicher, Biochim. et Biophys. Acta 1, 292 (1947); H. Holzer,
A. 564, 234 (1949).

50) O. Warburg und W. Christian, Bio. Z. 303, 40 (1939).

5)) JI. Biol. Chem. 111, 671 (1935); 114, 341 (1936).
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Die direkte Dehydrierung von'Pyruvat zu ,aktivierter Essig-
sdure” ist von C. M artius%) bei Versuchen tber die Citronensaure-
Synthese im Herzmuskel entdeckt und neuerdings von S. Korkes,
J. R. Stern, 1. G. Gunsalus und S. Ochoa53) bei Experimenten
am Fermentsystem von Bacterium coli und Streptococcus faecalis
experimentell sichergestellt worden. Wenn auch noch manches bei
dieser Reaktion ungeklart ist, so durfte doch prinzipiell die direkte
Bildung der ,aktivierten Essigsdure” durch ihre Identifizierung mit
CoA-S-CO-CH3 eine chemisch plausible Erklarung gefunden
haben.

Eine Variante des Pyruvatumsatzes in gewissen Bakterien ist eine
~hydroklastische* Spaltung in Essigsdure und Ameisensdure. Da
auch hierbei zundchst Acetyl-CoA entsteht3), handelt es sich in
Wirklichkeit um eine ,thioklastische* Spaltung, wobei wiederum
eine Addition von CoA-SH an die Carbonylgruppe den Vorgang
einleiten durfte. Acetylphosphat, dessen Vorkommen unter den
Reaktionsprodukten dem priméren Vorgang irrtimlicherweise die
Bezeichnung ,,phosphoroklastische® Spaltung einbrachteld), ent-
steht tatsdchlich erst sekundar aus Acetyl-CoA.

Ebenfalls eine ,thioklastische* Spaltung liegt nun vor allem aber
der fur den intermedidren Fettstoffwechsel so bedeutsamen ,,S&ure-
spaltung® der Acetessigsaure und hdéheren R-Ketosiuren zugrunde.
Am Beispiel der Acetessigsdure formuliert, lautet die Reaktions-
gleichung folgendermalen:

Col—SH+CH3-C0O-CHa-C00*
t.!}(+atp)
Jr
Co3-S-CO-CH2CO-CH3 + CoA-SH ~=t 2 CoX-S-CO-CH3

Wir kommen zu dieser Formulierung, weil allein sie erklaren kann,
daR:

1. Acetessigsdure aus Acetyl-CoA entsteht24) und bei Versuchen
mit isotop markierter Essigsdure CO- und COOH-Gruppe der
Acetessigsaure denselben Isotopengehalt aufweisen33), was nicht
moglich wére, wenn die Ketosdure aus 1 Molekel Acetyl-CoA und
1 Molekel freier Essigsaure entstande.

2. Acetessigsdure nicht direkt in Acetyl-CoA (bergehen kann,
sondern dazu ebenso wie Essigsdure der Mitwirkung von ATP
bedarf). In beiden Féllen dient ATP fur die Verknupfung der
Séure mit CoA (vgl. S. 22/23).

&) H. 279, 96 (1943).
53) Nature, 166, 439 (1950).
M H. Chantrenne und F. Lipmann, Jl. Biol. Chom. 187, 757 (1951).
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Die biologische Synthese von Acetcssigsauro tritt demnach in vollige Analogie
zur chemisch-préparativen Methode der Claisen-Kondensation. Im Zusammen-
hang mit dieser Feststellung verdienen Versuche von R. B. Baker und E. E.
Roid“) Beachtung, in welchen die Claisen-Kondensation, ausgehend von
Athyl-acetat und Athyl-thiolaeetat, vergleichend studiert und dabei die schwefel-
haltige Verbindung als reaktionsfahiger erkannt wurde. Ein neues Beispiel fir
die alte Erfalirung, daB die Zolle keinen prinzipiell andersartigen Weg einschlagt
als der praparativ arbeitende Chemiker.

Mit unserer Formulierung der Acetessigsiure-Synthese findet nun-
mehr auch die Citronensdurebildung aus Acetessigsdure und Oxal-
essigsédure, die gleichzeitig H. Wieland und C. Rosenthal56) in
Minchen und F. L. Breuschb/) in Istanbul entdeckten, ihre end-
giltige Aufklarung. Wenn die Synthese im Nierenbrei an die Gegen-
wart von Sauerstoff gebunden ist56), dann wegen der Unentbehr-
lichkeit von ATP fiir die Bindung von Acetessigsaure an CoA. Von
einem Acetacetyl-CoA ausgehend, werden dann aber zwei Acetyl-
CoA und damit letzlich auch zwei Molekeln Citronenséure erhalten,
wie es die quantitative Verfolgung des Reaktionsverlaufs durch
W ieland und Rosenthal5-58) ergeben hat:

+ 2 Oxalacetat .
Acetacetyl—CoA + CoA — >2 Acetyl—COoA---—---—-mmmmmmmemmmav *2 Citrat + 2 CoA.

Mit dem nunmehr gewonnenen Einblick in den Verlauf dieser
Synthese 143t sich auch der Befund von F. E. Hunter und L. F.
Leloirl8) verstehen, daB m/100-Jodacetat den Vorgang vollstdn-
dig_unterbindet. Es durfte die Umsetzung der Jodessigsdure mit
CoA-SH sein, die dazu AnlaB gibt.

In Berucksichtigung all dieser Tatsachen dirfte ein Zweifel an
der Richtigkeit unserer Formulierung der Acetessigsaurespaltung
kaum mehr moglich sein. Damit werden wir aber zwangslaufig zu
der weiteren Erkenntnis gefuhrt, da® CoA im Leben eine viel
universellere Bedeutung besitzt, als man bisher annahm.

Gehen wir ndmlich nunmehr zur Spaltung hdherer R-Ketosduren
tber, bei welcher, wie J. R. Stern und S. Ochoa59) riachwiesen, in
Gegenwart von ATP ebenfalls Acetyl-CoA entsteht, dann mussen
wir diesen Vorgang in Analogie zur ,,thioklastischen* Spaltung der
Acetessigsaure formulieren und kommen damit zur Annahme
hoherer Aeyd-CoA-Verbindungen:

CoA-SH + R -CH—CO—CH2-CO0~; R = CH3 CH5 CH,, usw.

ji(+ ATP)
_ IV
CoA+S+CO-CH,*CO*CH, *R + CoJ- SH *d| CoOA+SmCO *CH, + CoA-S-CO-CH,-R

5 Am. Soc. 51, 1567 (1929).
M) A. 554, 241 (1943).

57) Science, 97, 490 (1943).
5 Vgl. auch Is)

) Fed. Proc. 9, 234 (1950).
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Wir sind davon lberzeugt, dal diese hoheren Acyl-CoA-Verbin-
dungen existieren und die seit langem gesuchten aktiven Formen
der Fettsduren darstellen, die nicht nur den Aufbau, unter An-
heftung des C2-Bausteins, sondern auch den Abbau durch R-Oxy-
dation nach F. Knoop vermitteln. Macht man sich diese Annahme
zu eigen, dann lassen sich viele Erscheinungen beim Abbau der
Fettsduren verstehen, insbesondere auch die seit langem bekannte
Tatsache, dall man im allgemeinen bei der Oxydation hoherer Fett-
sauren Zwischenprodukte nicht fassen kann. Die Zwischenglieder
mit 16, 14, 12, 10, 8 oder 6 C-Atomen, gesdttigt, ungeséttigt und mit
Hydroxyl- bzw. Ketogruppe treten eben nicht frei, sondern nur in
Bindung an CoA auf. Die Rolle des CoA-SH beim Fettstoffwechsel
ist demnach mit der Rolle des HP04= beim Kohlenhydratstoff-
wechsel zu vergleichen, ein Grund mehr, Phosphorsdure und Coen-
zym A in Parallele zu setzen.

Des weiteren durfen wir erwarten, dall von den héheren Acyl-CoA-
Verbindungen, etwa von jenen der Stearin- und Palmitinsdure aus,
auch die Veresterung mit Glycerin zu den Fetten erfolgt. Hierbei
kdénnen wir uns auf das Beispiel der Biosynthese von Acetylcholin
berufen, die, wie M. A. Lipton und E. S. G. Barron00) wohl
als erste vermuteten, von ,aktivierter Essigsaure® ausgeht, ehre
Annahme, die inzwischen in unserem Laboratorium unter Einsatz
des Acetyl-CoA-Praparates aus Hefe endgiltig bewiesen werden
konnte6l). Die Gleichung der Esterbildung lautet hier:

CoXs-CO-CH3+ (CH3)N+-CH2CH22OH— »CoXSH + (CH33N+-CH3CH2-0-C0-CH3

Was also der Chemiker vom Sdaurechlorid und von Sdureanhy-
driden ausgehend bewerkstelligt, erreicht die Zelle unter Verwen-
dung des Acyl-mercaptans.

Ob diese Regel auch fur den Fall der biologischen Peptid-
Synthese Giltigkeit hat, bedarf noch experimenteller Klarung.
Wir kdnnen aber schon heute darauf hinweisen, dall die uns als
Testreaktion dienende Synthese von Acetyl-sulfanilamid zwar kein
echtes Peptid, aber immerhin eine Sdureamid-Bindung zum
Inhalt hat:

CoX s-CO-CH3+ H,N<” 7>SOa-NHa—*CoA-SH + CH,-CO-NH<”  ~>S02NH3

In diesem Zusammenhang ist auch ein Befund von H. Chan-
trenne6? aus allerletzter Zeit sehr zu beachten, daB bei der Syn-
these von Hippursdure aus Benzoesdure und Glykokoll aulier ATP
auch CoA unentbehrlich ist. Die Vermutung des Autors, dall bei
dieser Synthese ein CoA-Derivat intermediér entsteht, glauben wir

*») JI. Biol. Chem. 166, 3G7 (1946).
6l) O. Wieland, unverdffentlichte Versuche.
°2 JI. Biol. Chem. 189, 227 (1951).
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auf der Grundlage unserer Vorstellung in Richtung eines Ben-
zoyl-S-CoA prézisieren zu dirfen.

Der Aufbau der S&ureamid-Bindung aus Amin und Thiosdure ist
eine alte préparative Methode. Wie Br. Pawlewski63) gefunden
hat, reagiert Thio-essigsdure mit Anilin stirmisch unter Bildung
von Acet-anilid, eine Beobachtung, die fur uns mit ein AnlalR war,
die Lésung des Problems der ,,aktivierten Essigsaure* in Richtung
eines Acetyl-mercaptans zu suchen. Eine interessante Variante des
Pawlewskischen Verfahrens stellt die Methode von Th. Wieland
und W. Schéfer®d) zur Synthese echter Peptide aus Glycin-thio-
phenylester und freien Aminosduren dar, deren glatter Verlauf in
wadlriger Losung in der Tat neue Perspektiven hinsichtlich des
Vorgangs in vivo erdffnet.

Es zeichnet sich somit eine Vielfalt der Funktionen von CoA im
Stoffwechsel ab, denen aber allen in chemischer Hinsicht die Bin-
dung einer Carboxylgruppe an die SH-Gruppe des Coenzyms ge-
meinsam ist. Fir die Funktion des Coferments ist somit die
Unversehrtheit seiner SH-Gruppe die Voraussetzung. Wird
sie etwa durch Jodessigsaure irreversibel substituiert, dann wird das
Coenzym katalytisch unwirksam. Dasselbe tritt ein, wenn das SH-
Coferment unter Oxydation in das Disulfid Gbergeht, mit dem
Unterschied, dalR hieraus die aktive Form leicht wieder regeneriert
werden kann.

2COA-SH - > COA-S-S-CoA.
(aktiv) + 2H (inaktiv)

Das ist der Grund, warum bei allen Versuchen in vitro, in denen
das Coenzym katalytisch wirkt, Cystein oder ein anderes Reduk-
tionsmittel zugesetzt werden muR. Nur so wird verhindert, daR die
aktive SH-Form in das inaktive Disulfid libergeht, eine Funktion,
die im Leben wahrscheinlich vom SH-Glutathion (bernommen
wird, und ein neuer Gesichtspunkt fir das Verstdndnis des ubi-
quitdren Vorkommens von Glutathion in der lebendigen Substanz.

Es pallt zu unserer Vorstellung tber die Wirkung des Cysteins
bei der Transacetylierung in vitro, daR bei unserer Testreaktion die
Aminosdure entbehrlich ist6). In diesem Fall ist das Coferment
nicht katalytisch, sondern stéchiometrisch am Reaktions-
geschehen beteiligt und es ist gleichgiltig, ob nach Abgabe der
A_e?]tylgruppe die SH-Verbindung zum Disulfid oxydiert wird oder
nicht.

69 B. 31, 661 (1898); 33, 110 (1902).
6l) Ang. Ch. 63, 146 (1951).
°5) M. Biihler, Diplomarbeit, Miinchen 1951.
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Auller als Mercaptan und als Disulfid diirfte CoA noch in mannig-
facher Bindung an Carbonsduren in der Natur Vorkommen. Darum
ist es nicht weiter verwunderlich, wenn beim Versuch der Isolierung
des Coferments aus lebenden Zellen in verschiedenen Fraktionen
Aktivitat gefunden wurde6®. Hinsichtlich der Vielfalt der mit ihm
verbundenen Substanzen 4Rt sich also CoA wiederum nur mit
Phosphorséure vergleichen.

Das Problem, dem wir uns nun als letztem zuwenden wollen, ist
die Frage nach dem Mechanismus der Vereinigung von Essig-
sdure mit der SH-Gruppe des Coferments. Da die Acylmercap-
tan-Bindung ,energiereich® ist (vgl. S. 16), kann ihre Bildung
nur unter Energieaufwand erfolgen. Diese Energie stammt im
Falle der dehydrierenden Decarboxylierung aus der freien Energie
des Dehydrierungsvorgangs6/), im Falle der ,thioklastischen®
Spaltung aus jener der R-Ketosdure-Gruppierung6g), im Falle der
Beteiligung von ATP aber aus der Hydrolyse der energiereichen
Phosphatbindung.

In welcher Weise die Spaltung von ATP den Aufbau der Acyl-
mercaptan-Bindung vermittelt, ist fir Bakterien, die Stadtmans
Phospho-Transacetylase45) enthalten, zu Ubersehen. Hier kann eine
Transphosphorylierung unter Bildung von Acetylphosphat den
Vorgang einleiten, dem sich dann in zweiter Stufe eine Trans-
acetylierung anschlieft:

1 ATP" + CH3CO00' i=i_ ADP™ + CH3C0-0-P03'
2. CH3CO0-0-P03 + CoA-SH «=t HPO."+ CoA-S-CO-CH,.

In den meisten Zellen, so in den tierischen Geweben und in der
Hefe, fehlt aber diese Phospho-Transacetylase, weshalb dort das
Paar Acetylphosphat und CoA die Kombination ATP, Acetat und
CoA nicht ersetzen kann. Da die Synthese von Acetyl-CoA dort
also nicht Gber die Transphosphorylierung von ATP auf die Carbon-
saure erfolgen kann, des weiteren auch eine terndre Reaktion, bei
welcher ATP, Acetat und CoA gleichzeitig miteinander reagieren
wirden, als ganz neuartiger Mechanismus einer enzymatischen
Reaktion wenig Wahrscheinlichkeit besitzt, bleibt eigentlich nur die
Madglichkeit einer priméren Transphosphorylierung von ATP auf
CoA und die sich daran anschliefende Substitution von Phosphat
durch Essigsdure bestehen:

1. ATP"" + CoX-SH 1=1 ADP™ + CoX-S-PO/ + H+
2. COA—S—P 03" + H++CH3C00' 1=1 CoA—S—€O CH3+ HPO/

@ J. B. Heilands, H. Higgins, T. E. King, R. E. Handschumacher und
F. M. Strong, Jl. Biol. Chem. 185, 335 (1950).

IfS?)ge nach dem Redoxpotential des Wasserstoffacceptors AF = 1G— 61 Kcal,
vgl. .

°®9 AF = IGKcal, vgl. Lipmann14).
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Dieses Schema2), fir dessen Giltigkeit wir bereits experimentelle
Beobachtungen anfiihren kénnten®)), hat den groen Vorzug, daR
sich damit auch die Bindung hoherer Carbonsduren ohne weiteres
erklaren 1aRt, indem eben in der zweiten Phase an die Stelle der Essig-
sdure Acetessigsdure, hdohere Fettsduren, Benzoesdure u. a. treten.

C02
Alkohol Glucose
o Aldehgd Acetaldehyd
Apfelséure
Oxalessigsoure fcis -Aconltsdure) ok n 4
Citronensaure N1Is
Oxydationsvorgange
ATP -+-ADP+H3PO™
Essigsaure
+ATP
Spaltstiicke

Der Acetatabbau durch Hefe
(Die Umrandung umschlief3t die gekoppelte Reaktion)

Im dbrigen fuhrt dieses Schema zu einer Konsequenz, die uns
wieder in Beziehung zu unseren Versuchen tber die Induktionszeit
beim Abbau der Essigsidure durch verarmte Hefe bringt. Wie die
reversible Bilanzgleichung:

ATP"" + CH3—-COO'+CoA—SH ADP"™ + CoOA—S-CO-~CH3-fHPO/'

erkennen laRt, ist die Konzentration an Acetyl-CoA in der Zelle
nicht nur vom Gehalt an CoA und Acetat, sondern daneben auch
noch vom Gehalt an ATP und anorganischem Phosphat abhéngig.

Wir glauben, darin den Grund sehen zu dirfen, daR verarmte
Hefe, die mit 100 CoA-Einheiten/g immer noch relativ viel Cofer-
ment enthdlt, Acetat gegenuber nahezu vollig wirkungslos ist. Es
ist der groRe UberschuB an anorganischem Phosphat13), verbunden
mit einem Mangel an ATP, der in diesen nur mehr schwach atmen-
den Zellen die Bildung von Acetyl-CoA und damit die Oxydation
der Essigsdure nahezu vollstdndig verhindert. Die ,,Entziindung*

m) H. Hilz, unverdffentlichte Versuche.
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des Acetatabbaus durch geringe Mengen eines oxydierbaren Alkohols
usw. ist demnach nicht nur tber eine Resynthese von CoA aus den
Spaltstiicken (vgl. S. 6), sondern auch (ber eine mit dem Oxy-
dationsvorgang verknupfte Erniedrigung des Phosphatniveaus
unter Neubildung von ATP zu verstehen. Ist aber erst einmal der
Abbau der Essigsdure in Gang gekommen, dann sorgt ihre eigene
Oxydation fir die Erhaltung dieses Zustandes.

Wir halten es nicht fur ausgeschlossen, daB die ,Entziindung* der Fettsaure-
oxydation durch Substrate des Citronensdure-Cyclus, Wie sie W. E. Knox,
B. N. Noyce und V. H. Auerbach70) bei Experimenten mit isolierton Mito-
chondrion aus Kaninchennioro beobachteten, auf die gleiclio Ursacho zuriick-
zufuhren ist.

Das Zusammenspiel der verschiedenen Faktoren beim Abbau der
Essigsédure in der Hefe ist im Schema auf S. 23 noch einmal lber-
sichtlich zusammengestellt.

Wenn auch noch manche Einzelheit aufzuklaren ist, so glauben
wir doch, nunmehr das Problem des Acetatabbaus in der Hefe in
wesentlichen Punkten seiner Ldsung zugefuhrt zu haben, ein
Problem, dessen Bearbeitung vor beinahe zwei Jahrzehnten mit
der lIsolierung von Citronensdure und Bernsteinsdure durch H.
W ieland und R. Sonderhoff7l) in unserem Laboratorium so viel-
versprechend in Angriff genommen wurde.

Karl Zopp und Heinz Hauft danken wir fir sehr geschickte Mithilfe bei
der Verarbeitung von Hefe auf Acetyl-CoA.

Besonderen Dank schulden wir der Firma C. H. Boehringer Sohn, Ingel-
heim am Khein, fir finanzielle Unterstiitzung dieser Arbeit, der Notgomoin-
schaft der Deutschen W issenschaft fir die Gewahrung einer Sachbeihilfe.

Boi der Suche nach geeigneten Aktivkohlen hat uns dio Gesellschaft fur
Adsorptionstechnik, Bad Homburg, durch die Bereitstellung von Kolilc-
[r)nrggﬁtner\]/vertvollo Hilfe geleistet, woflir wir auch an dieser Stolle bestens danken

Beschreibung der Versuche

I. Induktionszeit und Coenzym A

Die quantitative Bestimmung von CoA erfolgte nach Kaplan und
Lipmann3l. Im Interesse einer groReren Materialersparnis wurde bei einem Teil
der Messungen der von den amerikanischen Autoren angegebene Ansatz auf oin
Viertel verkleinert. In diesem Fall wurde in kleine, mit Gummistopfen ver-
schlossene Zentrifugenglaser (lichte Weite 0,8 cm):

a ccm der auf CoA zu prifenden Losung,

(0,08—a) ccm Wasser,

0,04 ccm m/10-Cystein-hydrochlorid-16sg.,

0,02 ccm einer frisch bereiteten m-NaHCO316sg.,

0,075 ccm der ,,Beaktionsmischung“ (10 Teile 0,004m-Sulfanilamid,
2,5 Teile m-Na-acetat, 8 Teile 0,06m-K4ATP und 10 Teile 0,2m-Na-

citrat)3),
0,06 ccm gealtertes Leberferment3)

70)J1. Biol. Chem. 176, 117 (1948).
) A. 499, 213 (1932).
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vereinigt und 2 Stunden bei 35° inkubiert. Enzymatische Reaktion durch Zugabo
von lccm 5-proc. Trichlorcssigsduro abgestoppt, denaturiertes Eiweill ab-
zentrifugiort und anschlieBend in 1 ccm der klaren L6sg. das noch vorhandene
freie Sulfanilamid nach Bratton und M arshall kolorimetrisch bestimmt (vgl.
Fulnote3dl)). Unter diesen Bedingungen entspricht jene Monge CoA, welche den
Halbwert dermaximalen Acotylicrung bewirkt, 0,25 CoA-Einheiten nach Kaplan
und Lipmann.

Das fur den Test bendtigte, etwa 80—90-proc. ATP wurde durch Phos-
phorylierung von Adenosin mittels garender Hefe bereitet. Eine Mischung aus
120 g frisch bezogener, goWaschener und abgeproRtor Bierhefe72), 100 ccm einer
1-proc. Adenosin-l6sg., 22 ccm, K-liexosediphosphat-l6sg. mit 23,7 mg org.
P04"/ccm, 100 ccm O,4m-Phospliatpuffer, pH = 0,4, 10 ccm 10-proc. Acet-
aldehyd-l6sg. (frisch destilliert!), 8 ccm m-MgSCh-l6sg., 25 ccm Leitungswasser
und 25 ccm Toluol Wird in einem gerdumigen Kolben unter haufigem Schitteln
172Stunden bei 35° inkubiort. Das Gemisch wird nach Einstellen in Eis mit
550 ccm kalter 10-proc. Trichloressigsaure versetzt und nach 15 Minuten zentri-
fugiert. Nach Abstumpfen auf pjj 3,5 wird aus der klaren Ldsung durch Zugabe
von 5 ccm 20-proc. Hg-acetat-losung (in 2-proc. Essigsaure) je 100 ccm Losung
ein Quecksilbersalz geféllt. Die bei der Zerlegung des abzentrifugierten Nieder-
schlags mittels H2S (Eiskihlung!) erhaltene.L&sung nach der Vorschrift von
S. E. Kerr7) auf Ba2-ATP verarbeitet. Ausbeute: 25—30°/0, bezogen auf
Adenosin.

CoA-Gehalt von frischer und verarmter Hefe

Fir die Versuche wurde handelsubliche Backcrlicfo der Hefefabrik Oberkotzau
benutzt. 1 Teil Hefe wurde in 1 Teil siedenden Wassers eingetragen, einmal kurz
aufgekocht, sofort im Eisbad abgekiihlt und dann die Zelltrimmer abzentri-
fugiert. In einem aliquoten Teil der Uberstellenden Lésung wird CoA quantitativ
bestimmt.

Zum Zwecke der Verarmung wurde eine Suspension in Lcitungswasser, die
pro ccm 20 mg Hefe enthielt, in einer Flasche unter 0 2mechanisch geschiittelt
(Brutraum!). Fir die CoA-Bostimmung einen Teil der Suspension zentrifugiert,
die sedimentierten Hofezellen mit siedendem Wasser ibergossen und Wie oben
auf Kochsaft verarbeitet. Tab. 1, S. 4 gibt das Ergebnis mehrerer Bestim-
mungen an frischer und verarmter Hefe wieder.

CoA-Gehalt der Hefe wdhrend der Oxydation von
Essigsaure

Zwei 2-proc.Hefesuspensionen, die eine frisch bereitet, die andoro nach vorher-
gehender Verarmung, von denen ein Teil zur CoA-Bestimmung abgcz.Weigt
worden war, wurden mit festem KH 2P 04auf dio Konzentration m/30 gebracht.

Zur Atmungsmessung jo 2.ccm dieser Suspension in kegelférmige W ar-
birg-Gefale mitNaOH im Einsatz, deren Birne 1 ccm m/20-Na-acetat enthielt.
10 Minuten nach Einbringon in den Thermostaten (T = 30°) Manomoterhdahne
geschlossen und 15 Minuten spdter den Inhalt der Birne zugokippt. 0 2Verbrauch
gemessen.

Zum gleichen Zeitpunkt dom Rest der phosphathaltigen Hefesuspensionen,
die in passendon Erlenmeyerkolben unter den gleichen Bedingungen geschittelt
Wourden, auf jo 10 ccm 5 ccm m/20-Na-acetat zugofiigt. Um den CoA-Gehalt zu
bestimmen, Worden vonZeit zu Zeit Proben von jo 10 ccm entnommen, dio Hefe
an der Zentrifuge abgeschloudert, zur Entfernung von Phosphat einmal mit

Wir danken der Léwenbrauerei Minchen, insbesondere Herrn Dr. Fries,
fir dio Uberlassung der Hefe.
7 JI. Biol. Cliem. 139, 121 (1941).
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Wasser gewaschen, sofort mit 1,33 ccm siedenden Wassers versetzt, einmal
kurz aufgekocht, usw. Das Ergebnis eines solchen Versuchs ist in Fig. 1,
S. 5 wiedergegoben.

Es sei bemerkt, da die auf diese Weise gewonnenen CoA-Werte nicht genau
dem Zeitpunkt der Entnahme entsprechen. Zweifellos atmet dio Hofe nach der
Entnalime bis zur Bereitung des Kochsaftes Weiter, so daB der CoA-Gelialt einer
15 Minuten nach der Zugabe von Acetat entnommenen Probe in Wirklichkeit der
Hefesuspension etwa 25 Minuten nach diesem Zeitpunkt entspricht. Ein Foliler,
der sich vor allem im Ansatz mit frischer Hefe, wo dio Atmung sehr schnell
zunimmt, bemerkbar macht. Aus diesem Grund kamen dio betreffenden Punkto
in Fig. 2 (S. 7) zu weit nach links zu liegen. Der CoA-Gehalt wird dort mit
einer zu kleinen Atmungsgroéfe in Beziehung gebracht.

Als MaB fiir dio ,,Induktionszeit* Wurde willkirlich die Zcitdifferenz gewahlt,
um Welche die Atmung der verarmten Hefe hinter jener der frischen Hefe bei
400emm 0 2nachhinkt. Sie betragt ih Fig. 1 bei der verarmten Hefe z.B. 108 Mi-
nuten. Wurde jedoch dio verarmte Hefe vor der Atmungsmessung abzentri-
fugiert, dio Gberstchendo Ld&sung durch dio gleiche Menge frischen Leitungs-
Wassersersetzt und erst jetzt KH2P 04zugesetzt, dann stieg die ,,Induktionszeit*
auf 166 Minuten an (vgl. Fig. 1).

Um dio Rcsynthese von CoA Wahrend dor Acetatverbrennung zu belegen,
seien in Tab. 3 noch einige Versuchsergebnisse aufgefihrt.

Tab. 3
CoA-Einh./g Min. nach

Hefe (zu Verarmungs- Induktions- ' CoA-Einh./g

Versuch Versuc(hs- Jeit Jeit Zugabe von Hefe

- cetat
beginn)

4a 128 — — 25 300

b 104 24 Stdn. 40 Min. 70 296
5a 192 - — 35 - 516 (?)

b 144 24 Stdn. 150 Min. 180 300

a = frische, b = verarmte Hefe

I1. Isolierung von Acctyl-CoA aus Hefe

a) Enzymatischer Test auf Aeetyl-CoA

Unserer quantitativen Bestimmungsmethode liegt dio Transacetylierung von
Acetyl-CoA auf Sulfanilamid zugrunde, Wobei eine dem Acetyl-CoA entsprechende
Menge Sulfanilamid acetyliert Wird. Bestimmt man daher das freie Sulfanilamid
vor und nach Inkubation mit Sulfanilamid-Transacetylase, dann entspricht die
gefundeno Differenz dem in den Versuch eingebrachten Acetyl-CoA. Nach der
Gleichung:

Co0A-S—€CO—CH3 4- Sulfanilamid —> CoA—SH -f Acetyl-sulfanilamid

entsprechen 172y Sulfanilamid 43 y aktivem CH3CO oder — bei Zugrundelegung
eines Mol.-Gew. von S00 fur Acetyl-CoA +-800y Acetyl-CoA.

Anreicherung der Sulfanilamid-Transacetylase

Ein Ausgangsmaterial zur Darstellung des Ferments ist Acetonpulver aus
Taubenleber, bei dessen Bereitung wir uns an die Vorschrift von Kaplan und
Lipmanna3l) hielten.



Zum biologischen Abbau der Essigsaure VI 27

200 mg Acetonpulver worden mit 2 ccm 0,02m-NaHCO03grindlich vorrieben,
hochtourig (15000 Umdr./Min., Winkelzentrifuge von Runno, Heidelberg-
Bohrbaeh) zentrifugiert und der dabei erhaltene dunkelrote, klare Extrakt unter
Eiskihlung je ccm mit 0,7 ccm Aceton versetzt. Nach Abtrennung der unwirk-
samen Fallung in der Zentrifuge wird aus der berstehenden, hellroten Lésung
das wirksame Protein durch Zugabe des halben Volumens Aceton (Endkonzen-
tration 00%) unter Rihren gefallt und hochtourig abzentrifugiert. Dio Féllung
wird in 0,0 ccm doppeltdest. Wassers aufgenommen, Wobei sie vollstandig in
Ldésung geht. In gefrorenem Zustand bei—20° (Kihltruhe) aufbewahrt, kann
diese, eine aktive Sulfanilamid-Transacetylaso enthaltende L&sung, einige Tago
ohne merklichen Aktivitatsverlust aufbewahrt worden.

Die Fraktionierung mit Aceton ist nicht zu umgehen. Verwendet man ndmlich
im Test an Stelle desangoreicherten Fermentsrohen Leberextrakt, dann reagiert
nur ein Teil des eingesetzten Acetyl-CoA mit Sulfanilamid, Wéhrend der Rest in
Nebenreaktionen verbraucht Wird. Wir sind damit beschaftigt, die Natur dieser
Nebonreaktionon aufzuklaren.

Die Genauigkeit der Bestimmung und der MeRbereich werden erh6ht, wenn
man die Reinigung der Sulfanilamid-Transacetylase noch Weiterfiihrt. Nach
Versuchen von M. B iihler@b) kann das wie folgt geschehen:

20 gfrische Taubenleber werden unter Eiskiihlung mit 40 ccm m/50-Na4P 20,-
Losung homogenisiert, das Homogenat 5 Minuten lang unter standigem Rihren
in einem auf 49° erhitzten Wasserbad gehalten, dann im Eisbad abgekihlt und
zentrifugiert. Der dabei erhaltene Bodensatz wird an der Zontrifugo zuerst mit
20 ccm und dann noch mit 7 ccm der Pyropliosphat-16sg...griindlich gewaschen.
Bei Zugabe des gleichen Volumens Aceton zu den vereinigten Extrakten, was
langsam und unter stdndigem Rihren bei 0° geschehen muB, fallt eine Fraktion
aus, die nach 5 Minutenlangem Stehen bei —10° im Kélteraum abzentrifugiert
wird. Dio lberstellende Losung enthélt dio Hauptmenge des Ferments. Um die
Ausbeute zu erhdhen, extrahieren Wir den Bodensatz nacheinander mit 60 ccm
und 30 ccm 50-proc. Aceton und vereinigen die dabei erhaltenen Lésungen mit
der Mutterlauge der Féllung. Nach Abkihlen auf —10° bis —12° wird das
P/s-fache Vol. Aceton zugesetzt (Endkonzentration 80%) und nach 10 Minuten
langem Stehen bei dor tiefen Temperatur dio das gesuchte Ferment enthaltende
Fallung im Kélteraum abzentrifugiert. Sofort in wenig Wasser aufnehmen und
im Vakuum-Exsikkator Gber KOH-H-SO, aus dem gefrorenen Zustand zur
Trockne bringen. Ausbeute 300 mg.

Da dieses Trockenpraparat wenig haltbarist, wird es sofort weiter verarbeitet.
400 mg Trockenpulver werden mit 5 ccm Wasser verrieben und ergeben nach dem
Zentrifugieren 5,2 ccm Losung |. Beim Einrihren von 0,88 g festem Ammon-
sulfat (0,2-gesattigt) fallt EiweiR aus, das nach einstiindigem Stehen bei 0° ab-
zentrifugiert und verworfen wird. Aus den dabeierhaltenen 5,0 ccm Ldsung I
fallen 1,06 g Ammonsulfat (0,5-geséattigt) das wirksame Protein, das nach ein-
stiindigem Stehen beiO0in der hochtourigen Zentrifuge von der Mutterlauge
getrennt und in 2,3 ccm doppelt dest. Wasser aufgenommen wird. Man erhélt,
eventuell nach Zentrifugieren, 3,65 ccm einer klaren, gelbgeféarbten Lésung, die
ohne weiteres zur Acetyl-CoA-Bestimmung verwendet werden kann und, im ge-
frorenen Zustand bei —20° aufbewahrt, einige Wochen haltbar ist.

Ausfihrung der Bestimmung. Der Ansatz, bestehend aus:

0,01—0,125 ccm der auf Acetyl-CoA zu testenden Ldsung,

0,05 ccm m/5-Pyrophosphat-Puffer (8,92 g Na# 27«10 HD, mit 8,0 ccm
n-HCI und Wasser auf 100 ccm),

0,01 ccm 0,4m-Cystein-HCI,
0,025 cemm/250-Sulfanilamid-L&sg.,
0)01—0,04 ccm Enzymlésg. (je nach Reinheitsgrad),
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und soviel Wasser, um das Volumen auf 0,25 ccm zu bringen, wird in Meinen, mit
Gummistopfen verschlossenen Zentrifugenglésern im Wasserbad 1 Stunde lang
inkubiert. T = 35° Nach Zugabe von 1 ccm 5-proc. Trichloressigsauro wird das
denaturierte EiweiR abzentrifugiert und in der tGberstellenden Lésung freies Sul-
fanilamid nach Bratton und Marshall3l) bestimmt. Zu diesem Zweck wird
1ccm der Lésung zu 9 ccm Wasser gegeben, die sich in einem mit Gummistopfen
verschlossenen Reagensglas befinden. Durch 5—10 Minuten langes Einstellcn in
ein Eisbad abkihlen, dann herausnehmen, mit 1ccm 0,1-proc. Na-nitrit-16sg.,
genau 3 Minuten spater mit 1cem 0,5-proc. Ammonium-sulfaminat-l6sg. und
nach 2 Minuten mit 1ccm 0,1-proc. N-(I-Naphthyl)-athylendiamin-2 HCI-16sg.
vermischen. 10—30 Minuten nacli Zusatz des Diamins die Intensitdt der
Rotfarbung im Pulfrich-Photometer (Filter S 53) oder im lichtelektrischen
Photometer ,,Eppendorf* (Hg-Linie 540 mg) messen. Schichtdicke: 2 cm. In
Tab. 4 ist das Protokoll einer Bestimmung wiedergegeben, in Fig. 3 das Er-
gebnis graphisch dargestellt.

Tab. 4

Als Enzym diente 0,01 ccm der Giber die Ammonsulfat-Fraktionierung gereinigten
Transacetylase

Aceetyl-CoA-Praparat 100 Y 200y 400y 600 y
Extinktion 0,403 0,354 0,310 0,238 0,195
y Sulfanilamid noch vor-
handen 17,3 15,2 13,3 10,2 8,4
Y Sulfanilamid acetyliert — e2,1 4,0 71 8,9
Ergebnis: 100y des Praparates acetylieren 2,1y Sulfanilamid. Das Praparat
enthalt demnach: = 5,2y CHXO/mg.

b) Vorbehandlung der Hefe und Bereitung des Kochsafts

Je nachdem ob Alkohol oder Zucker als Substrat wahrend der Vorbehandlung
der Hefe dient, mufR man die Inkubation in geschlossenen Flaschen oder in
offenen Filtrierstutzen vornehmen. Da wirhinsichtlich der mit beiden Substraten
erzielten Ausbeuten an Acetyl-CoA keine wesentlichen Unterschiede fanden,
lassen wir heute im allgemeinen die Hefe zur Anreicherung an CoA und dessen
Beladung mit der Acetylgruppc in zuckerhaltiger Lésung atmen. Da wir aber zu
Beginn unserer Untersuchung in der Hauptsache mit Alkohol arbeiteten, sei
zunachst die dabei eingehaltene Methodik kurz angegeben.

300 g frische Bédckerhefe der Firma in Oberkotzau werden mit Wasser auf ein
Vol. von 450 ccm verdinnt und nach Zugabe von 30 ccm 96-proc. Athylalkohols
in einer verscliosscnen 3-1-Rollflasehe unter reinem Oa bei 30° maschinell ge-
schittelt. Wegen der starken Atmung der Hefe mull etwa alle 15 Minuten die
in der Flasche befindliche Atmosphéare durch frischen Sauerstoff ersetzt werden.
Dauer der Inkubation 45 Minuten.

Boi der Vorbehandlung derHefo in zuckerhaltiger Losung erwies
cs sich fiir eine gute Ausbeuto als wesentlich, daB bei schwach alkalischer Re-
aktion gearbeitet wurde. Zu diesem Zweck geben wir dem in einem 10-1-Filtrier-
stutzen befindlichen Ansatz, bestehend aus 750 g frischer Béckerhefe — mit
Wasser auf 2,11 verdlinnt—und 225 g Trauben- oder Rohrzucker, der im Brut-
raum bei 30° unter kréftigem, mechanischem Rihren mit reinem 02aus der
Bombe durchstromt wird, von Anfang an 4 g festes NaHCO03 zu. Um ein
wahrend des Atmungsprozesses wahrnehmbares Absinken der Reaktion
nach der saueren Seite zu kompensieren, werden nach 15 Minuten abermals
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6gund 10 Minuten spéter noch einmal 3g NaH C03zugefiigt. Dauer der Inkuba-
tion 45 Minuten.

Nach unseren Erfahrungen verdienen bei der Bereitung des
Kochsafts zwei Punkte besondere Beachtung. Erstens muR man
dafur sorgen, dall die Hefe bis zuletzt 02hat, und zweitens dafiir,
daR wegen der Gefahr einer hydrolytischen Spaltung von Acetyl-
CoA das Erhitzen der Hefesuspension nicht zu lange ausgedehnt
wird. Der schwankende Acetyl-CoA-Gehalt unserer Praparate ist
zweifellos darauf zuriickzufithren, daB die Uberwindung dieser
beiden Klippen nicht immer in der gleichen Weise gelingt, so dafi
die bei dieser Methode wohl unvermeidbaren Verluste einmal groRer
und einmal kleiner sind.

Praktisch gehen wir so vor, dal wir zum Zwecke des Abkochens die Hefe-
susponsion — ovontucll in Portionen — zunéchst in oino groBere Rollflasclie
Gberfiihren und dann unter stindigem Schittoln in 6—8 Portionen in 200 ccm
kréaftig siedenden Wassers eintragen, im”Fallo der Vorbehandlung mit Zucker
wegen dos Bicarbonats unter gleichzeitigem Zusatz von 20 ccm Eisessig. Reaktion
darf nicht alkalisch werden! Durch kréaftige Heizung wird daflr gesorgt, dal die
Temperatur im Kochtopf nicht unter 70—80° féallt und der Inhalt nach Zugabe
dor letzten Portion der Hefesuspension innerhalb kirzester Zeit zum Kochen
kommt. Einmal kurz aufkochon lassen und dann sofort durch Einstellen in ein
Eisbad unter staindigem Rihren auf 10° abkiihlen. Sofort anschliefend worden
die Zelltrimmer in dor Zontrifugo abgotrennt, wobei man aus 750 g Hefe etwa
1690 ccm eines klaren, gelbgefarbten Kochsafts erhalt.

c) Anreicherung von Acetyl-CoA aus Hefekochsaft

Die Anreicherung von Acetyl-CoA 1aBt sich mittels dor Nitroprussid-
Roaktion aufeinfache Weise kontrollieren. Wir fiihren die Reaktion in folgender
Weise aus:

0,05 ccm der zu priifenden Losung wird in einem kleinen Reagensglas (00,9 cm)
mit 0,01 ccm einer frisch bereiteten 2-proc. Nitroprussid-natrium-l6sg. und
0,025 ccm konz. Ammoniak versetzt. Bei Anwesenheit von Acetyl-CoA farbt sich
die Mischung im Verlauf einer Minute rot. Um dio Reaktion empfindlicher zu
gestalten, kann man der Probo vor Zugabe dos Ammoniaks noch festes Ammon-
sulfat zufiigon. Unter diesen Bedingungen tritt sichtbare Rétung auf, wenn dio
zu prifende Lésungmehrals 2y,, aktives® CH3CO/ccm enthdlt, im Testalso mehr
als 0,1 y CH3CO anwesend sind.

Um auf Disulfide zu prifen, setzen wir nach dem Ammoniak noch 0,025 ccm
einer 2m-KCN-L6sg. zu. Eine dann auftrotende Rotfarbung zeigt die Gegenwart
eines Disulfids an, weil solche bekanntlich unter der Wirkung der Blausaure freie
Mercaptano liefern:

R—S—S—R + HCN — R—SH + R—S—CN

Da bei der Prifung auf Acetyl-CoA mittels der Nitroprussid-Reaktion
freie Mercaptane stdren, missen letztere vor Beginn der Isolierung zu den ent-
sprechenden Disulfidcn oxydiert werden. Zu diesem Zweck versetzen wir den
frischen Hefekochsaft mit soviel 2,5-proc. alkoholischerJodlésung, bis eine Probo
mit Nitroprussid keine Farbung mein- gibt3) (ohne Zusatz von Ammonsulfat
gepruft!). Fur 1690 ccm Kochsaft, entsprechend 750 g Hefe, werden dazu etwa
24,5 ccm der Jodlésung bendtigt.
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1. Phenolextraktion

In 1090 ccm des oxydierton Kochsafts werden 845 g festes Ammonsulfat
geldst und Acetyl-CoA zusammen mit anderen Nucleotiden durch dreimalige E x-
traktion mit je 212 ccm verflissigten Phenols (= Xs des Kochsaft-Vol.) im
Schcidotrichter ausgezogon. Um dabei Phenol zu sparen, wird der dritte, nur
noch wenig Substanz enthaltende Phenolextrakt gleich zur ersten Extraktion
des Kochsafts der nachsten Hefeaufarbeitung verwendet.

Die Phenolextrakte von vier Aufarbeitungen (entsprechend 3 kg Hefe) werden
vereinigt, mit dem gleichen Vol. Ather versetzt und die Mischung, die ein Vol.
von 3,61 besitzt, im Scheidetrichter zehnmal hintereinander mit je 40 ccm Wasser
ausgezogon, bis keine gelbe Farbe molir in die waRrigo Phase tbergeht. Dio ge-
sammelten, das gesuchte Nucleotid enthaltenden Extrakte worden mit frischem
Ather von geléstem Phenol befreit und i. V. bei tiefer Temperatur auf 35 ccm
eingedampft.

2. Féallung als Bariumsalz

Die eingedampfte Losung wird nach Abkihlen im Eisbad vorsichtig mit verd.
Ammoniak auf pH 7—7,5 gebracht, wozu etwa 3,0 ccm ndtig sind, mit 60 ccm
m-Bariumacetat versetzt und 300 ccm (3 VVol.) 96-proc. Alkohol zugegeben. Die
viel Bariumsulfatenthaltende Féallung wird abzentrifugiert. Sie kann ohne Wirk-
samkeitsverlust in der Kihltruhe bei —20° aufbewahrt werden.

Esist zu bemerken, dal’ die Hauptmenge dos Acetyl-CoA bereits ohne Alkohol-
Zusatz fallt. Im Interesse einer héheren Ausbeute ist es aber ratsam, Alkohol
zuzugeben.

3. Adsorption an Aktivkohle, Elution
und Acetonfdllung

Zur Zerlegung wird das Bariumsalz 5-bis 6-mal mit jo 10ccm 2n-H,S04 unter
Eiskihlung verrieben und zentrifugiert, bis beim letztenmal kaum noch Farbe
in Losung geht. Aus den vereinigten, intensiv gelbbraun geféarbten Ausziigen, die
wegen des groRen Sehwefelsdureliberscliusses stark kongosaure Reaktion zeigen,
wird die wirksame Substanz an Kohle adsorbiert. Zu diesem Zweck der im Eisbad
gekihlten Losung 2 g Carboraffin C 1,0 (Laboratorium fur Adsorptionsteelinik,
Bad Homburg) zusetzen, 10 Minuten lang mechanisch rithren und dann dio Kohle
abzentrifugieron. Nachdem man sich davon tberzeugt hat, daf in der farblosen
liberstehenden Losung weder Acyl-S noch Disulfido geblieben sind, wird dio
Kohle an der Zentrifuge sulfatfrei gewaschen, wozu etwa 400 ccm Wassor ndtig
sind, und anschlieRend das Acetyl-CoA wieder eluiert. Dazu wird die gewaschene
Kohle in 10 ccm 10-proc. Pyridin-Wasser aufgeschlammt, 5 Minutenlang mecha-
nisch gerdhrt (Eisbad!) und dann zentrifugiert. Die Behandlung mit waBrigem
Pyridin ist etwa viermal zu wiederholen, bis in einer Probe des Eluats dio Farb-
reaktion sowohlauf Acyl-S wie auch auf Disulfide negativ ausfallt. Die vereinigten
Eluate Werden im Sehoidctriehter von der Hauptmengo des Pyridins durch zwei-
malige Extraktion mit je ¥5Vol. Chloroform befreit, dann bei tiefer Temperatur
i. V. auf 8 ccm eingedampft, eventuell mitgeschlcppte Aktivkohle hochtourig
abzentrifugiert und mit 40 ccm Aceton versetzt. Nach langerem Aufbowahren
— lber Nacht — in der Kiihltruhe bei —20° wird die jetzt nicht mehr schmierige
Fallung abzentrifugiert, zweimal mit frischem Aceton verrieben und dann im
Vak.-Exs. Uber H,SO4-KOH oder Silicagel getrocknet. Bei 0° tber Silicagel
kann das Troekenpulver ohne Wirksamkeitsverlustaufbewahrt werden. Ausbeute
180—250 mg Substanz (aus 3 kg Hefe), deren Acetylgehalt zwischen 1—5,5y
CH3CO/mg schwankte.
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Uber die in den einzelnen Stufen einer solchen Aufarbeitung von 2,25 kg Hofo
eingetretenen, leider nicht unbetrachtlichen Verluste an Acetyl-CoA, gibt Tab. 2,
S. 10 Auskunft.

I1l. Die chemische Natur von Acetyl-CoA
Vergleich ,acetylierende Komponente“- Acyl-mercaptan

Der Gehalt einer Lésung an ,,acetylierender Komponente“ wurde
durch den Verbrauch von Sulfanilamid im enzymatischen Test, der
Gehalt an Acyl-S durch Vergleich der von dieser Ldsung mit
Nitroprussid-natrium unter Standard-Bedingungen gegebenen Far-
bimg mit jener einer 0,224-proc. wéalirigen Ldsung von S-Acetyl-i-
mercapto-propionsdure-athylester bestimmt33).

Fir den Vergleich wurden Ldsungon des zerlegten Bariumsalzes (Vol. 95 ccm)
und des Kohle-Eluats, nach Abtrennung von Pyridin und Eindampfen (Vol.
35 ccm), die beide im Verlauf einer Aufarbeitung von 2,25 kg Hefe (vgl. Tab. 2,
S. 10) anfielen, herangezogen. Auferdem noch zwei Trockenpraparate (Acoton-
fallungen) aus anderen Aufarbeitungen. Ergebnis des Vergleichs vgl. Fig. 4,
S. 12. Dio in der Fig. aufgefiihrten Zahlemvertc beziehensich bei ound + jeweils
auf 0,1 ccm Ldsung, bei aund O dagegen auf 1mg Trockensubstanz.

Inaktivierung von Acetyl-CoA durch Alkali

10 mg Acetyl-CoA (2,7y CH3CO/mg) wurden in 0,5 ccm Wassor geldst und
unter Eiskihlung mit 0,075 ccm n-KOH auf pH 8—9 gebracht (Phenolphthalein
rosal). Nach Verdiinnung mit Wasser auf 0,75 ccm wurden 0,125 ccm entnommen
und zu 0,005 ccm 2n-HCI -f- 0,0375 ccm ILO gegeben. Dem Rest der
Lésung (= 0,625 ccm), dio sich weiterhin im Eisbad befand, 0,125 ccm n-KOH
zugefigt (Endkonzentration = n/6-KOH74)). Daraus von Zeit zu Zeit Proben zu
jo 0,15 ccm entnommen und, um dio Wirkung des Alkalis abzustoppen, zu
0,0175 ccm 2n-HCI gegeben. Das in den oinzelnen Proben noch vorhandene
aktive Acotyl enzymatisch bestimmt. Das Ergebnis ist in Fig. 5, S. 12 wieder-
gegebon, wobei auf der Ordinate der Logarithmus des in den einzelnen Proben
vorhandenen aktiven Acetyls aufgetragen wurde. Man erhalt eine Gerade, wie
es fir eine Reaktion 1. Ordnung typisch ist. Aus ihrer Neigung von 0,43/5 Min.
folgt fiir die Reaktionskonstanto

0,43
('*lége = 0,198 H/Mmutcn],
und daraus fiir dio Halbwertszeit: t = 210 [Sekunden].

Inaktivierung von Acetyl-CoA durch Hg++

2mg Acetyl-CoA, insgesamt 11,2y aktives CH3CO enthaltend, wurden in
0,4 ccm Wasser gelést und mit 0,03 ccm 10-proc. Hg-acctat-16sg. versetzt, wobei
ein Niedorschlag ausfiel. Nach 3.,-stiind. Stehen bei Zimmertemperatur wurde
alles Quecksilber durch Einlciten von ILS als Sulfid ausgeféllt, das HgS ab-
zentrifugiert und an der Zentrifuge zweimal mit Wasser gewaschen. Die ver-
einigten Filtrate und Waschwasser wurden gefrier-gotrocknet, der Rickstand
in 0,1 ccm Wasser aufgenommen und durch Zugabe von festem NaHCO03neu-

4) Unter der Annahme, dall das verwendete Acetyl-CoA-Prédparat keine erst im
alkalischen Gebiet dissoziierenden Gruppen enthalt.
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tralisiert. Wie die Priifung im enzymatischen Test ergab, war kein aktives
Acotyl mehr vorhanden.

Wir haben die Spaltung durch Quecksilber dazu benitzt, umCoA frei von
Acetyl-Vorbindungdarzustollen.40 mg Acetyl-CoA (2,5 y CH3CO/mg) wurden
in 1 ccm Wasser geldst, durch Zugabe von 0,5 ccm 10-proc. Hg-acetat-16sg. ein
Quecksilbersalz gefallt und dieses an der Zentrifuge einmal mit 0,5-proc. Hg-
acetat-16sg. gewaschen. Der Niederschlag wurdo in 2 ccm Wasser vorteilt, mittels
PLS zerlegt, das ausgeschicdcno HgS abzentrifugiert und zweimal mit jo 1ccm
Wasser gewaschen. Filtrat und Waschwasser, aus dom gefrorenen Zustand ein-
gedampft, lieferten 26 mg Substanz mit 100 CoA-Einhciton/mg. Es diente uns
fur den folgenden Inaktivicrungsversuch.

Inaktivierung von CoA durch Jodacetat

26 mg des vorstehend beschriebenen CoA-Praparates wurden in 2 ccm Wasser
geldst und unter mechanischem Rihren (Eisbad) mittels 2-proc. Na-amalgam
in dio SH-Form uborgefiihrt. N2-Atmosphare! Durch gelegentliche Zugabe von
Eisessig wurdo dafiir gesorgt, dal dio Reaktion nicht alkalisch wurde. 0,2 ccm
dor reduzierten Losg. zu 0,006 ccm m-K-jodacetat gegeben, mit etwas festem
NaHCO03 auf Pn = 7,0 gebracht und 2 Stunden bei Zimmertemperatur auf-
bcwalirt. Parallel dazu eine Probe dor reduzierten Losg. ebenfalls mit Na-
bicarbonat neutralisiert und bei Zimmertemperatur aufbowahrt, diesmal aber
ohno Jodacetat. Mit Nitroprussid geprift, gab dann dio Probe ohne Jodacetat
eine kraftige, momentan auftretende Rotfarbung (freies SH), jene mit Jodacetat
aber blieb farblos. Wie die anschlieBende Bestimmung im Kaplan-Lipmann-
Test ergab, enthielt die mit Jodacetat behandelte Probe weniger als 5% der
CoA-Aktivitat der Ifontrollprobo ohno Jodacctat.

Derselbe Versuch Wurde anschliefend mit 100 mg eines Acetyl-CoA-Praparates
wiederholt, das 1,0 y CH3CO/mg enthielt. Es wurde nach Lésung in 4 ccm H2
der Reduktion mit Na-amalgam unterworfen. Je 0,2 ccm der reduzierten Lésung
mit 0,006 ccm m-K-jodacetat (I), bzw. 0,006 ccm H2 (1) in Gegenwart von
NaHCO03inkubiert. | zeigte danach noch deutlich dio verzdgerte Nitroprussid-
Reaktion auf S-Acyl, wahrend bei 11 diese Reaktion durch freie SH-Gruppen
verdeckt war.

Die mit beiden Losungen im verkleinerten Kaplan-Lipmann-Test (vgl.
S. 24) gefundene Acetylierung von Sulfanilamid ist in Tab. 5 wiedergegeben.

Tab. 5
y Sulfanilaunid acetyliort
ccm Losung | bzw. 11 i i
. - ’ Losg. 11 Losg. |
1:20 verdannt, zugegeben (ohne Jodacotat) (mit Jodacetat)
0,01 59 34
0,02 9,5 7.4
0,04 11,0 9,75
0,08 12,75 12,0



Lynen 33

Quantitative Bestimmung von Acyl-mercaptanen
mittels der Nitroprussid-Reaktion

Von Feodor Lynen

Mit 2 Figuren im Text
(Eingolaufon am 26. Juli 1951)

Die ldentifizierung der ,aktivierten Essigsaure* mit dem der
Klasse der Acyl-mercaptane angehdrenden Acetyl-CoAl) hat dem
Interesse an dieser Korperklasse neuen Auftrieb verliehen und den
Wunsch nach einer empfindlichen Bestimmungsmethode wach-
gerufen. Wie wir im Zusammenhang mit unserer Untersuchung tber
Acetyl-CoA fanden, laRt sich die fiir Acyl-mercaptane charakte-
ristische ,,verzdgerte” Nitroprussid-Reaktion in dieser Weise ver-
wenden.

Versetzt man eine Mischung aus Acyl-mercaptan und Nitro-
prussidnatrium mit Alkali, so tritt zundchst Hydrolyse der Thio-
ester-Bindung unter Freisetzung einer SH-Gruppe ein, welche sich
dann mit dem Komplexsalz unter Bildung einer intensiven, aller-
dings nicht bestdndigen Rotviolett-Farbung weiter umsetzt.

Flr quantitative Messungen wird diese Reaktion aber erst brauch-
bar, wenn man durch Zugabe von Ammonsulfat die Bestdndigkeit
der Farbung und damit die Empfindlichkeit der Methode steigert.

An Reagentien werden bendtigt:

1.2-proc. waRrige Lodsung von Kkristallisiertem Nitroprussid-natrium
(Na2[Fe(CN)SNO] m2H 20), die frisch bereitetund im Eisbad aufbewahrt wird

2. bei Zimmertemperatur gesattigte Ldsung von Ammonsulfat in Wasser
3. konz. Ammoniak (D = 0,91).

Als Modellsubstanzen kamen S-Acetyl-/j-mercapto-propionsdure-
athylester (1)2) und Diacetyl-thio-4thanolamin (11)3) in Anwendung,
und zwar in 0,2- bzw. 1-proc. wéalriger Lésung. Da sie neutral
reagieren, kénnen diese Ldsungen einige Zeit im Kuhlschrank auf-
bewahrt werden, ohne dabei merkliche Hydrolyse zu erfahren.

S—CO—CH; S—CO—CH3
ch?2
| Il
ch?2
COOCH 5 NH—CO—CH,;

»)F. Lynen, E. Reichortund L. Rueff, A. 574, 1(1951).
Ich danke Herrn Privatdozent Dr. H. Behrlngorfurdle Uberlassung groRerer
Mengen dieser Substanz.
N 3Mch danke Herrn Prof. Th.Wieland, Universitit Mainz, und Fraulein

\90Imann fiir Uberlassung von kristallisierten Praparaten (Schmp. 23°)
dleser erbindung.

Annalen der Chemie. 574; Band
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Versuchsausfihrung

In rechteckige, mit Dockglas verschlossene Glaskiivetten von 1cm Schicht-
dicko -worden
0,01—0,1 ccm der wéaRrigen Acyl-mcrcaptanldsg.,
0,9—0,99 ccm Wasser, um das Volumen auf 1 ccm zu bringen,
2 ccm Ammonsulfatlésung und
0,3 ccm Nitroprussid-natrium

gegebon und durchgemischt. Sotzt man jetzt dieser Mischung, nachdem ihro
Extinktion im Vergleich zu reinem Wasser gemessen wurde 0,3 ccm Ammoniak
zu und beobachtet dann die Lichtabsorption bei der Hg-Linio 546 mg, z. B. in
dom fiir diesen Zweck vor-

zliglich geeigneten, direkt

anzoigenden lichtelektri-

schen Photomoter,,Eppen-

dorf“4), dann nimmt man,

wio in Fig. 1 zu sohon ist,

in den ersten Minuten einen

raschen Anstieg der Ex-

tinktion bis zu einem Maxi-

mum wahr, dom sich dann

ein langsamor Abfall an-

schlicBt. Der ansteigende

Ast der Kurvo ist auf die

diofarbgebonde SH-Gruppo

lioforndo Hydrolyso dor

Acyl-S-Bindung zuriickzu-

fuhren, der Abfall auf die

Unbestandigkeit der Nitro-

prussid-Farbung, auch in

Gegenwart von Ammon-

sulfat. Wegen der Abhén-

gigkeit der Hydrolysen-

geschwindigkeit von dor

Temperatur ist es nicht

. . . . . weiter verwunderlich, daR
Fig. 1 Kinetik der Farbstoffbildung in  der Anstieg der Extink-
Abhédngigkeit von der Temperatur tionskurvc ein steilerer ist

. . . und das Maximum friher

I, 11: 50,5y Diacetyl-thio-adthanolamin, entspre- erroiclit wird, wenn die
chend 10y Acyl-S bzw. 135y CH3XO in lccm  Reaktionsmischung bei Zu-

H2; I11: 1cm HsO. Ubrige Zusatze vgl. Text. gabe dos Ammoniaks o0ino
Dor Rcaktionsansatz wurde vor Zugabe dos NH,  Temperatur von 35° hatte
bei | auf 100, bei Il auf 35° gebracht, wahrend (Kurve ||)’ als wenn dor
Il bei Raumtemperatur (24°) blieb. Ausgangspunkt hoi nur 10°

lag (Kurve ).

Da dio Messungen ohne Thermostat ausgefiihrt wurden, betrug der Tempe-
raturunterschied nur zu Beginn der Messung 15°. Er glich sich wahrend der
Beobachtungszeit im Photomoter durch Warmeaustausch mit der Umgebung aus
und war am Ende der Messung auf 6° zuriickgegangen (29° bzw. 23°).

Ein Parallelansatz ohne Acyl-mercaptan (Kurve I11) lieR nur
einen langsamen, kaum nennenswerten Extinktionsabfall erkennen.
Die uns interessierende, charakteristische GroRe ist die Differenz

4 Elektromedizinisehe Werkstatten G.m.b.H., Hamburg.
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AE zwischen dem Extinktions-Maximum E M und der Ausgangs-
Extinktion EOQ. Sie ist zwar, wie Fig. 1 erkennen I&4Bt, in gewissem
Umfang temperaturabhédngig — bei tiefer Temperatur nimmt sie
einen grofReren Wert an als bei hoher — aber fiir den besonderen
Fall, dalk die Temperaturbedingungen innerhalb einer Versuchsreihe
konstant gehalten werden, nur abhéngig von dem vorhandenen
Acyl-mercaptan und Uber einen weiten Bereich seiner Menge
direkt proportional (Fig. 2).

06

I 05

II**

d 0.3

i 02
01

0 169 298 667 596 765 6.96 1063 1192 1361 169 1639 1783
@ © (6 (8 (10 (12 16) (16) (18 (20) (22) (29)

y Acyt-S (hn G3CO)---—--

Fig. 2. Proportionalitdt zwischen Farbe und Acyl-mercaptan- Gehalt
+ S-Acetyl-B-mercapto-propionsaure-athylester (1),
O Diacotyl-thio-atlianolamin (11)

Um auf einfache Weise die fir quantitative Messungen erforderliche Tem-
poraturkonstanz innerhalb einer Versuchsreihe zu erzielen, werden die Ansatze
aus Losungen zusammecngcstellt, welche bereits Kaumtemperatur angenommen
haben.

Wie Fig. 2 weiterhin erkennen l4aRt, besteht kein Unterschied,
ob die Versuche mit Lésungen von S-Acetyl-/3-mercapto-propion-
saure-athylester (+) oder mit Diacetyl-thio-4thanolamin (O) aus-
gefuhrb wurden. Somit bietet sich die Mdglichkeit, ganz allgemein
den Gehalt einer Lésung an Acyl-S durch Vergleich des von ihr bei
der Umsetzung mit Nitroprussid-natrium unter bestimmten Be-
dingungen gegebenen Farbung mit jener einer Standard-Ldsung,
deren Gehalt an | oder Il festgelegt ist, zu ermitteln. Wie man aus
der Figur ersehen kann, lassen sich auf diese Weise noch 0,75y
Acyl-S recht genau bestimmen, was 1y an S gebundenem Acetyl
(CHgCO) entspricht. Eine Empfindlichkeit tGbrigens, die sich durch
Verwendung besonderer Kiivetten ohne Schwierigkeiten noch weiter
treiben lieRe.

3*
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Es ist allerdings zu erwahnen, daR die alkalische Hydrolyse von | und Il mit
groBenordnungsmafig gleicher Geschwindigkeiterfolgt5),so dal schon aus diesem
Grunde gleichartiges Verhalten hei der Farbreaktion zu erwarten war. Wie sich
in dieser Hinsicht ein wesentlicher Unterschied in der Spaltungsgeschwindigkeit
— bedingt durch veranderte Mercaptan- bzw. Acylkomponente — auswirkt, muf
noch geprift worden.

Wir haben diese Methode des Vergleichs bisher dazu benutzt, um
in unseren aus Hefe isolierten Préparaten von Acetyl-CoA den
Gehalt an Acyl-S zu ermittelnl). Dies war ohne weiteres mdglich,
weil nach unseren Versuchen der an Schwefel gebundene Acetylrest
in diesem Thio-dthanolamin-Derivafc komplizierter Struktur sich
dem hydrolysierenden Zugriff von Alkali gegenuber nicht wesent-
lich anders verh&lt als in dem einfach gebauten Grundkorper I1.

In diesem Pall war eme quantitative Bestimmung der S-Acetyl-
gruppe auch deshalb durchfiihrbar, weil im Gang der Aufarbeitung
die Farbreaktion stérende Stoffe entfernt wurden, welche im rohen
Hefeextrakt das Acyl-mercaptan noch begleiten. Hier wéren an
erster Stelle freie Mercaptane, wie etwa SH-Glutathion oder
freies Coenzym A, zu nennen, welche im Gang der Isolierung von
Acetyl-CoA durch Oxydation in die entsprechenden Disulfide tber-
gefihrt und damit unschadlich gemacht wurden. Von anderen bio-
logisch bedeutsamen Stoffen, die ebenfalls mit Nitroprussid-natrium
in alkalischer Ldsung eine Farbung geben und deshalb die Bestim-
mung von Acyl-mercédptanen stéren, seien noch Acetessigsdure,
Aceton und Kreatinin erwdhnt6). Da sie sich in ihren chemischen
Eigenschaften von Acetyl-CoA wesentlich unterscheiden, durfte
auch fir den Fall ihres Vorhandenseins im rohen Hefeextrakt ihre
Anwesenheit in unseren Uber mehrere Stufen gereinigten Prépa-
raten ausgeschlossen sein. Im dbrigen erfolgt die Bildung des Farb-
stoffs bei diesen Stoifen mit anderer Kinetik — bei Acetessigsdure
z. B., die von uns eingehender studiert wurde, entwickelt sich die
Farbung wesentlich langsamer als bei Acyl-mercaptanen — so daR
sich die Gegenwart solcher Verbindungen im Test sofort zu er-
kennen gébe.

Zuletzt sei noch darauf hingewiesen, daR die Farbreaktion selbst
verstdndlich auch von Stoffen gestért wird, die, wie elementares
Jod, Jodacetat, As2 3 usw., mit freien SH-Gruppen reagieren. In
ihrer Gegenwart liegt das bei der Bestimmung erreichte Maxi-
mum der Absorption niedriger und erfolgt auch der nach Uber-
schreiten des Maximums eintretende Extinktionsabfall mit gréRerer
Geschwindigkeit, wie man es erwarten muf3, wenn die durch das
Alkali freigesetzte, farbgebende SH-Gruppe durch eine chemische
Reaktion festgelegt wird.

°) G.Vogelmann, Diplomarbeit, Miinchen 1951.
6) Vgl. Beilstein, Hdb. org. Chemie.
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Diese Empfindlichkeit der Methode gegeniiber Stérungen durch
Begleitstoffe ist der Grund, -warum es mir bisher noch nicht gelang,
das Verfahren direkt auf rohen Hefekochsaft und auf Extrakte
tierischer Gewebe anzuwenden. Die Bemuhungen, dieser Schwierig-
keiten Herr zu werden und ein allgemein anwendbares Verfahren
zur quantitativen Bestimmung von Acyl-mercaptanen zu ent-
wickeln, werden jedoch fortgesetzt.

(Fur die Gewahrung einer Sachbeihilfe danke ich der Notgemoinschaft der
Deutschen W issenschaft bestens.

Synthese der 3- und der 5-(3-Glucosido)-glucose

Von Karl Freudenberg und Klaus v. Oertzen

(Aus dem Chemischen Institut der Universitdt und dem Forschungsinstitut fur
dio Chomie des Holzes und dor Polysaccharide, Heidelberg)

(Uingegangen am 11. Juli 1951)

Glucose vermag 5 Disaccharide der RB-Reihe mit aide hydischer
Gruppe zu bilden. Von diesen wurde die Sophorose oder 2-(RB-Glu-
cosido)-glucose von K. Freudenberg und K. Soffl) sowie
A. M. Gachokidse2) synthetisch gewonnen und von J. Rabate
als Bestandteil eines Glucosides der Sophorajaponica aufgefunden3).
Laminari-bioseoder3-(R-Glucosido)-glucose haben L.Zechmeister
und G. Toth als Osazon aus Hefeglucan4 und V.C.Barrybh
sowie J. J. Connell, E. L. Hirst und E. G.V.Percival6) aus
Laminarin, einem Polysaccharid aus Algen, in freiem Zustand
isoliert. Die Synthese fehlte bisher. Cellobiose oder 4-(3-Glucosido)-
glucose wurde von A.P.ISLFranchimont aus Cellulose ge-
wonnen*) und von K. Ereudenberg und W.Nagai8 sowie
W.T.Haskins, R. M.Hann und C.S.Hudson9 synthetisch
bereitet. 5-(B-Glucosido)-glucose war bisher unbekannt. Gentio-
biose oder 6-(R-Glucosido)-glucose wurde von E. Bourquelot und

h Ber. 69, 1245 (1936).
") Journ. Obschtsch. Chim. 11, 117 (1941); C. 1942,1, 1502.

3) Bull. [5] 7, 565 (1940); Iv. Froudenberg, H. Knauber und F. Cramer,
Ber. 84, 144 (1 951 ).

4) Biochem. Z. 270, 309 (1934).

5) Sei. Proc. lloy. Dublin Soc. 22, 423 (1941).

6) Chem. Soc. 1950, 3494,

Ber. 12, 1938 (1879); vgl. K. Freudenberg, Ber. 54, 767 (1921).
8) Ber. 66, 27 (1933).
Y Am. Soc. 64, 1289 (1942).
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H. Herissey10) aus Gentianose und von K. Freudenberg,
C. C. Andersen, Y. Go, K. Friedrich und N. K. Richtmyer1l)
aus Amygdalin gewonnen. Die Synthese haben B. Helferich und
W. Klein12) ausgefiihrtund D. D. Reynolds und W. L. Evans13)
variiert.

In der vorliegenden Arbeit wird die Synthese der Laminari-biose
mitgeteilt sowie die Reihe dieser Biosen durch die Synthese der
5-(B-Glucosido)-glucose abgeschlossen.

Altere Versuche haben ergeben, daB Monacetonglucose-6-brom-
hydrin (1) mit Acetobromglucose am Hydroxyl 5 umgesetzt werden

kannl4). Versuche, das Brom unmittelbar
oder auf Umwegen gegen Hydroxyl aus-

h'l CH3 zutauschen, haben jedoch zu Derivaten
©2s des 5-Glucosido-3,6-glucoseanhydrids ge-
H L]
yy  NCH. fihrt1516).
HO( Aus diesem Grunde wurden Versuche mit
H(10— den entsprechenden Acyl-verbindungen
11—V angestellt. Bei der Umsetzung mit
H(ioh Acetobromglucose und Silberoxyd wurde

Jod17) und entwasserter Gipsl3) zugesetzt.

H.CR DieRohproduktewurden acetyliert.DieAus-
| R =Br beute an 5-(B-Glucosido)-glucosederivat V,
Il R = OCOGEL VI, VII erreichte bei Verwendung von

111 R =0S0XM; (Tosyl) Monaceton-6-mesyl-glucose (IV) durch-
IV R = OSO;CH3(Mcsyl) schnittlich 40% der zu erwartenden Menge,
bei Il und Il nur etwa halb soviel.

Daneben entsteht aus der AcetylVerbindung Il inverschwindender
Menge, aus den beiden Sulfonsdureestern I11 und IV mit greifbarer
Ausbeute (6%) das entsprechende Derivat VIII, IX, X der 3-(k-
Glucosido)-glucose.

Die Sulfonsdureester VI, VII, IX und X werden mit Natrium-
acetat m Eisessig-Acetanhydrid18) in die Acetate V bzw. VIII
umgewandelt.

BesondererPrifung bedurfte die Frage, ob, wie oben vorausgesetzt,
das Hauptprodukt das 5- und das Nebenprodukt das 3-Disaccharid
ist.

10) Compt. rcnd. hebd. 132, 575 (1901).

") Ber. 63, 1961 (1930).

1) A. 450, 219 (1926).

13) Am. Soc. 60, 2559 (1938).

14 K. Froudenberg, H. Toepffer und C. C. Andersen, Ber. 61, 1750 (1928).
15 K. Freudenberg, H. Toepffer und S.H. Zaheer, Ber. 63, 1966 (1930).
16) K. Freudenborg und C. Knoevenagel, Ber. 73, 441 (1940).

”)B. Helferich, E. Bohn u. S. Winkler, Ber. 63, 989 (1930).

18 Vgl. B. Helferich und A. Gniichtel, Ber. 71, 712 (1938).



Synthese der 3- und der 5-(8-Glukosido)-glucose 39

Die bekannte Monaceton-3-aeetyl-glucose (X1) nimmt mit 1 Mol
Acetylchlorid (nicht mit Acetanhydrid) ein Acetyl an der ge-
wiinschten Stelle (6) auf. Das entstandene Diacetat mufl die Kon-

H220Ac BLCOAc
VR = COCH3 VIII R = GOCH,
VIR = SOaC,H, IX R —S0X,H:
VIIR = SO02CH3

X R = S02CH3

stitution der Monaceton-3,6-diacetyl-glucose (X11) haben. Dafir
spricht seine Entstehung sowie die Feststellung, dall es ein Benzoat
(X1) bildet, das von den beiden bekannten Isomeren X1V 19 und
XV ) verschieden ist. Das Diacetat X 11 liefert mit Acetobrom-

X1l R = COCHS3, R, = H, R3= COCH3
XIII'R = COCH3, R3 = COCeH5, R2= COCH3
XIV R COCeH3, R3= COCHS3 R2= COCH3
XV R COCHS3, R, = COCHS3, R2= COCH&H;

XI' R = COCH3 R, = H, R,=H

HCO-

H2ZCOR;

glucose das Monaceton-hexa-acetyl-disaccharid VV, dessen Kon-
stitution damit bewiesen ist.

Um die Konstitution des zweiten Disaccharid-Derivates (VI1II)
zu bestimmen, wurde die Diaceton-glucose herangezogen, die einzig

B P.Brigl und H. Griuner, Bor. 66, 1977 (1933).
20) H. Ohle, E. Euler und R. Lichtenstein, Ber. 62, 2885 (1929).
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in 3-Stellung ein freies Hydroxyl besitzt21). Auch mit den heutigen
Hilfsmitteln gelingt ihre Umsetzung nur mit einer Ausbeute von 4%,
und es war nicht mdglich, das erwartete Diaeeton-tetra-acetyl-di-
saccharid zu fassen. Erst wenn die labilere Isopropylidengruppe (5,6)
abgespalten und durch 2 Acetyle ersetzt ist, wird ein kristallines
Produkt erhalten, das mit V111 identisch ist.

Zur Herstellung der freien Disaccharide werden aus V und VI
zundchst die Acetylgruppen entfernt. Aus den entstandenen Mon-
aceton-disacchariden wird die Acetongruppe mit verdinnten
Sduren abgespalten. Der Verlauf dieser Reaktion 143t sich polari-
metrisch verfolgen.

CHOH

HO'

H 2COH HjCOH

XVI = 5-(B-Glueosido)-glucose XVl = 3-(B-Glucosido)-glucoso

= Larninari-biose

Die 5-(R-Glucosido)-glucose (XVI) ist noch nicht in Kkristal-
lisiertem Zustande erhalten worden. Sie liefert jedoch ein gut
kristallisierendes p-Toluolsulfonyl-hydrazon. Osazone konnten in
reinem Zustande nicht erhalten werden. Wdhrend die anderen Bio-
side Pyranosido-pyranosen sind, ist das 5-Disaccharid eine Pyran-
osido-furanose. Diese Sonderstellung scheint sich auch in der
Drehung auszudricken.

Biose 2 3 4 5 0
[a]p°® in Wasser (Gleichgewicht)...ccccouveueeee +18° +20,8 +35,2—23,8 +9,6

Der Zucker reduziert Fehlingsche Ldsung; sein Geschmack ist
bitter-sufR.

1) K. Freudenberg und A. Doser, Ber. 56, 1243 (1923).
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Die 3-(3-Glucosido)-glucose kristallisiert leicht. Die Enddrehung
des Zuckers und die Drehung des Osazons stimmt mit den Angaben
von Connell, Hirst und Percival sowie Zechmeister und
Totli genugend Uberein; die Zersetzungspunkte liegen um 20—30°
hoher. Auch dieses Disaccharid bildet mit Toluolsulfonsédure-
hydrazid, das sich schon fruher gut bewd&hrt hat2), ein schénes
Hydrazon. Das Disaccharid reduziert Fehlingsche Lésung und
schmeckt siR.

In diesem Zusammenhang wurde die von H. H. Schiubach,
W. Rauchenberger und A. Schultze 23) sowie von P. Brigl und
W. Zerrweck2d) entdeckte sogenannte Pentace-
tyl-monaceton-glucose (XV1II) aus Monaceton-
triacetyl-glucose nach neuem Verfahren herge-
stellt. In der Monaceton-glucose und ihrem
Triacetat sind zwei 5-Ringe miteinander ver-
knipft, was bei cyclischen Acetalen nach bis-
herigen Erfahrungen nur in cis-Stellung moglich ~ AcOOH
ist. Beim Ubergang zu XVIII wird der Ring
am Sauerstoff 2 gedffnet23).

Damit ist die Konfiguration am C-Atom 1in HCOAG
XVII bestimmt. XV III ist ein acetyliertes a-

Glucofuranosid. Die molekulare Drehung betragt HjCOAc  XVIII
+270°.Diezugehdrige B-Verbindungdreht+13,5°.
Dasausdemhdherdrehenden 2,3-Diacetyl-&thyl-furanosid-5,6-carbo-
nat%) gewonnene rechtsdrehende Athyl-glucofuranosid ist daher
im Einklang mit der bisherigen Auffassung gleichfalls ein a-Furano-
sid, weil die Glucosidgruppe auf derselben Seite liegt wie der Sauer-
stoff an der fur die d- und 1-Zuteilung malRgebenden Gruppe 5. Somit
bietet die Verbindung XV I11 einen Beitrag zu der noch immer nicht
ganz befriedigenden Konfigurationsbestimmung der Glucoside.

OAc
H(iOAc

Beschreibung der Versuche

Diacetonglucose26), Monoacetonglucose5?), Monoaceton-6-acetylglucose59) und
Acetobromglucose®) wurden nach bekannten Vorschriften liergestellt.

% K.Froudenbcrg und P. Blimmel, A. 440, 45 (1924).
Ber. 66, 1248 (1933).

2) Ber. 66, 936 (1933).

X)W .N. Haworth und C.R.Porter, Chem. Soc. 1929, 7296; W.N. Ha-
worth, C.R.Porter und A. C. Waine, ebenda 1932, 2254.

*0' Th* Schmidt und A. Simon, Journ. prakt. Chem. 152, 190 (1939).

-) K. Freudenborg und H.v. Hochstetter, Ber. 61, 1741 (1928).

29 E. Fischer und H. Notli, Ber. 51, 321, 336 (1918).

M. Barczai-Martos und F. Kordsy, Nature 165, 369 (1950). Das Roh-

produkt wird ausAther oder einfacher aus Methanol-Wasser (K. Freudenberg,
A. Noe und E. Knopf, Ber. 60, 241 (1927)) umkristallisiert.
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1.2-Aceton-6-tosylglucose (I11)

Zu dom Verfahren von H. Ohle und E. Dickh&user30)ist zu bemerken, daf
die Losung des Tosylchlorids in Chloroform zweckmaBig unter Eiskithlung zu-
getropftwird, so daR die Temperatur nicht Wesentlich tiber 0 Gsteigt. Die zunachst
orange goféarbto Losung entfdarbt sich beim Stehen bei Zimmertemperatur all-
méhlich; dann ist die Reaktion beendet. Die weitere Aufarbeitung geschieht wie
vorgeschrioben. Die Athorlésung wird aber nur bis auf 30 ccm eingedampft
und das Produkt unmittelbar durch Zugabe von Petroldther zur Kristallisation
gebracht. So laRt sich die Rohausbeuto auf 80% d. Th. steigern. Zur Reinigung
wird in der dreifachen Menge Methanol gol6st und sehr langsam mit Wasser aus-
gefallt. Ausbeute an reinem Produkt 65—70% d. Th.

1.2-Aceton-6-mesylglucose (1V)

Dio Ldésung von 25g Monoacetonglucoso in 200 ccm trockenem Pyridin be-
findet sich in oinem mit Rihrer, Tropftrichtor und Calciumchlorid-Rohr ver-
sehenen Rundkolben, der von einer gut wirkenden Eis-Koclisalz-Mischung um-
gebenist. Man tropft nun unter kraftigem Rihren innerhalb von etwa P/s Stun-
den die Lésung von 13,0 g Mosylchlorid (1 Mol) in 75 ccm reinem Chloroform zu;
dio AuBentemperatur soll dabei — 15° nicht Gberschreiten. Nach Beendigung des
Eintropfens 1aBt man — unter stdndigem Rihren — die Kaltemischung allméh-
lich auftauen; nach einigen Stunden hat sie Zimmertemperatur angenommen
und dio zundchst orange gefarbte Losung ist holl geworden. Sie Wird (ibor Nacht
sich selbst Gberlassen und entfarbt sich dabei vollends. Bei einer Wassorbad-
temperatur von 40—45° vordampft man i. V. das Chloroform und den groften
Teil des Pyridins, versetzt den Riickstand unter Kiihlung bis zur schwach sauren
Reaktion mit verd. Schwefelsdure und schittelt ihn zehnmal mit je 100 ccm
Essigester aus. Die vereinigten Extrakte Worden schnell mit 50 ccm Eiswasser
gewaschen und mit moglichst wenig gesattigter kalter KHCO03-Ldsung entsauert.

Dio mit NaX04getrocknete Lésung hintorlaRt beim Eindampfen i. V. oinen
Sirup. Eine Probe, in sehr wenig Aceton gelost, liefert auf Zugabe von etwa
10 Vol. Benzol beim Anreiben Impfkristalle, mit deren Hilfe dio Hauptmenge
kristallisiert. Rohausbeute etwa 30 g = 89% d. Th.

Zur Reinigung wird in 60 ccm warmem Essigester gelost und nach Erkalten
bis zur beginnenden Triibung mit Petroldther versetzt. Nach Animpfen erhalt
man einen festen Kristallbrei. Das abgesaugte Produkt wird nochmals in der
gleichen Weise umkristallisiort und ist dann rein. Ausbeute 20g = 60% d. Th.,
Feine farblose Nadeln, Schmp. 99°.

Das Produkt ist leicht 18slich in Wasser (etwa 35%), Aceton, Alkohol und
Essigester; Wenigldslich in Ather, Chloroform, Benzol und Tetrachlorkohlenstoff;
unldslich in Petrolather.

CIH 18 85 (298,28) Bor. C40,27 H 6,07 S 10,75
Gef. » 40,52 » 6,19 » 10,68

Mi>® = “ 10°° (tet&nol)

1,2-Aceton-3,5-diacetyl-6-niesylglucose

1g der vorstehenden Mosylverbindung wird in 3 ccm Pyridin mit 2 ccm
Acetanhydrid bei Zimmertemperatur acetyliert. Nach 24 Stunden kristallisiert

30) Ber. 58, 2593, 2602 (1925). t
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auf Wasserzusatz das Diacotat aus. Umkristailisation aus Methanol ergibt
1,2 g = 95% d. Th. Derbe, farblose Nadeln, Schmp. 143°.

CuH,,20105 (382,36) Ber. C43,97 H 580 58,38
» »44,13 » 5,82 »8,22

La]?? = — = +3,6° (Chloroform)
JD 0,2263 -1

1,2-Aceton-3,6-diacetylglucose (XII)

Zu der auf mindestens —15° gekiihlten Lésung von 38 g 1,2-Aceton-3-acetyl-
glucosod) in 120 ccm trockenom Pyridin Werden 11,4 g (1 Mol) Acetylchlorid,
mit 90 ccm reinem Chloroform verdinnt, unter Rihren und Feuchtigkeitsaus-
schluB innerhalb 90 Minuten zugetropft. Nachdem das Gemisch unter Weiterem
Rihron langsam Raumtemperatur angonommon hat, Gberldat man es bis zum
andoron Morgen sich solbst, engt es dann bei einer Badtemperatur bis zu 450i. V.
ein und nimmt den diinnen Sirup in 200 ccm Essigester auf. Dieser L6sung ent-
zieht man das Pyridin mit vord. Schwefelsdure, schittelt die Wé&Brige Schicht
noch zweimal mit jo 50 ccm Kssigostor aus, Wéscht dio vereinigten Extrakte mit
Wasser und KHCOj-Lésung und trocknet sie mit NaX& 04 Nach Verdampfen
des Losungsmittels an der Wasserstrahlpumpe bleibt ein gelber Sirup zuriick,
der beim Anreiben bald durchkristallisiert. Rohausbeute 40 g = 90% d. Th. Die
Reinigung erfolgt durch Umkristallisation aus 20 ccm Isobutanol: 25,59 = 62%.
Die Mutterlauge ergibt mit 90 ccm Petrol&ther oine zweite Fraktion; aus Iso-
butanol umkristallisiert: 3,5g. Dio Gesamtausbouto an reinem Produkt botragt
299 = 66% d. Th. Durchsichtige farblose Polyedor, Schmp. 96°. Leicht l8slich
in Methanol, Essigoster, Aceton, Chloroform; maRig in Wasser; schwerl6slich
in Tetrachlorkohlenstoff; unldslichin Petrolather.

C,,HAD8(304,29) Ber. C51,31H 6,63 Acetyl 28,39
Gef. »51,15 » 6,64 » 29,00

[a]f? = —- = + 10,7° (Chloroform)
D 0,0963 -1

1,2-Aceton-3,6-diacetyl-5-benzoylglucose (XI1I1)

2 g der vorstehenden Diaeetylverbindung Werden in 4 ccm Pyridin geldst und
unter Kithlung mit 0,9 g (1 Mol; keinen UberschuR verwenden) Benzoylchlorid
versetzt. Nach 20-stiindigom Stohon boi 370wird das farblose Gemisch mit Eis
zersetzt und das sich abscheidondo Ol in Essigester aufgonommen. Nach der
Gblichen Aufarbeitung hinterbleibt ein Sirup, dor in 2 ccm Warmem Isobutanol
geldst und nach dem Erkalten allméhlich mit 25 ccm Petroldather vorsetzt Wird.
Beim Anrcibon scheidet sich das Benzoat aus; spater Werden Weitere 5 ccm
Petroldther zugogeben, nach einigen Stunden saugt man ab. 1,89 = 67%, Schmp.

—94°. Nach Umkristallisation aus Methanol: 1,1g = 41% d. Th. Durch-
sichtige farblose Polyeder &hnlich X 11, Schmp. 94°, Misehsehmp. mit XII etwa

CAH 210a (408,39) Ber. C58,82 H 5,92
Gef. » 58,94 » 5,83

Md= Q = +14,6° (Chloroform)

3) K. Josephson, A. 472, 217 (1929).
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Zum Vergleich werden die Daten fir die isomerenVerbindungen angefiihrt:
XIV Schmp. 78° [a]p® = —26,7»
XV » 108°, » ="'+, 7,1°

l,2-Aceton-3-acetyl-5,6-dimesylglucose

Dio Lésung von 1g Monoacoton-3-acetylglucose3l) in 5 ccm Pyridin Wird mit
1,5ccm Mosylchlorid versetzt. Die kraftigo Warmeténung wird durch Wasser-
kihlung abgefangen und dio Mischung bei Zimmertemperatur stehen gelassen.
Am nachsten Morgen ist sie dunkelbraun und erstarrt. Sie Wird mit Wasser zer-
sotzt, dio Kristallmasso zerdriickt, abgesaugt und mit Wasser gewaschen. Man
16st sie in Aceton, filtriert von dunklen Hocken ab und entfarbt das dunkelgelbo
Filtrat mit Kohle. Mit Wasser fallen Nadeln aus: 1,2g = 75% d. Th. Nach Um-
kristallisation aus 40 ccm Methanol ist die Substanz rein. Farbloso Nadeln,
Schmp. 171°, boi 178° Zers. Loslich in Aceton und Essigester, maRig loslich in
Chloroform, Wenig in Ather.

C.A-OnS, (418,43) Ber. C37,31 H 530 S 15,32
Gef. » 37,25 »5,23 » 15,24

= ~ °'5°8'2 = —22,0° (Aceton)
L JD 0,0462 -1 \Y

Die Umsetzung’'mit Acetobromglucose (vgl.13))

Das Reaktionsgofii? ist ein Rundkolbon, der Ruhrer, Tropftrichter und
CaCL-Rohrtragtund mitschwarzem Papier umwickeltist. In ihm Worden Reak-
tionskoniponente, Silberoxyd und Gips in Chloroform geldst bzw. aufgeschlammt
und zur Trocknung eine Stundo gerlhrt. Dann Wird Jod zugefligt und dio in
Chloroform geldste Acetobromglucose in X2 bis 2 Stunden zugetropft. Dio
Menge der Acetobromglucose ist der Roaktionskompononto &aquivalent. Man
rihrtweiter, bis dio Reaktion beendetist, saugt von Gips und Silberverbindungon
ab und wéscht mit Chloroform nach.

Ist noch geldstes Jod vorhanden, so entfernt man es durch Ausschitteln mit
verd. Thiosulfatlésung. Andernfalls schittelt man nur mit Wasser.

Die getrocknete Ldsung Wird i. V. zum Sirup oingedampft, dessen Weiter-
verarbeitung bei den einzelnen Versuchen beschrieben ist.

Das Ende der Reaktion erkennt man daran, dal keine Acetobromglucose
mehr vorhanden ist: Eine filtrierte Probe von etwa 1 ccm Wird falls ndtig durch
Schitteln mit Quecksilber von Jod befreitund vorsichtig zum Sirup eingedampft.
Diesen kocht man eine Minute mit 1—2 ccm Wasser, um glucosidisches Brom
abzuhydrolysieren. Klare Auflésung tritt dabei nur dann ein, Wenn die Kupp-
lungskomponente wasserldslich und erst Wenig Disaccharidderivat gebildet ist.
Nach Abkihlen und Filtrieren versetzt man mit einem Tropfen konz. HNO3
und AgNOj-L6ésung. War noch Acetobromglucose zugegen, so fallt AgBr aus;
sonst ist dio Reaktion beendet.

Firihre DauorlaRtsich koino genaue Angabe machen, sie schwankt zwischen
einer und zwanzig Stunden, vom Ende des Eintropfens an gerechnet; auch noch
langere Dauor Wurde beobachtet.

Das kaufliche Chloroform wird goroinigt durch Schitteln mit konz. H.SOj,
bis diese farblos bleibt, Waschen mit Wasser, verd. Sodalésung und nochmals mit
Wasser. Dann wird es einige Stunden mit CaCl2geschiittelt, 24 Stunden iiber
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frisch gegliihter Pottasche stehengelasson und in oiner braunen Flasche Giber dem
gleichen Trockenmittcl aufboWabhrt.
Das Silboroxyd wurde nach B. Helferich und W. Klein1) liergestellt.
Gips: Geféllter, trockener Gips wird 2 Stunden auf 240° erhitzt.

5~($-Telraacetylglucosido)-1,2-aceton-3,6-diacetylglucose (V)
aus 1,2-Aceton-3,6-diacetylglucose (XII)

Eingesetzt Werden:

16 g XI1 in 50 ccm Chloroform,

50 g Gips, 13 g AgjO, 2,7 g Jod.

21,6 g Acetobromglucose in 90 ccm Chloroform.
Weiterverarbeitung des Sirups: Er Wird in 50 ccm Methanol geldst und allmah-
lich mit Wasser versetzt, Wobei man jeweils nur eine leichte Tribung hervorruft
und Wartet, bis die Lésung tber den abgeschiedenen Kristallen Wieder klar ist.
Bleibt die Tribung stundenlang bestehen, so saugt man ab und Wéascht mit Wenig
Methanol nach.

Das Rohprodukt (Nadeln) Wird aus 35 ccm Methanol umkristallisiert: 3,59
= 10,5% d. Th.

Feine Nadeln oder dicke, mehrseitige, bisweilen rechteckige Prismen, Schmp.
173°. Die beiden Kristallformen lassen sich ineinander iberfihren: Beim schnellen
Abkihlenund Anreiben entstehen Nadeln, bei langsamer Kristallisation Prismen.
Jo reiner das Produktist, desto gréRer ist seine Neigung, die Prismen auszubilden.
Der Schmp. beider Formen ist der gleiche.

Leicht I8slich in Chloroform, Essigoster, Aceton; loslich in heiBem Methanol
und heiBem Tetrachlorkohlenstoff; unsléslich in "Wasser und Petrolather.

C2H X0i7(634,57) Ber. C51,10 H 6,03 Acetyl 40,70
Gef. » 50,97 » 6,15 » 40,48

[aftO= = — 28,8 “(Chloroform)
D 0,1752-1 .

3-(B-Tetraacetylglucosido)-1,2-aceton-5,6-diacetylglucose (V1II)
aus Diaceton-glucose

Eingesetzt werden:

13,4 g Diacetonglucose in 50 ccm Chloroform,
50 g Gips, 12,59 Agd, 2,5 g Jod.
21,2 g Acetobromglucose in 80 ccm Chloroform.

Das Reaktionsgemisch Wird hier nicht mit Wasser ausgeschiittelt, etwa noch
geldstes Jod wird mit Quecksilber entfernt. Weiterverarbeitung des Sirups:
Er wird in 45 ccm Eisessig auf der Schiittelmaschine geldst, mit 11 ccm Wasser
versetzt und 2—3 Tage bei Raumtemperatur stehongolassen, um dann i. V.
moglichst weitgehend eingeengt zu Werden. Der dicke Kristallbrei besteht im
wesentlichen aus Monoacetonglucose. Zur Vervollstandigung ihrer Abschoidung
figt man 150 ccm Essigestor zu und boWahrt Giber Nacht im Eisschrank auf.
Nach Absaugen und Waschen mit Essigester bleiben 4,8 g Monoacetonglucose
zuriick; das entspricht 5,7 g oder 42% nicht umgesetzter Diaceton-glucose.

Die Essigoster-Lésung Wird an der Pumpe zum Sirup eingedampft und dieser
mit 20 ccm Pyridin und 20 ccm Acetanhydrid acetyliert. Nach Aufarbeitung
mit Chloroform als Losungsmittel erhdlt man einen braunen Sirup und aus diesem
durch Anroiben mit 30 ccm Methanol und spéatere vorsichtige Wassorzugabe
I’-IK = 4% 4. Th. dos Disaccharidderivates, das mit Methanol gewaschen wird.

Es wird durch Lésen in 6 ccm siedendem Chloroform'und Versetzen mit
~0 ccm siedendem Methanol gereinigt. Beim langsamen Abkihlen kristallisieren
stark lichtbrechende, farblose, quadratische Tafelchen, Schmp. 201°. Leicht
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16slich in Chloroform, maRig in Essigostor, Wenig in heiem Methanol, unléslich
in kaltem Methanol, Wasser und Petrolather.

CZH BOn (634,57) Ber. 051,10 H 6,03 Acetyl 40,70
Gef. »51,19 » 0,11 » 40,79

[a*°=T iirr = —3140 (Chloroform)

3-(R-Tetraacetylglucosido)-1,2-aceton-6,6-diacetylglucose (VIII)
und
5-($-Tetraacetylglucosido)-1,2-aceton-3,6-diacetylglucose (V)
aus 1,2-Aceton-6-acetylgliicose (1)

Eingesetzt Werden:

10g Il in 125 ccm Chloroform (nur teilweise Ldsung),
50 g Gips, 9g Ag,0, 2g Jod.
15,7 g Acetobromglucoso in 125 ccm Chloroform.

Weiterverarbeitung dos Sirups: Er Wird mit 20 ccm Pyridin und 15 ccm
Acctanhydrid acetyliert. Am nachsten Tag wird dio hellbraune Ldésung bei 45°
i. V. eingeengt und unter Eiskiihlung mit verd. Schwefelséure bis zur oben
sauren Reaktion versetzt; dabei scheiden sich Kristallo ab. Das Ganze wird
griindlich mit 300 ccm Chloroform durcligeschiittelt, bis dio Kristalle verschwun-
den sind, die Chloroformschicht mit Wasser und Bicarbonat gewaschen und mit
Natriumsulfat unter Zusatz von Kohlo getroeknot.

Beim Eindampfen i. V. bleibt eine gelbo Kristallmasse zuriick. Sio wird in
wenig warmem Eisossig geldst. Nach dem Erkalten gibt man reichlich Wasser zu:
Jetzt ist das Produkt farblos. Man kristallisiert es aus 100 ccm Methanol um:
dabei kommen nur die quadratischen Plattchen des 3-(R-Glucosido-)-glucoée-
Dorivates heraus. Ausbeute 0,49 = 1,6 % d. Th. Schmp. 201°. Der Misch-
sclimp. mit dom vorstehenden Prédparat zeigt keine Depression.

Die Mutterlauge wird i. V. bis auf 30—40 ccm oingedampft und ergibt so
3.6g = 15% d. Th. an noch nicht reinem Isomeren; es schmilzt nach mehr-
facher Umkristallisation aus Methanol bei 171°. Der Mischschmp. mit dom aus
X 11 geWonnonen Disaccharidderivat ist ebenfalls 171°.

3-($-Tetraacetylglucosido)-1,2-aceton-5-acetyl-6-tosylglucose (1X)
und
5-(B-Tetraacetylglucosido)-I,2-aceton-3-acetyl-6-tosylglucose (VI)
, aus 1,2-Aceton-6-losylglucose (111)

Eingesetzt werden:

23,5 g Il in 200 ccm Chloroform (zunachst bildet sich eine L6sung, nach
Wenigen Minuten ein Kristallbrei von 111 mit KristallchJoroform), 60g Gips,
15.6 g Agd, 3,1 g Jod. 25,8 g Acetobromglucose in 100 ccm Chloroform.

Weiterverarbeitung des Sirups: Er wird mit 35ccm Pyridin und 30 ccm
Acetanhydrid acetyliert. Am nachsten Tag engt man dio braune Ldsung bei
45° i. V. ein und versetzt unter Eiskihlung bis zur eben sauren Reaktion mit
verd. HX04; dabei scheidet sich meist nur ein Ol ab. Es Wird in 170 ccm Essig-
esteraufgenommen, Wietiblich gewaschenund unter Zusatz von Kohle getrocknet.
Man fiigt dann im Laufe einiger Stunden 90—100 ccm Petroldather zu und saugt
12 Stunden spator ab: 12,6 g = 27% d. Th. an manchmal noch schwach geférb-
tem Rohprodukt, Umkristallisation aus 40 ccm Methanol liefert zWei Fraktionen:

1 Fraktion: 9,89 = 21%, farblose, feine Nadeln, Schmp. nach kurzem
Sintern 147°, bei 155° Zers. Diese Fraktion ist ebenso Wie das Rohprodukt ein
Gemisch der beiden Isomeren IX und VI, wie die Umesterung ergibt (s. u.).
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2. Fraktion: 1,79 = 3,5% d. Th., gleichfalls farblose, feine Nadeln, Schmp.
nach nochmaliger Umkristallisation scharf 155°, Zers, boi 205°. Diese Fraktion
ist die reine Verbindung V1.

Leicht I6slich in Chloroform und Essigester, Wenig in Ather und Tetrachlor-
kohlenstoff; unldslich in Wasser und Petrolather.

C3H40IlaS (746,72) Bor. C51,47 H 5,67 S4,29
Gef. »51,62 » 572 »3,94

77 = -— — 12,9° (Chloroform
[a ]J 0,4045 -1 ( )

Das Gemisch (VI und 1X) hat dieselbe Zusammensetzung und droht in Chloro-
form — 16,3°

3-(fi-Tetraacetylglucosido)-1,2-aceton-5-acetyl-6-mesylglucose (X)
und
o-(R-Tetraacetylglucosido)-1,2-aceton-3-acetyl-6-mesylglucose (V1)
aus 1,2-Aceton-6-mesylglucose (1V)

Eingesetzt Werden:

22,0 g IV in 220 ccm Chloroform, in dem sich die Substanz nur teilweise 16st,
]ZZQ Gips, 18,4 g AgsO, 3,6 g Jod. 30,3 g Acetobromglucose in 110 ccm Chloro-
orm.

Der Sirup Wird mit 35 ccm Pyridin und 30 ccm Acetanhydrid acetyliert.
Dabei farbt sich die Losung gelbbraun, und cs sclioidot sich eine dicke Kruste
gelber grober Kristallo ab. Am nachsten Tag wird, Wie beim vorigen Praparat
beschrieben, aufgearboitet: Auf Zusatz der Sédure schreitet die Kristallisation
fort; als Losungsmittel Wird Chloroform verwendet. Nach dessen Verdampfen
bleibt eine gelbliche Kristallmasse zuriick, dio auf dom Wasserbad in 160 ccm
Aceton geldst wird. Zusatz von 400 ccm Methanol bewirkt die Abscheidung des
Reaktionsproduktes, dio schlieRlich im Eisschrank vervollstandigt wird. Roh-
ausbouto 19,89 —40% d. Th. Zur Reinigung wird in 100 ccm warmem Eis-
essig geldst und mit 400 ccm Wasser wieder ausgofallt. SchlieRlich Wird abgesaugt
und ohne Trocknung aus 1350 ccm Methanol umkristallisiert. Sehr langsames
Abkihlen beginstigt die Entstehung gut ausgebildoter Kristalle. Ausbeute
18,8 g ="38% d. Th. Mehrere em-lange, schmale, farblose Prismon, Schmp. 207°
unter spdterer Zors. Dio Umesterung zeigt, da V11 vorliegt.

Leicht16slich in Chloroform, méaRig Iéslich in Essigester und heiBem Methanol,
schwer loslich in Ather, Tetracldorkohlonstoff und kaltem Methanol, unloslich
in Wasser und Petrolather.

CHH R 185 (670,60) Ber. C46,56 H 571 S 4,78
Gef. » 46,66 » 5,87 »4,60

Md = 2413 - -27,3» (Chloroform)

Aus der Mutterlauge des Rohprodukts erhdlt man das Isomere X: Man dampft
siel. V. zunéachst auf die Halfte einund filtriert von wenig nachgefallenem V11 ab.
Das Filtrat engt man Weiter, bis auf otWa 40 ccm, ein und saugt nach einigen
Stunden ab: 3,2g = 6,5% gelber feiner Nadeln. Dio Entfarbung geschieht
Wieder durch Ldsen in Wenig warmem Eisessig und Ausféllen mit Wasser; dann
Wird aus 30 ccm Methanol umkristallisiort: 2,0g = 4% d. Th.

CsA AjS (670,60) Ber. C46,56 H 571 S 4,78
Gef. » 46,54 » 575 » 4,60

M>° - — jvr' 7% — 351» (Chloroform)
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3-(B- Tetraacetylglucosido)-1,2-aceton-5,6-diacetylglucose (V111)

und
5-(R-Tetraacetylglucosido)-1,2-aceton-3,6-diacetylglucose (V)
aus IX und VI

14 g des umkristallisiertcn Isomcrengcmisches IX und VI Worden in 34 ccm
Eisessig + 170 ccm Acetanhydrid geldést und mit 12,6 g entwassertem Natrium-
acotat versetzt. Beim Erhitzen 16st sich auch dieses. Nach 5-stiindigem Kochen
am RuckfluR untor EouchtigkeitsausscliluB wird bei 80—90 mm Hg (Bad etwa 900;
so laRt sich vorzeitige Kristallisation verhindern) bis fast zur Trockne einge-
dampft. Auf Zusatz von 350 ccm Wasser gehen die Salze in Losung und es
scheidet sich ein Ol ab, das bald erstarrt. Die Masse wird mit Wasser gewaschen
und in 200 ccm Chloroform aufgonommen. Bicarbonatldsung entzieht die lotzto
Saure; dann trocknet und entfarbt man durch Schitteln mit NajSO” und Kohle.
Der beim Einengen i. V. zuriickbleibende Sirup Wird in 350 ccm heiRem Methanol
geldst; dann lalkt man 12 Stunden stehen, saugt ab, wascht mit Methanol und
erhédltso 2,8 g = 23,5% VI1II. Reinigung durch Lésen in 6¢cem heiBem Chloro-
form und Versetzen mit 40 ccm heiBem Methanol: 2,0 g, Schmp. 201°. Das
Produkt ist identisch mit dom aus Diacetonglucose und Aceto-bromglucose
gewonnenen.

Die Mutterlauge dos Rohproduktes wird cingedampft und die Kristallmasso
mit 100 ccm Methanol bis zur Lésung aufgekocht. Im Eisschrank kristallisieren
749 = 62% V aus. Erst nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Methanol ist
das Produkt rein (Schmp. 171°).

1g reines VI (Schmp. 155°) ergibt 720 mg = 85% V. Schmp. 172°.

3-(R-Tetraacetylglucosido)-1,2-aceton-5,6-diacetylglucose (V111)
aus
3-(R-Tetraacetylglucosido)-1,2-aceton-5-acetyl-6-}nesylglucose (X)

1g X wird im Gemisch von 3 ccm Eisessig und 14 ccm Acetanhydrid geldst
(das Isomere VI Idst sich darin nicht, s. u.), 1g entwassertes Natriumacetat
zugogobon und das Ganze 5 Stunden unter Feuchtigkeitsausschluf am Riick-
fluBkiihlor gekocht. Nach 1/2 Stunde scheidet sich Natriummecsylat ab. Nach
Eindampfen bei 80 mm wird der Riickstand mit 50 ccm Wasser versetzt; die
Salze gehen in Ldsung und das zunéchst abgeschiedene Ol verwandeltsieh in eine
brockeligo grauweille Masse, die zerkleinert, nach einiger Zeit abgesaugt, mit
Wasser gewaschen und in 15 ccm Chloroform aufgenommen wird. Dieser Lésung
entzieht man die letzte Sdure mit Bicarbonat. Nach Trocknen und Eindampfen
i.V. bleibt ein kristallisiertes Produkt zuriick, das in 6 ccm Chloroform heiR
geldst wird. Nach Zugabe von 30 ccm siedendem Methanol 148t man langsam
ablciihlon und erhdlt 0,9 g = 85% d. Th. VIII vom Schmp. 201 °.

5-(R-Tetraacetylglucosido)-I,2-aceton-3,6-diacetylglucose (V)
aus
5-(R-Tetraacetylglucosido)-1,2-acelon-3-acetyl-6-mesylglucose (V1)

4,5 g VI, die gleiche Menge entwéassertes Natriumacetat, 12 ccm Eisessig
60 ccm Acetanhydrid worden am RiuckfluRkihler unter Feuchtigkeitsausschlufy
zum Sieden erhitzt. Bald tritt Lésung ein, und nach 2—3 Stunden scheidet sich
Natriummesylat aus. Man kocht insgesamt 6 Stunden, dampft ein, versetzt mit
Wasser und saugt ab, wie bei den Tosyl-Verbindungen beschrieben. Fallt das
Rohprodukt nur sehr Wenig gefarbt an, so kann man es unmittelbar Umkristal-
lisieren; die Ausbeute kann dabei bis auf 4,0g = 95% d. Th. steigen. Sonst

und
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nimmt man in Essigester (50 ccm) auf, wéscht mit Bicarbohat und kristallisiert
die dureli Ei dampfen i. V. gewonnene Substanz aus 35ccm Methanol um.
3,0 g = S5% d. Th., Schmp. 172°.

3-(B-Glucosido)-I,2-acetonglucose aus ihrem liexaacetat V111

79 VIl werden in 28 com abs. Methanol aufgeschlammt und mit 6cem
n/10abs.-metlianolischer NaOCH3Lésung unter FeuchtigkeitsausscbluR zum
Sieden erhitzt. Es tritt rasch Ldsung ein. Nach 15 Min. muf3 dio Flissigkeit
noch alkalisch sein, eine Probe darf mit Wasser keine Ausfillung mehr geben.
Mit einem Tropfen Eisessig wird neutralisiert und i.V. zu einer amorphen, ’
glasigen Masse oingedampft, die nicht zur Kristallisation zu bringen ist.

Zur Bestimmung der Drehung kann man in Wasser ldsen, dio Losung Uber
Séulen mit Amborlito 1RA400 und IR 120 laufon lassen und dio so salzfrei
gemachte Fliissigkeit i. V.. zuletzt iber P2 3, eindampfen.

Das glasige, harte Produkt zeigt

[a]'n® = — — —= —24,2° (Wasser)
D 0,284 -1
Soll dio Entacetonierung folgen, so entsalzt man nur, wenn diese Reaktion
polarimetrisch verfolgt Werden soll, andernfalls stért die geringe Menge Natrium-
acetat nicht.

5-(R-Glucosido)-I,2-acelonglucose aus ihrem Hcxaacctat V wird genau so herge-
stellt. Auch fir die Entsalzung gilt das gleiche.

D=-0,428-20 = _ 6C, (WaBeer)
D 1,3011-1

5-($-Glucosido)-glucose (XVI) aus ihrer Monoacetonverhindung

a) mit 0,5n-HjS04bei 20°

1,390 g des entsalzten Glases werden bei 20° mit 0,5n-H,,SO., zu 20ccm geldst.
Die Drohung wird im 2-dm-Rohr verfolgt. Dio Anfangsdrehung (extrapoliert)
betrdgt a = — 1,02°, nach etwa 4 Tagen ist a bei —2,98° konstant. Das ergibt
fur dio spez. Drehung von XVI unter Beriicksichtigung der Molekulargewichte
einon vorlaufigen Wert von

= —2098+20-382,4 = _ 0 H Q
n 1,390 «2 -342,3

( Diol)mittlere Geschwindigkeitskonstante dor Reaktion = k = 7,3 104
min-1).

b)mit 0,In-HjSO., boi 68°.

Das Drohrolir besitzt einon Mantel, dor von Wasser konstanter Temperatur
durchstromt wird. Ist das Rohr damit vorgeheizt, wird durch seinen Mittel-
stutzen die wie vorstehend bereitete saure Losung eingefillt und der Stutzen
mit einem in dio Flissigkeit ointauchcnden Thermometer verschlossen, so dal
man die Temporatur genau abloson kann. Festlegung des Reaktionsbeginns:
Die nur kurzdauernde Sdaureeinwirkung bei Zimmertemperatur bis zum Ein-
fillen in das heife Rohr kann vernachléassigt worden, da Wahrend dieser Zeit dio
Reaktionsgeschwindigkeit um zwei GréRenordnungen geringer ist als spéter in
der Hitze, wie sich aus den Konstanten ergibt (s. unten). Im Rohr selbst kann
die Acetonabspaltung und damit dio Drehungsédndorung nicht tberall gleich-
zeitig oinsotzen, da es eine gewisse Zeit dauert, bis der gesamte Inhalt gleichmaRig
dio Heizwassertemperatur angenommen hat. Die wahrend dessen entstehenden
Schlieren erschweren auch zundchst dio Ablesung. — Immerhin scheint es an-
gangig, den durchschnittlichen Reaktionsbeginn (t = O) eine Minute nach

Annalen der Chemie. 57-1, Band 4
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Einflillung anzusotzen; die zugehdrige Anfangsdrohung ergibt sich dann durch
Extrapolation.

1,3011 g dos ontsalzton Glases werden mit Wasser zu 10 ccm geldst und davon
2,5 ccm mit 0,2n-HX04auf 5cecm gobracht. Im geheizten 1-dm-Rolir wird die
Drehung verfolgt. Nach einer Stunde ist sio konstant und betrdgt —1,06°. Das
ergibt

[a]R8J — 1,00 =20 +382,4 (0,In-HZ04)
D 11,3011 -1 m3423

Nach Abkiihlen wird das Rohr mehrere Stunden bei 20° belassen und dann
die Drohung erneut gemessen: aDist jetzt auf —1,38° gesunken, d.h.

ajf,0= —1:'38 —°—3— = —23,7» (0O.In-HjSOj

[JD 1,3011 »1-342,3 ( 150))
Beim Wiedererwiirmen auf 68° stellt sich wieder aD = —1,06° ein. Die
extrapolierte Anfangsdrohungista = — 0,19°. Die mittlere Konstante k betragt

5,8 10" 2(min“ ).

Zur praparativen Darstellung des freien Zuckers dampft man den aus 59V
orlialtonen Acetonzucker nur zum Sirup ein, der noch Natriumacetat enthalten
kann und nicht trocken zu sein braucht. Seine L6sung in 30 ccm 0,In-Salz- oder
Schwefelsiure erhitzt man 2 Stunden auf 70». Zur Neutralisation und Ent-
salzung laRt man die abgekihlte Loésung lber Amborlito IRA 400 und dann
Uber IR 120 laufen, behandelt in der gleichen Weise nochmals mit den beiden
lonenaustauschern und dampfti.V. zum Glas ein. Dieses ist nach Trocknen tber
P2 5zunachst pulvorisierbar, zerlauft aber an der Luft bald. Bisher gelang es
nicht, daraus den kristallisierten Zucker zu gewinnen.

Vor dem Eindampfen wird die Drehung der Ldsung bestimmt und ein ange-
messenes Volumen in ein tariertes Platinschiffchen gebracht, darin eingedunstet
und schlieRlich bei 80° bis zur Gewichtskonstanz iiber P 2 5gotrocknet. So erhalt
man die Einwaage; es errechnet sich als endgiltige spez. Drehung

[a]20 = ~ 1,249' = —23,8» (Wasser)
D 0,1572-1 .
Die gleiche spez. Drehung resultiert bei dem aus dem Tosylhydrazon (s. unten)
freigolegten Zucker.

5-(R-Glucosido)-glucose-tosylhydrazon

1,2 g glasige 5-(B-Glucosido)-glucose Werden in 2,5 ccm Wasser geldst, 7,5 ccm
Alkohol und dann 0,65g (1 Mol) Tosylhydrazin zugefiigt. Auf dom Wasserbad
«lst sich dieses schnell auf, und nach »/4-stindigem Erhitzen stollt man das Ge-
misch in den Eisschrank. Nach 1—2 Tagen, schneller beim Animpfen, beginnt
die Abschoidung einer weilen Substanz. Nach weiteren 2 Tagen Wird abgesaugt,
zur Entfernung etwa nicht umgesetzten Tosylhydrazins mit Methanol verrieben,
wiederabgosaugtund mit Methanol gewaschen. Rohausbeute 0,9 g = 50% d. Th.
Umkristallisation aus 6cecm Wasser: 0,6 g = 33%. Jetzt ist das Hydrazon rein.

Bischel feiner, farbloser Nadeln, Schmp. 193—194» unter Zorsotzung. Kalt
16slich in Pyridin-Wasser-Gemisch, hei3 in Pyridin (aus dem die Verbindung dann
nicht mehr herauskommt) und in Wasser. Unloslich in kaltem und heiRem Metha-
nol, Athanol, Dioxan, Tetrahydrofuran, Essigoster, Ather, Chloroform.

CIHID, NS (510,51) Bor. C44,70 H 592 N 5,49
Gef. »44,44 » 6,18 » 5,56
[a]20 = —,032 — = —21,6» (Pyridin-Wasser 4:1)

D 02394 -1



Synthese der 3- und der 5-(8-Glukosido)-glucose 51

Zerlegung mit Benzaldehyd

0.5.g Tosylhydrazon worden auf dem Wasserbad in 8ccm Wasser gelgst und
mit 0,1 g (1 Mol) Benzaldehyd vorsetzt. Sofort scheidot sich das Benzaldohyd-
tosylhydrazon 6lig ab, um im Laufe des viertelstindigen Erhitzern zu kristal-
lisieren. Man |aRt dann einige Zeit bei Raumtemperatur stehon, saugt ab und
witsclit mit Wasser nach. 3)ie Ausbeute an Hydrazon ist dio theoretisch zu
erwartende.

. Dio waéRrige Losung wird zweimal ausgeathort, nach Entfernung des gelésten
Athers ihre Drehung bestimmt und i. Y. zum Glas gedampft, das ebensowenig
kristallisieren will Wie dio aus der Acetonvcrbindung unmittelbar gewonnene
5-(R-Glucosido)-glucose.

a ~ — = —23,9° (Wasser
L]JD 0,1260 -1 i \(/ )

3-($-Glucosido)-glucose (Laminari-biose) (XV11)
aus ihrer Monoacetonverbindung

1. Zur polarimetrischen Verfolgung der Reaktion mit 0,2n-HZX04 bei 70°.

0,3991g des salzfreien Glases werden mit 0,2n-HZ04zu Sccm geldst und dio
Drohung im geheizten 1-dm-Rohr verfolgt. Die extrapolierte AnfangBdrehung

ista = —2,00°. Nach 5 Stunden ist die Drohung konstant und betrdgt +1,62?.
k = 2,5 mlO" 2(min“ ).
Nach Abkuhlen auf 18° milRt man = +1,50°, d. h. dio spcz. Drehung des

freien Zuckers ist

8= + 1,50 5 3824 =,+21 0o(O2n.HZ04)
50,3991 « 1m342,3

2. Zur praparativen Darstellung verfahrt man genau wie es bei der 5-(R-Glu-
cosido)-glucoso beschrieben ist. Es wird aber nicht tiber P2 Sgetrocknet, sondern
eine Probo des noch z&hen Sirups mit etwas Alkohol angerioben und stehon ge-
lassen. Dabei kristallisiert sio in 1—2 Tagen weitgehend strahlenférmig durch.
Dio Hauptmenge wird in moglichst wenig Wasser gelO%, dann das zehnfache
Volumen Eisessig zugesotzt und angoimpft. Im Eisschrank kommt der Zucker
bald in schonen Nadeln heraus. Aus 2g des Monoaceton-hexaacetatos (V1I11)
orhalt man 670 mg = 64% d. Th. an Rohprodukt, Schmp. 182—189°. Nach einer
weiteren Umkristallisation ist dio Laminari-biose rein, 510 mg = 48%. Farblose
Nadeln, Schmp. 188—192° unter Gelbfarbung. Connell, Hirst und Percival

geben fir dio aus Alkohol kristallisierende, abwarts rotierendo Laminari-biose
160—163° an.

Kristallwasser scheint nicht vorhanden zu sein; beim Trocknen {ber NaOH
im Hochvakuum wird aber ein wenig Wasser festgehalten (1,55% = 0,256 Mol),

das erst bei mehrstiindigem Trocknen bei 100° iiber P2 5im Hochvakuum abge-
geben wird.

CIH Z0n (342,30) Ber. C42,10 H 6,48
Gef. »42,26 » 6,40

M utarotation. 0,0977 g des 1,55% Wasser enthaltenden Zuckers worden
zu 2 ccm walriger Loésung geldst; 1-dm-Rohr.

In der lotzten Spalte der Tabelle sind dio Werte fiir [a] angegeben, wie sie

sic;ﬁ nach [aj?.n S fur den wasserfreien Zucker errechnen.
u 00977 «98,45

4*
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t (min) app M d r %war

0 4-0,30 + 7,4 + 7,5 (extr.)
10 + 0,40 + 94 + 9,0
20 + 0,50 + 11,5 + 11,7
35 +0,04 + 131 + 13,3

45 +0,71 + 145 + 14,8
55 + 0,70 +15,5 + 15,8
70 +0.50 + 10,4 + 10,7

100 + 0,87 + 17,8 + 18,1

150 + 0,95 + 19,5 + 19,8

180 + 0,98 + 20,1 + 20,4

240 + 0,99 + 20,3 + 20,0

300 -+1,00 + 20,5 + 20,S konstant

Die aus Wassor/Eisessig kristallisierte 3-(B-Glucosido)-glucose hat also, auf
Wasserfroios Kohlenhydrat umgorechnet, als

Anfangsdrohung [“if) = +7,5° (Wasser)

Glcichgowichtsdrehung nach Beendigung der Mutarrotation
[a]2“ = +20,8° (Wasser).

Dunstet man die Wassrige Losung des Zuclcors in einem Schélchen tiber PD 5
i. V.einundreibt den sehr zdhen Sirup dann auf dem Wasserbad mit siedendem
Alkohol an, so erhdlt man augenblicklich eine pulvrige Substanz, die nach mehr-
stindigem Stehen in der Kalte abgosaugt wird.

alg = —— _ —7 = -j-19 4° (Wasser
[elg = —50e701’ = 7 ( )

Eine Mutarotation ist nicht festzustellen. Die britischen Autoren haben an
Laminari-biose, die aus Alkohol kristallisiert war, Abwartsrotation gefunden
(4-20° -> 4-21,0°, auf Wasserfreie Substanz bezogen).

3-({i-Glucosido)-glucosazon

Wurde in Anlehnung an die allgemeine Methode von D. D. Garard und H. C.
Sherman3) bereitet. Dabei kommen nach dem Abkihlen oft groBe mehrseitige
firbloso Tafeln von Acetylplienylhydrazin heraus, von denen abfiltriert wird.
Das Futrat liefert dann auf Zusatz dos gleichon Volumens Wasser das Osazon,"
das in Bischeln feiner gelber Nadeln kristallisiert. Nach Absaugen wird griindlich
mit Wasser gewaschen: Schmp. 195—198°. Man 1&st in Wenig Warmem Methanol,
figt die 5—10-fache Menge Essigester, hinzu, versetzt dann langsam bis zur
Tribung mit Petrolather und a8t Gber Nacht stehen. Das abgeschiedene Osazon
wird noch einmal in der gleichen Weise umkristallisiert. Rosetten feiner Nadeln,
Schmp. 229°. (Vgl. auch die Ausfiihrungen tber die 3-(B-Glueosido)-glucose und
ihr Osazon auf S. 41))

Ci4H 30iN 4(520,53) Bor. 055,38 H 0,20 N 10,70
Gef. »55,23 £0,34 » 10,75
on — .
algd = —-V— - = —71,0° (Atimnol
B = 50111 % )

°2) Am. Soc. 40, 955 (1918).
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Die britischen Autoren finden fiir ihr aus Wasser kristallisiertes Osazon den
Schmp. 202° und die Drehung —76,5° (auf Wasserfreie Substanz berechnet).

L. Zoelimoister und G.Thot4) geben Schmp. 19S° und [a]j3 = —75,3° (in
Alkohol) an.

3-(B-Glucosido) -glucose-tosylhydrazon

0,42 g XVI1I Werden in 0,6 ccm Wasser geliist und mit 2 ccm Alkohol und
0,23 g (1 Mol) Tosylliydrazin 45 Minuten auf dom Wasserbad erhitzt. Nach
5 Tagenhat weder bei 0° noch bei Raumtemperatur die Kristallisation oingesotzt,
beginnt dann aber solir bald nach Zusatz von soviel Ather, wio ohne Triilbung
aufgenommon wird. 24 Stunden spater wird abgesaugt, mit Wenig Methanol
verrieben, wieder abgesaugt und mit Methanol gewaschen. Rohausbeute 0,30 g
= 48% d. Th. Verfarbung bei 175°, Schmp. unter Zersotzung 182°. Nach Ld&sen
in warmem Methanol und Ausfiillung mit Ather zeigt das Hydrazon den gleichen
Schmp. Farblose Nadeln, leicht I6slich in Wasser und warmem Methanol im
Gegensatz zum 5-(B-Giucosido)-glucosc-tosylhydrazon.

CiaHadOjJSLS (510,51) Ber. 044,70 H 592 N 5,49
Gef. »4454 » 6,07 » 559

MEF= — —“>_ = —242° (W
B~ T0.0608~1 (Wasser)

Monoaceton-pentaacetylglucose (XVI1II)

2 g Monoaceton-triacetylglucose33) Werden in 4 ccm Acetanhydrid geldst, in
Eis gokuhlt und mit der ebenfalls gekiihlten Mischung von 1,2 ccm 60-proc.
Uberchlorsdure, 6cem Acetanhydrid und 2 ccm Eisessig versetzt. Man laRt
5Min. bei Zimmertemperatur stehen, vordiinnt die rote Ldésung mit 20 ccm
Chloroform und schittelt mit 20 ccm EisWasser durch. Dabei setzt man so viel
Bicarbonat-Lésung zu, daf die waRrige Schicht Kongo-Papier nicht mohr
blaut. Sie wird noch einmal mit Chloroform ausgezogon. Die vereinigten hell-
gelben Chloroform-Extrakto werden nach der Trocknung i.V. eingedampft.
Don Sirup verdiinnt man mit 5 ccm Methanol und fiigt unter Anreiben allméhlich
etwa 80 ccm Wasser zu. Die so erhaltenen Kristalle werden nach einigem Stehen
abgesaugt und mit Wasser gewaschen. Rohausbeute 1,59 = 58% d. Th. Reini-
gung durch mehrfache Umkristallisation aus Methanol. Schmp. 1400; Mischschmp.
mit dem Produkt nach H. H. Schiubach3) ergibt keine Depression.

Glucose aus XV 111

0,75 g Monoacoton-pentaacotylgluco.se werden in 4,5 ccm abs. Methanol sus-
pendiert und mit 0,75 ccm 0,In-abs.-mothanolischer NaOCHa-'Lésung versetzt.
Das Gemisch wird bei Raumtemperatur geschittelt. Nach 10 Min. ist dio klare
Losung eingetroten. Man 148t noch 50 Min. stehen, neutralisiert dann mit einem
Tropfen Eisessig und dampft i. V. ein. Der Sirup wird mit 0,15 ccm AVasser
verdiinnt und mit 0,6 ccm Eisessig versetzt. Bei 0° beginnt bald die Kristal-
lisation, die nach 3 Tagen beendet ist. Das Produkt wird abgesaugt und mit
Eisessig gewaschen. Rohausboute 0,29 = etwa 70% d. (Fh. Reinigung durch
Losen in wenig AVasser und Zusatz von Eisessig wio vorstehend. Das Produkt
ist reine Glucose.

Herrn Dr. A. Gotz danken wir fur die Ausfuhrung der Mikro-
analysen.

B) H. Ohle und Iv. Spencker, B. 59, 1S36, 1545 (1926).
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Uber bi- und polycyclische Azulene
IX. Mitteil.*):

Versuche zur Darstellung bi- und tricyclischer Azaazulene

Von Wilhelm Treihs, Hans-Martin Barchel,
Gunther Bach und Werner Kirchhof

(Aus dem Institut fir Organische Chemie der Universitat Leipzig)
(Mit 3 Figuren im Text)
(Eingelaufen am 14. Juli 1951)

Azaazulene, also bi- und polycyclische Azulensysteme, bei
denen eine oder mehrere Methingruppen durch Stickstoffatome
ersetzt sind, wurden bisher noch nicht in der Literatur beschrieben.
Falls sich die fur aromatische Systeme, bei Substitution einer
Methingruppe durch ein Stickstoffatom, abgeleiteten Regeln auch
auf die Azulene Ubertragen lassen, mifite ein solcher Ersatz zwar
gréRere Intensitdt der Absorptionsbanden im Gefolge haben, ohne
jedoch deren Lage starker zu beeinflussen. Allerdings ist hierbei zu
berlicksichtigen, daB die Azulene im Vergleich mit aromatischen
Kohlenwasserstoffen polare, oder zumindest leicht polarisierbare
Systeme sind, wie ihre bereitwillige Kupplung mit einfachen
Diazoniumsalzen X) beweist. Azaazulene kdnnten auch aus pharma-
kologischen Griinden interessante Verbindungen sein.

Fir das Zustandekommen bicyclischer Azaazulene bestehen
grundsétzlich 5verschiedene Mdglichkeiten: 1. Ersatz einer Methin-
gruppe des 5-Rings durch den Azastickstoff (la und Ib) und 2.
Ersatz einer Methingruppe des 7-Rings durch Azastickstoff (11 a,
IIb und Ilc):

laf | V IbN | ff lla
\NM A=/ X /'-W

Wir versuchten zundchst bicyclische Azaazulene des ersten Typs
aus entsprechenden, leicht zugénglichen Heterocyclen durch
Bichner-Synthese darzustellen. Bei der Umsetzung von Diazo-
essigester mit Indolin (I11), bzw. seinem N-Methyl- und Acetyl-
derivat, mit nachfolgender thermischer Behandlung und Dehy-
drierung wurde kein 1-Azaazulen-carbonsdureester, wohl aber
Indolin-essigsdureester erhalten. Als Ausgangsprodukt fur das
2-Azaazulen-System (Ib) kam das Iso-indolin (IV) in Frage. Wir

) VIII. Mitteil.: W. Treibs, B. Ulriei und A. Stein, A. 573,93 (1951).
ff PI. A. Plattner, Ang. Chem. 62, 513 (1950); W. Treibs undW. Ziegenbein,
A. 572, 165 (1951).
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stellten aus Phthalimid durch Reduktion nach Adkins Phthalimi-
din (V) her. Die Umsetzung dieser Verbindung mit Grignard-
Reagens gelang nicht. Bei ihrer Reduktion nach W olff-Kishner
entstand statt des erwarteten Iso-indolins (IV) Phthalazon (VI),
das sich nach der Abwandlung von S. Gabriel und A. Neumann?2)
in das Iso-indolin (IV) Uberfuhren lieR. Dessen N-Acetylderivat
wurde bei 140° mit Diazoessigester umgesetzt und auf 200° erhitzt,
doch war bisher weder direkt noch nach Dehydrierung 2-Azaazulen-
carbonsaureester fallbar.

. i
IH(RN'IIVF ”a NH \)/|\/||C\NH Vi

y v 'V 'V h?2

Wir versuchten hierauf, zu Azaazulenen des chemischen Baues
Ila, Ilb, oder Il c zu gelangen, indem wir nach der Vorschrift von
V.Prelog und S. Szpilfogel3) ausgehend vom Cyclopentanon-a-
carbonsdureéthylesterdas Cyclopenteno-2,3-pyridin (Pyridan)
(VI1) gewannen. Bei dessen Reaktion mit Diazoessigester wurde
zwar ein griiner Farbstoff erhalten, dessen Farbe aber mit Sdure
nach Grinblauumschlug, sodaB nach den weiter unten beschriebenen
Erfahrungen am Azulen-ester aus 4-Azafluoren kein Azulen-ester
vorliegen dirfte. Die chemische Natur des farbigen Reaktions-
produktes konnte bisher noch nicht aufgeklért -werden.

Nachdem demnach die Synthesen bicyclischer Azaazulen-ester aus
bisher unbekannten Ursachen zu keinen befriedigenden Ergeb-
nissen gefiihrt hatten, versuchten wir tricyclische Azaazulene
darzustellen. Wir gingen dabei von der Voraussetzung aus, daB das
analog gebaute, von uns zuerst beschriebene 1,2-Benzazulend), bei
dem ein kondensierter Benzolring in das Azulen-System einbezogen
ist, sowie seine Derivate5) sich als aullerordentlich besténdige,
Uberraschend leicht entstehende und gut kristallisierende Verbin-
dungen erwiesen hatten. Diese Uberlegung wurde durch unsere
Versuche zur Synthese tricyclischer Azaazulene nur mit Ein-
schrankung bestéatigt.

Fir die direkte Synthese eines solchen Systems ohne Ring-
erweiterung stand uns das Heptindol (VI1I1)8) zur Verfiigung, das
sich leicht aus Suberon und Phenylhydrazin in beliebiger Menge

2) B. 26, 521 (1803).

5 Helv. 28, 168-1 (1945).

3 B. 81, 38 (1948); A. 564, 43 (1949).
5) A. 572, 165 (1951).

8 Chem. Soc. 1928, |1, 2583.
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gewinnen laRt. Als wir dies ,,Hexahydro-azaazulen* mit Palladium-
Tierkohle oder Selen dehydrierten, zeigte sich zwar im Chromato-
gramm ein unbestdndiger, schwacher blauer Ring, jedoch konnte
das 3-Aza-1,2-benzazulen (IX) bisher nicht in nennenswerter
Menge herausgearbeitet werden, was wohl eine Folge seiner aufler-
ordentlichen Labilitat sein durfte.

Ebensowenig fluhrten Versuche der Ringerweiterung nach
Bilchner beim Tetrahydro-carbazol (X) und seinem n-Acetyl-
derivat, sowie beim 1,3-Dimethy1-
60 2-azafluoren? (XI), zum Ziel.
Die Synthese des ersten tricycli-
schen Azaazulens gelang durch Ring-
erweiterung des 4-Azafluorens
'\f 5 (XIl), das 0. Kruber und L. Rap-
V pend aus Steinkohlenteer isoliert
hatten. Die Absorptionskurve letzte-
ren interessanten Heterocyclus im
UV-Gebiet (Fig. 1, Kurve 2) zeigt

1 3 erwartungsgemdR einen &hnlichen
pes Verlauf wie die des analog gebauten
carbocyclischen Fluorens9) (Fig. 1,

Kurve 1), nur scheint die Fein-

struktur (Schwingungsstruktur)noch

ausgepragter zu sein. Auch ist das

Hauptmaximum etwas nach kirze-

Xl ren Wellenldngen hin verschoben.

2 Bei der Umsetzung des 4-Azafluo-
rens mit Diazoessigester und folgen-

der thermischer Behandlung ent-

WO ) I° stand, wie bereits wiederholt bei
mfi der Synthese tricyclischer Azulene
Fig. 1. 1Fluoren 2 Azafluoren festgestellt, spontan, ohne zuséitz-

liche Dehydrierungsmittel ein Aza-
benzazulen-carbonsdureester (XIV), der sich in Ather
erst nach Zusatz einer geringen Alkoholmenge mit tiefviolettroter

") B. 16, 1607 (1883); 17, 1612 (1884); 25, 27S6 (1S92); Chem. Soc. 1924, 2365.

8) B. 81, 483 (1948).

9 J. D’Ans und E. Lax, Taschenbuch fiir Chemiker und Physiker, S. 1716
(Berlin, Springer-Verlag 1943).
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Farbe loste. Bei der Chromatographierung tGber Aluminiumoxyd
wanderte er &uBerst langsam als stahlblauer Ring und lieR sich
leicht von den schwdécher adsorbierten Beimischungen trennen.
Leider machte sich bei der o6fter wiederholten Reinigung bereits
die auBerordentliche Empfindlichkeit des Azaazulens gegen Licht
und Luft bemerkbar. Die Lésungen mufiten im Dunkeln bei niedriger
Temperatur abgedunstet werden. Peroxydhaltiger Ather bewirkte
schnelle Zerstdrung. Da der Ester trotz wiederholten Chromato-
graphierens nicht kristallisierte,
schittelten wir ihn aus atherischer
Lésung mit 0,01-proc. Salzséure
aus, wobei er als Salz mit brauner
Farbe in Ldsung ging und bei
Sodazusatz in schwarzen Flocken
ausfiel, die aber trotz richtiger
Verbrennungswerte nicht kristal-
lisiert erhalten werden konnten.
Die violettblaue alkoholische L6-
sung ist etwas bestédndiger, ver-
farbt sich aber nacli einigen Stun-
den am hellen Tageslicht und
nach einigen Tagen im Dunkeln.
Bei Versuchen zur Darstellung
von Addukten mit TrinitrobenzQl,
Pikrin- oder Styphninsdure fand

Zerstorung statt. Die Absorptions- Fig. 2
spektren muRten sehrschnell auf- 1 Aza-benzazulen-carbonséure-
genommen werden, da bereits lan- athylester

2 1,2-Bonzazulen-C-earbonsaure-

gere Bestrahlung der Belichtungs- iithylestor

lampen Verférbung verursachte.
Bei der Verseifung des auf 200° erhitzten Reaktionsproduktes
von 4-Azafluoren mit Diazoessigester durch alkoholische Lauge bei
Zimmertemperatur trat gleichzeitig Decarboxylierung ein. Das
Azabenzazulen warin Ather nur wenig mit violetter Farbe I6slich
und wanderte in der Aluminiumoxyd-Saule sehr langsam alsintensiv
blauer Ring. Aus dtherischer Lésung wurde es durch Petrolédther
geféllt. Durch Einwirkung von Licht und Luft wird es noch schneller
zersetzt als der Ester. Ob das Azaazulen in seinem chemischen Bau
dem Ester X1V entspricht, oder ob es aus einem anderen Ester der
Buchner-Synthese entstanden ist, steht noch nicht fest.

Durch oino Umsetzung des Esters XIV mit Methyl-magnesiumjodid konnte
ein violettes M ethoiithylol-azabonzazulon gewonnen werden, das sich aber
so schnell zersotzto, daB seine optische Untersuchung bisher noch nicht méglich
war. Dasselbe War bei einem Isopropyl-azabenzazulen der Fall, das durch
Behandlung des Produktes der Buchner-Synthesc des Azafluorens mit Methyl-
magnesiumjodid ohne vorherige thermische Behandlung und folgende Dehy-
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drierung erhalten wurde, trotzdem alle Operationen bei geddmpftem Tageslicht
unter Stickstoff ausgofilirt Wurden. Das Isopropyl-azabenzazulon Wandertc im
Chromatogramm als violetter Ring, das Eluat War blau.

Das Absorptionsspektrum des Azaazulen-esters X1V (Fig. 2,
Kurve 1) im UV-Gebiet entspricht vollig dem des analog gebauten
carbocyclischen 1,2-Benzazulen-6-carbonséure-athylesters (Fig., 2,

Kurve 2) und zeigt den
charakteristischenKurven-
verlauf der Azulene. Je-
doch sind die wichtigsten
Banden etwas nach kir-
zeren Ldngen verlagert.
Dagegen féllt das Absorp-
tionsspektrum des Esters
im sichtbaren Gebiet
(Fig. 3, Kurve 3) vollig
aus der Reihe der carbo-
cyclischen Azulene heraus.
Zwar liegen die 3 wich-
tigsten Banden etwa an
den gleichen Stellen wie
beim 1,2-Benzazulen-6-
carbonsdure-ester (Fig. 3,
Kurve 2), doch sind die
Intensitédten ganz verschie-
den. Das Absorptionsmaxi-

Fig. 3 mum ist um 120 mp nach
1 Grundazulen kiirzeren Wellen verscho-
2 1,2-Benzazulen-6-carbonsaure-athylester ben. Der Azastick-
3 Aza-bsnzazulen-carbonséaure-athylester stoff iibt also einen stark
4 1,2-Benzazulen .
5 Aza-benzazulen hypsochromen EinfluR

aus. Auch der Vergleich

der beiden Kurven des Azabenzazulens (Fig. 3, Kurve 5) und

des 1,2-Benz-azulens (Fig. 3, Kurve 4) zeigt diesen aufhellenden
EinfluB des Azastickstoffs.

Fir die Ringerweiterung des 4-Azafluorens nach Bilchner

bestehen grundsatzlich 2 Mdéglichkeiten, wobei die genaue Anlage-

rungsstelle, also die Lage der Estergruppe unbestimmt ist: 1. Er-

weiterung des carbocyclischen Ringes zu X111, 2. Erweiterung des
heterocyclischen Ringes zu einem Azabenzazulen-carbonsdure-
ester (X1V).

X1 i l—- X110 | V-COOR Oder XIV( J | )-COOR

x V AVARRYAY
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Alle Versuchsergebnisse deuten darauf hin, dall die Ringerweite-
rung am Heteroring erfolgte. Fir einen Azulen-ester, bei dem der
Hetero-Sechserring dem Azulen-System ankondensiert ist, ist die
groRe Unbestdndigkeit und die starke Verlagerung der maximalen
Lichtabsorption im sichtbaren Gebiet unverstdndlich. Vielmehr
wéren dann die gleiche Bestandigkeit und eine &hnliche Lage der
maximalen Absorptionsbande wie beim 1,2-Benzazulen-ester zu
erwarten.

Dio Versuche uber dio Synthese von Azaazulenen 'Werden fortgesetzt. Wir
sprechen Herrn Dr. Kruber und der Gesellschaft fiir Teorverwertung
in Duisburg-Meidorich fir die Uberlassung des 4-Azafluorons unseron besonderen
Dank aus. Ferner danken wir der Agfa-Film fabrik in Wolfen fir dio Anferti-
gung der Absorptionskurven im sichtbaren Gebiet mittels des Spektraldenso-
graphen von Zeiss-lkon und dom Leuna-Werk fiir die Aufnahmen der Ab-
sorptionsspektren im UV-Gebict. Die Mikroanalysen wurden von R. M artin
in der mikrochemischen Abteilung des Instituts fiir organische Chemie der Uni-
versitat Leipzig ausgofihrt.

Beschreibung der Versuche

Isoindolin (1V)

a) Phthalimidin. 50 g Phthalimid Wurden mit 15g Kupforchromit-Kata-
lysator nach H. Adkins in 50 ccm Dioxan bei 230° und 160.Atii 6Stundenlang
hydriert. Dio Lésung des Reaktionsproduktes in heiBem Wasser, Wobei unumgo-
setztes Phthalimid ungeldst bliob, Wurdo mit Tierkohle entfarbt und i. V. einge-
engt, wobei Phthalimidin vom Schmp. 146° auskristallisierto, das ohne Reinigung
Woitor verarbeitet Wurde.

b) Plithalazon. 6g Phthalimidin wurden mit 5g Hydrazinhydrat im Bomben-
rohr 24 Stunden auf 180—2200erhitzt. Nach Ablassen des gebildeten Ammoniaks
wurde nochmals 24 Stunden lang auf dio gleiche Temperatur orliitzt. Das ver-
einigte Reaktionsproduktvon 3 Versuchen Wurde nach Abdestillieren des Wassers
und Hydrazins i. V. dostilliert. Das erstarrte Destillat kristallisierte aus Alkohol
in farblosen Nadeln vom Schmp. 182°.

CsH,,ON2(146,1) Ber. CC5,74 H 4,14 N 19,17
Gef. » 65,48 » 4,02 » 19,27

c)Dasnach S.Gabriel?aus Phthalazon dargestellte Isoindolin wurde durch
1-stindiges Erhitzen mit der doppelten Menge Essigsdureanhydrid in das
N-Acetyl-isoindolin Uborgefiihrt, das nach 2-maligem Umkristallisieren aus
Petrolather bei 76,5° schmolz.

Azaazulencarbonsaure-athylester (X1V)

Zu 59 4-Azafluoren Wurden bei 130° innerhalb 3 Stunden 3 g Diazoessigestor
getropft. Das Roaktionsprodukt Wurdo eine Stunde auf 200° erhitzt. Insgesamt
Wurden 1200 ccm Stickstoffentwickelt. Aus dem zahfesten, dunkelgriinen Gemisch
Wurdo unveréndertes 4-Azafluoren durch Digerieren mit Ather ontfernt. Der
ungeldste Rickstand léste sich erst dann in Ather, nachdem dieser mit einigen
Tropfen Alkohol versetzt Worden War. Die Lésung Wurde 3-mal Giber Aluminium-
oxyd chromatographiert, wobei der Azulen-ester duRerst langsam als blauer Ring
wandorto und mit Ather, dem eino etwas grofRere Menge Alkohol zugesetzt War,
eluiert wurde. Beim Ausschitteln der violetten Ldsung mit Wasser schied sich
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dor Azulon-cster nach Entfernon des Alkohols aus dem Ather fest ah. Aus der
alkoholhaltigen Atherlosung ging er augenblicklich mit braunlicher Farbe in
sehrverd. Salzsaure und konnte aus dieser Lésung mittels Sodalésung als dunkel-
blaue feste Misse wieder ausgesehieden werden, die keinen definierten Schmp.
zeigto und sich bei hdherer Temperatur schnell zersetzte. In Alkohol und Aceton
I8ste sich dor Azulen-ester leicht mit violetter Farbe. Die Ldsungen sind in der
Durchsicht im Lampenlicht rot, im Tageslicht blau.

CJ6H 1D,N (251,3) Ber. C7655 H 52 N 56
Gef. »76,96 » 4,92 » 6,03

Aza-benzazulen

Das thermisch bohandolto Roaktionsprodukt aus 59 Azafluoren und 3g
Diazoessigester wurde im Dunkeln 3 Tage lang mit der Losung von 1,25 g KOH
in 100 ccm Methanol steliongdasson, in 309 ccm Wasser gegossen und 10-mal
ausgeathort. Das Azaazulcn wurde 3-mal in Atherldsung, in dem cs etwas I6slich
ist, Uber Aluminiumoxyd chromitograpliiert, durch alkoholhaltigen Athoreluiort
und durcli Petrolatherzusatz zur Atherlésung ausgcfallt.

C,HN (179,2) Bor. C871 HJ50 N 78
Gef. »86,59 » 538 » 7,36

Uber bi- und polycyclisclie Azulene
X. Mitteil.*):
Uber ein tetracyclisches Azulen aus Tetrahydro-fluorantlien
Von Wilhelm Treibs

(Aus dom Institut fir Organische Chemie der Universitat Leipzig)
(Mit2 Figuren im Text)
(Eingelaufen am 14. Juli 1951)

In Mitteilung | und 111) beschrieben wir die erstmalige Synthese
eines tricyclischen Azulens, des 1,2-Benzazulens (), aus Fluoren, in
Mitteilung V 112)die Darstellung einiger Derivate dieses interessanten
Azulens und in Mitteilung 111) die Gewinnung des tricyclischen
1,8-Trimethylen-azulens (11) aus Tetrahydroacenaphthen. In Fort-
fihrung dieser Untersuchungen sahen wir uns 1947 nach Mdglich-
keiten um, noch starker kondensierte Azulen-Systeme darzustellen,
die, auBer auf Grund ihrer optischen, méglicherweise auch durch
besondere physiologische — z. B. carzinogene — Eigenschaften
interessant sein konnten. Als bequemes Ausgangsmaterial fir
tetracyclische Azulene kam zunachst das Fluoranthen (III)
in Frage, das als Uberlagerung des Fluoren- und des Acenaphthen-
Systems angesehen werden kann, und in dem zwei Mdglichkeiten

*) I1X. Mitteil.. W. Treibs, H.M.Barchet, G.Bach und W. Kirchhof,
A. 574, 54 (1951).

> B. 81, 38 (1948); A. 564, 43 (1949).

3 A. 572, 165 (1951).
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der Ringerweiterungen mittels Diazoessigesters an den Ringen A
und B oder an dem Ring C bestellen:

Ebensowenig wie beim Acenaphthen ist beim Fluoranthen selbst
theoretisch die Madglichkeit einer Azulenbildung durch Ringer-
weiterung nach Bichner gegeben, was durch den Versuch be-
statigt wurde. Genau so wie dort, kann auch hier diese Schwierigkeit
durcli Aufhydrieren eines aromatischen Ringes des tetracyclischen
Systems behoben werden. Wir setzten das kristallisierte Tetra -
hydro-fluoranthen (IV) bei 145° mit Diazoessigester um und
erhitzten auf 200°, wobei genau so wie friher bei der gleichen Be-
handlung des Fluorens, seiner Derivate, des Azafluorens und des
Tetrahydro-acenaphthens spontane Dehydrierung zum Azulen-
ester, ohne Zusatz besonderer Dehydrierungsmittel erfolgte. Da der
Azulen-ester kein Trinitrobenzolat bildete und nur auBerst langsam
durch Phosphorsédure ausgezogen wurde, reicherten wir ihn zunéchst
durch viermaliges Chromatographieren in Cyclohexanlésung uber
Aluminiumoxydan, wobei er viel langsamer als griiner Ring wanderte
als die Verunreinigungen. Doch bildete das Eluat immer noch eine
griine LAsung. Erst nachdem wir ihn nunmehr zweimal Uber das
&dulerstlangsam entstehende Phosphorsdureaddukt gereinigt hatten,
zeigte seine Losung reinblaue Farbe. Trotz richtiger Analysenzahlen
konnte er bisher nicht kristallisiert erhalten werden, sondern stellte
eine zéhfeste grine Masse dar, die viel unbestdndiger gegen Licht
und Wéarme war als der [,2-Benzazulen-6-carbonséureester. Seine
Losung verfarbte sich langsam im Dunkeln, schneller im Lichte.
Versuche, durch Erhitzen der freien S&ure zum tetracyclischen
Azulen selbst zu gelangen, fihrten trotz vieler Abwandlungen der
Bedingungen stets unter vélliger Zersetzung zu einer festen blasigen
Masse. Fir die Ringerweiterung des Tetrahydro-fluorantliens zum
Azulen-ester (V) bestehen die zwei Mdglichkeiten Va und Vb ohne
Beriicksichtigung der Lage der Estergruppe.

‘s a \A
v | Va Vb | COOR
O jv
COOR

Da uns also bisher die Decarboxylierung des tetracyclischen
Azulenesters bzw. Estergemisches zum entsprechenden Azulen
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nicht gelang, setzten wir entsprechend unseren friheren Erfahrungen
am Grundazulen-ester und am 1,2-Benzazulen-ester den Azulen-
esterV mit Methylmagnesiumjodid zum entsprechenden Metho-
dthylol-azulen um. Bei der Einwirkung anderer Grignard-
Reagenzien zeigte sich die gleiche merkwirdige Erscheinung wie
beim 1,2-Benzazulen-ester. Wahrend beim Zutropfen des Methyl-
magnesiumjoclids die blaue Azulenfarbe bestehen blieb, verschwand
sie sofort bei der Umsetzung mit Athyl- und mit Phenyl-magnesium-
haloid. Das Methodthylol-azulen
wurde durch Chromatographieren
tiber Aluminiumoxyd nochmals
gereinigt, wobei es so langsam als
hellblauer Ring wanderte, daR
es vollig von geringen Anteilen
schneller wandernder Verunreini-
gungen befreit werden konnte.
Ebensowenig wie der Ester konn-
te es kristallisiert erhalten, oder in
ein Trinitrobenzolat tbergefihrt
werden. Bei Einwirkung wasser-
abspaltender Reagenzien blieb es
entweder unverdndert, oderes trat
Verschwinden der Azulenfarbe ein.
Die Ldsung des Azulens, fir das
der genaue Ort der Methoéthylol-
gruppe noch nicht festgelegtist, ist
) rotstichiger als die des Esters Va
Fig. 1 oder Vb.
1 Carbédthoxy-azulen aus Fluoren Von besonderem Interesse ist
2 Carbéthoxy-azulen aus Tetrahydro ein Vergleich der Spektren der
fluoranthen . . .
o beiden beschriebenen Azulenderi-
3 Metlioathylol-azulen aus Fluoren

) vate aus Tetrahydro-fluoranthen

4 Mcthodathylol-azulon aus Tetra- - .. -
hydro-fluoranthen mit den Abkémmlingen des 1,2-
Benzazulensund des1,8-Tnmethy-
len-azulens. Im UV -Spektrum (Fig. 1) zeigen beide Derivate des
Fluoranthen-azulens (Kurven 2und 4) das charakteristische Banden-
spektrum der Azulene und groRe Ahnlichkeit mit den UV-Spektren
des 1,2-Benzazulen-carbonsdureesters (Kurve 1) bzw. des Metho-
athylol-1,2-benzazulens (Kurve 3). Im sichtbaren Spektrum
(Fig. 2) tritt die auRerordentliche Ahnlichkeit der Absorptions-
kurven der Azulen-ester (Kurven 1 und 2) bzw. der MethoéthyloL
azulene (Kurven 3 und 4) tberzeugend hervor. Die Hauptbanden
beider Azulene aus Tetrahydro-fluoranthen (Kurven 2 und 4) sind
gegenuber den Azulenen aus Fluoren (Kurven 1 und 3) nach
langeren Wellen verschoben. Wir geben zusétzlich noch das Spelt-

m 300
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trum des 1,8-Trimethylen-azulens (Kurve 6), dessen Anfertigung
mit dem Spektral-Densographen friher noch nicht méglich war,
und das charakteristisch von den Absorptionsspektren der tbrigen
Azuiene abweicht.

In Tab. 1sind die wichtigsten Banden der beschriebenen Azuiene
nochmals vergleichsweise zusammengestellt, wobei die Haupt-
maxima der Absorption jeweils fett gedruckt sind:

Tab. 1
Grundazulen 665 632 581 560
1,2-Bonzazulcn-cster 663 608 558
Azulen-ester aus Tetrahydro-fluoranthen (V) 676 628 540
Metlioathylol-bonzazulen 661 598 550
Methodthylol-azulen aus V 672 611 570 492
1,2-Benzazulen 682 613 556
1,8 Trimethylen-azulon 652 622 587

Der angegliederte Trimethylenring der beiden Azulen-Derivate
aus Tetrahydro-fluoranthen, der in beiden mdglichen Arten der
Ringerweiterung (Va und Vb) einem Substituenten an der Be-
setzungsstelle 3,also an einerun-
geraden Substitutionsstelle ent-
spricht, mif3te einenbathochro-
men EinfluR ausuben, falls die
optischen Verschiebungsregeln
am Grundazulen auch fir das
Benzazulen-System  Geltung
besitzen, was mitden Versuchs-
ergebnissen tbereinstimmt.

Aus den Absorptionsspektren

im sichtbaren Gebiet und im
UV-Gebiet gewinnt man den
Eindruck, dall die Blchner-
Synthese am Tetrahydro-fluo-
ranthen ebenso wie am Fluo-
ren und Tetrahydro-acenaph-
then nur, oder weit iberwiegend
in einer Richtung verlauft.

Firdie Aufnahme der Absorptions-
spektren sind wir dor Agfa-Film- Fig2
fabrik, insbesondere Herrn Dr. E. 1 Carbéathoxy-azulen aus Fluoren
RolleunddemChemiowork Leuna, 2 Carbéathoxy-azulen aus Tetrahydro-
insbesondere Herrn Dr. Bemann, zu fluoranthen (V)
Dank verpflichtet. Die Mikroanalysen 3 Methodthylol-azulen aus Fluoren
wurden von Herrn R. Martin in 4 Methoathylol-azulon aus Tetrahydro-

der mikroanalytischen Abteilung des fluoranthen
Instituts fur organische Chemie der 5 1,2-Bonzazulen
Universitat Leipzig ausgefihrt. 61,S-Trimethylen-azulen
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Beschreibung der Versuche

Tetrahydro-flugrantlien (1V)

100 g Fluorantlien (Teorvcrwertung-Duisburg-Mciderich) wurden unter Zusatz
von 50 ccm Methanol bei 120° und 150 At mit 20 g Raney-Nickcl 3 Stunden
hydriert und nach Abdampfen des L&sungsmittels bei Smm fraktioniert, wobei
die Fraktion vom Sdp. 183—190° kristallisierte und nach dem Umkristallisieren
aus Methanol bei 74—75° schmolz.

C,HJ(200) Ber. C93.2 11 68
Gef. »92,93 » 6,7S

Azulenester aus Tetrahydro-fluoranthen (V)

In 20 g auf 140° erhitztes Tetrahydro-fluoranthen wurden innerhalb 5 Stunden
89 Diazo-ossigester eingetropft. Das Roaktionsgemisch Wurde 4 Stunden auf
200° erhitzt. Seine griine Lésung in Cyelohexan wurde tber 200 g Aluminium-
oxyd (Brockmann) gegeben, wobei das Azulen &uBerst langsam als griine Zone
wandorte und miteinem Cyclohexan-Athergemischeluiertwurde.Nach 4-maligem
Wiederholen dieser Operation Wurde der Azulen-ester durch je 2-stiindigos
Schitteln mit 90-proc. Phosphorsdure und Regenerieren durch Zersetzung des
Adduktes mit Eis 2-mal goroinigt und nochmals in Pentanldésung iber AL,03
chromatographiert. Er wanderte als griine Zone, das Eluat war violett«tichig
blau, der zdhe Ruckstand griin. Der Ester verhielt sich optisch genau so wie der
Benzazulen-cster. Der Ruckstand wurde 2 Tage im Dunkeln im guten Vakuum
belassen.

C.(H180. (290)Ber. C82,2 H 62
Gef. » 82,63 » 6,58

Methoalliylol-azulen aus Tctrahydro-fluoranlhen

_In die Grignard-L6ésung aus 0,5 g Magnesium und 3g Jodmethyl in 20 ccm
Ather wurde die Lésung von 0,5 g Azulenester (V) in 20 cciu Ather eingetropft,
Wobei die blaue Farbe bestehen blieb. Nach 5-stindigem Stehen wurde die
Grignard-Verbindung mit Eis und Chlorammoniumldsung zersetzt und mit
Thiosulfatlésung, Lauge und Wasser gewaschen. Der blaue Atherriickstand wurde
Uiber Aluminiumoxyd chrométographiert, wobei das Azulon sehr langsam als
blauer Ring wanderte. Nach Elixieren mit Ather-Petrolathergemisch und Ab-
dunsten i. V. verblieb es als z&hfeste blaue Masse.

CAH,00 (276)Ber. C96,9 H 7,2
Gef. »96,43 » 6,S2

Allo Absorptionsspektren im sichtbaren Gebiet Wurden mit dem Spektral-
Dcnsographen von Zeiss-lkon gemessen.
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(Mitteilungen aus dem Chemischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule
Hohenheim)

Uber innermolekulare Umlagerungen in der
Bicyclo-[1,2,2]-heptan-Reihe |

Die Einwirkung von salpetriger Saure auf Camphenilylamin

Von Siegfried Beckmann und Roland Bamberger
(Eingelaufen am 3. August 1951)

Die Retropinakolin-Umlagerungen des Borneols bzw. Isoborneols
zu Camphen und umgekehrt verlaufen, wie H. Meerweinl) gezeigt
hat, Uber die Kationen der als Zwischenprodukte auftretenden
Ester; die Annahme einer tricyclischen Zwischenstufe konnte in
diesem Fall mit Sicherheit ausgeschlossen werden. Auch die Um-
lagerungen verschiedener anderer Terpenalkohole lassen sich auf
&hnliche, Uber Esterkationen verlaufende Retropinakolin-Um-
lagerungen zurickfihren. Diesen Ester-Umlagerungen nahe ver-
wandt sind die Umlagerungen, die beim Behandeln primérer Amine
mit salpetriger S&ure eintreten, wobei sich voriibergehend Dia-
zoniumsalze bilden durften, bei deren Zerfall lonen als Zwischen-
produkte auftreten kdnnen. Aber schon Meerwein2) hat bei den
Bicyclo-[1,2,2]-heptan-abkémmlingen einen weiteren Umlagerungs-
typus angenommen, eine 2,6-Verschiebung, die ebenfalls als Um-
lagerung von Radikalionen aufgefalt wurde. Dieser Umlagerungs-
typus unterscheidet sieh von den Retropinakolin-Umlagerungen
(Wagnersche und Nametkinsehe Umlagerung) insofern, als bei
letzteren die Loslésung bzw. Wiederverkniupfung von Bindungen
ausschlieRlich an zwei benachbarten C-Atomen vor sich geht, be
Camphanabkémmlingen, z. B. an den C-Atomen 1 und 2 oder 2
und 3, wahrend bei der 2,6-Verschiebung zwei durch ein drittes
getrennte C-Atome in Mitleidenschaft gezogen sind. Die C-Atome
2 und 6 sind im Bicyclo-[l,2,2]-heptan-Ringsystem allerdings, was
aus der Darstellung Ib etwas besser sichtbar wird, rdumlich Mel
starker genéhert, als etwa aus der ebenen Formulierung la her-

vorgeht.
7

la J ‘ Ib

H. Meerwein und K. van Ernster, B. 53, 1815 (1920); B. 55, 2500 (1922);
H. Meerwein und Mitarbeiter, A. 453, 16 (1927).

2QH.Meerwein und R. Wortmann, A. 435, 190 (1924); H. Meerwein und
E. Montfort, A. 435, 207 (1924).
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Die zwei Beispiele von Meerwein fir die 2,6-Verschiebung, der
"Ubergang des a-Campherdichlorids in R-Campherdichlorid und die
Racemisierung des Isoborneols, erwiesen sich allerdings als nicht
zutreffend und lieBen sich spéter auf gewdhnliche Retropinakolin-
Umlagerungen zuriickfihrend). Einen dritten Fall dieser Art, den
Ubergang von Eenchol (11) in Isofenchol (IV) bzw. in die nur aus
letzterem abzuleitenden Kohlenwasserstoffe, haben G. Komppa
und G. Ny inanl untersucht und den Reaktionsverlauf weitgehend
aufklaren kdnnen; esist hier mit sehr groRer Wahrscheinlichkeit das
tricyclische Cyclofenchen (I11) als Zwischenprodukt anzunehmen.

HO—

Il CR 11 CH, v CH:

Ein tricyclisches Zwischenprodukt, das Apocyclen (VI), wird von
Komppaund Ny manb)auch bei der Umlagerung des Camphenilyl-
chlorids (Va) in Isoapoborneol (a-lsofenchocamphorol) (VII) und
ein konfigurativ nicht bestimmtes R-Fenchocamphorol (VIII) an-
genommen. Einen &hnlichen Reaktionsverlauf scheint auch die
Umsetzung des Camphenilylamins (V) mit salpetriger S&ure zu
nehmen. G. und 0. Komppa6) erhielten hierbei ein gleichartig
zusammengesetztes Alkoholgemisch; auf dessen Zusammensetzung
nur indirekt aus seinen oxydativen Abbauprodukten geschlossen
wurde, ohne vorausgehende Isolierung der einzelnen Reaktions-
produkte. Auch hier wird ein Reaktionsablauf tber das tricyclische
Apocyclen als Zwischenstufe angenommen, das jedoch unter den
Reaktionsprodukten nicht festgestellt wurde.

Zur ndheren Untersuchung dieser Umlagerungsreaktion sind wir
von einem weitgehend racemisierten Camphenilylamin (V) aus-
gegangen, das durch Reduktion von Camphenilonoxim mit Natrium
und Alkohol gewonnen war und ein Gemisch der endo- und e.ro-Form
darstellt, dessen Trennung wegen der damit verbundenen Verluste
unterblieb. Bei der Umsetzung von dessen Hydrochlorid mit sal-
petriger S&ure und Eisessig konnte auBBer einem Alkoholgemisch noch
ein Kohlenwasserstoff und eine betrdchtliche Menge Ester unter den
Reaktionsprodukten festgestellt werden.

Das Alkoholgemisch wurde mit Phthalsdureanhydrid verestert
und durch sorgféltige fraktionierte Kristallisation der sauren
Phthalate getrennt. Es bestand zum gréRten Teil aus Apo-isoborneol
(a-1sofenchocamphorol) (VI1), das ja auch bei einer Wagnerschen

3J. Houben und E. Pfannkuch, A. 489, 103 (1931).

* A. 535, 252 (1938).

5 B. 69, 1813 (1936).
B B. 69, 2606 (1936).
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IX

Umlagerung des Camphenilylamins als Reaktionsprodukt zu er-
warten wére. Daneben wurden aus dem Gemisch die beiden dia-
stereomeren Camphenilole (1X) isoliert, sowie schlief3lich als mengen-
mé&Rig geringster Bestandteil das B-lsofenchocamphorol (VII1),
dessen Bildung aus dem Camphenilylamin durch normale Retro-
pinakolin-Umlagerungen nicht maéglich ist. Die so erhaltenen Alko-
hole waren optisch inaktiv. Sie konnten alle in reinem Zustande
gewonnen und durch Derivate und Abbauprodukte eindeutig cha-
rakterisiert werden.

Das dl-Iso-apdéborneol (dl-a-1so-fenchocamphorol) ist von G.
Komppa und T. Hasselstrém7) aus Apocyclen durch Anlagerung
von Chlorwasserstoff und anschliefRende Verseifung, sowie von
G. Komppa und G. Ny man8) durch Verseifung des ,,Camphenilyl-
chlorids® gewonnen worden. Bei der Nachprifung dieser Angaben
fanden wir, dall das Iso-apoborneol bislang noch nicht in reiner
Form Vorgelegen hat. Bei sorgfédltiger Reinigung uber das saure
Phthalat erhdhte sich sein Schmp. auf 141,5—1425° (Komppa
und Nyman 132— 133°), der des sauren Phthalats auf 174—175°
(Komppa und Nyman 168—169°).

Das in der dlteren Literatur erwdhnte Camphenilol ist stets ein
Gemisch der beiden Diastereomeren gewesen. G. Komppa und
S.Beckmann9 haben erstmalig die beiden dl-Camphenilole als
Individuen beschrieben, -wenn auch nicht ganz frei vom jeweiligen
anderen Isomeren. Dabei wurde das hoherschmelzende, bei der
Reduktion des Ketons mit Natrium in geringerer Menge entstehende
Diastereomere als Camphenilol I, das niedriger schmelzende, bei der

DA. 497, 116(1932).

¢) B. 69, 1811(1936).
9 A. 522, 149 (1936).
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Reduktion mit Natrium als Hauptprodukt entstehende stabilere

Isomere als Camphenilol Il bezeichnet. W. Huckel und W.
Tappel0), die die aktiven Camphenilole getrennt haben, ver-
tauschten die Bezeichnungen | und Il. In einer spdteren Arbeit, die

sich ebenfalls mit den aktiven Camphenilolen beschéftigt, hat dann
Hickelll) die Bezeichnung Camphenilol I und Il nochmals ver-
tauscht, so daB jetzt Ubereinstimmung mit der urspriinglichen Be-
zeichnungsweise von Komppa und Beckmann besteht, an welche
wir uns im folgenden ebenfalls halten wollen.

Durch Reduktion einer gréBeren Menge Camphenilon mitNatrium
und absolutem Alkohol stellten wir zu Vergleichszwecken das
Gemisch der beiden Camphenilole her und trennten es lber die
sauren Phthalate durch recht mihselige und verlustreiche frak-
tionierte Kristallisation. Besonders das hdher schmelzende Phthalat
des Camphenilols I, das in geringer Menge vorliegt, 143t sich dufRerst
schwer in reiner Porm gewinnen.

Die beiden reinen Diastereomeren und deren Derivate haben folgende Schmelz-
punkte:

Alkohol saures Phthalat Phonylurothan
dl-Camphenilol | 103—104° 178—179° 110—111°
dl-Camphenilol I1 75— 76" 154—155° 105,5—106,5°

Die bei der Behandlung des Camphenilylamin-hydrochlorids mit
salpetriger S&ure erhaltene Esterfraktion besteht hauptséchlich aus
Chlorid, das bei der Verseifung im wesentlichen Apo-isobomeol (VII)
und weniger Camphenilol I (1X) liefert.

Die/voWemrasser.s£o//-1¢a/cilonwurde mitalkalischerPermanganat-
l6sung behandelt, wobei der allergrofRte Teil des Kohlenwasserstoffs
unangegriffen blieb und nach der Aufarbeitung in einheitlichem
kristallisierten Zustande erhalten wurde. Er erwies sich als identisch
mit dem von Komppa als hypothetisches Zwischenprodukt an-
genommenen Apocyclen (VI), das urspringlich wohl durch etwas
Alkohol verunreinigt imd daher flissig war. Anhaltspunkte fiir das
Vorliegen eines zweiten Kohlenwasserstoffes wurden nicht gefunden.

Damit war eine Voraussetzung fiir die Hypothese eines tricy-
clischen Zwischenproduktes bei der Umlagerung des Camphenilyl-
amins erflllt. Es muBte nun noch bewiesen werden, dal das Apo-
cyclen tatsdchlich unter den gegebenen Reaktionsbedingungen zu
Iso-apoborneol und R-lso-fenchocamphorol hydratisiert werden
kann. Statt des Camphenilylamm-hydrochlorids haben wir daher
das Acetat in essigsaurer Losung mit salpetriger S&ure umgesetzt,

10) B. 69, 2769 (1936).
rt) W, Hickel, W. Doll, S. Eskola und H. Weidner, A. 549, 186 (1941).
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in der Erwartung, daB in der schwachen walrigen essigsauren
Ldsung eine Hydratisierung kaum eintreten und somit der Reak-
tionsverlauf ein anderer sein kdnnte. Es zeigte sich aber, daB auch
bei Abwesenheit von Mineralsdure die Reaktion keineswegs anders
verlief. Die Esterfraktion bestand nun aus Acetat statt aus Chlorid,
im Gbrigen war — soweit eine Beurteilung moglich — auch quan-
titativ dasselbe Alkoholgemisch neben Apocyclen entstanden.
Ferner wurde die Umsetzung des Camphenilylamin-acetats mit
salpetriger Sdure unter besonders milden Bedingungen — unter
Kihlung bei 0° und anschlieBendem Stehenlassen bei Zimmer-
temperatur — vorgenommen, so daB ein Teil des Amins unan-
gegriffen blieb. Falls man das Apocyclen als Zwischenprodukt an-
nehmen will, miRte unter solchen Bedingungen, unter denen eine
Hydratisierung praktisch ausgeschlossen ist, das Apocyclen als
priméres Reaktionsprodukt weitgehend angereichert sein. Das
Gegenteil war aber der Fall:eswurde kaum Apocyclen und nur sehr
wenig R-lso-fenchocamphorol gefunden, dafir etwas mehr Iso-
apoborneol und Campbhenilole.

Bei der Anlagerung von Chlorwasserstoff an Apocyclen entsteht
nach G. Komppa und G. Nymanl1? nach anschlieBender Ver-
seifung als Hauptprodukt Iso-apoborneol (etwa 80%), neben einer
geringeren Menge konfigurativ nicht bestimmten [-Fenchocam-
phorols. Dagegen fanden G. Komppa und R. H. Roschierld),
sowie S. Nametkin und Z. Alexandroffl14), daB bei der Hydrati-
sierung des Apocyclens mit Essigsidure-Schwefelsgure als Haupt-
produkt ein R-Fenchocamphorol neben geringeren Mengen Cam-
phenilols und Apoborneols entstehen. Die Struktur der Alkohole
war nur durch oxydativen Abbau ermittelt, eine Isolierung und
konfigurative Zuordnung war nicht vorgenommen worden. Wir
kdnnen diese Befunde bestdtigen und ergdnzen. Bei der Behandlung
von Apocyclen mit Essigsdure in Gegenwart katalytischer Mengen
Schwefelsdure und anschlieBender Verseifung erhielten wir 65—70%
R-1sofenchocampliorol, 20—25% lIso-apoborneol und 10—15% konfi-
gurativ nicht bestimmten Camphenilols. Ein &hnliches Ergebnis
wurde auch bei der Hydratisierung des Apocyclens mit Ameisen-
saure erhalten. Wir haben ferner eine Anzahl Versuche ausgefihrt,
um festzustellen, ob das Apocyclen unter den Bedingungen, die bei
der Umsetzung des Camphenilylamins mit salpetriger S&ure herr-
schen, Uberhaupt hydratisiert wird. Dabei wurde in essigsaurer
Lésung verschiedener Konzentration sowie mit Zusdtzen von
Natriumnitrit, Salzsdure und —wegen der geringen Loslichkeit des
Apocyclensin Essigsaure —mitDioxan alsLésungsmittel gearbeitet.

Is) B. 69, 1814, 1818 (1936).
Is) A. 429, 175 (1922).
“) A. 467, 191 (1928).
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Bei allen diesen Versuchen wurde aber das Apocyclen, mindestens
zum allergréRten Teil, unverdndert zuriickgewonnen, wahrend sich
ein Acetat nur in so geringen Mengen gebildet hatte, dalR es besten-
falls im Destillationsrickstand durch den Geruch gerade noch fest-
zustellen war. Es hatten sich unter gunstigsten Bedingungen
hdchstens einige Proz. Apocyclen umgesetzt.

Zusammenfassend ware also festzustellen, daR das Apocyclen mit
wasserhaltiger Essigsdure mit irgendwie nennenswerter Geschwin-
digkeit nicht reagiert. Mit Essigsdure-Schwefelsdure oder Anreisen-
saure verlauft die Reaktion rasch, als Hauptprodukt tritt dann aber
nicht Iso-apoborneol, sondern RB-lso-fenchocamphorol auf. Daher
kann die Umlagerungsreaktion des Camphenilylamins zum Iso-
apoborneol auch nicht Uber das Apocyclen als Zwischenprodukt
verlaufen. Vielmehr liegt es ndher, hier eine normale kryptoionisch
verlaufende Wagnersche Umlagerung anzunehmen. Dagegen ist es
nicht vollig ausgeschlossen, daR die Bildung sehr kleiner Mengen
R-1so-fenchocamphorols auf die Hydratisierung des Apocyclens zu-
rackgefihrt werden kdnnte. Eine andere Mdglichkeit fiir die Bildung
des B-lso-fenchocamphorols wdare durch eine 2,6-Verschiebung im
Sinne Meerweins gegeben. In diesem Falle wére allerdings mit der
Wanderung eines Wasserstoffatoms zu rechnen, das, um das Sextett
des vom Anion verlassenen Kohlenstoffs zu ergdnzen, ein Elek-
tronenpaar mitbringen, d. h. als Anion wandern mufRte.

Betrachtet man die konfigurativen Verhéaltnisse der aus dem
Camphenilylamin erhaltenen Alkohole, dann ergeben sich recht
bemerkenswerte Zusammenhdnge. Das Ausgangsmaterial war ein
Gemisch von cxo- und endo-Camphenilylamin. Ohne Umlagerung
sind daraus die beiden Camphenilole entstanden. Dagegen scheint
die Umlagerung sterisch selektiv zu verlaufen: es wurde nur das
Apo-isoborneol gefunden und keinerlei Anhaltspunkte fir das dia-
stereomere Apoborneol, desgleichen nur -1so-fenchocamphorol und
keinerlei B-Fenchocamphorol. Die gleiche sterische Selektivitét ist
auch in einigen anderen Féallen beobachtet worden, z. B. bei der
Umsetzung der beiden diastereomeren Norbornylamine mit salpet-
riger Sdure: es entsteht aus beiden Aminen dasselbe Norborneol,
und zwar die ea-o-Forml5). Auch dem Apo-isoborneol und dem
R-1so-fenchocamphorol muB man aber mit grofer Wahrscheinlich-
keit aus Grinden analoger Bildungsweise wie beim erro-Borneo!
(Isoborneol) die ea-o-Konfiguration zusprechen. Allen genannten
Alkoholen ist nadmlich gemeinsam, dall sie bei der alkalischen
Reduktion der Ketone nicht oder nur in untergeordneter Menge
entstehen. Dagegen scheint die e.ro-Form, auBer bei der Umsetzung
der Amme mit salpetriger S&ure, auch bei der Hydratisierung der

15 K. Aider und G. Stein, A. 514, 211 (1934); 525, 1S3 (1936).
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Kohlenwasserstoffe in Gegenwart starker Satiren bevorzugt zu
entstehen.

Es ist beabsichtigt, die hier angedeuteten GesetzmaRigkeiten an
weiteren Beispielen nachzuprifen.

Dor ,,Loch-Chemie*, Gersthofen, sind wir fir die Uberlassung von Aus-
gangsmaterial zu groRem Dank verpflichtet.

Beschreibung der Versuche

Camphenilylamin-hydrochlorid

Zur Gewinnung des Camphenilylamins gingen wir von einem schwach rechts-
drclienden Camphen aus; [a]jp= -f 17,8° in Alkohol.| W. Hiickell6 gibt fur

d-Camphen in Alkohol [oc]jf = +99,6° an.

Aus dem Camphen wurde im wesentlichen nach der Vorschrift von P. May17)
tiber das o-Nitrocamphen das Camphenilon dargestellt. Schmp. 39—40°.

[«qff- + 8,4°in Benzol. Nach Hiickel1§ist [a]*0 = + 64,3°.

Das Camphenilon wurde in das Oxim (Schmp. 108—109°) libergefiihrt, dieses
mit Natrium und Alkohol zum Camphcnilylamin reduziertl8), und letzteres als

Hydrochlorid isoliert. Dieses war ganz schwach rechtsdrehend: [a]pD= + 2,0°
in Wasser. Es ist ein Gemisch des exo- und endo-Isomeren.

Umsetzung von Camphenilylamin-hydrochlorid mit
salpetriger Sédurel9

Zu 45g Camphenilylamin-hydrochlorid in 120 ccm Wasser werden 249
Natriumnitrit in 30 ccm Wasser und 24 ccm Eisessig zugegeben und sofort
Wasserdampf durehgeleitet. Das lbergehende, griinlich gefarbte Ol wird vom
Wasser abgetrennt und unter Zusatz von etwas Natronlauge nochmals mit
Wasserdampf destilliert. Das Destillat wird in Ather aufgenommen, getrocknet
und fraktioniert. Man erhélt so 32 g eines von Kristallen durchsetzten Oles, das
groRtenteils bei 90—110°/30mm siedet.

Um aus dem Reaktionsgemisch die Alkohole abzutrennen, wird es mit 36 g
Phthalsaure-anhydrid und 16 g Pyridin auf dem Wasserbade erwarmt. Das
Reaktionsgemisch wird in Ather gelost, mit verd. Salzsaure und Wasser ge-
waschen und mit 2n-Sodaldsung ausgeschittelt. Die Sodalésung A enthélt die
sauren Phthalate der Alkohole, die Atherlésung B Kohlenwasserstoff und Ester.

Die Sodalosung A wird angeséuert und die 6lig ausfallenden Phthalate werden
mit Ather ausgeschittelt. Die getrocknete Atherlésung wird vom L&sungsmittel
befreit, der Riickstand in Benzol aufgenommen und die Benzolldsung von etwas
ausgeschiedener Phthalsaure filtriert. Durch Zusatz von niedrigsiedendem Ligroin
wird die Kristallisation cingeleitet. Zuerst wird mehrfach aus Benzol-Ligroin,
dann aus wasserhaltigem Methanol umkristallisiert. Man erhdlt so Kristall-
fraktionen, deren Schmelzpunkt bei 174—175° konstant bleibt und die, mit dem

18) A. 549, 191 (1941).

17) Dissertation, T. H. Aachen 1910.

18) G. Komppa A. 366, 71 (1909)

19 Vgl. auch G.und O. Komppa, B. 69, 2606 (1936).
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sauren Phthalat des Iso-apoborneols gemischt, keine Depression gehen. Die Ver-
seifung des Phthalats liefert das bei 141,5—142,5° schmelzende dl-lIso-apo-
bornool (a-Iso-fenchocamphorol).

Die Oxydation des Iso-apoborneols mit Kaliumpermanganat gibt Apo-
camphersaure, Schmp. und Misclischmp. 203—204°. Daraus das Anhydrid,
Schmp. und Misclischmp. 175—176°.

Aus den Mutterlaugen des Iso-apoborneol-plithalats erhdlt man ein zweites,
in rechteckigen Tafelchen kristallisierendes Phthalat, das nach wiederholtem
Umkristallisieren aus wasserhaltigem Methanol bei 178—179° schmilzt. Es
konnte durch Mischselimp. mit dem sauren Phthalat des dI-Camphenilols |
(vgl. weiter unten) identifiziert werden.

Die vereinigten Mutterlaugen werden eingeengt. Durch fraktionierte Kristal-
lisation aus wasserhaltigem Methanol w'ird ein drittes Phthalat isoliert, das bei
154° schmilzt und, mit dem sauren Phthalat desdl-Camphenilols Il (Schmp.
154— 155°) gemischt, keine Depression gibt.

Die beidenletzgenannten Phthalate wurden zu den entsprechenden Alkoholen
verseift und diese mit Dichromat-Schwefelsdure zu dI-Camphcnilon oxydiert.
Das Keton wurde durch das Semicarbazon identifiziert. Schmp. und Misch-
schmp. 222—223°.

Nach wiederholter Abtrennung der héher schmelzenden Phthalate konnte aus
den Endmutterlaugen durch Kristallisation aus Essigester-Petrolather und
Benzol-Petroldther ein in feinen Nidelchen kristallisierendes viertes Phthalat
abgetrennt werden, das bei 130—131° schmolz und durch Mischschmp. mit dem
sauren Phthalatdesdl-1so-B-fencliocampliorols2)identifiziert W'urde. Durch
Verseifung des Phthalats und Oxydation des erhaltenen Alkohols mit Kalium-
permanganatentstand die cis-Apofonchocamphorsdure. Schmp. und Misch-
schmp. 144,5—145°.

CtH uOj (186,2) Bor. Aquiv. Gew. 93,1 Gef. 93,0.

Die nach Ausschiitteln der sauren Phthalate mit Sodalésung hinterblicbene
Atherlésung B wurde getrocknet, der Ather an einer Weinen Kolonne abdestilliert
und der Rickstand fraktioniert.

Fraktion 1: 130—145°/730mm 1,59 Apocyclen,
» Il: 185—200°/730mm 7¢g Ester (Chlorid).

Fraktion | wurde 15 Stunden mit alkalischer Pormanganatldsung geschiittelt.
Es wurde nur sehr wenig Permanganat verbraucht. Der mit etwas Braunstein
durchsetzte feste Kohlenwasserstoff wurde abgesaugt, in Ather aufgenommen,
und durch Waschen mit Natriumbisulfitldosung vom Braunstein befreit. Sdp.
134,5—136°/720 mm, Schmp. 40,5—41,5°.

Das Vorhalten des Kohlenwasserstoffsgegen Permanganat, seine Eigenschaften
und seine Konstanten deuten auf Apocyclen hin. Der Mischschmp. mit einem
aus Camphenilon-Hydrazon dargestellten Apocyclen ergab keine Depression.

Die Esterfraktion Il wurde mit alkoholischer Kalilauge verseift. Der ent-
standene Alkohol wurde durch Wasserdampfdestillation und Destillation i. V.
gereinigt. Er erstarrte in der Vorlage und schmolz roh bei 95—97°. Der Alkohol
wurde mit Plithalsdure-anhydrid und Pyridin verestert. Durch fraktionierte
Kristallisation wurden die sauren Phthalate des Iso-apoborneols (Schmp. 174
bis 175°) und des Camphenilols | (Schmp. 178—179°) abgetrennt und durch
Mischschmp. identifiziert. Die Mutterlaugen wurden nicht néaher untersucht.

In dem mit Salpetersdure angesduerten wéalrigen Verseifungsriekstand lieR
sich mit Silbernitratreichlich 01 nachweisen. Die Esterfraktion bestand demnach
im wesentlichen aus den Chloriden des Iso-apoborneols und Camphenilols I.

a) G. Komppaund S. Beckmann, A. 537, 140 (1939).
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Umsetzung des Camphenilylamin-acetats mit
salpetriger Sdure

a)Bei Wasserbadtemperatur. Eino Lésung von 24g Camphenilylamin
in 50 ccm Wasser und 26 g Eisessig wurden mit 15g Natriumnitrit in 30 ccm
Wasser langsam versetzt. Die Reaktion setzte sofort unter Wéarmeentwicklung
ein und wurde durch zweistlindiges Erwdrmen auf dem Wasserbado zu Ende
gefiuhrt. Das Reaktionsprodukt wurde ausgeédthert und wie oben beschrieben
aufgearbeitet. Es wurden erhalten:
2 g Apocyclen, Schmp. 41,5—42,5°,
6 g Ester (Acetat),
7,5 g Alkohole.

Die Esterfraktion bestand im wesentlichen aus Iso-apobornylacotat.
Bei der Verseifung lieferte sie ein Iso-apoborneol, das roh bei 112—114° schmolz,
demnach nur wenig von den anderen, niedriger schmelzenden Alkoholen enthalten
konnte.

Aus der Alkoholfraktion wurden 4g lIso-apoborneol Uber das saure
.Phthalat abgetrennt. Der Rest der Alkohole wurde mit Kaliumpermanganat
Oxydiert. Dabei wurden erhalten: 1,2 g Camphenilon, 1,2 g Apocamphersdure-
anhydrid und 0,6 g Apofenchocamphersdure. Demnach sind insgesamt folgende
Mengen an den einzelnen Alkoholen, einschlieRlich der als Ester vorliegenden,
ermittelt worden: 8,5g Iso-apoborneol, 1,2 g Camphcnilole und 0,5 g Iso-R-fen-
chocamphorol.

b) Umsetzung bei 0°. Eine Lésung von 20 g Camphenilylamin in 75 ccm
50-proc. Essigsaure wurde auf 0° abgekihlt und im Verlauf von zwei Stunden
unter Rihren tropfenweise mit einer Losung von 20 g Natriumnitrit in 40 ccm
Wasser versetzt. Nach 12-stiindigem Stehenlassen bei Zimmertemperatur wurde
das abgeschiedene Ul ausgeéathert, die atherische Ldsung mit Sodaldsung ge-
waschen und getrocknet. Das Reaktionsprodukt, 13,8 g, wiurde in obenbeschrie-
bener Weise aufgearbeitet. Fast ein Drittel des Camphenilvlamins war nicht
umgesetzt worden. Das Reaktionsprodukt bestand aus 0,6 g Kohlenwasserstoff,
4,3 g Acetat und 6,2 g Alkoholen.

Aus der Kohlenwasserstoff-Fraktion, die offenbar noch durch Alkohol verun-
reinigt war, konnte wegen der geringen Menge das Apocyclen nichtrein erhalten
werden.

Die Esterfraktion bestand zum allergréfRten Teil aus Iso-apobornylacetat. Bei
derenVerseifung wurde ein Iso-apoborneolerhalten, dasroh bei 115—116° schmolz.

Aus der Alkoholfraktion wurden tiber die sauren Phthalate 2,5 g Apo-isoborneol
abgetrennt. Der Rest der Alkohole wurde mit Kaliumpermanganat oxydiert.
Dabei wurden erhalten: 1,1g Camphenilon, 1,4 g Apocamphersdure-anliydrid
und 0,1 g cis-Apofenchocamphersaure. Unter Beriicksichtigung der Oxydations-
eegebnisse waren im Reaktionsprodukt folgende Mengen der einzelnen Alkohole

'lestgestollt worden, einschlieBlich derals Ester vorliegenden: 6,4 g Iso-apoborneol,
1,1 g Camphenilole, 0,1 g eines R-Fenehocamphorols. .

dl-lIso-apoborneol (dl-a-lso-fenchocamphorol)

Das Iso-apoborneol wurde durch Verseifung eines aus 29 g Camphenilol nach
G. Komppa und G. Nyman2) dargestcliten ,,Camphenilylchlorids* mit Kalk-
milch gewonnen. Der rohe Alkohol wurde in das saure Phthalat Gibergefiihrt und
dieses aus wasserhaltigem Methanol bis zum konstanten Schmp. umknstallisiert.
Eswurdenso 12,5 g an reinster Iso-apoborneol-phthalestersaure erhalten.
Kleine, farblose Prismen, Schmp. 174—175°.

CiA00., (288,3) Ber.Aquiv.Gew. 288,3  Gef. Aquiv.Gew. 288,0
21) B. 69, 1813 (1936).
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Durch Verseifung des Phthalats wurde das dl-lso-apoborneol erhalten.
Aus Petrolather kleine farblose Nadeln. Schmp. 141,5—142,5°.
CH,,,0 (140,2) Ber. 0 77,2 HI15
Gef. » 77,0 » 11,6

Das Phenylurethan des Iso-apoborneols hat den Schmp. 113—114°.

Die diastereomeren dl-Camphenilole

75 g Camplienilon wurden nach G. Komppa2) mit Natrium und Alkohol
reduziert. Das rohe Camphenilol schmolz bei 82—84°. Es wurde mit Phthalsdure-
anhydrid und Pyridin verestert und die erhaltenen sauren Phtlialate (127 g) aus
wasserhaltigem Methanol umkristallisiert.

Zuerst mudo das saure Phthalat des Camphenilols Il abgeschieden, das in
kleinen harten Prismen kristallisiert und rein bei 154—155° schmilzt. Ausbeute
an reinem Phthalat 87 g.

CHhH 20j (288,3)  Ber. Aquiv.Gew, 288,3 Gef. Aquiv.Gew. 287,6

Daraus durch Verseifungmit walriger Natronlauge und anschliefende Wasser-
dampfdestillation das Camphenilol I1. Umkristallisiert aus Petrolather, Schmp.
75—76°.

Das Phenylurethan des Camphenilols I'l kristallisiert aus Petrolather in fernen
Nadelclien. Schmp. 105,5—106,5°.

C16H 210,N (259,3) Ber. N 541 Gef. N 5,40, 5,43

Aus den eingeengten Mutterlaugen des Camphenilols Il kristallisiert das saure
Phthalat des Camphenilols I, das nach vielfach wiederholtem Umkristallisieren
inrechteckigen Tafeln vom Schmp. 178—179°erhalten wird. Ausbeute an reinem
Phthalat 3g.

CIH 2004 (288,3) Ber. Aquiv.Gew. 288,3  Gef. Aquiv.Gew. 287,9

Daraus durch Verseifung das Camphenilol I. Peine Nadeln aus Petrolather,
Schmp. 103—104°. Mit dem Campbhenilol Il gemischt tritt eine Schmelzpunkts-
erniedrigung ein.

Das Phenylurethan von Camphenilol I bildet, aus Petrolather umkristallisiert,
kurze Nadeln vom Schmp. 110—111°.

CIBH20 N (259,3) Ber. N541  Gef. N 5,37, 5,36

Hydratisierung des Apocyclens nach Bertram-
Walbaum

10g Apocyclen (Schmp. 42—42,5°) wurden mit 25 g Eisessig und 6 Tropfen
50-proc. Schwefelsdure 4 Stunden auf dem Wasserbade erwarmt. Das Acetat
wurde mit Wasser ausgefallt, ausgeathert, mit Sodalésung und Wasser gewaschen
und destilliert. Sdp. 100—104°/17.

Das Acetat wurde mit 2n-alkoholisclier Kalilauge verseift. Das entstandene
Alkoholgemisch wurde mit Wasserdampf tibergetrieben, ausgeéthert und destil-
liert. Sdp. 96—100°/18, Schmp. 46—48°.

Das Alkoholgemisch wurde mit Phthalsaure-anlij'drid und Pyridin verestert.
Durch fraktionierte Kristallisation der sauren Phtlialate aus Benzol-Petrolather
wurde ein in feinen Nadeln kristallisierendes Phthalat abgetrennt, das rein bei
130—131"schmolz und nach Kristallform und Schmp. mit dem von G. Komppa
und S. Beckmann23) beschriebenen sauren Phthalat des Iso-$-/enchocamphorol$
Ubereinstimmte.

CI7H 2001 (288,3) Ber. Aquiv.Gew. 28S5,3  Gef. Aquiv.Gew. 288,5

2)A. 366, 71 (1909).
2)A. 537, 140 (1939).
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Durch Ver3eifung des Phtlialats mit Natronlauge wurde das dl-lIso-Rfen-
chocamphorol erhalten. Sdp. 95—96°/15, Schmp. CI,5—62°. Durch Umkristalli-
sieren aus Petroldther wurde der Schmp. nicht erhoht. Komppa und Beck-
mann (a.a. 0.) geben ihn fir das dl-lIso-B-fenchocamphorol zu 60—61° an.

Das bisher nicht beschriebene Phenylurethan des Iso-B-fenchocamphorols
krihstaI:isiert aus niedrigsiedendem Ligroin in feinen Nadeln, die bei 93—93,5°
schmelzen.

CleH2I0 N (259,3) Ber. N 541 Gef. N 5,48, 5,46

Bei der Oxydation des Iso-B-fenchocamphorols mit alkalischer Pcrmanganat-
I6sung wurde cis-Apofenclwcamphcrsdure erhalten. Schmp. und Misch-Sckmp.
144—145°.

CH 1404 (186,2) Ber. Aquiv.Gew. 93,1  Gef. Aquiv.Gew. 93,3

Aus den Mutterlaugen des Iso-RB-fenchocamphorol-phthalats wurden durch
fraktionierte Kristallisation aus Benzol-Petroldther und wasserhaltigem Methanol
0,3 g des saurenPhthalats des Iso-apoborneols vom Schmp. 174—175° isoliert und
durch Mischsehmp. identifiziert.

Die angefallenen vereinigten Mutterlaugen wurden eingedampft, der Rick-
stand verseift und das so erhaltene Alkoholgemisch mit alkalischer Permanganat-
l6sung oxydiert. Als Oxydationsproduktc wurden isoliert: 0,9 g Camphenilon,
1,3 g ci's-Apofenchocamphcrséure und 1,9 g Apocamphersiure-anhydrid.

Aus der fraktionierten Kristallisation der Phtlialate und dem oxydativen
Abbau der Mutterlaugen-Alkohole ergibt sich folgende Zusammensetzung fiir das
bei der Einwirkung von Eisessig-Schwefelsdure auf Apocyclen erhaltene Alkohol-
gemisch :

5,0 g Iso-B-fenchocampliorol = 66%,
1,7 g Iso-apoborneol (a-Isofencliocamphorol) = 22%,
0,9 g Camphenilole = 12%.

Die Hydratisierung des Apocyclens wurde in ganz analoger Weise auch mit
Ameisensdure ohne Zusatz von Schwefelsdure durchgefiihrt und dabei ein ganz
dhnliches Ergebnis erhalten, und zwar: 65% Iso-B-fenchocamphorol, 26,5% Iso-
apoborneol und 8,5% Camplicnilole.

Versuche zur Hydratisierung des Apocyclens mit Essigsaure

Es wurden verschiedene Versuche ausgefiihrt, um festzustellen, wie weit das
Apocyclen unter den Bedingungen, die bei der Umsetzung des Camphenilylamins
mit salpetriger Saure herrschen, hydratisiert wird. Es seien liier nur einige als
Beispiele angefihrt.

A. 4,8 g Apocyclen wurden mit 20 ccm 50-proc. Essigsdure und 1,2 g Natrium-
nitrit auf dem Wasserbade unter haufigem Umschitteln 6 Stunden erwarmt. —:
Zurlickgewonnen 4,4 g Apocyclen. Der Destillationsriickstand hatte schwachen
Acetatgeruch.

B. 4,6 g Apocyclen wurden mit 20 ccm Eisessig und einer Lésung von 2g
Natriumnitrit und2gNatriumacetat in IOcem Wasser,sowie 10Tropfen 2n-HCI
12 Stunden auf dem Wasserbade erwarmt. — Zurtickgewonnen 4,0 g Apocyclen.
Der Riickstand roch schwach nach Ester.

C. 1,29 Apocyclen wurden in 6 ccm Dioxan geldst und mit 3,0 g Eisessig auf
dem Wasserbado erwérmt. Je 1ccm der Losung wurden titriert.
Verbrauch an n/2-NaOH: bei Beginn des Versuches 10,20 ccm,
nach 8 Stunden 10,15 ccm.

In keinem Fall konnte eine nennenswerte Umsetzung beobachtet werden.
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Uber innermolekulare Umlagerungen in der
Bicyclo-[l, 2,2]-heptan-Reike 11

Das trans-2,3-Dimetliyl-bicyclo-[1,2,2]-hepten-(5) und dessen
Hydratisierung

Von Siegfried Beckmann und Roland Bamberger
(Eingelaufen am 3. August 1951)

Bei der Bertram-Walbaumschen Reaktion, der Anlagerung
von Essigsdure an bicyclische Terpene in Gegenwart katalytischer
Mengen Schwefelsdure, gehen in der Regel Umstellungen des
Ivohlenstoffgerustes vor sich, die den Retropinakolin-Umlagerungen
bei der Wasserabspaltung aus den Terpenalkoholen bzw. der S&ure-
abspaltung aus deren Estern entsprechen. Wie in der vorangehenden
Mitteilung gezeigt worden ist, mul man bei den Bicyclo-[l,2,2]-
heptan-Abkdmmlingen aber noch mit anderen Umlagerungen rech-
nen, die sich nicht auf das Schema der Retropinakolin-Umlage-
rungen zurickfihren lassen. Zum Studium dieser Umlagerungs-
reaktionen sind verschiedene Verbindungen besonders geeignet, die
durch die Dien-Synthese zugénglich geworden sind.

Aus Cyclopentadien und Crotonaldehyd haben 0. Diels und
K. Alderl) den 6-Methyl-endomethylen-tetrahydrobenzaldehyd (1)
gewonnen. Durch dessen Reduktion {ber das Hydrazon (ll)
erhdlt man ein neues Apoterpen, das 2,3-Dimethyl-bicyclo[l,2,2]-
hepten-(6) (111), das sich vom Santen (VII1) nur durch die Lage der
Doppelbindung.unterscheidet und daher kurz Para-santen genannt
werden soll. Der so erhaltene Kohlenwasserstoff stellt die trans-
Form dar2). Er bildet ein farbloses Nitrosochlorid und ein Dihydro-

COOH
CH3 f IN eCR, /| —]sCHS3
I CH, /
OHO X j/ CH3 I-CH3 '
X [11:N eNHj] 11 COOH IV
— VCOOH ) /' N mCH3
) -CH3 hx-ch i ch, |
/ “COOH *OH HO - *«CH3
VHI VIl CH> VI CHS3 \Y

1) A. 470, 67, 92 (1929).

2 Uber unsere Befundo beziglich der konfigurativen Verhéltnisse der diastereo-
meren 6-Methyl-endomethylen-tetrahydrobenzaldehyde und des Parasantens soll
demndchst an anderer Stelle berichtet werden.
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triazol, letzteres im Einklang mit den Beobachtungen von K. Alder
und G. Stein3)lber die erhthte Additionsbereitschaft von Bicyclo-
[1,2,2]-hepten-ring-Systemen gegenlber Phenylazid.

Das frans-Para-santen (l11) addiert glatt Essigsdure in Gegenwart
von etwas Schwefelsdure unter Bildung eines nicht einheitlichen
Acetats, das bei der Verseifung ein halbfestes Alkoholgemisch
liefert. Das Gemisch 4Rt sich durch Uberfilhrung in die sauren
Phthalsdureester und deren fraktionierte Kristallisation in zwei
Individuen zerlegen. Der in grolRerer Menge (65—70%) entstandene
feste Alkohol erwies sich als identisch mit dem a-Santenol (VI), das
bekanntlich auch bei der Hydratisierung des Santens (VIII) unter
Wagnerscher Umlagerung entsteht4), und das durch oxydativen
Abbau zur cis-Santensdure (V1) einwandfrei identifiziert werden
"konnte. Der zweite Alkohol war fllssig und gab bei der Oxydation
mit alkalischer Permanganatlésung dieselbe 2,3-Dimethyl-cyclopen-
tan-1,4-dicarbonsédure (IV), wie das irans-Para-santen. In ihm ist
demnach das Kohlenstoffgeriist des irans-Para-santens erhalten
geblieben. Er ist daher als ira«s-2,3-Dimethyl-bicyclo-[1,2,2]-hep-
tanol-(5) (V) zu formulieren. Seine konfigurative Zuordnung (OH
endo oder exo) bleibt allerdings offen. Da die beiden Methyl-
gruppen im Alkohol, ebenso wie im Para-santen, zueinander trans-
SteUung einnehmen, bleibt es ferner noch offen, ob die Hydroxyl-
gruppe der endo- oder der exo-Methylgruppe gegeniibersteht.

Nimmt man die Hydratisierung des Para-santens statt mit Eis-
essig-Schwefelsdure mit 99-proc. Ameisensdure vor, dann erhalt
man als Reaktionsprodukt fast ausschlieRflich a-Santenol. Es tritt
also mit Ameisensdure fast vollstdndige Umlagerung ein. Wenn man
dagegen an Para-santen in abs. Atherlésung trockenen Chlorwasser-
stoff anlagert und das dabei entstehende Chlorid mit Kalkmilch
verseift, erhdlt man fast nur 2,3-Dimethyl-bicyclo-[l,2,2]-heptanol,
d. h. hierbei tritt ehre Umstellung des Kohlenstoffgeristes praktisch
nicht ein. Man hat es also in der Hand, aus dem Para-santen ent-
weder den einen oder den anderen Alkohol zu gewinnen, je nachdem
ob man mit Ameisensdure oder mit Chlorwasserstoff hydratisiert.

Die Hydratisierung des Para-santens ist insofern von Interesse,
weil .hier, sowohl bei einer normal als auch bei einer nach dem
Schema der Wagnerschen Umlagerung verlaufenden Reaktion, ein
strukturell gleiches Reaktionsprodukt zu erwarten ist, ndmlich ein
2,3-Dimothyl-bicyclo-[l,2,2]-heptanol-(5) (V). Die Bildung des
a-Santenols beweist, dall hier eine Umlagerungsreaktion ablauft,
die nicht auf das Schema einer Retropinakolin-Umlagerung zuriick-
gefuhrt werden kann. Man kdnnte sich denken, daB unter der Wir-
kung saurer Agenzien beim Para-santen eine Verschiebung der

3 A. 485, 211 (1931); 501, 1 (1933).
HF.W. Semmlerund K. Bartolt, B. 41, 128 (1908).
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Doppelbindung aus der 5,6- in die 2)3-Stellung stattfindet unter
Entstehung von Santen, das dann in bekannter Weise unter
Wagnerscher Umlagerung zu a-Santenol hydratisiert wird. Wir
haben daher das Para-santen in Gegenwart von Kalium-hydrogen-
sulfat zum Sieden erhitzt und anschlieBend den abdestillierten
Kohlenwasserstoff oxydiert. Als Oxydationsprodukt wurde aber
nur die2,3-Dimethyl-cyclopentan-1,4-dicarbonséure festgestellt, das
normale Abbauprodukt des Para-santens; daneben wurde eine sehr
geringe Menge unangegriffenen Kohlenwasserstoffs gefunden, ver-
mutlich Cyclosanten. Fir eine Isomerisierung des Para-santens
durch Kalium-hydrogensulfat zu Santen ergaben sich keinerlei An-
haltspunkte.

Fir die Bildung des a-Santenols (X1) aus dem Para-santen wéren
formal zwei Wege denkbar. Erstens eine iber die Esterkationen
verlaufende 2,6-Verschiebung beim primé&r gebildeten 2,3-Dimethyl-
bicycloheptanol-(5) (IX) unter Entstehung des Santen-hydrates(X),
das bekanntlich unter den gegebenen Reaktionsbedingungen rasch
zu a-Santenol (XI) isomerisiert wird. Als zweite Mdéglichkeit wére
eine Abspaltungs- und Wiederanlagerungs-Reaktion denkbar, die
uber ein tricyclisches Zwischenprodukt, das bisher unbekannte
Cyclo-santen (X11), fihren wirde, wobei bei der Offnung des Drei-
ringes eine andere Bindung angegriffen werden mifte, als die beim
Ringschlufl entstandene.

( CH3 identisch
CH mit

X1l ch3

Um festzustellen, ob das Cyclo-santen bei der Hydratisierung
a-Santenol gibt und daher Giberhaupt als Zwischenprodukt in Frage
kommt, haben wir durch Behandlung von Santenon-hydrazon mit
Quecksilberoxyd das Cyclo-santen hergestellt und mit Eisessig-
Schwefelsdure hydratisiert. Als Hauptreaktionsprodukt bildet sich
in der Tat ein Santenol, das durch oxydativen Abbau zu cis-Santen-
saure identifiziert wurde. Eine n&here Untersuchung des Cyclo-
santens selbst, sowie des priméren Reaktionsprodukts mufte unter-
bleiben, da die uns zur Verfligung stehende Menge zu gering war.
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Die Hydratisierung des Cyclo-santens zu Santenol ist allerdings
keineswegs ausreichend, um eine Annahme des Cyclo-santens als
Zwischenstufe bei der Hydratisierung des Para-santens zu be-
grinden. Vielmehr deutet der Befund, dalR bei der Behandlung des
Para-santens mit Chlorwasserstoffin Ather, d. h. unter Bedingungen,
die fir eine lonisierung ungiinstig sind, auch keine Isomerisierung
erfolgt, eher auf eine Umlagerung von Radikal-ionen hin.

Beschreibung der Versuche

trans-2,3-DLmethyl-bicyclo-[l,2,2,]-hepten-(5)
(— Irans-Para-santen) (II1)

Den als Ausgangsprodukt benétigten 2,5-Endomethylen-6-methyl-tetra-
hydrobenzaldehyd erhalt man durch Dicnsynthcse von Crotonaldehyd und
Cyclopentadienl). Man kann das Gemisch der beiden stereoisomeren Formen des
Aldehyds verwenden, da beide bei der Reduktion denselben sterisch einheitlichen
Kohlenwasserstoff geben.

30 g des Aldehyds werden in 40 ccm Alkohol geldst und mit 18g 95-proc.
Hydrazinhydrat 3 Stunden auf dem Wasserbade unter RickfluR gekocht. Dann
werden 35 ccm Alkohol abdestilliert, das Hydrazon mit Wasser ausgeféllt und
ausgeathert. Die getrocknete Athorldsung Wird, zuletzt i. V., vom Ather befreit.
Ausbeute an Hydrazon 33 g. Von einer Vakuumdestillation wurde Abstand ge-
nommen, weil dabei Zersetzung eintrat.

Die Zerlegung des Hydrazons5 wird in einem kleinen Claisenkolben vor-
genommen, der mit 7g feingepulvertem Atzkali und 0,1 g 10-proc. platinierter
Kohle beschicktist und sich in einem Olbad von 180—190° befindet. Das Hydra-
zon wird unter Durchleiten eines schwachen Stickstoffstromes zugetropft; der
entstehende Kohlenwasserstoff destilliert kontinuierlich dber und wird in einer
gut gekihlten Vorlage aufgefangen. Er wird mit kalter verd. Schwefelsdure und
mit Wasser gewaschen, uber Chlorcalcium getrocknet und Gber Natrium destil-
liert. Sdp. 130—131°/730. Ausbcuto 14g.

Das Para-santen ist eine wasserklare Flissigkeit von dumpfem Geruch. Es
entfarbt kalte, soda-alkalische Permanganatlésung sofort, desgleichen Brom in
Chloroformlésung.

d~° 0,8538; n”~ 1,4538; MRj, fuifC,,Hu/= Ber. 38,89; Gef. 38,75

C,HU (122,2) Ber. C 88,45 H 11,55
Gef. » 88,38 »11,74

Nitrosochlorid. Zu 1,3 g Para-santen, 4 ccm Eisessig und 2,5 ccm Isoamylnitrit
werden unter Kihlung mit Kaltemischung 1,5 ccm konz. Salzsdure zugetropft.
Aus Chloroform-Alkohol farblose Kristalle.’Schmp. 165— 166°.

CH,ONC1 (187, Bor. N 7,46 Cl 18,90
Gef. » 7,31 » 19,03

Dihydrotriazol-Verbindung. 0,2 g Para-santen werden mit 0,25 g Phenylazid
ineinem verschlossenen Gefall bei Zimmertemperatur 12 Stunden stehengelasse n.
Die entstandene harte Kristallmassc wird aus Methanol umkristallisiert. Das
Dihydrotriazol bildet farblose, schrage Prismen vom Schmp. 142,5—143,5°.

CiH1N3(241,3) Ber. N 17,41  Gef. N 17,35
5 Vgl. N. D. Zelinsky, B. A. Kazansky und A. E. Plate, B. 66, 1417 (1933).
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2,3-Dimethyl-(cis,trans)-cyclopentan-1,3-dicarbonsaure-(cis,cis) (VII)

1g irans-Para-santen wird mit einer Lésung von 4g Kaliumpermanganat
und 1g Natriumcarbonat in 100 ccm Wasser 8 Stunden auf der Maschine ge-
schiittelt. Die vom Braunstein filtrierte Losung wird unter Einleiten von Kohlen-
dioxyd auf dem Wasserbade eingeengt, mit verd. Schwefelsdure angesauert und
10-mal mit Ather ausgcschiittclt. Die &dtherische Ldsung wird getrocknet, der
Ather abdcstilliert. Der olige Bickstand erstarrt im Vakuumexsiccator und
wird aus Essigester-Petrolather umkristallisiert. Die Dicarbonsaure bildet kleine
Prismen, leicht I6slich in Alkohol und Essigester, schwer Idslich in kaltem Wasser
und Petrolather. Schmp. 147—148°.

CaHnOi (186,2) Ber. C58,08 H 7,58 Aquiv.Gew. 93,1
Gef. » 57,81 » 7,51 » 93,1

Die Sdure bildet weder mit Essigsaureanhydrid noch mit Acetylchlorid ein
Anhydrid.

Hydratisierung des fra/is-Para-santens

12 g Para-santen werden mit 30 g Eisessig und 5 Tropfen 50-proe. Schwefel-
sdure 3 Stunden auf dem Wasserbade am Steigrohr erwéarmt. Das erkaltete
Beaktionsprodukt wird in Ather geldst, mit Sodalésung und Wasser gewaschen,
tiber Chlorealeium getrocknet. Nach dem Abdestillieren des Athers hinterbleiben
16 g eines farblosen Oles, das nach Bornylacetat riecht und bei 103—105°/20 mm
siedet.

Das Acetat wird mit alkoholischer Kalilauge auf dem Wasserbade verseift, der
Athylalkohol abdcstilliert und der Riickstand mit Wasserdampf destilliert. Das
waRrige Destillat wird ausgesalzen und ausgedthert, die Atherlésung tber
Natriumsulfat getrocknet, der Ather abdestillicrt. Der Riickstand siedet bei
97—99°/20 mm. Ausbeute 11 g an halbfestem Alkoholgemisch.

Zwecks Uberfithrung in die sauren Phthalate wird das Alkoholgemisch mit
12,5 g Phthalsdure-anhydrid und 7 g Pyridin 8 Stunden auf dem Wasserbade
erwarmt. Das Reaktionsprodukt wird in Ather aufgenommen, mit verd. Salzsiure
gewaschen, mit Sodalésung ausgeschittelt. Durch Anséuern mit verd. Schwefel-
saure werden die sauren Phthalate ausgefallt.

Durch mehrfache fraktionierte Kristallisation aus Benzol-Petrolather und aus
walrigem Methanol kénnen 4,1 g eines einheitlichen sauren Phthalals A vom
Schmp. 174—175° abgetrennt werden.

Aus den eingeengten Mutterlaugen scheidet sich nach mehrtdgigem Stehen
ein zweites Phthalat B ab, das nach wiederholtem Umkristallisieren aus Benzol-
Petrolather bei 114—115° schmilzt. Ausbeute 3,0 g.

Die danach hinterbleibenden Mutterlaugen werden vereinigt, vom Lodsungs-
mittel befreit und verseift. Das so erhaltene Alkoholgemisch wird mit alkalischer
Pcrmanganatlésung oxydiert. Das Oxydationsprodukt wird durch mehrtagiges
Stohenlassen mit Acetylchlorid und Ausschitteln des Reaktionsproduktes mit
Natrium-hydrogencarbonat-16sung in ein Anhydrid und eine nicht anhydrid-
bildende Saure zerlegt.

Das Anhydrid (4,6 g) schmilzt nach dem Umkristallisieren aus Essigester-
Petrolather bei 116—117° und wurtle durch Misehsehmp. mit cis-Santenséure-
anhydrid (Schmp. 116—117%) identifiziert.

Die nicht anhydridbildende Saure (0,8 g) schmilzt nach dem Umkristallisieren
aus Essigester-Petrolather bei 147—148° und gibt mit der Irans-2,3-Dimethyl-
cyclopentan-1,4-dicarbonsawe gemischt, keine Depression des Schmelzpunktes.
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Irans-2,3-Di,methyl-bicyclo-\I,2,2]-heplénol-(5) (V)

Das durch fraktionierte Kristallisation abgetrennte saure Phthalat A (Schmp.
174—175°) wird mit 20-proc. Natronlauge auf dem Wasserbade verseift. Der
entstandene Alkohol wird mit Wasserdampf Ubergetrieben und ausgedthert.
Sdp. 97—98°/17.

Der neue Alkohol bildet eine farblose dlige Flussigkeit von angenehmem
Geruch, die bei —15° noch nicht kristallisiert.

CH 160 (140,2) Ber. C77,08 H I 1,50
Gef. » 76,98 »11,75

Das saure. Phthalat kristallisiert aus Benzol-Ligroin oder Methanol in kleinen
schragen Prismen. Schmp. 174—175°,

CIH 2004 (288,3) Aquiv.Gcw. Ber. 288,3 Gef. 289,1

Irans-2,3-D imethrjl-bicyclo-[ 1,2,2]-heptanon-(5)

Zur Darstellung des Ketons wird 1g des Alkohols mit einer Lésung von 1g
Kaliumdiehromat und 1,2 g Schwefelsdure in 6 ccm Wasser 10 Stunden geschiit-
telt, das flissige Keton mit Wasserdampf ibergetrieben, ausgedthert und destil-
liert. Sdp. 85—80° /20.

Das Scmicarbazon wird aus wasserhaltigem Methanol umlaistallisiert und
bildet diinne durchsichtige Blattchen vom Schmp. 177—17S°.

CIH 11ON3(195,3) Ber. N 21,52 Gef. N 21,17

Das Keton wird durch Schitteln mit alkalischer Kaliumpermanganatlésung
bei 50—60° zu einerDicarbonsédure oxydiert, die nach dem Umkristallisieren aus
Essigester-Petrolather bei 147—148° schmilzt. Mit der aus trans-Para-santen
erhaltenen 2,3-Dimethyl-cyclopentan-l,4-diearbonsdure 1V) (Schmp.
147—148°) gemischt, gibt sie keine Depression des Schmelzpunktes.

a-Santenol (VI)

Das saure Phthalat B (Schmp. 114—115°) aus dem bei der Hydratisierung des
Para-santens erhaltenen Alkoholgemiseh wird mit 20-proc. Natronlauge 30 Min.
unter RuckfluR gekocht. Das a-Santenol wird mit Wasserdampf (bergetrieben,
wobei es im Kihler auskristallisicrt. Nach Umkristallisieren aus wenig Petrol-
dther bildet es feine weiBe Nadeln vom Schmp. 85—86°. G. Komppa6) gibt fir

reinstes a-Santenol den Schmp. 86° an.
Durch Schitteln mit alkalischer Permanganatlésung bei 50—60° wird das
a-Santenol zu cis-Sanlensaurc (VII) oxydiert. Schmp. und Mischschmp. 171°.

CIH 140, (186,2) Aquiv.Gew. Ber. 93,1 Gef. 93,0

Aus der Saure erhalt man durch Behandeln mit Acetylchlorid das Santen-
saure-anhydrid. Schmp. und Mischschmp. 116—117".

Einwirkung von Ameisensdure auf irarcs-Para-santen

9,2 g Para-santen werden mit 21 g99-proc. Ameisensdure 1'/2Stundenauf dem

Wasserbade erwérmt. Der Ameisensdure-ester wird mit Wasser ausgeféllt, in
Ather aufgenommen, mit Sodalésung und Wasser gewaschen und tber Chlor-
calcium getrocknet. Sdp. 86—88°/13. Ausbeute 11,4 g.

Der Ester wird mit alkoholischer Kalilauge verseift. Der entstandene Alkohol
wird mit Wassordampf Ubergetrieben und ausgedthert. Sdp. 90—92°/16. Der
Alkoholerstarrt zu farblosen Kristallen, die roh bei 62—650schmelzen.Ausbheute

8,5 g.
") B. 62, 1751 (1929).
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Der rolio Alkohol wurde, mit Phthalsdureanhydrid ujul Pyridin in den sauren
Phthalsdureester tbergefiihrt. Durch Umkristallisieren aus Benzol-Petroldther
wurden 5,2 g a-Santenol-phtlialsdureester erhalten. Schmp. und Mischsohmp.
114—115°.

Die Phthafft-Mutterlaugen wurden eingedampft und verseift. Der erhaltene
Alkohol (Schmp. 57—60°) wurde mit alkalischer Permanganatlésung hei 60—70°
oxydiert. Das saure Oxydationsprodukt wurde mit Acotylchlorid behandelt, das
Acetylchlorid verdampft und der Riickstand in einem Gemisch von Essigester
und Ather geldst. Zur Entfernung nicht-anhydridbildonder Sdure wurde die
Lésung mehrfach mit Natrium-liydrogencarbonat-16sung ausgeschittelt.

Nach dem Abdcstillieren des Essigesters und Athers hinterblieben 3,2 g
Santensdurc-anhydrid, die aus Essigester-Petrolather umkristallisiert
wurden. Schmp. und Mischsohmp. 116—117°.

Aus der Bicarbonatldsung wurden nur 0,1 g einer nicht-anliydridbildendcn
Séure erhalten, die nicht naher untersucht wurde.

m5-Chlor-2,3-dimeihyl-(trans)-bicyclo-[ 1,2,2 J-heptan

In 10g Irans-Para-santen, gelost in 10 ccm ahsol. Ather, wird unter Feuchtig-
keitsausschluB und Kithlung mit Kaltemischung trockener Chlorwasserstoff ein-
gclcitct. Die Lésung wird 12 Stunden stehengelassen, dann mit kalter Bicarbonat-
I6sung und Eiswasser gewaschen und tber Chlorcalcium getrocknet. Bei der an-
schliefenden Vacuumdestillation wird die Vorlage mit Eis-Kochsalzmiscliung
gekuhlt.

Vorlauf Sdp. 35—75°/20 nicht umgesetztes Para-santen
Hauptfraktion » 80—84°/20 Chlorid

Ist der Vorlauf betrachtlich, dann wird die Behandlung mit ClilorWasserstoff
in der angegebenen Weise wiederholt.

Die Hauptfraktion wird nochmals destilliert. Das Chlorid bildet eine Wasser-
klare 6lige Flussigkeit. Sdp. 80—81°/18.

CaH I15C1 (158,6) Ber. Cl 22,34 Gef. 0122,15,22,10

Um festzustellon, ob das Chlorid durch Umlagerung entstandenes tertiares
Chlorid enthélt, wurde die HCI-Abspaltungsgeschwindigkcit bei 18° gemessen.
0,936 g Chlorid wurden in 20 ccm n/2-alkoholischer KOH geldst und davon je
1 ccm mitn/10-HCl titriert. DerVerbrauch an n/10-HCIlwar wéhrend 24 Stunden
konstant. Das Chlorid ist demnach vollstandig sekundar.

Zur Verseifung wird das Chlorid mit Kalkmilch 40 Stunden bei Wasserbad-
temperatur geschittelt. Der entstandene &lige Alkohol ist fast reines 2,3-Dime-
thyl-bicyclo-[l1,2,2]-heptanol-(5).

Die Identifizierung des Alkohols erfolgt Gber das saure Phthalat. Schmp.
und Mischsclimp. 170—171°.

Cyclo-santen

55 g a-Santenon-liydrazon7) (Sdp. 113—115°/1S) werden in 35 ccm 96-proc.
Athanol geléstund unter Eiskiihlung portionsweise mit 10g frisch dargcstelltem)
gelbem Quecksilberoxyd versetzt. Nach Beendigung der Stickstoffentwicklung
wird 5 Stunden auf dem Wasserbade unter RiickfluB gekocht und anschliefend

25 ccm Athanol abdestilliert. Nach Zugabe von weiteren 30 ccm Alkohol werden
nochmals 25 ccm abdestilliert. Durch Zugabe von 120 ccm gesattigter Kochsalz-
16sung zu den vereinten Alkoholdestillaten wird das Cyclo-santen ausgeféallt. Es
wird abgetrennt, mit Chlorealeium getrocknet und dber Natrium destilliert.
Sdp. 129—130°/730. Ausbeute 1,1g. '

df>50,8693; nf4-5 1,4535; MRR fir C,H1( Ber. 37,16 Gef. 38,06
7 G.Komppaund T. Hassolstrom, A. 496, 169 (1932).
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Das Inkrement fiir den Dreiring betragt hier 0,90! Eir tricycliseho Verbin-
dungen mit dem gleichen Ringsystem sind folgende Inkremente gefunden worden:
Tricyclen 0,95B, 0,809); Cyclo-fenchen 0,93%), 0,9510), 0,87u ; Apocyclen 0,641J).

Das Cyclo-santen bildet eine wasserklare Flissigkeit von dumpfem Geruch.
Esist bestdndig gegen soda-alkalische Permanganatlosung.

C,H, (122,2) Ber. 0 88,45 H 11,55
Gef. »88,31 »11,41

Hydratation des Cyclo-santen.s nach Bertram-Walbaum

0,9 g Cyclo-santen wurden mit 3,5 g Eisessig und 1 Tropfen 50-proc. Schwefel-
sdure 2 Stunden auf dem Wasserbadc erwarmt. Das gebildete Acetat wurde in
bekannter Weise aufgearbeitet und mit alkoholischer Kalilauge verseift. Der
halbfoste Alkoholwurde mitalkalischer Permanganatlésung oxydiert. Die bei der
Oxydation entstandene Saure (0,6 g) schmolz nach dem Umkristallisieren aus
Essigester-Petrolatber bei 170,5—171°. Sie wurde durch Misclischmp. mit der
cis-Santonsaure identifiziert. ,

Bei der Hydratation des Cyclo-santens war demnach im wesentlichen Santenol
entstanden.

Isomerisierungsversuch mit irans-Para-santen

4,5 g Para-santen wurden mit 1,59 Kalium-liydrogensulfat 2 Stunden unter

RiuckfluB zum Sieden erhitzt. Der abdestillierte Kohlenwasserstoff ging voll-
standig bei 129,5—130°/730 lber. Er wurde 36 Stunden mit soda-alkalischer
Permanganatldsung geschuttelt. Die alkalische Losung wurde ausgcatliert. Der
nach dem Abdestillieren des Athers hinterbleibende sehr geringfligige Riickstand
roch nach Kohlenwasserstoff. Er wurde mit Semicarbazid-acetatldsung versetzt.
Nach mehrtdgigem Stelion war keine Semiearbazonbildung eingetreten. Im
Oxydationsprodukt war demnach kein Santendiketon vorhanden.

Die vom Braunstein filtrierte alkalische Losung wurde eingeengt, angeséuert
und erschopfend ausgedthert. Nach dem Vertreiben dss Athers liinterblieben
2,49 einer kristallisierenden S&ure, die nach dom Umkristallisieren aus Wasser bei
146,5—147° schmolz und durch Misclischmp. mit der 2,3-Dimethyl-cyclo-
pentan-l,4-dicarbonsdure, dem normalen Oxydationsx>rodukt des Para-
santens, identifiziert wurde.

8 H.Moerwein und K. van Ernster, B. 53, 1516 (1920).
0) G. J. Ostling, Soc. 1912, 457.

10) G. Komppa und H. Roschier, A. 470, 154 (1929).
n)S. Nametkin und L. Brissoff, A 459, 166 (1927)
12) G. Komppa und H. Roschier, A. 429, 183 (1922).
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