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JUSTUS LIEBIGS
ANNALEN DER CHEMIE

552. Band

Uber Muscarin. 1L
von Fritz Kogl') und Haaye Veldstra.

(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit
Utrecht.)

(Eingelaufen am 4. Juni 1942.)

Im Jahre 1931 haben F.Kdgl?), H. Duisberg und
H. Erxleben eine Untersuchung tber die Konstitution des
Muscarins veroffentlicht. Wéhrend die Reindarstellung dieses
altbekannten und pharmakologisch bedeutsamen Giftes des
Fliegenpilzes frither bereits anderen Autoren gelungen war,
hatten sich iltere Angaben tiber die Konstitution des Muscarins
als irrtiimlich erwiesen. Nach der Schmiedeberg-Harnack-
schen Formel sollte es sich bei dem Giftstoff um Betain-
aldehyd handeln und in der Tat hatte man durch Oxydation
von Cholin mit Salpetersiure eine muscarindhnlich wirkende
Verbindung erhalten. Dieses ,synthetische Muscarin® war
jedoch im Gegensatz zum natiirlichen Gift alkaliempfindlich;
es erwies sich als identisch mit Cholinnitrit, wihrend der
spiter ebenfalls dargestellte Betain-aldehyd keine besondere
pharmakologische Wirkung zeigte.

1) Diese Arbeit ist meinem verehrten Lehrer, Herrn Geheimrat
H. Wieland zum 65. Geburtstag gewidmet. F. K.

2) 1. Mitt. A. 489, 156 (1931). Die damals geplante Arbeitsreihe
,,Untersuchungen iiber Pilzgifte** wird auf Muscarin beschrinkt bleiben;
in diesem Zusammenhang sei auf die erfolgreichen Arbeiten von
H. Wieland und Mitarbeitern iiber die Giftstoffe des Knollenblatter-
schwamms verwiesen [A. 548, 1 (1941) u. friiher].

Annalen der Chemie. 552. Band. 1



2 Kagl und Veldstra,

Unserer eigenen Untersuchung waren durch die geringe
zur Verfigung stehende Substanzmenge (370 mg Muscarin-
Reineckat, entsprechend 137 mg Muscarinbase) enge Grenzen
gesetzt. Abgesehen von den Analysen und verschiedenen
Mikroreaktionen hatte uns vor allem der gliickliche Verlauf des
Hofmannschen Abbaus zu einem entscheidenden Einblick in
die Konstitution des Muscarins gefiihrt. Muscarinchlorid
kommt nach unseren Analysen die Formel [CgH;s0,N]*Cl~ zu;
bei der Behandlung mit Silberoxyd haben wir neben Tri-
methylamin eine rechtsdrehende Saure der Formel (C,HgO,).
COOH isoliert. Nach dem Schmelzpunkt konnte es sich um
a, f-Dioxy-valeriansdure handeln und in der Tat gab der
synthetisch dargestellte p-Phenylphenacylester mit jenem der
Abbausiure keine Schmelzpunktserniedrigung. Bei der Spal-
tung der synthetischen Sdure konnte nur der andere Antipode
optisch rein erhalten werden'). Abgesehen davon, daB die
Antipoden bzw. ihre Ester keine Schmelzpunktserniedrigung
zeigten, hat uns vor allem der eingehende krystallographische
Vergleich, den wir Herrn Prof. Dr. H. Steinmetz verdankten,
davon iiberzeugt, daB es sich bei unserer Abbausdure in der
Tat um «,f-Dioxy-n-valeriansdure handelte.

Die Bildung der «, f-Dioxyvaleriansaure (III) lie8 sich auf
befriedigende Weise erklaren, als wir durch die Darstellung
von Benzoylmuscarin eine alkoholische Hydroxylgruppe und
durch den positiven Ausfall der Farbreaktionen mit fuchsin-
schwefliger Sdure sowie mit Nitroxyl eine Aldehydgruppe im
Muscarin nachweisen konnten:

1) Leider ist in unserer 1. Mitteilung bei den Angaben iiber die
spezifische Drehung der Abbausiure sowie der synthetischen a, f-Dioxy-
valeriansdure und den Brucinsalzen der letzteren ein Fehler unterlaufen.
Irrtiimlicherweise wurde namlich bei den abgelesenen Drehungswinkeln
das Komma um eine Dezimale nach rechts verschoben. Die spezifischen
Drehungen sind also in Wirklichkeit 10-mal kleiner als angegeben. Eine
neue Bestimmung ergab fiir «, f-Dioxyvaleriansaure

- 0,11.100
20 — i - 0
[ = —55.1.235 17:8%
fiir das Brucinsalz
e = = 012200 _ oo

0,5.0,87
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Von den beiden, nunmehr fiir Muscarin in Betracht
kommenden Strukturformeln hielten wir I mit ,,Serin-Stellung*‘
der Substituenten fiir wahrscheinlicher; zwischen beiden Mog-
lichkeiten, sowie iiber die Konfiguration an den beiden Asym-
metriezentren sollte auf synthetischem Wege eine Entscheidung
getroffen werden.

Die genannte Aufgabe war wahrend der seither ver-
gangenen Jahre in unserem Laboratorium Gegenstand um-
fangreicher synthetischer Untersuchungen. Leider hat sich
die Erwartung, da8 es unschwer gelingen wiirde, das ,,Mus-
carin-Ritsel nunmehr auf synthetischem Wege rasch zur
endgiiltigen Losung zu bringen, als triigerisch erwiesen. Ob-
schon es sich scheinbar um sehr einfach gebaute Molekiile
handelt, verursacht die unmittelbare Nachbarschaft des
alkoholischen Hydroxyls, des basischen Restes und der Aldehyd-
gruppe fiir Wahl und Anwendung der synthetischen Methoden
betrichtliche Schwierigkeiten. Nun leiten sich jedoch von den
Strukturformeln I und IT jeweils zwei Epimere ab; erst wenn
die vier verschiedenen Racemate synthetisch dargestellt
waren und wenn keines davon die entsprechende pharma-
kologische Wirksamkeit zeigte, wire die Unrichtigkeit unserer
Muscarinformeln auf synthetischem Wege erwiesen.

Bedauerlicherweise konnten wir trotz der vielen Arbeit,
die wir dem Problem gewidmet haben, das gestellte Ziel noch
nicht erreichen. Die beiden bisher dargestellten quaternidren
Ammoniumbasen von «-Amino-f-oxy-valeraldehyd bzw. «-Oxy-
p-amino-valeraldehyd, sowie die als Modellsubstanzen ge-
wonnenen, analogen Derivate von Butyraldehyd zeigten keine
nennenswerte Muscarinwirkung. Es moge jedoch schon an
dieser Stelle hervorgehoben werden, daf hiermit keine Ent-
scheidung gegen unsere Muscarinformeln erbracht ist. Wir

1‘



4 Kogl und Veldstra,

erinnern vielmehr an die Erfahrungen, welche vor einigen
Jahren von W.C. Rose!) und Mitarbeitern iber die physio-
logische Wirksamkeit von Threonin und die Unwirksamkeit der
synthetisch leichter zugéinglichen epimeren Form der oa-Amino-
B-oxy-buttersiure (Allothreonin) gemacht worden sind; diese
waren fiir uns selbst eine Ermutigung, die synthetische Ar-
beitsrichtung trotz vieler Enttiuschungen fortzusetzen.

Da sich das Versuchsmaterial sehr angehduft hat und
unsere Ergebnisse fiir das Muscarin-Problem und wohl auch
in allgemein chemischer Hinsicht von Interesse sein diirften,
erscheint es angezeigt, nunmehr die wichtigeren Befunde zu
veroffentlichen. Die vorliegende Arbeit?) behandelt die bis
zum Jahre 1936 erhaltenen Ergebnisse.

I. Synthese entsprechender Aldehydbasen mit
,»Serin-Stellung® der Substituenten.

(Weg iiber die o-Brom-f-methoxy-aldehyde.)

Nach den Erfahrungen von A. Kirrmann?®) lassen sich
o-Aminoaldehyde durch Umsetzung von a-Bromaldehyden mit
Aminen ziemlich glatt gewinnen. In unserem Falle war jedoch
bei Anwendung von «-Brom-pg-oxy-valeraldehyd damit zu
rechnen, daB durch HBr-Abspaltung zunichst eine Epoxy-
verbindung entsteht, an die dann das Amin unter Bildung
eines p-Amino-a-oxy-derivats addiert wiirde. In der Lite-
ratur?) ist diese Reaktionsweise vor allem bei den entsprechend
substituierten Siduren®) beschrieben; aber auch aus «-Chlor-
p-oxy-propionaldehyd-acetal wurde mit Ammoniak fast aus-

1) J. Biol. Chem. 112, 283 (1935) und 115, 721 (1936).

2) Vgl. Dissertation H. Veldstra, Utrecht, 4. November 1935.

3) A. ch. (10) 11, 223 (1929).

4) E. Erlenmeyer, B. 13, 1077 (1880); E. Erlenmeyerjr_,
A. 271, 156, 177 (1892); F. Knoop, B. 52, 2266 (1919); M. Oesterlin,
C. 1929, II, 1398; E. Fourneau, Bl. (4) 47, 876 (1930).

5) Im Versuchsteil beschreiben wir die Umsetzung von a-Chlor-g-
oxyvaleriansiure mit Dimethylamin; die Konstitution des Reaktions-
produktes (x-Oxy-f-dimethylamino-valeriansiure) wurde durch den Ab-
bau zu a-Dimethylamino-n-butyraldehyd nach R.Criegee, [A. 481,
263 (1930); B. 64, 260 (1931)] bewiesen. Vgl. auch H. Oéda, Bull. Chem.
Soc. Jap. 9, 8 (1934).
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schlieBlich das f-Aminoderivat erhalten'). Weiterhin ist be-
kannt — und wir haben uns auch bei eigenen Versuchen davon
iiberzeugt — daB die Reaktion durch Acetylierung der Hydr-
oxylgruppe nicht in die hier gewiinschte Richtung zu leiten
ist. Es war daher nicht zu vermeiden, fiir die Umsetzung die
betreffenden pA-Methoxyderivate heranzuziehen, obschon die
spitere Entmethylierung bei diesen empfindlichen Aldehyden
eine gefihrliche Reaktionsstufe darstellte. Man konnte jedoch
erwarten, daB die methylierten Aldehyde verhiltnismiBig
leicht zuginglich sein wiirden, nachdem K. Meinel?) gezeigt
hatte, daB ungesittigte Verbindungen bei der Einwirkung von
Brom in Methanollosung in vielen Fillen Methyl-hypobromit
addieren. Wir haben uns zunichst davon iberzeugt, daf dies
auch bei «,f-Pentenal der Fall ist; fir die prdparative Be-
arbeitung der Reaktion und zur Prifung der Frage, ob die
Addition in der gewiinschten Richtung — d. h. unter Bildung
der a-Brom-f-methoxy-aldehyde erfolgt — haben wir aus prak-
tischen Griinden Crotonaldehyd herangezogen.

Die Versuche zeigten, da8 beim Einleiten von Bromdampf
in eine Losung von Crotonaldehyd in absolutem Methanol
hauptséchlich ein Brom-methoxy-butyraldehyd-dimethyl-acetal
entsteht. Durch Zusatz von etwas Wasser kann die Acetat-
bildung zuriickgedringt werden, und zwar erhielten wir in
75-proc. Methanol die giinstigste Ausbeute an freiem Aldehyd,
neben dem Acetal und Monobrom-croton-aldehyd.

Um die Stellung der Substituenten zu beweisen, wurde der
erhaltene Brom-methoxy-aldehyd in folgender Weise®)abgebaut :

cu,—(lzu—(l:ﬂ—c<)l Bl CHS—(|3H—(i)H—-COOH
OCH, Br 1V OCH, Br V
slkoh. XOH,  CH,—C——CH—COOH %> CH,—CO—CH,
= (|)0113 VI

1) A. Wohl u. H. Schweitzer, B. 40, 92 (1907).

2) Naturwiss. 21, 364 (1932); A. 510, 129 (1934); 516, 231 (1935).
Vgl. auch E.L.Jackson und Mitarbeiter, Am. Chem. Soc. 46, 1727
(1924); 48, 2166 (1926); 49, 2071 (1927); 50, 2256 (1928).

%) Vgl. hierzu den Abbau aromatischer Halogen-methoxy-siuren,
E.L. Jackson u. L. Pasiut, Am. Chem. Soc. 30, 2256 (1928).
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Nach Isolierung der p-Methoxy-crotonsiure (VI) vom
Schmelzp. 128,5°, sowie von Aceton-dinitro-phenyl-hydrazon
bei deren Spaltung mit Siure bestand kein Zweifel mehr, daB
unserem Ausgangsmaterial Struktur IV zukam; fiir das Vor-
liegen eines Gemisches der beiden stereoisomeren Formen ergab
sich kein Anhaltspunkt.

Wiihrend die Umsetzung des «-Brom-f-methoxy-croton-
aldehyds mit Trimethylamin nicht in der gewiinschten Weise
verlief, konnte das mit Dimethylamin entstehende Reaktions-
produkt durch Vakuumdestillation fraktioniert werden; die
Ausheute an reinem «-Dimethylamino-g-methoxy-n-butyr-
aldehyd (VIIa) war allerdings bescheiden. Die Aldehydbase
addierte in Methanollosung sehr rasch Methyljodid, wobei ein
aus Alkohol umzukrystallisierendes Trimethyl-ammonium-
jodid (VIIIa) entstand. Zur Entmethylierung lieBen wir in
einer Zeisel-Apparatur kurze Zeit Jodwasserstoffsdure (1,7)
bei 120—125° einwirken, wobei der Verlauf der Reaktion durch
die AgJ-Abscheidung kontrolliert wurde. Aus dem Reaktions-
gemisch konnte nach Verdiinnen mit Wasser ein krystalli-
siertes Reineckat ausgefillt werden, das die entsprechend
Formel IXa zu erwartenden Analysenwerte gab.

H
R—CH—CH_CH B, ¢ oy on Lo

| | | |
OCH, Br A OCH, N(CH,),
IV (a, b) VII (av b)
H
oA
LY, S S, )Y

(l)CH, rlq(cns),J
VIII (a, b)
H
B, R CH—CH—C~0 ) R-=CH,—
o N©Hyg bjh = CH,—CH,—
IX (a, b)

Das Reineckat wurde nach J. Kapfhammer!) und
C. Bischoff in das Chlorid umgewandelt; dieses reduzierte

1) H. 191, 182 (1930).
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Fehlingsche Losung bereits bei gewohnlicher Temperatur,
gab jedoch keine typische Farbreaktion mit fuchsinschwefliger
Saure. Zur Charakterisierung wurde noch das Chloroaurat dar-
gestellt, das bei 116° unter Zers. schmolz und den richtigen
Goldgehalt zeigte.

Fir die entsprechende Synthese in der Pentan- Rethe
haben wir das bendtigte «,p-Pentenal hauptsichlich aus
2-Pentenol-1 dargestellt, das nach M. Bouis bzw. Ch. Pré-
vost!) gewonnen war, und nach R. Delaby und S. G. Al-
légre?) zum Aldehyd oxydiert wurde; nach den Methoden von
F. G. Fischer®) und K. Lowenberg, sowie von J. v. Braun?)
konnten keine giinstigeren Ausbeuten erzielt werden. Die
Reaktion mit Brom in Methanol entsprach vollig jener des
Crotonaldehyds. Da o,S-Pentenal sehr viel kostbarer ist,
haben wir davon abgesehen, die Struktur des «-Brom-g-mzth-
oxy-n-valeraldehyds (IVb) ebenso wie beim niedrigeren Homo-
logen genau zu beweisen; die beiden Bromaldehyde reizen zu
Trinen und sind auch in den tbrigen Eigenschaften vollig
analog. Der durch Umsetzung mit Dimethylamin in absolutem
Ather zu gewinnende a-Dimethylamino-g-methoxy-n-valer-
aldehyd (VIIb) addierte leicht Methyljodid, und das gebildete
quaternire Jodid (VIIIb) konnte ebenfalls durch Umkrystalli-
sieren gereinigt werden. Auch die Entmethylierung und die
Isolierung des Reaktionsproduktes (IXb) als Reineckat ent-
sprach vollig dem Modellversuch. Nach den Analysen des
Reineckats und des Chloroaurats (Schmelzp. 148° unter Zers.),
sowie dem guten Reduktionsvermdgen des Chlorids war auch
hier die Einwirkung des Jodwasserstoffs nicht zu weit ge-
gangen.

Die pharmakologische Priifung®) der synthetischen a-Amino-
p-oxy-aldehyde und ihrer Methyldther erfolgte nach der

1) A. ch. (10) 9, 407 (1928) und 10, 147 (1928).

2) Bl (4) 53, 38 (1933). 3) B. 64, 30 (1931); 66, 665 (1933).

%) B. 67, 269, 1736, 1762 (1934).

5) Fiir wertvolle Unterstiitzung und Hilfe sind wir Herrn Prof.
Dr. Bijlsma sowie den Herren Dr. le Heux und Dr. van Dorssen vom
Pharmakologischen Institut der Rijksuniversitit Utrecht sehr zu Dank
verpflichtet.
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Fiithnerschen Methode am isolierten Froschherz, wobei die in
unserer 1. Mitteilung genannten Versuchsbedingungen ein-
gehalten wurden.

Bei den Methylithern wurde beim Derivat des Butyl_"-
aldehyds auBer dem Jodid auch das durch Austausch mit
Silberchlorid dargestellte Chlorid getestet, um zu priifen, ob
das Jodion einen spezifischen EinfluB besa. Wegen der struk-
turellen Bezichungen haben wir zu Vergleichszwecken auch
Glucosamin-hydrochlorid auf Muscarinwirkung untersucht.

Die Auswertungen hatten folgendes Ergebnis:

H

=
CH;— CH—CH——C=0 5200 MWE pro g
I |
OCH; N(CH,),Cl
/H
CH;— CH—CH——C=0 3800 MWE pro g
l |
OCH; N(CHy)yJ
/
CHa—CH——-?H—C=O 8600 MWE pro g
|
OCH,; N(CH,),Cl
CH,—CH,—CH— CH——C=0 unwirksam

l |
OCH; N(CH,),J

H
CHS—CH,—CH—CH—(,/=O 4300 MWE pro g

l I
OH  N(CH,),Cl
Glucosamin-hydrochlorid 200 MWE pro g

Eine in einer Ampulle bewahrte Muscarinchlorid-Lisung
aus unserer ersten Arbeit ergab bei der neuerlichen Priifung
160000000 MWE pro g, die Wirksamkeit war also gegeniiber
dem urspriinglichen Wert (180—200 Millionen MWE pro g) nur
wenig zuriickgegangen. Im Vergleich zur Aktivitit des natiir-
lichen Muscarins sind demnach die bisher beschriebenen synthe-
tischen Produkte als praktisch wirkungslos zu bezeichnen?).

1) Bei der Auswertung der aus den Reineckaten gewonnenen
Chloride beobachteten wir mit héheren Konzentrationen haufig eine Zu-
nahme der Hubhéhe. Wir fanden keinen Anhaltspunkt dafiir, daB dies
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Auch wenn man beriicksichtigt, daB nur einer der Anti-
poden des racemischen Muscarins hoch wirksam sein diirfte,
miiBte die Aktivitit etwa 25000-mal gréBer sein, als gefunden
wurde.

Das negative Ergebnis konnte natiirlich sehr verschiedene
Ursachen haben. Die Maglichkeit, daB die Synthese physio-
logisch unwirksames , Epi-muscarin‘‘ geliefert hatte, wird
spiater an der Hand weiterer Versuche noch niher besprochen
werden. In diesem Stadium der Arbeit erhob sich in erster
Linie die Frage, ob die Struktur des Muscarins wirklich
Formel I entsprach, die wir fiir wahrscheinlicher gehalten
hatten als II mit , Isoserin-Stellung® der Substituenten.
Abgesehen von der miglichen Beziehung zu natiirlichen Oxy-
aminosiuren sprach vor allem die auffillige Alkalibestindigkeit
zugunsten eines Derivates des einfachen Betainaldehyds. Ein
sehr auffilliger Unterschied zwischen der natiirlichen Ver-
bindung und unseren synthetischen Stoffen ist bei der Probe
mit fuchsinschwefliger Siure festzustellen; wihrend Muscarin
hierbei ziemlich rasch eine sehr charakteristische Reaktion
gab, trat bei den synthetischen Verbindungen hochstens nach
lingerem Stehen eine Firbung auf. Zum Vergleich haben wir
die Farbreaktion beim quaterniren (Trimethyl)-ammonium-
jodid von «-Amino-butyraldehyd?) und bei «-Oxy-butyr-
aldehyd?®) untersucht. Wihrend letzterer mit fuchsinschwef-
liger Sdure die charakteristische Fiarbung gab, zeigte das Jodid
der quaterndren Aldehydbase keinerlei Reaktion. Wir sahen
uns daher veranlaft, nunmehr vor allem die Synthese der
strukturisomeren Verbindungen in Angriff zu nehmen.

durch Spuren von Bariumsalzen verursacht wurde; méglicherweise
handelt es sich um eine nicotinartige Wirkung, wie sie nach H. H. Dale
und A.J. Ewins [J. of Physiol. 48, XXIV (1924); Biochem. J. 8, 209
(1914); J. Pharm. exp. Ther. 6, 147 (1914)] allen quaterniren Ammonium-
basen eigen ist.

1) Vgl. FuBnote 5, S. 4.

?) a-Oxy-butyraldehyd wurde nach E.Dworzak u. J.Pierri
[M. 52, 141 (1929)] dargestellt, ferner aus Diathoxy-essigsiure-piperidid
und Athyl-magnesium-jodid, entsprechend der Synthese des Milchsiure-
aldehyds nach A. Wohl und M. Lange, B. 41, 3612 (1909).
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II. Synthese entsprechender - Aldehydbasen mit
»Iso-serin-Stellung* der Substituenten.
(Weg iiber o,p-Epoxyverbindungen.)

In der Einleitung zu den unter I beschriebenen Synthgsen
wurde bereits auf die Darstellung des a-Oxy-f-amino-propion-
aldehyd-acetals nach A. Wohl') und H. Schweitzer hin-
gewiesen, wobei offensichtlich ein Athylenoxyd als Zwischen-
produkt auftritt. In analoger Weise haben wir fiir den Modell-
versuch in der C,-Reihe unterchlorige Sdure an Crotonaldehyd-
dimethylacetal (Xa) addiert und das Chlorhydrin (XIa) in
Methanollosung unter Zusatz von Natriumjodid!) auf 100°
erhitzt. Die Reaktion verlief sichtlich ebenso wie die von
A. Wohl beschriebene Umsetzung; es konnte nur eine Acetal-
base isoliert werden, die in guter Ausbeute entstanden war.
R—CH=CH—CH(OCHy), ~2®» R_CH—CH—CH(OCH,),

|
X (a, b) OH 1

XI (a, b)
(CH,),NH
(CHMNE L [R—C\H-/CH-CH(OCH,),] —> R-CH——CH-CH(OCH,),
[
" N(CH,), OH
XII (a, b) XIII (a, b)
1. CH,J, 2. AgCl H 0
'3fncx—gc* R—CH——CH—C< a) R =CH,
| 0 b R=CH—CH,—
N(CH,),Cl OH
(XIV (a, b)

Um die Konstitution des Acetals XIIIa sicher zu stellen,
wurde es mit Salzsdure verseift, der Aldehyd mit Bromwasser
zur entsprechenden Carbonsiure oxydiert und diese mit Blei-
tetraacetat abgebaut. Acetal XIIIa gab mit Methyljodid ein
quaternires Jodid, das ebenso wie das entsprechende Chlorid
keine Neigung zur Krystallisation zeigte. Aus letzterem konnte
jedoch ein krystallisiertes Chloroaurat gewonnen werden : dieses
besaB den richtigen Goldgehalt. Aus dem quaterniiren Chlorid
des Acetals erhielten wir durch Behandlung mit kalter konz.

) A. Wohl und Mitarbeiter, B. 89, 1951 (1906) u. 40, 92 (1907).
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Salzsdure und Eindunsten im Vakuum iiber konz. H,SO, den
freien Aldehyd XIVa; dieser bildete einen hellgelben Sirup,
der Fehlingsche Losung bereits in der Kilte reduzierte. Die
Reaktion mit fuchsinschwefliger Sdure war zwar nicht so
intensiv als bei a-Oxy-butyraldehyd selbst; in ziemlich konz.
Losungen trat die Firbung jedoch recht rasch auf, nicht erst
nach langem Stehen wie bei IXa. Das Reineckat und auch
das Chloroaurat von XIVa konnte nur mikrokrystallin er-
halten werden; letzteres schmolz bei 195—196° unter Zers.,
also viel hoher als jenes von IXa. Die Analysen des Gold-
salzes stimmten vorziiglich mit den berechneten Werten
iberein.

Das fir die entsprechende Synthese in der Pentanreihe
bendtigte «,f-Pentenal-didthylacetal wurde analog der Vor-
schrift von F. G. Fischer?) und K. Lowenberg aus n-Valer-
aldehyd gewonnen. Die Addition der unterchlorigen Sdure
an das Acetal verlief duBerst langsam, wahrscheinlich wegen
seiner geringen Loslichkeit in Wasser. Aus diesem Grunde
lieB die Ausbeute an Chlorhydrin zu wiinschen {ibrig, auch
fanden wir durch die Zersetzung der unterchlorigen Séure
hiufig einen zu hohen Chlorgehalt. Beim Dimethylacetal
verlief die Addition erheblich rascher, aber doch noch viel
langsamer als beim Crotonaldehyd-dimethylacetal. Die Um-
setzung der Chlorhydrine mit methylalkoholischer Dimethyl-
aminlosung entsprach den Erwartungen. Zur Kontrolle haben
wir auch hier die Formel XIII entsprechende Sdure mit Blei-
tetraacetat abgebaut. Die weiteren Umsetzungen zu XIVb
verliefen ebenso wie bei den Derivaten des Butyraldehyds.
Auch die Aldehydreaktionen des Endprodukts waren analog;
wihrend das Reineckat wiederum mikrokrystallin ausfiel,
konnte jedoch das Chloroaurat micht deutlich krystallin er-
halten werden. Der Zersetzungspunkt war schwankend
(etwa 175—180°), dagegen fanden wir bei den verschiedenen
Priparaten stets den richtigen Goldgehalt.

Es schien wiinschenswert, die Aldehydbasen dieses Typs
auch ohne Verwendung der Acetale unmittelbar aus den

1) B. 64, 30 (1931); 66, 665 (1933).
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«, f-Epoxy-aldehyden darzustellen. Fir die Gewipnung der
letzteren sollte die nachstehende Reaktionsfolge dienen:

o
2 0H,—CH=CH—CC_

o, CHS—CH=CH—CH——CIIH—CH=CH—-CH,
|
XV OH OH

Lenzopersiure . ¢H,—CH—CH—CH—CH—CH—CH—CH,
s P S (S
XVI OH OH
H

FBOCOCHN . 9CH,—CH—CH—CS

xvir Mo/

Wihrend Dipropenylglycol XV nach dem Verfahren von
E. Charon?) leicht zuginglich ist, konnten nach der Benzo-
persidure-Oxydation nur sehr bescheidene Mengen an Ver-
bindung X VT isoliert werden. Herr P. J. van der Laan, der
sich in unserem Laboratorium mit der Ausarbeitung obigen
Weges beschiftigte, erzielte etwas bessere Ergebnisse, als die
Oxydation in einem Gemisch von Ather-Petrolither vor-
genommen wurde. Wegen der Flichtigkeit des 2.3-Epoxy-
butanals (XVII) erwies es sich fiir dessen Isolierung als giinstig,
die Glycolspaltung nicht in Benzol, sondern in Pentanlisung
vorzunehmen. Die erhaltene Verbindung war moglicherweise
nicht ganz rein; sie zeigte jedoch starkes Reduktionsvermogen
und gab mit einer REisessiglosung von Kaliumjodid Jod-
abscheidung. Diese Reaktion ist bekanntlich charakteristisch
fir Verbindungen, die einen Oxydoring in «,p-Stellung zu
einer Carbonyl- oder Carboxylgruppe besitzen?). In Anbetracht
der sparlichen Ausbeute an Verbindung XVII haben wir die
weiteren Umsetzungen mit Dimethylamin und mit Methyl-
jodid nur in einem orientierenden Versuch vorgenommen. Die
Analysenwerte des hierbei erhaltenen Reineckats entsprachen
in der Tat den fiir das Kation von XIVa erwarteten Werten.
In praparativer Hinsicht ist der zuerst beschriebene Weg iiber

(0]

1) Ann. chim. (7) 17, 217 (1899).
2) 8. Bodforss, Die Athylenoxyde, Stuttgart 1920, S. 56.



Uber Muscarin. 11. 13

die Chlorhydrine fiir die Darstellung der «-Oxy-f-amino-
Derivate bei weitem vorzuziehen.

Bei der pharmakologischen Priifung der synthetischen
Aldehydbasen von Abschnitt IT erhielten wir folgende Er-
gebnisse:

H
CH,—CH CH—C<0 6000 MWE pro g
|
N(CHy,Cl OH
H
m.—cm—cn——cn—c<o 1400 MWE pro g
N(CH,),Cl OH
H
CH,—CH,—CH c<0 75000 MWE pro g
|
N(CHy),J

Wie man sieht, waren auch die strukturisomeren Ver-
bindungen praktisch unwirksam, wihrend das zum Vergleich
untersuchte Jodid des ,,Athyl-betain-aldehyds* einige Akti-
vitat zeigte.

III. Einige neue Versuche mit natirlichem
Muscarin.

Nachdem die in den beiden vorstehenden Abschnitten
beschriebenen Versuche nicht zum gewiinschten Erfolg gefiihrt
hatten, standen verschiedene Erklirungsmoglichkeiten zur
Diskussion. So schien es denkbar, da8 die synthetischen Ver-
bindungen physiologisch inaktive Polymere') darstellten und
die geringfiigige Aktivitit auf Spuren der monomeren Form
(0,004 Proc.!) zuriickzufithren wéire. In Anbetracht des guten
Reduktionsvermogens der Pridparate durfte dies jedoch als
unwahrscheinlich gelten. Wie schon in der Einleitung betont
wurde, ist dagegen die Annahme, da8 eine der synthetischen
Verbindungen ein (racemisches) Epimeres des Muscarins ist,
durchaus plausibel. Man wei von vielen Wirkstoffen, da8
die physiologische Aktivitit durch scheinbar geringfiigige
stereochemische Unterschiede haufig tiefer beeinfluBt wird als

1) Vgl. die monomere und die trimere Form des Betain-aldehyd-
chlorids, R. Voet, Bl (4) 45, 1016 (1929).
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durch manche grobere Anderungen am Kohlenstoffskelett.
Fir die Fortsetzung der synthetischen Arbeit war €s _Sehr
erschwerend, daB die bisher bekannten chemischen Eigen-
schaften des Muscarins nach wie vor keine zuverlassige Ent-
scheidung erlaubten, ob die Substituenten in Serin- oder 1n
Isoserin-Stellung angeordnet sind. Es schien sehr Wﬁﬂs?hens‘
wert, diese Frage durch einige neue Versuche mit natirlichem
Muscarin zu kliren.

Wir haben daher neuerdings Muscarin isoliert, und_ZW_aT
kamen 100 kg frische Fliegenpilze zur Verwendung, die im
Herbst 1936 in der Provinz Utrecht gesammelt wurden. Die
Aufarbeitung erfolgte vollig entsprechend den friither gemachten
Erfahrungen; wir erhielten 125 mg Muscarin-Reineckat bzw.
50 mg des Chlorids. Das neue Priparat zeigte eine Aktivitat
von 160—170 Millionen MWE pro g, war also etwas schwécher
wirksam als jenes vom Jahre 1931; auch die Analysen wiesen
noch auf eine geringe Beimischung hin. Wir haben jedoch
davon abgesehen, die Ausbeute an dem kostbaren Material
durch weiteres Umkrystallisieren zu schmaélern, zumal der
Reinheitsgrad fiir die uns interessierenden Versuche ausreichend
schien, und wir tiberdies auch ein Chloroaurat darstellten, das
den richtigen Goldgehalt aufwies.

Eine Liicke bei der Ableitung der Konstitution des
Muscarins ist das Fehlen einer Molekulargewichtsbestimmung,
da die Zusammensetzung des Kations [CgH,40,N]* nur den
einfachsten Ausdruck fiir die Analysenergebnisse darstellt. An
und fiir sich erscheint ein quaternires Ammoniumchlorid fir
eine Molekulargewichtsbestimmung sehr ungeeignet. R. Voet?)
hat jedoch fir das Hydrochlorid des Betain-aldehyds in Ejs-
essig nach der kryoskopischen Methode sehr befriedigende
Werte erhalten; offensichtlich tritt also in Eisessiglosung keine
nennenswerte Dissoziation in Ionen auf. Nachdem wir mit
dieser Methode bei einigen Testsubstanzen ebenfalls brauchbare
Werte bekamen, wurde sie auch bei Muscarin-chlorid angewanqt.
Durch den hygroskopischen Charakter des Chlorids ung gje

Gefahr einer Verunreinigung durch Spuren anorganischer Sajze

1) BL [4] 45, 1016 (1929).
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bei der Darstellung aus dem Reineckat sind die Bestimmungen
nur als halbquantitativ zu werten, obschon wir uns bemiihten,
die Fehlerquellen nach Mdglichkeit einzuschrinken. Die
Genauigkeit war aber sicherlich geniigend groB, um zwischen
der monomeren Form (Mol.-Gew. 195,5) und einem Viel-
fachen — z. B. dem bei einem Aldehyd sehr in Betracht
kommenden Trimeren — zu entscheiden. Die gefundenen
Werte von 136 und 190 sprechen eindeutig zugunsten der ein-
fachen Formel. Hiermit ist zugleich der eventuelle Einwand
widerlegt, daB die Dioxy-valeriansdure beim Hofmannschen
Abbau aus irgendeinem strukturell viel komplizierteren Molekiil
entstanden sei.

Bei unserer fritheren Untersuchung war das Chloroaurat des
Muscarins nur herangezogen worden, um durch Bestimmung
des Goldgehaltes die von den Analysen der Reineckate ab-
geleitete Bruttoformel za kontrollieren. Nun war es uns auf-
gefallen, daB die Chloroaurate der synthetischen Oxy-betain-
aldehyde mit Serin-Stellung der Substituenten einen viel
niedrigeren Zersetzungspunkt aufwiesen als die Verbindungen
vom Isoserin-Typ:

H H
CH,—CH—CH——( CH,—CH—CHOH—
N No ’ C<o
H N(CH,),- AuC], N(CH,),- AuC],
Schmelzp. 116° Schmelzp. 195—196°
CH,—CH,—CH—CH——¢{ © CH,—CH,—CH_CHOM—¢{
e - JB o I ; ENR S IR
L] No | Xo
OH N(CH,),-AuCl, N(CH,), - AuCl,
Schmelzp. 148° Schmelzp. 175—180°

Wihrend die Schmelzpunkte der Chloroaurate von quater-
niaren Ammoniumbasen — auch bei Derivaten von Aminoalko-
holen und Aminosduren — etwa zwischen 180 und 250° ge-
funden werden, liegen jene der Chloroaurate von Betain-alde-
hyden anscheinend allgemein niedriger. So zeigte auch das neu
dargestellte, von der «-Amino-buttersiure abgeleitete Betain-

H
aldehyd- chloroaurat CHy - CH, - CH - [N(CHy)g - AuCl,] - C=0
einen Schmelzpunkt von 120°. Fiir das in glinzenden Blattchen
krystallisierende Chloroaurat des Muscarins fanden wir einen
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Schmelzpunkt von 115—117°, Das Derivat gehort also zu den
niedrig schmelzenden Chloroauraten; wir sehen hierin eine
wichtige neue Stiitze fiir die Annahme, da8 die Stellung der
Substituenten im Muscarin dem Serin-Typ entspricht. _

Es wurden noch verschiedene Versuche iiber Oxydation
der Reduktionsprodukte des Muscarins und der synthetlschep
Verbindungen mit Bleitetraacetat ausgefiihrt; ferner haben wir
letztere dem Hofmannschen Abbau unterworfen. Wir mochten
jedoch hier von einer Beschreibung der betreffenden Versuche
absehen, da diese noch in mancher Hingsicht erganzungs-
bediirftig sind.

Bereits in diesem Stadium der Untersuchung liegen Be-
trachtungen iiber die Konfiguration des Muscarins und seine
Beziehungen zu Threonin und Allo-threonin nahe. Es ist
jedoch zweckmiiBiger, diese Verhltnisse erst in einer folgenden
mit Herrn Dr. P. J. van der Laan ausgefithrten Arbeit zu
diskutieren.

Experimenteller Teil.
Versuche zu Abschnitt L.
o~ Brom-f-methoxy-butyraldehyd.

25 g Crotonaldehyd wurden in einer Mischung von 150 ccm
Methanol und 50 ccm Wasser gelost, die Losung in einer mit
Glasschliffen versehenen Apparatur auf etwas unter 0° ab-
gekiihlt und mit Hilfe eines Stickstoffstromes Bromdampf ein-
geleitet. Die Zufuhr wurde so geregelt, da die Reaktionslosung
nach etwa einer Stunde eine starke, nicht mehr von selbst ver-
schwindene Gelbfirbung zeigte. Der UberschuB an Brom
wurde durch einige Tropfen Crotonaldehyd weggenommen und
die Flissigkeit in 1 Liter gesittigte Kochsalzlosung gegeben;
das olige Reaktionsprodukt wurde in Ather aufgenommen
(4-mal 100 ccm), die Atherlosung mit NaHCOz-Losung aus-
geschiittelt, iber Na,SO, getrocknet und eventuell nach Ver-
einigung mit der entsprechenden Losung aus Parallelversuchen
zur Trockne gedampft.

Durchschnittlich wurden pro Ansatz 57 g Brom auf-
genommen. Wenn die Addition ldnger als 1 Stunde dauerte
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oder das Rohprodukt erst nach einiger Zeit aufgearbeitet
wurde, entstanden verhiltnisméiBig mehr Stoffe mit zu hohem
Bromgehalt, so daB zur Abtrennung des reinen «-Brom-4-meth-
oxyaldehyds héufiger fraktioniert werden mufBite. Anfanglich
haben wir von den bei der Destillation erhaltenen Fraktionen
jeweils Brom- und Methoxylgehalt bestimmt, um das an
Brommethoxyaldehyd reichste Destillat festzustellen. Die ver-
schiedenen Aufarbeitungen lieferten jedoch sehr gut iiber-
einstimmende Ergebnisse, so daB spiter nur mehr die End-
produkte analytisch kontrolliert werden muBten. Wir fanden
bei den niedrig sicdenden Anteilen stets den hdchsten Brom-
gehalt (Dibromide), wihrend der Nachlauf hauptsichlich aus
dem Acetal des Brommethoxyaldehyds bestand.

Beispiel fir eine Fraktionierung von 400 g Rohprodukt:

Siede- | Bad- | mm |g Ge-
temp. | temp. |Druck| wicht
a) Vorlauf bis 50° 80° 0,35 25
1. Destillation {b) Hauptfraktion || 50-60° 80° | 0,35 | 230
¢) Nachlauf 70-72° [ 100° 0,35 | 125
2. Destillation 8) Vorlauf bis47° [ 80° | 0,9
von 1b) b) Hauptfraktion || 47-52° 80° | 0,9 | 160
o {.) Vorlaaf | bis 56° | 90-100°| 18
(mit Fraki-Aufsatz)| P Hauptfraktion | 56-57° | 90-100° 18 | 100
S {a) Vorlsuf | bis56° | 1000 | 18
(mit Frakt.-Aufsatz) b) Hauptfraktion 56,5 100 1,8 60

Die Ausbeute an 4b) konnte durch weitere Fraktionierung des
Nachlaufs noch erhéht werden; wir haben die Destillation stets ab-
gebrochen, sobald Schlierenbildung bemerkbar wurde. Fraktion 4b),
welche zu Trénen reizt, zeigte starkes Reduktionsvermdgen und gab bei
den, von verschiedenen Aufarbeitungen stammenden Analysen!) be-
friedigende Werte:

4,962, 4,775, 4,757 mg Subst.: 5,985, 5,740, 5,705 mg CO,, 2,250,
2,120, 2,170 mg H,0. — 3,228, 3,296, 13,106 mg Subst. : 1,430, 1,466 mg Br,

1) Die Mehrzahl der Mikroanalysen wurden im Laboratorium von
Herrn Dr. Schoeller, Berlin, ausgefiihrt; vereinzelte Analysen stammen
von Herrn P. J. Hubers, Amsterdam.

Annalen der Chemle. 552.Band. 2
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13,870 mg AgBr. — 3,476, 4,281, 3,178 mg Subst.: 4,160, 5320,
3,840 mg Agd.

CH,0,Br (181) Ber. C 3315 H 4,97 Br 4420 OCH, 1713

Gef. ,, 32,90 ,, 504 ,, 44,31 , 16,78
, 3278 ,, 4,93 , 4414 , 16,39
, 3271 ,, 507 ,, 45056 ,» 1504.

Die etwas zu niedrigen Methoxylwerte, welche bei eigenen Be-
stimmungen ebenso wie bei Analysen von Dr. Schoeller erhalten wurden,
diirften durch die Fliichtigkeit des Brom-methoxy-aldehyds verursacht
sein.

Fiir den Konstitutionsbeweis wurden 5 g Brom-methoxy-
butyraldehyd mit einer Losung von 2,7 g K,Cr,0, und 2,5 ccm
konz. H,S0, in 25 ccm Wasser versetzt. Die Losung, welche
sich zunichst von selbst stark erwirmte, wurde dann 15 Minuten
gekocht und nach dem Abkiihlen mit Ather ausgeschiittelt.
Nach der iiblichen Aufarbeitung erhielten wir bei der
Destillation 1,3 g Vorlauf (unverinderter Aldehyd), hernach
0,9 g eines Produktes vom Siedep.14mm 115—120°, das beim
Abkiihlen krystallisierte. Nach Waschen mit Petroldther wurde
2-mal aus wenig Benzol umkrystallisiert. Schmelzp.?) 60°.

4,949 mg Subst.: 5,510 mg CO,, 2,060 mg H,0. — 3,61 mg Subst.:
1,289 mg Br, 0,010 mg Riickstand.

a-Brom-f#-methoxybuttersaure.

C,H,0,Br (197) Ber. C 3046 H 4,56 Br 40,61

Gef. ,, 3036 ,, 462 ,, 40,92.

Bei einem anderen Versuch wurde die Sdure durch Oxy-
dation mit der berechneten Menge KMnQ,-Losung gewonnen,
wobei sie in besserer Ausbeute entstand. Zur Abspaltung von
HBr haben wir 1 g a-Brom-f-methoxy-buttersdure mit einer
Losung von 2 g KOH in 12 ccm absolutem Alkohol 6 Stunden
auf 110° erhitzt. Hierauf wurde im Vakuum eingedampft, der
feste Riickstand in Wasser aufgenommen, die Lésung mit
Tierkohle entfirbt, nach Abkithlen mit 4 n-H,SO, angesiuert
und rasch ausgedthert. Nach der iblichen Aufarbeitung er-
hielten wir 272 mg eines Krystallisats vom Schmelzp. 128 50
ubereinstimmend mit jenem der B-Methoxy-crotonsiure. Zm"

Identifizierung wurden 220 mg der’ erhaltenen Siure mit

1) Die Schmelzpunkte der Arbeit sind nicht korrigiert.
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10 cem 2 n-H,SO, auf 100° erhitzt und nach Beendigung der
CO,-Abspaltung etwa 1 ccm Fliissigkeit tberdestilliert. Aus
dem Destillat erhielten wir mit Dinitro-phenylhydrazin
ein Krystallisat, das nach Schmelzpunkt (124—125% und
Mischschmelzpunkt mit Aceton-dinitro-phenylhydrazon iden-
tisch war.

o- Divmethyl-amino- f-methoxy-n-butyraldehyd.

In einen mit Tropftrichter und CaCl,-Rohr versehenen
Erlenmeyer-Kolben wurden 30 g einer 33-proc. Lésung von
Dimethylamin in Ather gebracht und nach Abkiihlen auf —15°
tropfenweise eine Lisung von 15 g a-Brom-f-methoxy-n-butyr-
aldehyd in 15 ccm Ather zugefiigt. Es entstand alsbald ein
Niederschlag von Dimethylamin-hydrobromid. Der Kolben
wurde dann gut verschlossen 2—3 Tage im Kiihlschrank auf-
bewahrt. Hernach haben wir die hellgelbe Losung abdekantiert,
den Riickstand mit Ather ausgewaschen und die vereinigten
Atherlosungen zur Trockne gedampft. Das zuriickbleibende
gelbbraune Ol wurde unter Kiihlung mit 6 n-HCl angesiuert
und zur Entfernung nicht basischer Begleitstoffe mehrmals mit
Ather ausgeschiittelt. Hierauf haben wir die Lisung durch
Zugabe von festem K,COj (ebenfalls unter Kiihlung) alkalisch
gemacht und 5-mal mit Ather ausgezogen. Dieser Extrakt
lieferte nach der iblichen Aufarbeitung und der Vakuum-
destillation 5,4 g einer gelben Fliissigkeit vom Siedep. 33—38°
(bei 0,5 mm). Da das Produkt noch eine schwach positive
Beilstein-Reaktion gab, wurde es noch einmal wie vorhin in
saurer und K,COj-alkalischer Losung fraktioniert. Die Destil-
lation lieferte dann ein bromfreies Produkt (Siedep. 34—35°
bei 0,6 mm), das stark reduzierte und einen betdubenden
Geruch besa. Der Methoxylwert wurde auch hier zu niedrig
gefunden, wéihrend die ibrigen Werte auf die richtige Zu-
sammensetzung weisen.

4,776 mg Subst.: 10,000 mg CO,, 4,400 mg H,0. — 3,666 mg
Subst. : 0,303 ccm N, (21,56% 761 mm). — 3,927 mg Subst.: 5,195 mg AgJ.

C,H,O,N (1451) Ber. C 57,93 H 1034 N 9,66 OCH, 21,38
Gef. ,, 57,62 ,, 1024 , 986 , 17,45.
; 9*
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Quaternires (Trimethyl-Jammoniumjodid von o-Amino-f-meth-
oxy-n-butyraldehyd.

0,5 g a-Dimethylamino-A-methoxy-n-butyraldehyd wurden
in 2 cem absolutem Methanol gelést und 5 cem Methyljodid
zugefiigt. Nachdem sich die Losung von selbst erwarmt hatte,
wurde auf dem Wasserbad kurz zum Sieden erhitzt und dann
mit Ather gefillt. Das farblose Reaktionsprodukt (0,844 g
vom Schmelzp. 160°) lieferte beim Umkrystallisieren aus
Alkohol Prismen vom Schmelzp. 160—161°. Das Salz redu-
zierte Fehlingsche Losung, gab jedoch mit fuchsinschwefliger
Siure keine oder erst nach lingerer Zeit eine geringfiigige
Farbung.

5,400 mg Subst.: 6,600 mg CO,, 3,000 mg H,0, 0,008 mg Riickst.
— 3,128 mg Subst.: 0,125 cem N, (22°, 766 mm). — 11,302 mg Subst.:
9,276 mg AgJ.

CH,O.NJ (287,]) Ber. C3345 [H 627 N 488 J 44,36
Gef. ,, 33,38 ,, 618 , 488 ,, 4495,

Quaterniires (Trimethyl—)amnwniumohhfz’d von o-Amano-f-meth-
ozy-n-butyraldehyd.

200 mg des Jodids wurden in 5 ccm absolutem Alkohol
gelost und mit 100 mg frisch dargestelltem AgCl 2 Stunden
geschiittelt. Nach Abfiltrieren des gelben Silberhalogenids
(169 mg) wurde die alkoholische Lésung stark eingeengt, mit
50 cem absolutem Ather versetzt und mehrere Stunden im
Kiihlschrank aufbewahrt. Das abgeschiedene quaternire
Ammoniumechlorid krystallisiert in Nadeln vom Schmelzp. 130°
(nach Sintern bei 125°; diese sind sehr hygroskopisch. Das
zundchst olige Chloroaurat wurde rasch krystallin; nach
Umkrystallisieren aus Wasser zeigte es einen Schmelzpunkt
von 79—80°.

1,208, 3,022 mg Subst.: 0,483, 1,195 mg Au.

C,H,,0,NCl,Au (499,2) Ber. Au 39,50
Gef. ,, 39,98, 39,54.

Salze der quaterndren (Trimethyl-)ammonsumbase von o-Amino-
B-oxy-n-butyraldehyd.

3 .a.) Renmlca,t 100 mg des quaterniren Ammoniumjodids wurden
in einer Mikro-Zeisel-Apparatur mit 1,6 cem HJ (Merck, s — 1,7) lang-
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sam auf 120° (Badtemp.) erwrmt. Nachdem sich die alkoholische AgNO,-
Losung zu triiben begann, wurde die Temperatur 15 Minuten auf 125°
gehalten, wonach sich die iiber der Fallung befindliche Fliissigkeit gerade
wieder geklart hatte. Der AgJ-Niederschlag wog 756 mg (theor. 82 mg),
so daB die Entmethylierung also zu etwa 90 Proc. abgelaufen war. Die
etwas dunkler gewordene, aber klare HJ-Losung wurde nach Abkiiblen
mit 5com Wasser verdiinnt und mit Reinecke-Salz!) (1,6 g in 50 ccm
Wasser) gefillt. Das gut durchkrystallisierte Reineckat (160 mg, theor.
162 mg) wurde in wenig Aceton geldst und bis zur beginnenden Krystalli-
sation mit Wasser versetzt; bei langsamer Krystallisation (mit wenig
Wasser) entstanden Rauten, bei rascher (mit viel Wasser) dagegen lange
Nadeln.

Analysen (von drei verschiedenen Praparaten):

5,076, 5,002, 5,389 mg Subst.: 5,200, 5,100, 5,480 mg CO,, 2,190,
2,090, 2,220 mg H,0 und 0,841, 0,848 mg Riickstand (Cr,Q,), 3,025,
2,973, 2,923 mg Subst.: 0,647, 0,519, 0,617 com N, (25, 22, 24°, 757,
765, 765 mm).

CyH;0,N,S,Cr (464,5) Ber. C 28,45 H 4,74 N 21,12 Cr 11,21
Gef. ,, 27,94 ,, 4,97 ,, 2063 ,, 11,33
» 27,87 ,, 4,64 ,, 20,33 ,, 11,60

” 27:73 » 4158 ’ 20,43.

b) Chloroaurat. Das Reineckat (300 mg) setzten wir entsprechend
dem Verfahren von J. Kapfhammer?) und C. Bischoff in das Chlorid
um, indem zunéchst zu seiner Losung in 20 com Aceton-Wasser (1:1)
20 com Ag,80,-Losung (6g pro Liter) zugesetzt wurden. Nach Ab-
filtrieren und Auswaschen des Silber-Reineckats gaben wir zum Filtrat
8,98 ccom BaCl,-Losung (2,663 g BaCl,.2H,0 pro 250 ccm), entfernten
BaS0, mit Hilfe eines Asbestfilters und dampften das Filtrat bei 45° i. V.
ein. Der Riickstand wurde in Alkohol aufgenommen und die Losung
nach Filtrieren neuerdings abgedampft. Das zuriickbleibende 01 wurde
beim Aufbewahren im Kiihlschrank teilweise krystallin, die Krystalle
waren jedoch sehr hygroskopisch. Hinsichtlich der Reaktionen mit
Fehlingscher Losung und mit fuchsinschwefliger Saure verhielt sich das
Chlorid ebenso wie das oben beschriebene Jodid des Methoxy-aldehyds.

20 mg des Chlorids wurden in 0,5 ccm Wasser gelost und eine
30-proc. AuCl,-Losung zugesetzt. Das Chloroaurat krystallisierte in un-
scharf begrenzten Blattchen vom Schmelzp. 116° (unter Zers.).

2,155, 3,106 mg Subst.: 0,884, 1,286 mg Au.
C,H,,0,NCLAu (485,2) Ber. Au 40,62 Gef. Au 41,02, 41,01+

1) Dargestellt nach H. 189, 8 (1930).
2) H. 191, 182 (1930).
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a- Brom-B-methozy-n-valeraldehyd.

20 g «,p-Pentenal’) wurden in 70 ccm Methanol gelost,
30 com Wasser zugesetzt und unter Kihlung auf —2° im
Laufe von 15 Minuten 26 g Bromdampf eingeleitet, wie beim
niedrigen Homologen niher beschrieben worden ist. Nach
EingieBen in gesittigte Kochsalzlosung wurde 3-mal mit Ather
ausgezogen, die Losung mit NaHCOsLosung ausgeschiittelt
und dann iiber Na,SO, getrocknet.

Siede- | Bad- | mm | g Ge-
temp. | temp. | Druck wwht
i 8) Vorlauf bis 70° | 110° | 1,5
1. Destillation | y) Hguptfraktion | 70-75° | 110° | 15 | 19,4
2. Destillation a) Vorlauf bis 65° | 90° | 1,2
von 1b) b) Hauptfraktion 65-68° | 90° | 1,2 10,4
3. Destillation a) Vorlauf bis 58° | 80° | 1,8
von 2b b) Hauptfraktion 58-60° | 80°| 1,8 7
4. Destillation { a) Vorlauf bis 58° 80° | 0,85
von 3b) b) Hauptfraktion 58-60 ° 80° | 0,85 5

Wie wir auch bei Wiederholungen beobachteten, farbte sich Frak-
tion 1b) ziemlich rasch blau. Bei der weiteren Fraktionierung wurde
diese Blaufarbung weniger ausgepragt, aber erst Fraktion 4b) blieb auch
bei langerem Stehen farblos.

Analysen (Praparate von verschiedenen Aufarbeitungen).

4,972, 4,690 mg Subst.: 6,650, 6,310 mg CO,, 2,480, 2,300 mg H,O.
— 18,491, 10,764 mg Subst.: 18,095, 10,320 mg AgBr. — 2,949 mg
Subst.: 3,115 mg Agd.

CH,,0,Br (1950) Ber. C 3692 H 564 Br 41,03 OCH, 15,04
Gef. ,, 3648 ,, 554 , 4164 , 1395
»” 36)69 »” 5145 ’” 40,80.

a-Dimethylamino-B-methozy-n-valeraldehyd.

In gleicher Weise wie fiir das Derivat des Butyraldehyds
beschrieben ist, wurden 5 g «-Brom-f-methoxy-n-valeraldehyd
in 5 ccm Ather gelost und unter Eiskiihlung tropfenweise zu
15 g einer 33-proc. Losung von Dimethylamin in Ather gefiigt.
Das Reaktionsgemisch, in welchem sich alsbald ein farbloser

1) Vgl. FuBnoten 1 und 2, S. 7.
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Niederschlag bildete, wurde 24 Stunden im Kiihlschrank auf-
bewahrt und dann die Losung abdekantiert und der Boden-
korper mit Ather nachgewaschen. Die Atherlosung haben wir
eingedampft, den Riickstand unter Kihlung in Salzsdure auf-
genommen und die Losung mit Ather ausgeschiittelt. Hierauf
wurde mit K,CO, alkalisch gemacht und wiederam mit Ather
extrahiert. Bei der iiblichen Aufarbeitung erhielten wir
0,9 g Aldehydbase vom Siedep. 40—42° bei 0,4 mm. Dieses
Produkt war stets noch etwas bromhaltig; wir haben jedoch
in dieser Stufe auf eine weitere Reinigung verzichtet, da diese
ohne besondere Verluste durch Umkrystallisieren des quater-
niren Ammoniumjodids zu erreichen war.

Quaterndres (Trimethyl-)ammoniumjodid von o-Amino-f-meth-
ozy-n-valeraldehyd.

0,9g des Dimethylamino-aldehyds wurden in 2 ccm
Methanol gelést und 3 ccm Methyljodid zugesetzt. Das
Reaktionsgemisch haben wir ebenso behandelt, wie beim
niedrigen Homologen beschrieben ist. Das gelbe Rohprodukt
(09g vom Schmelzp. 115°) wurde mit 3 ccm absolutem
Alkohol bei 0° geschiittelt; hierauf konnten 0,62 g eines farb-
losen Produktes vom Schmelzp. 160—165° abfiltriert werden,
wihrend sich aus der gelben Mutterlauge durch Zusatz von
Ather nur eine olige Fallung abschied, die schwierig zur
Krystallisation zu bringen war. Die farblose Hauptfraktion
wurde mit 4 ccm absolutem Alkohol erwdrmt und vom Un-
gelosten abfiltriert. Aus der Losung krystallisierten 300 mg
des Jodids aus, die noch 3-mal aus Alkohol umkrystallisiert
wurden. Ausbeute 130 mg vom Schmelzp. 186—187° (unter
Zers.). Bei langsamem Auskrystallisieren erschienen gut aus-
gebildete Rauten. Fehlingsche Losung wurdereduziert, dagegen
gab fuchsinschweflige Saure keine einwandfreie Farbreaktion.

4,798 mg Subst.: 6,305 mg CO,, 2,850 mg H,0. — 3,618, 3,385 mg
Subst.: 0,138, 0,128 com N, (25, 23°, 760, 762 mm). — 7,687, 8,710 mg
Subst.: 5,955, 6,880 mg AgdJ.
C,H,O,NJ (301,1) Ber. C 3588 |H 664 N4656 J 42,18

Gef. ,, 35,84 ,» 6,60 » 4,37 ,» 41,87
» 4v37 ” 42;70'
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Salze der quaterniven (Trimethyl-)ammoniumbase von a-Amino-
B-oxy-n-valeraldehyd.

a) Reineckat. 50 mg des quaterniren Jodids wurden, wie beim
Derivat des Butyraldehyds beschrieben, im Mikro-Zeisel-Apparat 15 Mi-
nuten mit 1,6 com HJ (1,7) auf 126° erwarmt. Theoretisch waren 39 mg
AgJ zu erwarten; gefunden wurden 33 mg, die Entmethylierung hatte
also zu 84 Proc. stattgefunden. Das Reaktionsgemisch wurde mit Wasser
verdiinnt und mit einem UberschuB an Reinecke-salz gefallt. Der Nieder-
schlag (68 mg, theor. 80 mg) bestand aus Prismen und unvollstandig aus-
gebildeten Rauten. Nach Umkrystallisieren aus Aceton-Wasser erhielten
wir (mit viel Wasser) wiederum Nadelchen, bei langsamer Krystallisation
(mehr Aceton) dagegen ausschlieBlich Rauten.

4,071, 5,185 mg Subst.: 4,555, 5,750 mg CO,, 1,880, 2,420 mg
H,0, 0,643, 0,836 mg Riickstand (Cry0;). — 2,953, 3,242 mg Subst.:
0,499, 0,562 cem N, (21, 25° 770, 763 mm).

C,,H,,0,N,S,Cr (478,5) Ber. C 30,13 H 5,02 N 20,50 Cr 10,88
Gef. ,, 30,62 ,, 5,13 ,, 19,88 ,, 10,81
» 30,24 ,, 5,18 ,, 19,93 ,, 11,03.

b) Chloroaurat. 22 mg Reineckat wurden in 2 cem Aceton-Wasser
(1:1) gelést und 1,3 cem Ag,SO,-Losung zugefiigt. Nach Entfernung
des Silber-Reineckats wurden 0,68 cem BaCl,-Losung (vgl. oben) zugesetzt
und BaSQ, abfiltriert. Den nach Eindampfen des Filtrats erhaltenen
Riickstand haben wir in 1 ccm Wasser aufgenommen und langsam 30-proc.
AuCl,-Losung zugegeben. Das Chloroaurat schied sich rasch in glanzenden
Blattchen aus. Schmelzpunkt nach dem Trocknen 148° (unter Zers.).

2,288, 2,293 mg Subst.: 0,918, 0,919 mg Au.

C,H,,0,NCl,Au (499,2)  Ber. Au 39,50 Gef. Au 40,12, 40,08.

Versuche zu Abschnitt II.
a-Chlor-f-oxy-n-valeriansiure.

Zu einer eisgekiihlten Losung von 10 g «, f- Pentensdure?)
in 500 ccm Wasser wurde unter Riihren tropfenweise etwas
mehr als die berechnete Menge unterchloriger Siure?) gegeben.
Bei der iblichen Anfarbeitung erhielten wir etwa 9 g der
Chlor-oxy-valeriansdure als viscose Fliissigkeit (Siedep.139°
bei 3 mm), die beim Aufbewahren erstarrt. Schmelzpunkt
nach Umkrystallisieren aus Benzol 66°.

1) Dargestellt nach K. von Auwers, A. 482, 63 (1923).
2) Dargestellt nach A. Wohl, B. 40, 92 (1907).
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4,730 mg Subst.: 6,770 mg CO,, 2,420 mg H,O.
C,H,0,Cl (162,5) Ber. C 39,3¢ H 5,90
Gef. ,, 39,03 , 6,73.

Athylester. 20 g a-Chlor-f-oxy-n-valeriansaure wurden in 100 ccm
absolutem Alkohol gelést und nach Zusatz von 8cem konz. H,SO,
5 Stunden gekocht. Die iibliche Aufarbeitung lieferte 20 g Ester vom
Siedep. 92° bei 2 mm.

0,1684, 0,1235 g Subst.: 0,1368, 0,1003 g AgCl.

C,H,,0,Cl (180,6) Ber. Cl 19,67 Gef. Cl 20,10, 20,09.

Acetylierung der Sdure. 7g «-Chlor-f-oxy-n-valeriansaure wurde
unter Zusatz einiger Tropfen konz. H,80, mit 12 g Essigsiure-anhydrid
einige Minuten erwarmt; nach AusgieBen in Wasser, Ausithern usw.
erhielten wir die acetylierte Saure, die unter Zusatz von Tierkohle aus
Alkohol umkrystallisiert wurde. Farblose Krystalle vom Schmelzp. 99°.

4,774 mg Subst.: 7,610 mg CO,, 2,530 mg H,0. — 3,284 mg Subst.:
0,602 mg Cl.

C,H,,0,Cl (194,5) Ber. C 43,19 H 566 Cl 18,25

Gef. ,, 43,48 »» 5,89 ,» 18,34.

Die Umsetzungen von «-Chlor-g-oxy-n-valeriansiure, des Athyl-
esters sowie der betreffenden Acetylderivate mit Trimethylamin fiihrten
nicht zu einheitlichen Produkten.

Natriumsalz der «,f-Epoxy-n-valeriansiure.

15 g Natrium wurden in 200 ccm Alkohol geldst, 20 ccm
Wasser zugefiigt und diese Losung zu 25 g «-Chlor-g-oxy-n-
valeriansdure in 100 ccm Alkohol gegeben. Es bildete sich ein
gelblicher Niederschlag, der nach 12 Stunden abfiltriert wurde.
Der Bodenkoérper bestand aus zwei Schichten; die obere
(hauptsichlich Kochsalz) wurde entfernt. Die untere Schicht
wurde aus verdiinntem Alkohol (100 ccm Alkohol, 1,5 ccm H,0)
umkrystallisiert, bis das Produkt chlorfrei war.

Na-Bestimmung nach Pregl:

3,849, 6,732 mg Subst.: 2,020, 3,467 mg Na,SO,.

C;H,0,Na (138,1) Ber. Na 16,67 Gef. Na 16,99, 16,68 .

a-Ozy-B-dimethylamino-n-valeriansiure.

a) Aus o-Chlor-p-oxzy-n-valeriansiure. Hiervon wurden
10 g mit 40 g einer 33-proc. benzolischen Dimethylaminlosung
im EinschluBrohr 12 Stunden in einem Wasserbad erhitzt.
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Nach Entfernung des ausgeschiedenen Dimethylamin-hydro-
chlorids haben wir die gelbe Benzollosung i. V. eingedampft;
der zuriickbleibende braune Sirup kam nach Kratzen zur
Krystallisation. Durch zweimaliges Anreiben mit Aceton und
Absaugen konnte ein beinahe farbloses Produkt erhalten
werden, das hiernach einige Male aus Alkohol umkrystallisiert
wurde. Bei langsamer Krystallisation entstehen Rauten vom
Schmelzp. 200° (unter Zers.). Die Ausbeute (2,3 g) konnte bei
der Wiederholung des Versuchs durch 1%/,-tigiges Erhitzen
fast verdoppelt werden.

5,348 mg Subst.: 10,240 mg CO,, 4,630 mg H,0. — 3,653 mg
Subst.: 0,273 com N, (21°, 759 mm).

CH,O,N (161,1) Ber. C 5217 H 932 N 869
Gef. ,, 51,80 , 935 ,, 867.

b) Aus «,f-Epozy-n-valeriansiure. 3 g des Natriumsalzes
dieser Sdure wurden in 15 g einer 33-proc. wiBrigen Dimethyl-
aminlosung geldst und 20 Stunden im EinschluBrohr auf 100°
erhitzt. Zur Entfernung des iiberschiissigen Amins haben wir
nach dem ersten Eindampfen noch zweimal Wasser zugefiigt
und wiederum abgedampft. Es eribrigt sich, die weitere Auf-
arbeitung (Behandlung mit verdiinnter Salzsiure, Fillung mit
Alkohol zur Entfernung von Kochsalz usw.) genauer zu be-
schreiben, da sie bei einer Wiederholung wohl verbessert
werden konnte. Wir erhielten schlieBlich o-Oxy-p-dimethyl-
amino-n-valeriansdure vom Schmelzp. 199—200°; das Pri-
parat gab mit dem nach a) dargestellten keine Schmelzpunkts-
erniedrigung.

o-Dimethylamino-n-butyraldehyd.

5g «-Oxy-f-dimethylamino-n-valeriansiure wurden in
25 ccm Eisessig gelost, leicht erwdrmt und unter AusschlufB
von Feuchtigkeit im Laufe von 30 Minuten bei gleichzeitigem
Durchleiten von CO, allméhlich 13,75 g Blei-tetra-acetat zy-
gefiigt. Hierauf wurde unter guter Kiihlung mit Natronlauge
alkalisch gemacht und rasch 4-mal mit Ather ausgeschiittelt,
Der nach Trocknen iiber NasSO, und Abdampfen erhaltene
Ruckstand gab bei der Destillation 1 g einer farblosen,
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betiubend riechenden Flissigkeit vom Siedep. 44—45° (bei
18 mm), die Fehlingsche Losung stark reduzierte.

4,993 mg Subst.: 11,335 mg CO,, 4,980 mg H,0. — 2,591 mg Subst.:
0,277 com N, (24,5°, 755 mm).

CH,ON (1151) Ber. C 6261 H 11,30 N 12,17
Gef. C 61,91 , 1108 , 12,18.

Quaterndres (Trimethyl)-ammoniumjodid von o-Amino-n-butyr-
aldehyd.

0,28 g a-Dimethylamino-n-butyraldehyd wurden in 2 ccm
Methanol geldst und 1 ccm Methyljodid zugefiigt. Nach der
Selbsterwiirmung des Reaktionsgemischs wurde kurz auf-
gekocht, abgekilhlt und mit absolutem Ather gefallt. Der
Niederschlag (0,552 g vom Schmelzp. 184° unter Zers.) lieB
sich sehr gut aus absolutem Alkohol umkrystallisieren, in dem
er viel weniger 16slich ist als die entsprechenden quaterniren
Jodide mit einer Methoxylgruppe. Schmelzp. 185—186°.
Fehlingsche Losung wurde erst beim Erwérmen gut redu-
ziert; fuchsinschweflige Siure gab auch nach 2-téigigem Stehen
keine Farbreaktion.

4,032 mg Subst. : 4,850 mg CO,, 2,280 mg H,0. — 3,704 mg Subst.:
0,178 om N, (25° 761 mm). — 4,089 mg Subst.: 3,700 mg AgJ.

C,H,,ONJ (257,1) Ber. C 32,68 H 6,22 N 5,46 J 49,42
Gef. ,, 32,81 » 6,36 ,» 5,61 »» 50,10.

Crotonaldehyd-dimethylacetal.

Zur Darstellung des Dimethylacetals folgten wir der Vor-
schrift von A. Wohl') und F. Frank fiir das Didthylacetal.
Das als Zwischenprodukt auftretende Chlorbutyraldehyd-di-
methylacetal hatte einen Siedepunkt von 61—63° bei 24 mm.
Die Abspaltung von HCl mit gepulvertem KOH lieferte ein
Reaktionsprodukt, das wegen des groflen Siedetrajekts wieder-
holt fraktioniert werden muBte. Aus 100 g Crotonaldehyd
erhielten wir 20g Dimethylacetal vom Siedep. 116—119°
(Hauptanteil 118°).

1) B. 85, 1906 (1902).
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a-Chlor-f-oxy-n-butyraldehyd-dimethylacetal.

20 g Crotonaldehyd-dimethylacetal wurden in 20 ccm
Wasser suspendiert und unter Eiskiihlung unterchlorige Séure
(s. oben) in geringem UberschuB zugefiigt. Letzterer wurde
nach der rasch verlaufenden Addition mit Bisulfitlosung weg-
genommen. Das Reaktionsgemisch haben wir dann nach
Sittigung mit K,CO, (Gelbfirbung) ausgeithert, die farblose
Atherlosung tiber Na,SO, getrocknet und den Riickstand
2-mal destilliert. Ausbeute 15 g farbloses Ol vom Siedep. 78°
bei 0,6 mm.

5,133 mg Subst.: 7,920 mg CO,, 3,450 mg H,0. — 17,726 mg Subst.:
15,630 mg AgCl.

C.H,,0,Cl (168,6) Ber. C 4273 H 7,72 Cl 21,07

Gef. ,, 42,08 s 1,47 . 21,67.

Die Differer... 1 der Analysenwerte diirften auf eine Verunreinigung
durch das Dichlor: rivat zuriickzufiihren sein.

a-Ozxy-f-dimethylamino-n-butyraldehyd-dvmethyl-acetal.

a-Chlor-B-oxy-n-butyraldehyd-dimethyl-acetal wurde in
Portionen von 5 ¢ mit 5 g NaJ und 40 ccm 33-proc. methyl-
alkoholischer Dimethylaminlisung in EinschluBrohren 2 Tage
auf 100° erhitzt. Nach Absaugen des Bodenkorpers wurde
die braungefirbte Losung i. V. eingedampft, das zuriick-
bleibende Ol mit 6 n-HCI unter Kiihlung genau neutralisiert
und zur Entfernung nichtbasischer Begleitstoffe ausgedthert.
Hierauf machten wir mit konz. Lauge alkalisch und séttigten
mit K,CO,, wobei 2 Schichten entstanden. Die obere Schicht
wurde mit Ather aufgenommen und diese Lisung iiber Na,SO,
getrocknet. Bei der Destillation (0,5 mm) ging ein farbloses
Ol vom konstanten Siedep. 80° iiber. Ausbeute 3 g pro Ansatz.
Die Verbindung erstarrte beim Abkiihlen, Schmelzpunkt un-
gefihr 30°.

5,398 mg Subst.: 10,5685 mg CO,, 5,180 mg H,0. — 3,652 mg
Subst.: 0,263 cem N, (22°, 762 mm).

CH,,O,N (177,2) Ber. C 54,24 H 10,73 N 17,91
Gef. ,, 5348 ,, 10,67 ,, 8,36.

Um zu priifen, ob es sich in der Tat um ein «-Oxyderivat handelt,
wurde eine Probe des Acetals mit konz. Salzsaure verseift, der freie
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Aldehyd mit Bromwasser zur Saure oxydiert und diese in Eisessiglosung
mit Blei-tetra-acetat behandelt. Wie erwartet, reduzierte das Reaktions-
produkt Fehlingsche Losung.

Quaterndres ( Trimethyl)-ammonium-chlorid von o«-Ozy-f-amino-
n-butyraldehyd-dimethylacetal.

1 g «-Oxy-p-dimethylamino-n-butyraldehyd-dimethylace-
tal wurde in 2 ccm Methanol gelost und dann 4 cem Methyl-
jodid zugefiigt. Die wie in den analogen Féllen vorgenommene
Aufarbeitung fiihrte bei der Fillung mit Ather nur zu einem
oligen Produkt. Dieses wurde zur Umwandlung in das Chlorid
in 25 cem Methanol gelost und 2 Stunden mit Silberchlorid
(aus 2 g AgNO,) geschiittelt. Nach Filtrieren und Abdampfen
blieb ein fast farbloser Sirup zuriick. Das Chlorid lieferte ein
zunichst oliges Chloroaurat, das jedoch rasch krystallin wurde.
Der Schmelzpunkt von 90° war nach dem Umkrystallisieren
nicht verdndert.

3,210, 2,816 mg Subst.: 1,193, 1,046 mg Au.

C,H,,0,NCl,Au (531,2) Ber. Au 37,10
Gef. ,, 37,17, 37,15.

Quaterndres (Trimethyl)-ammoniumchlorid von a-Ozy-f-amino-
n-butyraldehyd.

500 mg des quaterniren Ammoniumchlorids des Acetals
wurden in 5cem gekiihlter konz. Salzsdure gelost. Nach
3 Stunden haben wir die gelbbraune Losung mit Wasser ver-
diinnt, mit Tierkohle behandelt und i. V. iiber konz. H,SO,
eingedampft. Der zuriickbleibende hellgelbe Sirup reduzierte
Fehlingsche Losung und gab mit fuchsinschwefliger Sédure
ziemlich rasch eine, wenn auch nicht intensive, Violettfarbung.
Das aus dem Chlorid erhaltene Chloroaurat war sehr fein-
kornig und lieB sich nicht gut umkrystallisieren. Schmelz-
punkt 195—196°.

4,716 mg Subst.: 3,020 mg CO,, 1,440 mg H,Q. — 1,904 mg Au. —
2,913 mg Subst.: 0,077 mg N, (22° 757 mm).

C,H;;0,NCl,Au (485,2) Ber. C 17,32 H 330 N 2,89 Au 40,62
Gef. ,, 1746 ,, 3,39 ,, 3,05 , 4037.
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a, B- Pentenal-dimethylacetal und -diithylacetal.

Das Dimethylacetal wurde ebenso wie das Diathylacetal') aus dex.n
entsprechenden o-Bromderivat durch HBr-Abspaltung gewonnen. Die
Siedepunkte waren:

a-Brom-n-valeraldehyd-dimethylacetal . . . . . 94° bei 30 mm
«-Brom-n-valeraldehyd-didthylacetal . . . . . . 97° bei 23 mm
a, -Pentenal-dimethylacetal. . . . . . . . . . 68° bei 45 mm
o, f-Pentenal-didthylacetal . . . . . . . . .. 62° bei 16 mm

a-Chlor-B-ozy-n-valeraldehyd-dimethylacetal und -diithylacetal.

Die Ausfithrung der Reaktion entsprach jener beim Acetal
des Crotonaldehyds, doch haben wir wegen der hier langsamer
verlaufenden Addition (2 Stunden) moglichst im Dunkeln ge-
arbeitet, wobei das Reaktionsgemisch geschiittelt und gut ge-
kiihlt wurde. Das entsprechende Dimethylacetal zeigte einen
Siedepunkt von 71° bei 0,3 mm.

4,928 mg Subst.: 8,195 mg CO,, 3,430 mg H,0. — 13,750 mg Subst. :
11,200 mg AgCl.
C.H,,0,Cl (182,6) Ber. C 46,03 H 8,22 Cl 19,45
Gef. ,, 45,35 » 1,74 » 20,15.
Die Differenzen der Analysenwerte diirften auch hier auf eine Ver-
unreinigung durch das Dichlorderivat zuriickzufiihren sein. Fiir das

in schlechterer Ausbeute erhaltene Didthylacetal wurde ein Siedepunkt
von 88° (bei 0,3 mm) gefunden.

«-Ozy-£-dimethylamino-n-valeraldehyd-dimethylacetal
und -diithylacetal.

2,2 g a-Chlor-B-oxy-n-valeraldehyd-dimethylacetal, 2,2 g
NaJ und 20ccm 33-proc. methylalkoholische Dimethylamin-
losung wurden in EinschluBrohren 2 Tage auf 100° erhitzt.
Die ibliche Aufarbeitung fiibrte zu einem Dimethylacetal
vom Siedep. 77° bei 0,3 mm.

5,102 mg Subst. : 10,520 mg CO,, 4,910 mg H,0. — 2,992 mg Subst. :
0,201 cem N, (22,5° 752 mm).

CHy,O,N (191,2) Ber. C 5654 H 109 N 7,33
Gef. ,, 56,23 ,, 10,69 ,, 7,67.

1) B. 85, 1906 (1902).
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Das ebenfalls dargestellte Didthylacetal zeigte bei 0,3 mm
.den Siedep. 86°. Zum Nachweis der «-Oxygruppe haben wir
wieder den bei der C,-Reihe beschriebenen Abbau der ent-
sprechenden Carbonsiure mit Bleitetraacetat durchgefiihrt.

Quaterndre (Trimethyl)-ammonium-halogenide von
a-0zy-B-amino-n-valeraldehyd-dimethylacetal und -diithylacetal.
0,5 g Dimethylacetal in 1,5 ccm Methanol wurden mit
2 ccm Methyljodid versetzt und 30 Minuten auf dem Wasser-
bad erwirmt. Bei der Fillung mit Ather schied sich das
quaternire Ammoniumjodid des Dimethylacetals als Ol ab;
auch das durch Schiitteln der alkoholischen Ldsung mit iber-
schiissigem Silberchlorid erhaltene quaterndre Chlorid war
nicht zur Krystallisation zu bringen, dagegen konnte ein
krystallines Chloroaurat erhalten werden. Schmelzpunkt (un-
scharf) ungefiahr 90°.
2,700 mg Subst.: 0,970 mg Au.
C,H, O,NCl,Au (545,2) Ber. Au 36,156  Gef. Au 35,95.
Das auf analoge Weise dargestellte quaternire (Trimethyl)-ammo-
niumjodid des Diathylacetals wurde krystallisiert erhalten. Schmelz-

punkt 125°. Das iiber das Chlorid erhaltene Chloroaurat schmolz eben-
falls bei ungefahr 90° (unscharf).

3,177 mg Subst.: 1,106 mg Au.
C,3H O, NCl,Au (569,3) Ber. Au 34,48 Gef. Au 34,78.

Quaternires (Trimethyl)-ammoniumchlorid von
o-Ozy-f-amino-n-valeraldehyd.

500 mg des quaterndren Chlorids vom Dimethyl- bzw.
Didthylacetal wurden mit 3 cem konz. Salzsdure versetzt;
nach 3 Stunden haben wir mit Wasser verdiinnt, mit Tier-
kohle entfirbt und das Filtrat i. V. iiber konz. H,S80, und
Atznatron eingedampft. Der hellgelbe sirupise Riickstand
reduzierte Fehlingsche Losung und gab mit fuchsinschwefliger
Sdure ziemlich rasch eine violettrote Firbung; diese war nur
in konz. Losung intensiv. Das aus dem Chlorid erhaltene
Reineckat war mikrokrystallin, konnte aber durch Um-

krystallisieren aus Aceton-Wasser in unvollstindig ausgebil-
deten Rauten erhalten werden.
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Chloroaurat. Ein Teil des quaterniren Chlorids wurde in das Chloro-
aurat umgesetzt. Der Schmelzpunkt wurde nach dem Umkrystallisieren
etwa bei 175° gefunden, schwankte jedoch bei Praparaten verschiedener
Herstellung. Beim Aufbewahren wurden diese Chloroaurate ziemlich

bald miBfarben; frisch dargestellt lieferten sie jedoch stimmende Werte
fir den Goldgehalt.

4,676 mg Subst.: 3,315 mg CO,, 1,520 mg H,0, 1,791 mg Au. —
3,303 mg Subst.: 0,074 ccm N, (22°, 757 mm). — 3,055, 1,825, 1,740 mg
Subst.: 1,203, 0,730, 0,700 mg Au.

C,H,,0,NCl,Au (499,2)
Ber. C 1924 H 361 N 281 Au 39,50
Gef. ,, 19,75 ,, 3,69 ,, 2,58 ,» 39,14, 39,38, 40,00, 40,23 .

In orientierenden Versuchen wurde das quaternére (Tri-
methyl)-ammoniumchlorid des «-Oxy-#-amino-n-valeraldehyds
sowie das in Abschnitt I beschriebene Isomere dem Hof-
mannschen Abbau unterworfen. Wahrend Trimethylamin
unschwer in Form des Chloroaurats zu identifizieren war,
konnte die daneben zu erwartende «,f-Dioxy-valeriansiure
nicht krystallin erhalten werden. Die betreffenden Versuche
miissen jedoch mit etwas groBeren Substanzmengen wieder-
holt werden.

(2,3)(6,7)-Di-epoxy-octan-di-ol(4,5) (XVI).
(Unter Mitarbeit von P. J. van der Laan?).

15 g Dipropenyl-glycol (Siedep. 122—125° bei 11 mm)
wurden in 50 cem Petrolither (40—60°) gelost und unter
Kiihlung eine konz. Losung von Benzopersiure in Ather zu-
gefiigt, wobei ein geringer Uberschuf zur Anwendung kam.
Nach mehrtigigem Aufbewahren im Kiihlschrank hatte sich
an der Kolbenwand ein Krystallisat abgeschieden; dieses
wurde mit Ather ausgewaschen und aus Aceton-Alkohol um-
krystallisiert. Die Ausbeute ist sehr bescheiden; wir erhielten
nur etwa 2 g Dioxydo-glycol vom Schmelzp. 138—140°. Bei
den ersten Versuchen, in denen die Oxydation in Chloroform-
16sung vorgenommen wurde, war die Ausbeute noch geringer,

1) Die folgenden, in Gemeinschaft mit Herrn P.J. van der Laan
ausgefiihrten Versuche sind durch v. d. L. gekennzeichnet.
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6,323 mg Subst.: 10,806 mg CO,, 3,800 mg H,0, 0,016 mg Riick-
stand.

C,H,0, (174,1) Ber. C 55,18 H 8,06 Gef. C 5551 H 8,16.

Aus vereinigten Mutterlaugen isolierten wir einen Stoff,
der nach Umkrystallisieren aus Aceton und etwas Alkohol
bei 178° schmolz. Aus der Analyse ergibt sich, daB einer der
beiden Epoxy-Ringe hydrolytisch aufgespalten ist, also ein
2,3-Epoxy-octan-4,5,6,7-tetra-ol vorliegt.

3,176 mg Subst.: 5,850 mg CO,, 2,360 mg H,0.

CH, O, (192,1) Ber. C 50,00 H 833 Gef. C 50,26 H 832.

2,3-Epoxy-butanal (v. d. L.).

7g (2,3)(6,7)-Di-epoxy-octan-4,5-di-ol und 17 g Blei-
tetraacetat wurden mit 475 g Pentan versetzt und unter
FeuchtigkeitsausschluB am Wasserbad leicht erwirmt. Nach
einigen Tagen gab eine Probe des Reaktionsgemischs auf
feuchtem Filtrierpapier keine Braunfirbung mehr. Die Pentan-
losung wurde dann abfiltriert, zur Entfernung der Essigsdure
(nach Zusatz von etwas Wasser) mit festem NaHCO; ge-
schiittelt, mit CaCl, getrocknet und hierauf mit Hilfe eines
Fraktionieraufsatzes langsam destilliert. Die zuriickbleibende
Fliissigkeit (etwa 1,5 ccm) haben wir unter schwach ver-
mindertem Druck mehrmals destilliert, wobei wir schlielich
400 mg einer farblosen, stark reduzierenden Fraktion vom
Siedep. 87—88° (bei 400 mm) erhielten. Bei Zugabe eines
Tropfens zu einer Losung von Kaliumjodid in Eisessig wurde
Jod in Freiheit gesetzt. Wie die Analyse zeigte, war die Ab-
trennung des Oxydo-aldehyds vom Losungsmittel nicht vollig
gelungen.

4,986 mg Subst.: 10,260 mg CO,, 3,440 mg H,0.
C.H,O, (86) Ber. C 66,81 H 6,98 Gef. C 656,07 H 17,87.

Umsetzung zu den quaterniren ( Trimethyl)-ammoniumsalzen von
a-Ozy-amino-n-butyr-aldehyd (v. d. L.).

200 mg 2,3-Epoxy-butanal wurden unter Kiihlen mit
4 ccm einer 15-proc. wéBrigen Dimethylaminlsung versetzt.
Nach einigen Tagen wurde das Reaktionsgemisch in der
Annalen der Chemle. 5562. Band. 3
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iiblichen Weise aufgearbeitet. Die als Riickstand des Ather-
extrakts erhaltene ¢lige Aldehydbase wurde in 1 ccm Metha.nol
aufgenommen, 2 ccm Methyljodid zugegeben und kurz er-
wirmt. Das mit Ather ausgefallte quaternire Jodid, ebenfalls
ein Ol, lieferte 320 mg Reineckat. Dieses wurde aus Aceton-
Wasser umkrystallisiert, wobei wir durch allméhliche Ent-
fernung des Acetons i. V. zu verschiedenen Fraktionen kamen.
Der zuletzt auskrystallisierende Anteil gab die besten Ana-
lysenwerte.

2,029, 2,672 mg Subst.: 2,060, 2,666 mg CO,, 0,920, 1,140 mg H,0.
— 1,395 mg Subst.: 0,256 ccm Ny (26°, 755 mm).
C,H,0,N,8,Cr (464,5) Ber. C 2845 H 4,74 N 21,12
Gef. ,, 27,69 ,» 5,04 ,» 20,83
, 28,26 . 4,92

Das aus dem Reineckat auf die gewohnliche Weise er-
haltene Chloroaurat behielt trotz mehrfachen Umkrystalli-
sierens einen unscharfen Schmelzpunkt; der Goldgehalt war
etwa 2Proc. zu hoch. Wahrscheinlich diirfte auch das
Reineckat nicht einheitlich gewesen sein. In Anbetracht der
schlechten Ausbeute an Epoxy-aldehyd haben wir auf die
weitere Bearbeitung dieses Weges verzichtet, zumal das
quaternire Chlorid bei der pharmakologischen Priifung nicht
wirksamer war als das iiber das Acetal erhaltene Préparat.

Versuche zu Abschnitt IIL
Isolierung von Muscarin.

Um einen Riickgang des Muscaringehalts durch Oxyda-
tionsprozesse moglichst einzuschrinken, wurde dafiir gesorgt,
daB die frischen Fliegenpilze (100 kg) rasch zerteilt und schon
3 Stunden nach der Ernte unter Alkohol kamen; nachdem
durch die GefédBe 2 Stunden Stickstoff geleitet wurde, haben
wir diese gut verschlossen und kiihl aufbewahrt. Aus duBeren
Grinden konnte die Aufarbeitung jedoch erst nach 3 Wochen
begonnen werden. Nach Abdampfen des Alkohols bei 50° er-
hielten wir 2 kg Rohsirup von 77 Proc. Trockengehalt und
einer Aktivitit von 25000 MWE pro Gramm; dies entsprach
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278 mg Muscarin. Der Gehalt war demnach trotz der rascheren
Konservierung nach der Ernte nicht hoher als friiher.

Bei der weiteren Verarbeitung folgten wir véllig der frither
gegebenen Arbeitsvorschrift. Diese erwies sich als sehr gut
reproduzierbar, inshesondere wurden bei den einzelnen Reini-
gungsstufen fast die gleichen Anreicherungen erhalten. Die
rohen Reineckat-Fillungen wurden mehrmals aus Aceton-
Wasser (1:1) umkrystallisiert. Neben weniger aktivem
Material (Chromgehalt 11—11,5 Proc.) isolierten wir 130 mg
eines Reineckats, dessen Aktivitit nach Umwandlung in das
Chlorid 160—170-10° MWE betrug.

4,109, 4,285, 4,042 mg Subst.: 4,730, 4,880, 4,610 mg CO,, 2,020,
2,080, 1,970 mg H,0, 0,730, 0,630 mg Riickstand (Cry0,). — 2,707 mg
Subst.: 0,459 com N, (25°, 756 mm).

CysH,,0,N,8,Cr (478,5)
Ber. C30,13 HG6502 N 20,60 Cr 10,88

Gef. ,, 31,30 ., 5,46 » 1930 ,, —
,» 31,08 ., 5,39 —  ,, 11,66
»» 31,10 » 5,41 —  , 10,66.

Aus den Analysen und der etwas geringeren pharmakologischen
Wirksamkeit war zu schlieBen, daB das neu dargestellte Praparat noch
nicht vollig rein war.

Molekulargewichtsbesttmmung von Muscarin-chlorid.

Wir haben die kryoskopische Bestimmung in Eisessig zu-
néchst bei Testsubstanzen im Mikroversuch gepriift. Hierzu
wurden 0,5—2 mg Substanz in 12—20 mg Kisessig gelost,
wobei 4 cm lange Réhrchen (Durchmesser oben 3 mm, unten
1,5mm) zur Anwendung kamen. Die Rohrchen wurden zu-
geschmolzen und die Losung in einer Kéiltemischung zum Er-
starren gebracht. Die Bestimmung des Schmelzpunktes er-
folgte in einem vorher auf etwa 0° abgekiihlten Olbad, wobei
wir gleichzeitig in einem 2. Rohrchen den Schmelzpunkt des
verwendeten Eisessigs feststellten. Die Temperatur wurde mit
Hilfe einer Lupe an einem in halbe Grade eingeteilten An-
schiitz-Thermometer (—10 bis + 50°) abgelesen.

Trimethylamin-hydrochlorid.

2,094, 1,136 mg Subst. in 13,304, 12,346 mg Eisessig; 4 = 6,56 u. 3,0%

M.G.  Ber. 95,5 Gef. 94, 119.
3‘



36 Kogl und Veldstra, Uber Muscarin. 11.

a-Ozy-f-dimethylamino-n-valeriansiure.
0,363, 1,932 mg Subst. in 7,047, 15,083 mg Eisessig; 4 = 1,4 u. 4,3%
M. G. Ber. 161 Gef. 125, 116.
Acridin.
1,626 mg Subst. in 11,109 mg Eisessig; 4 = 3,2°.
M. G. Ber. 180 Gef. 178.

Nach dem Ergebnis dieser Kontrollbestimmungen haben
wir Muscarin-Reineckat in das Chlorid umgesetzt, dieses zur
Entfernung von Spuren anorganischer Salze in absolutem
Alkohol aufgenommen und filtriert. Die Losung wurde dann
aus einem kleinen Tropftrichter mit capillarer Auslaufrohre
in ein vorher gewogenes Schliffkélbchen (Volumen 1—2 ccm)
gesogen, bei 50° zur Trockne gedampft und der Riickstand
in Eisessig gelost.

3,160 mg Muscarin-Reineckat gaben 1,300 mg Musocarin-chlorid
(theor. 1,285 mg); in 43,2 mg Eisessig geldst: 4 = 0,85°

3,106 mg Muscarin-Reineckat gaben 1,400 mg Muscarin-chlorid
(theor. 1,270 mg); in 38,6 mg KEisessig gelost: 4 = 0,65°.

CH,ONCI M.G. Ber. 1956  Gef. 136, 190.

Muscarin-chloroaurat.

8 mg Reineckat wurden in der iblichen Weise in das Chlorid um-
gesetzt, dieses in 0,5 ccm Wasser gelést und 4 Tropfen 30-proc. Gold-
chloridlosung zugefiigt. Nach voriibergehender Trilbung krystallisierte
das Chloroaurat rasch aus; es bildete glinzende Blattchen vom Schmelz-
punkt 116—117°.

0,791 mg Subst.: 0,316 mg Au.
CgH,,0,NCL,Au (499,2) Ber. Au 39,48 Gef. Au 39,95.



37

[Mitteilungen aus dem Institut fir organische Chemie
der Technischen Hochschule Darmstadt.]

(Eingelaufen am 4. Juni 1942.)

Uber Samandaron und Samandaridin,
Nebenalkaloide im Gift
des Feuer- und Alpensalamanders®);

von Clemens Schépf und Kurt Koch?).

In der ersten Mitteilung?) ist die Aufarbeitung des Roh-
gifts aus den Hautdriisen des Feuer- und Alpensalamanders
(S. maculosa und atra) auf die dtherloslichen Alkaloide und
die Gewinnung des Hauptalkaloids, des Samandarins be-
schriecben worden. Die &therloslichen Basen bestehen beim
Feuersalamander zu rund 60—65 Proc. und beim Alpen-
salamander zu rund 65—70 Proc. aus Samandarin.

In der vorliegenden Arbeit wurden nun die Nebenalkalovde
des Samandarins einer niheren Untersuchung unterworfen.
Zu ihrer Isolierung wurde zuerst das Samandarin unter Be-
nutzung der Tatsache abgetrennt, daB Samandarin-chlor-
hydrat und noch mehr das Bromhydrat in Wasser verhiltnis-
miBig schwer 1slich ist. Die Chlorhydrate bzw. Bromhydrate
der Nebenbasen bleiben teils wegen ihrer groBeren Loslichkeit,
teils auch, weil sie nur in sehr geringer Menge vorliegen, in der
Mutteriauge. Aus dieser praktisch samandarinfreien Mutter-
lauge werden sie durch Alkalischmachen und neuerliches Aus-
dthern als Basen gewonnen. Beim Verdunsten des Athers
bleibt ein teilweise krystallisierter Riickstand, aus dem der
krystallisierte Anteil durch Anreiben mit absolutem Ather
und Umkrystallisieren aus waiBrigem Aceton rein gewonnen

*) Herrn Geheimrat H. Wieland zum 65. Geburtstag gewidmet.

1) 2. Mitteilung iiber Salamanderalkaloide; vgl. Diss. K. Koch,
Techn. Hochschule, Darmstadt 1938 (D 87).

3) C. Schopf u. W. Braun, A. 514, 69 (1934).
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werden kann. Dieses krystallisierte Nebenalkaloid erwies sich
als identisch mit dem Samandaron, das schon vorher durch
Oxydation des Samandarins mit Chromséure erhalten worden
war. Das Vorkommen eines Ketons neben dem entsprechenden
Alkohol bei Naturstoffen bietet nichts Besonderes. Das gleich-
zeitige Vorkommen von Zibetol und Zibeton im Sekret der
Zibetkatze'), von Lobelidin, Lobelin und Lobelanin in dem
Alkaloidgemisch der Lobeliapflanze?) sind weitere Beispiele
hierfir.

Die Abtrennung des Samandarons aus den Nebenbasen
gelingt in der beschriebenen Weise keineswegs quantitativ,
denn es bleibt noch viel Samandaron zusammen mit weiteren
oligen Nebenbasen in der Mutterlauge gelost. Um die Menge
des vorhandenen Samandarons annihernd quantitativ zu be-
stimmen, hat es sich als zweckmaBig erwiesen, das Basen-
gemisch in Pyridin mit Benzoylchlorid zu benzoylieren. Aus
den entstandenen, nicht mehr basischen N-Benzoylverbin-
dungen kann durch Umkrystallisieren aus Alkohol N-Benzoyl-
samandaron rein gewonnen werden. Die dann noch oligen
Anteile aus den Mutterlaugen werden mit Semicarbazid be-
handelt; aus dem Gemisch der entstandenen Semicarbazone
wird der Rest des Samandarons in Form des in Alkohol be-
sonders schwer Ioslichen N-Benzoyl-samandaron-semicarb-
azons erhalten. Auf diese Weise 148t sich das im Gemisch der
Nebenalkaloide vorhandene Samandaron anndhernd quanti-
tativ fassen, wahrend andere Methoden zur Abtrennung des
Samandarons, wie z. B. die Darstellung der Pikrate, der Queck-
silberchloriddoppelsalze und der Semicarbazone versagten.

Die Menge des Samandarons betragt beim Feuersalaman-
der etwa 10 Proc. der gesamten dtherloslichen Alkaloide, und
beim Alpensalamander etwa ebensoviel, so daB Samandarin
und Samandaron zusammen weitaus den groften Teil, beim
Feuersalamander mindestens etwa 70—75 Proc., beim Alpen-
salamander noch etwas mehr der &therloslichen Basen des
Salamandergifts ausmachen.

) L. Ruzicka, H. Schinz u. C. F. Seidel, Helv. 10, 696 (1927).

) H. Wieland u. O. Dragendorff, A. 478, 83 (1929).
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Ein weit interessanteres Nebenalkaloid fand sich, als das
Gemisch der Chlorhydrate der Nebenbasen, die frither aus den
Alkoholmutterlaugen von der Umkrystallisation des Saman-
darinchlorhydrats erhalten worden waren, mit wenig Wasser
angerieben und der in Wasser schwer losliche Anteil aus
Wasser umkrystallisiert wurde. Es ergab sich so in geringer
Menge ein in Wasser verhiltnismaBig schwer 16sliches Chlor-
hydrat vom Schmelzp. 343° (unkorr.). Die Zerlegung dieses
Chlorhydrats mit verdiinntem Ammoniak ergab die freie Base,
die sich aus Alkohol umkrystallisieren 1i6t, und iiberraschend
hoch, bei290°, schmilzt. Wir bezeichnen dieses in nur geringer
Menge isolierbare Nebenalkaloid als Samandaridin'). Das
Chlorhydrat des Samandaridins war schon von W. Braun in
den Mutterlaugen des Samandarin-chlorhydrats beobachtet
worden. Beim Alpensalamander haben wir Samandaridin bis-
her nur in dem Gift aus mannlichen Tieren gefunden, wahrend
weibliche Tiere anscheinend kein Samandaridin enthalten.
Diese Frage bedarf jedoch noch sorgfaltiger Nachpriifung, wie
es auch notig sein wird, beim Feuersalamander Mannchen und
Weibchen, die bisher gemeinsam auf Nebenalkaloide ver-
arbeitet wurden, getrennt aufzuarbeiten, um festzustellen, ob
vielleicht auch hier nur bei den Mannchen Samandaridin auf-
tritt.

Neben Samandaron und Samandaridin hat sich in den Neben-
alkaloiden des Feuersalamanders in der im Versuchsteil beschriebenen
Weise auch noch das Vorliegen von mindestens einer weiteren sekundéaren
oder priméren Base ohne Ketoncharakter und durch die Darstellung
eines neuen, nicht krystallisierten N-Benzoyl-semicarbazons das Vor-
liegen einer weiteren sekundiren oder primiren Base mit Ketoncharakter
nachweisen lassen. SchlieBlich muB auch noch eine oder mehrere tertiare
Basen vorhanden sein, da ein kleiner Teil des Nebenbasengemisches bei
der Benzoylierung seinen basischen Charakter beibehilt, demnach also
keinen Wasserstoff am Stickstoff tragen kann. Rein und krystallisiert

1) Der Name Samandaridin wurde erstmalig von E.S.Faust
[A. Pth. 43, 84 (1900)] fiir eine von ihm aus Feuersalamandern als Sulfat
isolicrte Base der angeblichen Zusammensetzung C,H,ON verwandt.
Fiir das Vorliegen einer solchen neuen Base neben Samandarin haben
sich bis jetzt in unseren Versuchen noch keinerlei Anhaltspunkte ergeben,
so daf der Name Samandaridin fiir das jetzt isolierte zweite Neben-
alkaloid vom Schmelzp. 290° frei geworden ist.
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hat sich bisher nooh keine dieser nur in geringer Menge vorhandenen
Nebenbasen darstellen lassen.

Die nahere Untersuchung des Samandaridins hat ergeben,
daB es eine starke, optisch aktive Base ist, die in krystalli-
siertem Zustand in Ather sehr schwer, in Chloroform dagegen
ziemlich leicht 16slich ist. Die Analyse, die Molekulargewichts-
bestimmung und die Analyse von mehreren, in praktisch
quantitativer Ausbeute erhiltlichen Derivaten ergab fir das
Samandaridin die Summenformel Cy,H,,0sN. Es enthalt also
zwei Kohlenstoffatome und ein Sauerstoffatom mehr als
Samandarin. Der Stickstoff liegt im Samandaridin sekundar
gebunden vor, denn es nimmt beim Behandeln mit Methyl-
jodid am Stickstoff 2 Methylgruppen unter Bildung des
quartdren N-Methyl-samandaridin-jodmethylats auf. Mit salpe-
triger Saure wird eine schon krystallisierte N-Nitrosoverbindung,
bei der Acetylierung mit Essigsdureanhydrid in Pyridin eine
Monoacetylverbindung erhalten, die nicht mehr basisch ist und
demnach den Acetylrest am Stickstoff tragen muB.

Von den drei Sauerstoffatomen liegt offenbar keines als
Hydroxylgruppe vor, denn Samandaridin nimmt bei der Ace-
tylierung nur eine Acetylgruppe am Stickstoff auf, das N-Ni-
troso-samandaridin bleibt beim Versuch, es zu acetylieren,
unverandert, und bei der Bestimmung des aktiven Wasser-
stoffs nach Zerewitinoff unter den Bedingungen, unter
denen Samandarin glatt 2 Mol. Methan aus dem sekundiren
Stickstoff und dem alkoholischen Hydroxyl liefert, gibt Saman-
daridin genau 1 Mol. Methan entsprechend dem durch Ace-
tylierung und Nitrosierung nachgewiesenen Wasserstoff am
Stickstoff. Bei hoherem Erhitzen auf 95° wird allerdings noch
mehr, bis zu 0,6 Mol. Methan entwickelt, jedoch stammt dieses
offenbar aus einer unter Bildung eines Hydroxyls oder unter
Wasserabspaltung verlaufenden Nebenreaktion!), wofiir auch
spricht, daB8 beim Aufarbeiten des erhitzten Reaktionsansatzes
ein Gemisch von verschiedenen, noch nicht rein d irgestellten
Reaktionsprodukten erhalten wird.

Eine Ketogruppe ist mit Ketonreagenzien nicht nach-
zuweisen. Samandaridin reagiert mit Semicarbazid in essig-

!) Vgl. dazu W. Borsche u. J. Niemann, A. 499, 65 (1032).
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saurer Losung auch bei 6-stiindigem Erhitzen auf 100° nicht,
und ebenso wird mit Hydroxylamin in alkoholisch-alkalischer
Losung auch nach 3-stiindigem Erhitzen auf 100° kein Oxim
erhalten. Das schlieBt fiir das Samandaridin das Vorliegen
einer normal reagierenden Carbonylgruppe aus.

Behandelt man Samandaridin einige Zeit mit alkoho-
lischem Kali, so wird es unter Aufnahme von 1 Mol. Wasser
in eine in verdinnter Essigsdure schwer ldsliche Verbindung
ibergefiihrt, die in Alkali spielend 16slich ist und deren saure
Natur auch durch die Darstellung eines schon krystallisierten
Silbersalzes der Formel C,,H3;,0,NAg nachgewiesen werden
konnte. Aus dieser Samandaridinsiure werden beim Er-
wirmen mit Mineralsduren die entsprechenden Salze des
Samandaridins zuriickerhalten. Dadurch ist Samandaridin als
Lacton charakterisiert, und damit sind zwei von den drei
Sauerstoffatomen des Samandaridins in ihrer Funktion auf-
geklart. Samandaridinsiure 148t sich im tbrigen im Hoch-
vakuum auf 80° erhitzen, ohne daB Wasserabspaltung zum
Lacton eintritt, was darauf hinweist, daB in der Samandaridin-
saure die saure Carboxylgruppe mit der basischen Iminogruppe
ein Salz bildet. Samandaridinsdure ist so dhnlich bestindig,
wie z. B. das Natriumsalz einer Oxysédure, die im freien Zu-
stand in das Lacton iibergeht.

Das dritte Sauerstoffatom des Samandaridins hat sich
bisher in keiner Weise nachweisen lassen. Da das Vorliegen
eines Hydroxyls nach dem oben Ausgefiihrten ausgeschlossen
erscheint, konnte nur eine in ihrer Reaktionsfahigkeit ge-
hinderte Carbonylgruppe oder ein Athersauerstoffatom vor-
liegen. Letzteres erscheint am wahrscheinlichsten, auch aus
der Analogie mit dem Samandarin heraus, in dem neben dem
sekundiren Stickstoff ein Athersauerstoffatom mit Sicherheit
nachgewiesen worden ist.

Unabhéngig von der Entscheidung dieser Frage 1a8t sich
aber nun eine Aussage iiber die Zahl der im Samandaridin
vorliegenden Kohlenstoffringe machen. Denkt man sich in
der Formel des Samandaridins die Iminogruppe durch zwei,
die beiden Sauerstoffatome der Lactongruppe durch vier und
das dritte Ather- oder vielleicht auch Carbonylsauerstoffatom
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durch zwei Wasserstoffatome ersetzt, so erhalt man fiir den
dem Samandaridin zugrunde liegenden Kohlenwasserstoff die
Summenformel C,;Hag. Gegeniiber einem gesittigten alipha-
tischen Kohlenwasserstoff der Summenformel Cy,Hyy enthalt
dieser Kohlenwasserstoff 6 Wasserstoffatome weniger. Da
Samandaridin Permanganat in schwefelsaurer Losung auch in
der Hitze nicht entfirbt, in Eisessig kein Brom und bei der
katalytischer Hydrierung keinen Wasserstoff aufnimm_t,
Doppelbindungen sin ihm demnach nicht vorhanden sein
konnen, muB es ebenso wie Samandarin drei carbocyclische
Ringe enthalten.

Es liegt nahe, nach diesen Feststellungen als Arbeitshypo-
these einen konstitutionellen Zusammenhang zwischen Saman-
darin und Samandaridin anzunehmen, in der Art, da8 sich
Samandaridin vom Samandarin dadurch unterscheidet, daB
in ihm an Stelle der Atomgruppierung I des Samandarins die
Atomgruppierung IT oder IIT vorliegt. Wir haben in der Ab-
sicht, Samandaridin von der Lactongruppe her um zwel
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Kohlenstoffatome abzubauen, einige im Versuchsteil kurz er-
wahnte Vorversuche ausgefiihrt, die jedoch noch zu keinem
Ziel gefiihrt haben. Umgekehrt haben wir versucht, in das
Samandaron zwei Kohlenstoffatome neben der Carbonylgruppe
einzufiihren, um so das Kohlenstoffgeriist der Teilformel IT
zu erhalten, und haben zu diesem Zweck Samandaron mit
Oxalester umgesetzt. Arbeitet man ohne Kondensationsmittel,
so entsteht, indem die NH-Gruppe des Samandarons mit einer
Estergruppe des Oxalsdure-didthylesters reagiert, lediglich das
Saureamid aus Oxalsdure-monoithylester und Samandaron.
Arbeitet man dagegen bei Gegenwart von Natriumalkoholat,
so tritt offenbar auch Kohlenstoff-Kohlenstoffkondensation
ein. Es entsteht eine in Alkali ldsliche Verbindung, in der der
Oxalsdurerest vermutlich an einer der Carbonylgruppe be-
nachbarten CH,-Gruppe eingetreten ist. Da wir diese Ver-
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bindung jedoch nicht krystallisiert erhalten konnten, so kann
die im Samandaron durch die Kondensation mit Oxalester
neben der Ketogruppe wahrscheinlich gewordene Methylen-
gruppe noch nicht als sicher nachgewiesen gelten.

Einige neu dargestellte Derivate des Samandarons sind
im Versuchsteil beschrieben. Samandaron gibt ebensowenig
wie Samandaridin beim Stehen der Loésung in konzentrierter
Salzsidure an der Luft die fiir Samandarin charakteristische
Blauviolettfarbung.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft ergebenst fiir
die Unterstiitzung der vorstehenden Arbeit.

Beschreibung der Versuche.
1. Die Isolierung von Samandaridin und Samandaron.

Aufarbeitung der bei der Darstellung von Saman-
darin-chlorhydrat aus S. maculosa erhaltenen Chlor-
hydratrickstinde?).

96 g noch alkoholfeuchte, teilweise durchkrystallisierte,
etwa 70g wasserfreie Substanz enthaltende Chlorhydrate
wurden mit 550 ccm Wasser von 40° durchgerieben; hierbei
blieben 7,2 g eines krystallisierten Chlorhydrats (Fraktion A)
ungeldst, das ab 312° sinterte und bei 320—325° unter Zer-
setzung schmolz. Durch Umkrystallisieren aus 100 ccm Wasser
wurden hieraus 5,5 g Samandaridin-chlorhydrat vom Schmelz-
punkt 337—339° (Zers.) erhalten; durch nochmaliges Um-
krystallisieren aus 70 ccm Wasser erhielt man schlieflich 4,2 g
reines Samandaridin-chlorhydrat vom konstanten Schmelz-
punkt 342—343° (Zers.). Die aus dem Chlorhydrat in Frei-
heit gesetzte Base schmolz bei 289—290°2).

Die bei der Umkrystallisation des Samandaridin-chlorhydrates
hinterbleibenden Mutterlaugen ergaben beim Eindampfen auf 1/, ihres

1) C. Schopf u. W. Braun, A. 514, 94 (1934).

2) DaB in den Mutterlaugen der Samandarindarstellung in geringer
Menge ein in Wasser schwer lésliches Chlorhydrat vom Schmelzp. 343°
vorliegt, war schon von W. Braun beobachtet worden (unveréffentlicht),
der 0,14g dieses Chlorhydrats aus 3000 Feuersalamandern isolieren
konnte.
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urspriinglichen Volumens nur geringe Mengen Samandaridin-chlorhydrat,
so daB sie alkalisch ausgeathert wurden. Hierbei erhielt man 1,7 g olige
Basen, die beim Anreiben mit Alkohol noch 0,2 g unreines Samandaridin
vom unscharfen Schmelzp. 260—265° ergaben; durch einmaliges Um-
krystallisieren aus Alkohol wurden hieraus schlieBlich 0,12 g reines Seman-
daridin vom Schmelzp. 288° gewonnen.

Die in Alkohol leicht léslichen rotgelben éligen Basen bildeten ein
leicht losliches Chlorhydrat, wurden in Form der etwas schwerer 18s-
lichen Brom- und Jodhydrate nur amorph erhalten und gaben mit Uber-
chlorsiure keine krystallisierten Perchlorate. Ihre Untersuchung ist
nicht weitergefithrt worden.

Beim Versetzen d-r wéiBrigen Mutterlauge der Fraktion A,
die die Hauptmenge d-r Nebenalkaloide als Chlorhydrate ent-
hielt, mit 60 g Kaliumbromid fielen bei 40° 17 g krystallisierte
Bromhyd ate aus (Fraktion B), die bei 250—260° unter Zer-
setzung schmolzen. Durch Umkrystallisieren aus 200 ccm
Wasser wurden hieraus 8,0 g Samandarin-bromhydrat vom
Schmelzp. 309° (Zers.) (Mischprobe mit reinem Saman-
darin-bromhydrat vom Schmelzp. 311° und Identifizierung als
Base) erhalten. Durch Eindampfen der Mutterlauge i. V. auf
die Halfte ihres urspriinglichen Volumens krystallisierte kein
weiteres Samandarin-bromhydrat aus, so daB die Mutterlauge
sodaalkalisch ausgedthert wurde. Nach dem Trocknen der
Atherlosung iiber Natriumsulfat und Verdampfen des Athers
hinterblieben 6,7 ¢ krystallisierte Nebenbasen vom Schmelz-
punkt 160—168° (Fraktion B,).

Die nach der Abtrennung der Fraktion B hinterbleibende
Mutterlauge wurde nunmehr mit weiteren 60 g Kaliumbromid
bei 40° versetzt und lieferte nach zweitdgigem Stehen bei
Zimmertemperatur 30 g uneinheitliches, meist amorphes Brom-
hydratgemisch (Fraktion C), das in 100 ccm heifem Wasser
aufgenommen wurde, wobei 2,6 g krystallisiertes Bromhydrat
vom unscharfen Schmelzp. 270—290° (Zers.) ungelost blieben
und durch Absaugen und Nachwaschen mit 10 ccm Wasser von
der Hauptmenge der leicht loslichen Bromhydrate abgetrennt
wurden. Durch Umkrystallisieren dieser 2,4 g aus 25 cem
Wasser unter Zusatz von Tierkohle wurden 0,7 ¢ Samandarin-
bromhydrat vom Schmelzp. 291—296° (Zers.) (Mischprobe) er-
halten. Die Mutterlauge, die die Hauptmenge der Brom-
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hydrate der Fraktion C enthielt, lieferte durch sodaalkalisches
Auséthern insgesamt 19,5 g krystallisierte Nebenbasen vom
unscharfen Schmelzp. 150—158° (Fraktion C,).

Die so von Samandarin, Samandaridin und einem Teil
des Samandarons befreite Losung der Bromhydrate wurde
nunmehr sodaalkalisch ausgeédthert und lieferte hierbei aus den
ersten 6 Atherausziigen 14,8 g krystallisierte Nebenbasen vom
sehr unscharfen Schmelzp. 135—142° (Fraktion D), die zu-
sammen mit den Fraktionen B, und C, auf Samandaron weiter
verarbeitet wurden. Durch mehrtégige Atherextraktion wurden
noch weitere 1,1 g olige Nebenbasen (Fraktion E) erhalten,
die nicht ndher untersucht wurden. Eine Extraktion mit
Chloroform ergab schlieBlich noch 0,07 g dlige Base.

Zur Rewndarstellung des Samandarons aus den Fraktionen
B;, C; und D wurden diese (41,0 g) mit 65 ccm absolutem
Ather durchgerieben, nach einigem Stehen das Ungeldste ab-
gesaugt und mit wenig eiskaltem absolutem Ather nach-
gewaschen, wodurch 24,4 g rohes Samandaron vom Schmelz-
punkt 179—184° erhalten wurden; beim Verdampfen des
Athers hinterblieben die restlichen Nebenbasen als zihes (1
(16,0 g). Durch Extraktion des rohen Samaidarons mit ab-
solutem Ather aus der Hiilse unter Stickstoff und Absaugen
der im Kolben auskrystallisierten Base wurden schlieBlich
21,0 g praktisch reines Samandaron vom Schmelzp. 184—186°
erhalten. In der Athermutterlauge blieben auch hier olige
Nebenbasen (3,0 g) gelost.

Dieses weitgehend gereinigte Samandaron lieB sich durch
einmaliges Umkrystallisieren aus 35-proc. Aceton analysenrein
vom konstanten Schmelzp. 188—190° erhalten. Mit Saman-
darin vom Schmelzp. 186° wurde eine Schmelzpunktsdepression
von 30° erhalten, wihrend die Mischprobe mit Samandaron,
das durch Oxvdation von Samandarin mit Chromsiure er-
halten worden war, keine Depression ergab.

Um alle Zweifel iiber die Identitét dieser Nebenbase mit Saman-
daron zu zerstreuen, wurden das «-Ozim, die N-Benzoylverbindung und

das N-Methyljodmethylat nach den von C. Schdpf und W. Braun!) an-
gegebenen Vorschriften dargestellt und mit den entsprechenden Derivaten

1) a.a. 0., S.104—106.
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des aus Samandarin dargestellten Samandarons verglichen. Es ergab
sich bei allen drei Derivaten in Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt
vollige Identitit von Samandaron, das aus den Hautdriisen isoliert
worden war, mit dem Samandaron, das durch Chromséureoxydation aus
Samandarin bereitet worden war.

Die ¢ligen Basen, die aus dem zum Anreiben bzw. zur
Extraktion des Samandarons verwandten Ather beim Ein-
dampfen erhalten wurden, enthalten noch Samandaron, das
in Form der schwer loslichen Benzoylverbindung isoliert
werden kann.

Zu ihrer Darstellung wurden 1,6 g des 6ligen Nebenbasen-Gemisches
aus dem zum Anreiben der vereinigten Fraktionen B,, C, und D benutzten
Ather in 45 ccm Pyridin gelést und mit 1,7 g Benzoylchlorid versetzt.
Nach 24-stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde die rotbraune
klare Lésung in Eiswasser gegossen und unter Kiihlung mit 2 n-Salzsiure
angesduert. Zur Entfernung der Benzoesiure wurde die Lésung samt
dem darin befindlichen Niederschlag zweimal mit insgesamt 150 com
Ather durchgeschiittelt, der Ather abgetrennt und 0,37 g amorphe aus
der salzsauren Losung abgeschiedene N-Benzoylverbindung durch Ab-
saugen gewonnen. Beim Durchreiben mit Alkohol und Umkrystallisieren
des Ungelosten aus Alkohol wurden 0,06 g N-Benzoylsamandaron vom
Schmelzp. 245—247° (Mischprobe mit einem Kontrollpraparat vom
Schmelzp. 249—250°) erhalten; die alkoholische Mutterlauge hinterliel
nach dem Eindampfen ein nicht krystallisierendes Harz.

Zur Gewinnung der Hauptmenge der N-Benzoylverbindungen wurde
der saure Atherauszug nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat ein-
gedampft. Beim Durchreiben des teils krystallinen, teils amorpben Riick-
stands (2,1 g) mit 10 ccm absolutem Ather ging der groBte Teil in Losung,
wahrend 0,46 g Substanz vom Schmelzp. 240—244° (Sintern ab 235°)
zuriickblieben, aus denen durch Umkrystallisieren aus Alkohol 0,36 g
N-Benzoylsamandaron vom Schmelzp. 248—250° (Mischprobe) erhalten
wurden. Der zum Anreiben verwendete Ather wird zur Entfernung der
Benzoesfiure zweimal mit 1,6 n-Sodalésung durchgeschiittelt und gab
nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat und Verdampfen 0,85 g amorphe
N-Benzoylverbindungen, die mit den gebriauchlichen organischen Lésungs-
mitteln nicht krystallisiert erbalten werden konnten. Als einzige wohl-
definierte Verbindung wurden somit insgesamt 0,42 g N-Benzoylsaman-
daron = 21 Proc. der angewandten &ligen Basen erhalten.

Die alkoholischen Mutterlaugen, die beim Anreiben der rohen
Benzoylverbindungen und beim Umkrystallisieren des rohen N-Benzoyl-
samandarons erhalten worden waren, wurden vereinigt, zur Trockne
verdampft, und der Riickstand nach der weiter unten fiir die Darstellung
des N-Benzoyl-samandaron-semicarbazons gegebenen Vorschrift mit Semi-
carbazid behandelt. Es wurden so aus 0,62 g der amorphen N-Benzoyl-
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verbindungen noch 0,02 g N-Benzoyl-samandaron-semicarbazon erhalten,
die bei 2456—250° unter Zersetzung schmolzen (Mischprobe mit einem
Kontrollpriparat). Von etwa mit entstandenem Hydrazo-dicarbonamid
kann das Semicarbazon durch Umkrystallisieren aus Alkohol getrennt
werden.

Die Losung, aus der sich das N-Benzoyl-samandaron-semicarbazon
ausgeschieden hatte, wurde zur Trockene verdampft, und der Riickstand
mit 2 n-Essigsiure durchgerieben, wobei er pulverig fest und absaugbar
wurde (0,6 g amorphe Substanz, die von 85° ab sinterte und bei 95—105°
unter Aufschdumen schmolz). Dieses Produkt lieB sich durch Anreiben
mit absolutem Atber in einen in Ather leicht und in einen darin schwer
18slichen Anteil trennen. Der erstere wurde beim Eindampfen des zum
Anreiben verwandten Athers als amorpher Riickstand (0,3 g) erhalten,
der auf keine Weise zur Krystallisation zu bringen war. Die Stickstoff-
bestimmung ergab Werte (4,1, 4,0 Proc. Stickstoff), die eindeutig zeigten,
daB diese Verbindung nicht mit Semicarbazid reagiert hat, also offenbar
keine Ketogruppen enthalt. Es muB demnach in dem Alkaloidgemisch
in geringer Menge ein weiteres Nebenalkaloid mit sekunddrem oder pri-
mdarem Stickstoff enthalten sein, das keinen Ketoncharakter hat.

Der in Ather schwer losliche Anteil (0,2 g) wurde mit 15 ccm ab-
solutem Ather aus der Hiilse extrahiert. Die nach 8-, 16- und 48-stiindiger
Extraktionsdauer erhaltenen Produkte bestanden jeweils aus einem
amorphen, in der angewandten Athermenge l6slichen Anteil (0,04, 0,02,
0,01 g), der jeweils nicht niher untersucht wurde, und einem in Ather
schwerer l6slichen Anteil, der sich bei der Extraktion in kugeligen Ag-
gregaten ausschied, abgesaugt werden konnte (0,04, 0,03, 0,03 g) und mit
fortlaufender Extraktion einen immer hoheren Schmelzpunkt zeigte
[168—163° (Sintern ab 115°), 184—188° (Sintern ab 160°), 206—210°
(Sintern ab 200°)]. Die Stickstoffbestimmungen dieser drei Praparate,
deren Umkrystallisation nicht gelang, ergaben Werte, die im Stickstoff
etwas héher lagen, als sich fiir N-Benzoyl-samandaron-semicarbazon be-
rechnet (gef. 14,8, 15,8, 12,4 Proc. Stickstoff), und die zeigten, daB noch
mindestens eine weitere Nebenbase mit sekundirem oder primdrem Stick-
stoff von Ketoncharakter neben dem Samandaron in dem Alkaloidgemisch
vorkommen muB.

DaB schlieBlich in dem Gemisch der Nebenalkaloide auch noch eine
tertiire Base in geringer Menge vorhanden ist, von der es offenbleibt,
ob sie Ketoncharakter hat oder nicht, folgt daraus, daB die salzsauer
gemachte Mutterlauge von der Benzoylierung der Nebenbasen, die sauer
erschopfend ausgedthert worden war, nach dem Alkalischmachen an
Ather eine Base abgibt, die also nicht am Stickstoff benzoyliert worden
sein kann und demnach tertiarer Natur sein muB. Die geringen Mengen
dieser Nebenbase (0,156g aus 1,6 g Nebenbasengemisch) konnten nicht
zur Krystallisation gebracht werden.

Zahlreiche weitere Versuche, iiber die halogenwasserstoffsauren
Salze, die Pikrate, die Quecksilberchlorid-Doppelsalze oder durch Uber-
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filhrung in die Oxime, Semicarbazone und Jodmethylate eine Trennung
der Nebenbasen zu erreichen, fithrten nicht zum Ziel.

Will man die Gesamtalkaloide aus dem Gift des Feuer- und
Alpensalamanders aufarbeiten, so ist es zweckmiBig, micht
wie wir es in den ersten Aufarbeitungen taten, das Samandarin
zuerst zum Teil als Base und dann den Rest als Chlorhydrat
abzutrennen, sondern von vornherein das ganze Samandarin
als Chlorhydrat und den in der Mutterlauge vorhandenen Rest
als Bromhydrat zu gewinnen.

Man 16st zu diesem Zweck z. B. 34 g der #therloslichen Rohbasen
in 66 ccm 2 n-Salzsaure und 140 ccm Wasser heiB und erhalt beim Er-
kalten als erste Krystallisation 23,4g Samandarin-chlorhydrat vom
Schmelzp. 298° und nach dem Eindampfen der Mutterlauge i. V. auf
100 ccm weitere 2,3g vom schlechten Schmelzp. 280°. Durch zwei-
maliges Umkrystallisieren aus Wasser werden aus den beiden Fraktionen
insgesamt 20,0 g reines Samandarin-chlorhydrat erhalten. Die Mutter-
laugen von der Umkrystallisation kénnen durch Einengen weiter auf
Samandarin-chlorhydrat verarbeitet werden; aus der letzten Mutterlauge
wird iiber die freie Base 0,6 g Samandaron gewonnen.

Die urspriingliche salzsaure Mutterlauge wird, wie vorstehend be-
schrieben, mit Kaliumbromid versetzt und weiteres Samandarin als
Bromhydrat und schlieBlich Samandaron erhalten, das in einigen Féllen
auch schon das Samandarin-chlorhydrat als Chlorhydrat begleitete. Die
Trennung erfolgte dann durch Umkrystallisation aus Wasser, in dem
das Samandarin-chlorhydrat schwerer 16slich ist.

Aufarbeitung der bei der Darstellung von Saman-
darin-chlorhydrat aus S.atra erhaltenen Chlor-
hydratrickstidnde?).

Wihrend bei S. maculosa die Alkaloidmutterlaugen aus Mannchen
und Weibchen gemeinsam aufgearbeitet wurden, wurde bei S.atra das
Gift aus den Mannchen und Weibchen getrennt aufgearbeitet, wobei
sich ergab, daB nur im ersteren Falle Samandaridin isoliert werden konnte.

3,2 g der aus 8. atra & nach Abtrennung des Samandarin-
chlorhydrates erhaltenen Basen geben beim Anreiben mit
5 ccm Wasser als Riickstand 0,21 g eines uneinheitlichen Chlor-
hydrats, das ab 307° sinterte und bei 309—311° unter Zer-
setzung schmolz. Beim Umkrystallisieren aus 4 ccm Wasser
wurden hieraus 0,1 g Samandaridin-chlorhydrat vom Schmelz-

1) C. Schépf u. W. Braun, a.a. 0., S. 95.
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punkt 342—344° (Zers., Sintern ab 339°) erhalten, aus denen
durch alkalisches Ausithern der wéiSrigen Losung mit viel Ather
0,075 g Samandaridin vom Schmelzp. 279—283° (Sintern ab
2759 erhalten wurden, das nach einmaligem Umkrystallisieren
aus Athylalkohol konstant bei 289° schmolz. Aus der wéBrigen
Mutterlauge von der ersten Umkrystallisation des rohen
Samandaridin-chlorhydrats wurden durch alkalisches Aus-
dthern 0,08 g einer Base vom Schmelzp. 170—174° erhalten,
die aus Athylalkohol umkrystallisiert 0,05 g Samandarin vom
Schmelzp. 184—185° (Mischprobe) ergaben.

Die Mutterlauge vom Anreiben der rohen Chlorhydrate wurde,
wie oben beschrieben, iiber die Bromhydrate weiter verarbeitet, wobei
keinerlei Besonderheiten beobachtet wurden. Es konnte auch hier iiber
die freien Basen Samandaron als Nebenalkaloid isoliert werden.

Die analoge Aufarbeitung von 3,6 g aus S. atra ¢ nach
Abtrennung des Samandarin-chlorhydrats erhaltenen Chlor-
hydraten ergab neben Samandarin gleichfalls Samandaron.
Samandaridin konnte in dem zuerst abgeschiedenen Chlor-
hydrat nicht nachgewiesen werden.

2. Versuche mit Samandaridin.

Eigenschaften und Summenformel
des Samandaridins.

Das iiber das Chlorhydrat vom Schmelzp. 342—343° iso-
lierte und durch Umkrystallisation aus Alkohol gereinigte
Samandaridin ist eine farblose, starke Base vom Schmelzp. 289°,
die in amorphem Zustand in Ather leicht, in- krystallisiertem
jedoch sehr schwer loslich und in Wasser und Alkali un-
loslich ist. Samandaridin 148t sich aus dem Chlorhydrat
quantitativ und sofort krystallin erhalten, wenn man die
heiBe Lisung des Chlorhydrats mit iiberschiissigem Ammoniak
versetzt. Aus viel Athylalkohol 148t sich Samandaridin in
guter Ausbeute zu regelmiBig ausgebildeten Prismen, die
keinen Krystallalkohol enthalten, umkrystallisieren.

Samandaridin entfirbt in verd. Schwefelsdure Perman-
ganat auch in der Siedehitze nicht und nimmt in Eisessig bei
Zimmertemperatur sowie bei 90° kein Brom auf. Die Losung

Annalen der Chemie. 562. Band. 4
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von Samandaridin in konz. Salzsiure (d=1,19) bleibt
wihrend mehrerer Wochen vollkommen farblos, wihrend
Samandarin unter gleichen Bedingungen die von C. Schopf
und W. Braun?) als typisch fiir reines Samandarin erkannte
violette Fiarbung schon nach einigen Stunden zeigt.

Zur Analyse diente die aus dem Chlorhydrat gewonnene Base nach
zweimaligem Umkrystallisieren aus Alkohol.

3,884, 4,938 mg Subst. (bei 100° i. Hochv. Abnahme 0,5, 0,3 Proc.):
10,400, 13,145mg CO,, 3,110, 4,080mg H,0. — 3,503mg Subst.:
0,124 cem N (219, 758 mm). — OCH;- und S-Bestimmung negativ.

CyH;0,N (345,2)  Ber. C 73,00 H 9,05 N 4,06
Gef. ,, 73,03, 72,62 ,, 8,96, 9,25  ,, 4,00.

10,7 mg getr. Subst. in 130,6 mg Campher: 4 ¢ = 10,0°
CyuH; O;N  Ber. Mol.-Gew. 345,2 Gef. 825.

Polarisation: 0,056758 g Samandaridin (aus Alkohol umkrystalli-
siert und bei 100° i. Hochv. getr.: 0,2 Proc. Abnahme) in 10 ccm 2 n-
Essigsaure geldst: ap= +0,34°; [ = 2dem, ¢ = 21°.

(a3 =+ 29,5°

Die Bestimmung des aktiven Wasserstoffs nach Zerewitinoff
wurde nach der von C. Schépf und W. Braun?) beim Samandarin’ an-
gegebenen Methode vorgenommen. Nur diente als Grignard - Lésung
,»Methylmagnesiumjodid zur Zerewitinoff-Bestimmung in Di-isoamyl-
ather** von E. Merck.

In einem Testversuch mit Samandarin wurde die fiir zwei aktive
Wasserstoffatome berechnete Menge Methan bei Zimmertemperatur in
5 Minuten glatt entbunden; beim Erhitzen auf 95° wurde keinerlei Methan
mehr abgegeben.

36,1, 35,5 mg Samandaridin (bei 100° i. Hochv. getr.) ergaben bei
17° u. 752 mm bzw. 14° und 763 mm in 10 Minuten 2,53, 2,30, nach
30 Minuten 2,55, 2,33 ccm Methan; bei 95° wurden im Verlauf von ins-
gesamt 21/, Stunden weitere 1,54, 1,38, nach insgesamt 3 Stunden 1,58,
1,40 ccm Methan entbunden.

Aktives H bei Zimmertemp.: 1,01, 1,01
bei 95° insges.: 1,62, 1,58.

Bei Zimmertemperatur wird demnach genau die einem aktiven
Wasserstoff entsprechende Menge Methan entwickelt. Die in der Warme
dariiber hinaus entwickelte Methanmenge (0,6 Mol.) scheint aus einer
Zersetzung der Substanz zu stammen. Die praparative Aufarbeitung

}) a.a. 0., S.96. %) a.a.0., S.99.
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der Ansitze ergab namlich, daB kein einheitliches Reaktionsprodukt ent-
standen war. Neben einer sehr geringen Menge eines aus Alkohol um-
krystallisierbaren Chlorhydrats vom Schmelzp. 330° (Sintern ab 326°),
dessen Analyse keine deutbaren Werte ergab [gef. nach dem Trocknen
bei 90° i. Hochv. (Abnahme 9,4 Proc.) C 68,41 H 11,08], wurde in der
Hauptsache ein amorphes Chlorhydrat erhalten.

Die katalytische Hydrierung von 9,45 mg i. Hochv. getrocknetem
Samandaridin in Eisessig mit Palladium in der Apparatur von Bret-
schneider und Burger!) gelang unter Bedingungen, unter denen
des-N-Dimethyl-samandarin glatt 1 Mol. Wasserstoff aufnahm, nicht. Es
wurde beim Aufarbeiten das eingesetzte Samandaridin quantitativ zuriick-
gewonnen.

Von Salzen des Samandaridins wurden bisher das Chlor-
hydrat, sowie das Brom- und Jodhydrat und das Nitrat her-
gestellt, von denen sich das Chlorhydrat wegen seiner Schwer-
loslichkeit in Wasser als sehr geeignet zur Reindarstellung des
Samandaridins erwiesen hat. Charakteristisch fiir das bei
343° unter Zersetzung schmelzende Samandaridin-chlorhydrat
ist seine Neigung, Krystallosungsmiftel beim Trocknen pur
unvollstindig abzugeben; erst nach lingerem Erhitzen im
Hochvakuum auf 100° werden 2 Mol. Krystallwasser abgegeben.
Das wasserfreie Chlorhydrat ist duBerst hygroskopisch und
nimmt bei 1-stiindigem Stehen an der Zimmerluft glatt wieder
2 Mol. Wasser auf. Hierdurch wird es verstindlich, daB das
Chlorhydrat des Samandaridins nach dem Trocknen keine gut
dibereinstimmenden Analysenwerte liefert.

Analyse des Samandaridin-chlorhydrats (lufttrocken mit 2H,0):

4,081 mg Subst.: 9,095 mg CO,, 3,170 mg H,0. — 5,708 mg Subst.:
1,985 mg AgCl.

C,,H,,O,NClI + 2H,0 (417,8) Ber. C 60,33 H 8,69 Cl 8,49
Gef. ,, 60,77 ,»» 8,70 , 8,60.
Analyse des getrockneten Samandaridin-chlorhydrats:
96,3 mg Subst. verloren bei 110° i. Hochv. 8,2 mg.
C,,H;,0,NC1 + 2H,0 (417,8)
Ber. fiir 2H,0 8,60, Gef. 8,52 Proc. Gewichtsverlust.
4,654, 4,732, 5,004 mg Subst. (bei 100° i. Hochv. Abnahmen 8,2,

9,0, 5,7 Proc.): 11,315, 11,300, 12,030 mg CO,, 3,550, 3,630, 3,840 mg H,O.
— 2,883 mg Subst. (bei 100° i. Hochv. Abnahme 8,0 Proc.): 0,087 ccm N

1) Chem. Fabrik 10, 124 (1937).
4'
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(22,6°, 748 mm). — 11,318 mg Subst. (bei 100° i. Hochv. Abnahme
7,7 Proc.): 4,030 mg AgCl.

CyyH,,0,NCI (381,8)
Ber. C 66,02 H 8,45 N 367 Cl 929
Gef- 2 66130’ 65!13y 65’54 » 8y531 8:58’ 8759 »» 3;43 ” 8'81 3

Samandaridin-bromhydrat wird aus der essigsauren Loésung von
Samandaridin mit gesttigter Kaliumbromidlssung in Form einheitlicher
Prismen vom konstanten Schmelzp. 346° unter Zersetzung ausgefallt.

Es ist erwartungsgemaB in Wasser noch schwerer loslich als Saman-
daridin-chlorhydrat.

Auf analoge Weise wird das Samandaridin-jodhydrat erhalten, das
durch Umkrystallisieren aus Wasser in Form regelmaBig ausgebildeter
Stabchen vom Zersetzungsp. 315° erhalten wird. Charakteristisch fiir
das Jodhydrat ist die leichte irreversible Abgabe des Krystallwassers;
es wird bei einstiindigem Trocknen im Vakuum iiber Schwefelsaure bei
Zimmertemperatur bereits vollstandig unter Verwitterung der Krystalle
abgegeben. Das so erhaltene Priparat ist nicht hygroskopisch.

Fiir die Analyse ist demnach das Jodhydrat des Saman-
daridins weit besser geeignet als das Chlorhydrat.

Analyse des im Exsiccator 1 Stunde iiber Schwefelsaure getrock-
neten Samandaridin-jodhydrats:

4,653, 4,374 mg Subst. (bei 100° i. Hochv. Abnahme 0,5, 0,0 Proc.):
9,080, 8,555 mg CO,, 2,870, 2,700 mg H,0. — 4,840 mg Subst. (bei 100°
i. Hochv. Abnahme 1,0 Proc.): 2,425 mg AgJ.

Cy,H,,0,NJ (473,2) Ber. C 53,25 H 6,81 J 26,83
Gef. ,, 53,22, 53,37 , 6,90, 691 ,, 27,08,

Zur Darstellung des Samandaridin-nitrats 16st man 10 mg Saman-

daridin in 3 ccm #/,,-Salpetersdure in der Siedehitze auf. Beim Er-

kalten scheiden sich 9 mg Samandaridin-nitrat aus, die ab 253° sintern
und bei 255° unter Zersetzung schmelzen.

Derivate des Samandaridins.

N-Nitroso-samandaridin. Zu der im Olbad auf 110° er-
hitzten Losung von 20 mg Samandaridin-chlorhydrat in
5 ccm Wasser werden 15 mg Natriumnitrit in wenig Wasser
zugegeben. Wahrend der Reaktion wird ein langsamer Kohlen-
dioxydstrom durchgeleitet; in einem angeschlossenen Azoto-
meter ist keinerlei Stickstoffentwicklung zu beobachten. Der
im Kolben rasch auftretende Niederschlag wird nach dem Er-
kalten abgesaugt und griindlich mit viel Wasser gewaschen.
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Man erhilt 18 mg Nitrosamin, das von 270° ab sintert und bei
274—276° unter Zersetzung schmilzt. Durch Umkrystalli-
sieren aus 5ccm Athanol werden 13 mg reines N-Nitroso-
samandaridin vem konstanten Schmelzp. 278° (Zers.) erhalten.

4,238 mg Subst. (bei 100° i. Hochv. keine Abnahme): 10,455 mg
CO,, 3,060 mg H,0. — 3,787, 2,061 mg Subst.: 0,239, 0,130 ccm N (22°,
18%; 751, 742 mm).

CyH,ON, (374,2) Ber. C 67,35 H 808 N 7,49
Gef. ,, 67,30 ,»» 8,08 s 1,21, 7,22.

Beim Versuch, N-Nitroso-samandaridin in Pyridin mit Essigséure-
anhydrid zu acetylieren, wurde das Ausgangsmaterial quantitativ un-
verandert mit dem Schmelzp. 278° zuriickerhalten.

N-Acetyl-samandaridin. 25 mg Samandaridin werden in 0,4 ccm
Pyridin mit 0,1 ccem Essigsaureanhydrid 24 Stunden bei Zimmertempe-
ratur aufbewahrt. Dann wird das Pyridin i. V. bei Raumtemperatur ab-
gedampft und der o6lige Riickstand mit 2 ccm Wasser durchgerieben,
wobei er krystallin wird. Die so erhaltene Acetylverbindung sintert von
227° ab und schmilzt bei 228—229°. Aus 50-proc. Athylalkohol werden
schlieBlich 20 mg reines N-Acetyl-samandaridin vom konstanten Schmelz-
punkt 229° in Form kurzer, gedrungener, zu Biischeln geordneter Nadel-
spitzen erhalten. Die Acetylverbindung ist in verdiinnter Salzcaure
und verdiinnter Essigeaure unléelich.

3,840 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. Abnahme 1,9 Proc.): 10,005 mg
CO,, 3,030 mg H,0. — 3,130 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. Abnahme
1,7 Proc.): 0,095 cem N (20° 758 mm).

CyH,,0,N (387,3) Ber. C 71,26 H 859 N 3,62

Gef. ,, 71,05 ,, 883 ,, 3,53.

N-Methyl-samandaridin-jodmethylat. 10 mg Samandaridin
werden in 1 ccm Methyljodid gelost und mit 0,25 ccm 1,5 n-
Sodaldsung unter hiufigem Schiitteln 12 Stunden bei Zimmer-
temperatur stehen gelassen. Nach einigen Minuten beginnt
sich das Jodmethylat teils krystallin, teils amorph abzu-
scheiden. Zur Aufarbeitung wird mehrmals mit Ather durch-
geschiittelt und das am Rande des ReaktionsgefdBes haftende
Jodmethylat verrieben, wobei es vollig krystallin wird und
gut abgesaugt werden kann. Es werden so 15 mg N-Methyl-
samandaridin-jodmethylat erhalten, das von 290° ab sintert
und bei 295—297° unter Zersetzung schmilzt. Durch ein-
maliges Umkrystallisieren aus 1,5 ccm Wasser werden Nadeln
vom konstanten Schmelzp. 301° (Zers.) erhalten.
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4,313, 3,912, 7,432 mg Subst. verloren bei 40° i. Hochv. 0,232,
0,205, 0,590 mg.
CpH30,NJ + 2H,0 (537,2)
Ber. fiir 2H,0 6,71; gef. 5,40, 5,25, 7,95 Proc. Gewichtsverlust.

4,081, 3,707 mg getr. Subst.: 8,210, 7,460 mg CO,, 2,700, 2,460 mg
H,0. — 6,842 mg getr. Subst.: 3,190 mg AgJ.
CyH,;,O0,NJ (501,2) Ber. C 55,07 H 7,24 J 25,33
Gef. ,, 54,87, 54,88 ,, 7,40, 7,42 ,, 25,20.
Umsetzung mit Semicarbazid und Hydrozylamin. 10 mg Saman-
daridin-chlorhydrat werden in 1ccm Alkohol mit einer Losung von
23 mg Semicarbazid-chlorhydrat und 28 mg Natriumacetat in 0,5 cem
Wasser 6 Stunden auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Beim Abkiihlen
scheiden sich 9 mg Samandaridin-chlorhydrat (Mischprobe) unverandert
neben Hydrazo-dicarbonamid, das aus dem Semicarbazid stammt, ab.

Werden 10 mg Samandaridin in 0,75 ccm Alkohol heil gelost und
mit 16 mg Hydroxylamin-chlorhydrat und 0,25 ccm 1 n-Natronlauge
3 Stunden auf dem siedenden Wasserbad erhitzt, so werden nach dem Ab-
dampfen des Alkohols durch Zugabe von 1 cecm verdiinnter Salzsiure
und Fillen mit Ammoniak 10 mg Samandaridin vom Schmelzp. 284
bis 286° (Mischprobe) unverindert zuriickerhalten.

Samandaridinsidure und Derivate.

Samandaridinsiure. 10 mg Samandaridin werden in
0,5 ccm absolutem Alkohol heif8 gelost und mit einer titrierten
Losung von 6,5 mg Kaliumhydroxyd in 0,25 cem abs. Alkohol
2 Stunden auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Die nach
dem Abkiihlen klare Losung wird mit 2 ccm Wasser verdiinnt
und der Alkohol i. V. bei 30° weggenommen. Die gegen Cur-
cuma alkalisch reagierende klare Liosung liefert beim Ansduern
mit 2 n-Essigsidure 10 mg Samandaridinséure in Form schmaler
rechteckiger Prismen, die bei 279° schwach aufschiumen und
bei 284—287° schmelzen. Die Mischprobe mit Samandaridin
vom Schmelzp. 289° schmilzt bei 285—287°, zeigt also keine
Depression. Die Substanz wurde ohne Umkrystallisieren ana-
lysiert.
5,288 mg exsiccatortrockne Subst. verloren bei 80° i. Hochv.
0,325 mg.
Cy H3,0,N + H,0 (381,3)
Ber. fiir 1H,0 4,7; gef. 5,3 Proc. Gewichtsverlust.
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4,963 mg getr. Subst.: 12,560 mg CO,, 4,040 mg H,0.
Cy,H,,ON (363,3) Ber. C 6936 H 9,15
Gef. ,, 69,02 ,, 9,11.

Sulbersalz der Samandaridinsiure. Die wiBrige Losung des
Kaliumsalzes der Samandaridinsiure, die durch Aufspaltung
des Samandaridins nach obiger Vorschrift und Neutralisation
des tberschiissigen Alkalis durch die genau berechnete Menge
sehr verdiinnter, titrierter Salpeterséiure erhalten wird, liefert
mit iiberschiissiger Silbernitratlosung in der Kilte quantitativ
das Silbersalz in Form einheitlicher Tetraeder vom Zer-
setzungspunkt 205°. In Wasser ist das Silbersalz auch in der
Hitze sehr schwer ldslich; bei lingerem Erhitzen tritt Zer-
setzung unter Bildung von Silberoxyd ein. Erhitzt man das
Silbersalz mit sehr verdiinnter Salpetersdure einige Minuten
zum Sieden, so krystallisiert beim Erkalten Samandaridin-
nitrat aus, das nach vorherigem Sintern von 243° ab bei
245—246° unter Zersetzung schmilzt. Die Mischprobe mit Sa-
mandaridin-nitrat vom Zersetzungsp. 255° gibt keine De-
pression.

Das Silbersalz der Samandaridinsaure wurde entsprechend seiner
Zersetzlichkeit ohne Umkrystallisieren analysiert. Analyse des krystall-
wasserhaltigen Silbersalzes:

4,313, 5,015 mg Subst.: 7,825, 9,100 mg CO,, 2,740, 3,110 mg HO,!).
Cy,H,,ONAg + 2H,0 (506,2) Ber. C 49,78 H 7,17

Gef. ,, 49,50, 4949 ,, 7,11, 6,94.

Analyse des getrockneten Silbersalzes:

4,640, 5,649 mg Subst. verloren bei 80° i. Hochv. 0,294, 0,395 mg.
C, Hy,O,NAg + 2H,0 (506,2)
Ber. fiir 2H,0 7,11; gef. 6,33, 7,01 Proc. Gewichtsverlust.

4,346 mg getr. Subst.: 8,460 mg CO,, 2,650 mg H,0'). — 5,202 mg
getr. Subst.: 1,210 mg Ag.
C,H,;,O,NAg (470,2) Ber. C 53,59 H 6,84 Ag 22,94
Gef. ,, 53,12 ,, 6,83 » 23,27.
N-Methyl-samandaridinsiure-jodmethylat. 40 mg Saman-
daridin werden nach vorstehender Vorschrift in die Saman-

1) Die Riickstandsbestimmung konnte bei diesen Analysen nicht
durchgefiihrt werden, weil die Substanz aus dem Schiffchen gekrochen war.
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daridinsdure iberfihrt. Die vom Alkohol befreite wabrige
Losung der Samandaridinsiure in iiberschiissiger Kalilauge
(4 ccm) wird mit 80 mg Dimethylsulfat bei 50° geschiittelt,
bis die Losung gegen Lackmus neutral reagiert, was nach
10 Minuten der Fall ist. Hierauf werden 16 mg Kaliumhydro-
xyd und weitere 80 mg Dimethylsulfat zugegeben und bei 50°
so lange geschiittelt, bis alles Dimethylsulfat verbraucht ist,
was nach 15 Minuten der Fall ist.

Die klare, schwach lackmussaure Losung gibt beim Ver-
setzen mit 3 g Kaliumjodid unter Eiskiihlung 52 mg krystallines
Jodmethylat, das bei 287° sintert und bei 291—294° unter
Aufschiumen schmilzt. Durch einmaliges Umkrystallisieren
aus 4 ccm Wasser werden einheitliche Nadeln vom konstanten
Schmelzp. 293—294° (unter Aufschiumen, Sintern ab 291°)
erhalten. Die Mischprobe mit Samandaridin-jodhydrat vom
Schmelzp. 315° beginnt ab 275° unter Braunfirbung zu sintern
und schmilzt bei 310° unter Zersetzung.

4,308 mg Subst. (bei 100° i. Hochv. keine Abnahme): 8,445 mg
CO,, 2,840 mg H,0.
C,,HyONJ (519,2) Ber. C 53,16 H 7,38
Gef. ,, 53,46 » 71,38.

N-Methyl-samandaridinsaure-jodmethylat wird von 2n-Alkali in
der Kailte nicht veriandert; beim Erhitzen der alkalischen Losung scheidet
gsich dagegen eine amorphe Verbindung ab, die von 206° ab sintert und
bei 220—240° unter Braunfirbung schmilzt. Diese Substanz lieB sich
nicht krystallin erhalten und wurde nicht weiter untersucht.

Auf in Methanol suspendierte Samandaridinedure wirkt Diazo-
methan unter Entfarbung und Stickstoffentwicklung ein. Das Reaktions-
produkt krystallisiert zum Teil; es wurde noch nicht niher untersucht.
Samandaridin vom Schmelzp. 2890 liefert mit Diazomethan unter gleichen
Bedingungen unverindertes Samandaridin vom Schmelzp. 289° (Misch-
probe) zuriick.

Weitere Versuche mit Samandaridin.

Brom wirkt auf Samandaridin-bromhydrat in Eisessig auch beim
kurzen Erwarmen im Wasserbad nicht ein.

Bei einem Versuch, N-Acetyl-samandaridin mit Phosphor und
Brom energisch zu bromieren, wurde schon bei Zimmertemperatur viel
Bromwasserstoff entwickelt. Das halogenhaltige Reaktionsprodukt, das
sich bei 185—175° unter Schwarzfarbung zersetzt, hat sich jedoch nicht
zur Krystallisation bringen lassen.
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Beim 10-stiindigen Erhitzen von 20 mg Samandaridin mit 120 mg
Benzaldebyd und 5 mg wasserfreiem Natriumacetat in 1 com Essigsiure-
anhydrid wurden 15 mg N-Acetyl-samandaridin erhalten.

Versuche, Samandaridinsaure in alkalischer Lésung mit Permanganat
zu oxydieren, fithrten zu Abbauprodukten von Saurecharakter, die jedoch
wegen der geringen fiir diese Versuche zur Verfiigung stehenden Mengen
nicht naher charakterisiert werden konnten.

3. Versuche mit Samandaron.
Eigenschaften und Salze des Samandarons.

Samandaron ist in den meisten organischen Losungs-
mitteln sehr viel leichter loslich als Samandarin. Mit ver-
dinnter Salzsiure und verdiinnter Schwefelsiure bildet es
leicht losliche Salze. Mit konzentrierter Salzsiure gibt es
unter Luftzutritt nicht die fir das Samandarin typische
Violettfirbung. Die schwefelsaure Losung der Base entfirbt
im Gegensatz zum Samandarin Permanganat in der Kilte
in wenigen Sekunden.

Zur Analyse wurde das aus dem Gemisch der Nebenalkaloide iso-

lierte Samandaron aus 35-proc. Aceton umkrystallisiert; es schmolz dann
konstant bei 189°.

4,836, 2,828 mg Subst. verloren bei 100° i. Hochv. 0,228, 0,150 mg.

C HyO,N + 1H,0 (321,3)
Ber. fiir 1H,0 5,6; gef. 4,7, 5,3 Proc. Gewichtsverlust.

4,608 mg getr. Subst.: 12,700 mg CO,, 3,970 mg H,0. — 2,678 mg
getr. Subst.: 0,120 ccm N (26°, 738 mm).

C,;H,,0,N (303,3) Ber. C 7517 H 964 N 4,62
Gef ,, 75,17 , 9,64 s 4,93 .

Polarisation.

a) Samandaron aus Samandaridin durch Chromeaureoxydation er-
halten (aus 35-proc. Aceton umkrystallisiert; Schmelzp. 189°). 0,07996 g
bei 100° i. Hochv. getr. Subst. (Abnahme 5,1 Proc.) in 4,0 ccm Aceton
gelost: ap = — 2,33% | = 1dem, ¢ = 23°.

[a]3* = — 116,6°.
b) Samandaron als Nebenalkaloid isoliert (aus 35-proc. Aceton um-

krystallisiert; Schmelzp. 189°). 0,07263 g bei 100° i. Hochv. getr. Subst.
(Abnahme 5,3 Proc.) in 5,0 ccm Aceton gelost: ap = — 1,68°, [ = 1 dem,

1= 210, [al3t = — 115,7°,
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Samandaron-chlorhydrat. 100 mg Samandaron (aus Saman-
darin dargestellt) werden in 1,5 ccm absolutem Athylalkohol
gelost und mit 15-proc. alkoholischer Salzsiure im UberschuB
versetzt, wobei sich — auch bei starkem Abkiihlen — das
Chlorhydrat nicht abscheidet. Durch Zugabe von absolutem
Ather werden 100 mg Samandaron-chlorhydrat krystallin aus-
gefdllt, die ab 350° sintern und bei 355° unter Zersetzung
schmelzen. Die ﬁberfﬁhrung in die Base ergibt quantitativ
Samandaron vom Schmelzp. 188—190° (Mischprobe) zurick.

Quecksilberchlorid-doppelsalz des Samandarons. Zu der Losung von
1,2 g Samandaron in iiberschiissiger Salzsiure (10 com Wasser + 2 com
2 n-Salzséure) werden 40 com einer kaltgesattigten Losung von Mercuri-
chlorid gegeben, wobei das Doppelsalz sofort 6lig ausfallt. Von dem Ol,
das beim Abkiihlen erstarrt (1,61 g), wird heiB (80°) abgegossen. Beim
Abkiihlen scheiden sich 0,84 g zu Biischeln geordnete Nadeln ab, die von
243° ab sintern und bei 245—246° unter Zersetzung schmelzen. Das zuerst
ausgefallene und beim Abkiihlen erstarrende Ol schmilzt bei 242° unter
Zersetzung und gibt mit dem auskrystallisierten Doppelsalz keine
Schmelzpunktsdepression. Das Doppelsalz 1aBt sich aus Wasser um-
krystallisieren und schmilzt dann konstant bei 246° unter Zersetzung.

Da durch Natronlauge aus der wiBrigen Losung des Doppelsalzes
die Base nur unvollstindig in Freiheit gesetzt wird (es kénnen durch Aus-
athern nur 15 Proc. der eingesetzten Base zuriickgewonnen werden),
das Doppelsalz nach dem Verfahren von Thron und Dirscherl!) mit
phosphoriger Saure zerlegt.

0,4 g wurden in 50 ccm Wasser heiB gelost, mit 0,5 g phosphoriger
Saure versetzt und 5 Minuten zum Sieden erhitzt. Nach dem Erkalten
wurde von abgeschiedenem Quecksilber abgegossen, mit 2 n-Natronlauge
alkalisch gemacht und mit insgesamt 400 ccm Ather ausgeschiittelt.
Nach dem Trocknen der Atherlésung iiber Natriumsulfat und Verdampfen
des Athers wurden 0,19 g Samandaron vom Schmelzp. 188—190° (Misch-
probe) erhalten, was einer Ausbeute von 95 Proc. d. Th., bezogen auf die
Summenformel C;gH;,0,NCI + HgCl, entspricht, die in Analogie zu dem
entsprechenden Doppelsalz des Samandarins angenommen werden darf.

Das zum Vergleich dargestellte Quecksilberchlorid-doppelsalz des
Samandarins wurde aus der waBrigen Ldsung von Samandarin-chlor-
hydrat mit iiberschiissiger Mercurichloridldsung in einer Ausbeute von
98 Proc. d. Th. krystallin ausgefallt. Es schmolz nach dem Umkrystalli-
sieren aus Wasser bei 209° unter Zersetzung.

0,2570 g getr. Subst. (bei 100° i. Hochv. Abnahme 1,9 Proc.):
0,0965 g HgS.

CypH;3,0,NCI + HgCl, (613,5) Ber. Hg 32,68 Gef. Hg 32,40.
1) A. 515, 252 (1935).
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Die Zerlegung des Doppelsalzes zu Samandarin 138t sich sehr ein-
fach durch alkalisches Ausithern durchfithren; es wird so quantitativ
Samandarin vom Schmelzp. 186° zuriickerhalten.

Derivate des Samandarons.

Samandaron-semicarbazon. 100 mg Samandaron werden in
2 ccm 2 n-Essigsaure gelost und hierzu die Losung von 80 mg
Semicarbazidchlorhydrat und 90 mg Natriumacetat in 0,2 ccm
Wasser gegeben. Nach 15-stiindigem Stehen bei Zimmer-
temperatur haben sich 100 mg Samandaron-semicarbazon-
chlorhydrat abgeschieden, das ab 275° sintert und unter lang-
samer Braunfirbung bei 350—355° (Zers.) schmilzt. Der rest-
liche Teil des eingesetzten Materials wird durch Extraktion der
alkalisch gemachten Mutterlauge mit Chloroform als Saman-
daron-semicarbazon vom Rohschmelzp. 275—280° (unter Auf-
schidumen) erhalten.

Zur Zerlegung des Chlorhydrats werden 40 mg in 10 ccm
Wasser heil gelost und hierzu 1 ccm 2 n-Natronlauge gegeben.
Nach dem Abkiihlen wird zweimal mit je 40 ccm Chloroform
ausgeschiittelt und nach dem Trocknen tiber Natriumsulfat
und Verdampfen des Chloroforms so 35 mg Samandaron-
semicarbazon erhalten, das von 295° ab sintert und bei
306—308° unter Zersetzung schmilzt. Das in Ather kaum
16sliche Semicarbazon 148t sich aus Athylalkohol zu einheit-
lichen Prismen vom konstanten Schmelzp. 308° (Zers.) um-
krystallisieren.

2,465, 4,187 mg Subst. (bei 100° i. Hochv. Abnahme 2,4, 1,1 Proc.):
5,940, 10,110 mg CO,, 2,140, 3,480 mg H,0. — 2,879 mg Subst. (bei 100°
i. Hochv. Abnahme 2,1 Proc.): 0,372 ccm N (24°, 757 mm).

CyH,,0,N, (360,3) Ber. C 66,60 H 8,95 N 15,55
Gf. ,, 65,72, 6593 ,, 9,71, 9,31 ,» 14,88,
N-Benzoyl- daron-semicarbazon. Zu 100 mg N-Benzoylsaman-

daron in 3,5 com absolutem Alkohol werden 60 mg Semicarbazid-chlor-
hydrat und 70 mg Natriumacetat in 0,3 com Wasser gegeben vnd das
Ganze 3 Stunden auf dem siedenden Wasserbad gekocht. Im Laufe einer
Viertelstunde geht noch ungeléstes N-Benzoylsamandaron in Lésung, und
nach etwa 1 Stunde beginnt sich das Semicarbazon krystallin abzu-
scheiden. Es werden so 105 mg erhalten, die ab 253° sintern und bei
255—2567° unter Zersetzung schmelzen. Dieser Schmelzpunkt andert sich
nach dem Umkrystallisieren aus viel Athylalkohol nicht mehr.
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3,490, 3,475 mg Subst. (bei 100° i. Hochv. keine Abnahme): 0,362,
0,394 ccm N (24°, 30°; 750, 749 mm).

CyHyO,N, (464,3)  Ber. N 12,07  Gef. N 11,86, 12,41.

Samandaron-N-ozalsiureithylester. Zu 100 mg Saman-
daron in 1ccm absolutem Athanol werden 50 mg frisch
destillierter Oxalsaure-diithylester gegeben und das Ganze
unter Feuchtigkeitsausschluf 2 Tage bei Zimmertemperatur
aufbewahrt. Nach Entfernung des Alkohols i. V. bei 250
hinterbleibt ein oliger Riickstand, der beim Anreiben mit ab-
solutem Ather 75 mg Samandaron-N-oxalsiure-dthylester er-
gibt, die von 145° ab sintern und bei 156—158° schmelzen.
Durch Umkrystallisieren aus 0,5 cem absolutem Athanol erhalt
man 50 mg des Esters vom konstanten Schmelzp. 168° (Sintern
ab 166°). Die Mischprobe mit Samandaron schmilzt bereits
bei 140—145°. Die Verbindung ist in verdiinnten Séuren un-
16slich.

5,217 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. Abnahme 0,2 Proc.): 13,070 mg
CO,, 3,860 mg H,0.

CyH, 0N (403,3) Ber. C 6845 H 825
Gef. ,, 68,33 ,, 8,28.

Samandaron - N - oxalsdure. 20 mg Samandaron- N - oxal-
siureithylester werden in 1 ccm Athanol mit 0,6 ccm /5
Natronlauge versetzt und das Ganze 24 Stunden bei Zimmer-
temperatur aufbewahrt. Hiernach wird mit 6 ccm Wasser
verdiinnt, wobei die Losung klar bleibt, der Alkohol i. V. bei
30° abdestilliert und aus der klaren wafrigen Losung mit
2 n-Salzsidure die Sdure krystallin ausgefillt (20 mg, die von
120° ab sintern und bei 130—135° unter Aufschiumen schmel-
zen). Aus 50-proc. Athylalkohol werden schmale Prismen vom
konstanten Schmelzp. 141° (unter Aufschdumen) erhalten.

3,876 mg Subst. verloren bei 80° i. Hochv. 0,266 mg.
CyH,,O.N + 1,56 H,O (402,3)
Ber. fiir 1,5 H,0 6,7; gef. 6,9 Proc. Gewichtsverlust.
3,610 mg getr. Subst.: 8,880 mg CO,, 2,580 mg H,0.

CyH,,ON (375,2) Ber. C 67,16 H 7,79
Gef. ,, 67,09 ,, 8,00.
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Kondensation von Samandaron mit Ozalester und Natriumalkoholat.

Zu 100 mg Samandaron in 9 com absolutem Ather werden 240 mg
Oxalsdure-diathylester gegeben, wobei ein Teil des Samandarons aus-
fallt. Werden nunmehr 110 mg Natriumalkoholat zugegeben, so zeigt
schwaches Sieden und Gelbfirbung des Reaktionsgemisches die ein-
tretende Reaktion an. Nach 7-stiindigem Erhitzen auf 50° wird das
reichlich abgeschiedene gelbe Produkt abgesaugt und griindlich mit ab-
solutem Ather nachgewaschen. Die Substanz wird unter Kiihlung in
Eiswasser suspendiert, wobei sie teilweise in Loésung geht, und die
alkalische Losung dreimal mit je 40 cem Ather durchgeschiittelt, wobei
10 mg Harz in den Ather gehen. Dieses Harz liefert bei der Benzoylierung
in 0,5 ccm Pyridin mit 40 mg Benzoylchlorid 3 mg N-Benzoylsamandaron
vom Schmelzp. 243° (Mischprobe).

Die alkalisch ausgeatherte Lésung wird hierauf mit 2 n-Essigsaure
angesauert und 5-mal mit je 30 com Chloroform ausgeschiittelt, und so
63 mg gelbes Harz erhalten, das beim Durchreiben mit absolutem Ather
in 35 mg atherunlésliches pulvriges Produkt, sowie in 24 mg atherlésliches
Harz zerlegt werden kann. Das Harz, das in Wasser praktisch unléslich
ist, 16st sich in 2 n-Natronlauge unter Gelbfarbung spielend und 1aBt sich
hieraus mit Ammoniumchlorid wieder als Ol zuriickerhalten. Das beim
Anreiben mit Ather zuriickgebliebene pulvrige Produkt ist in 2 n-Salz-
sdure sowie. in 2 n-Essigsdure unléslich, dagegen leicht unter gelbroter
Farbung in 2 n-Natronlauge. Sittigt man die alkalische Lésung mit
Ammoniumchlorid, so tritt lediglich eine schwache Triibung auf. Die
Verbindungen konnten nicht zur Krystallisation gebracht werden.

Auch in absolutem Alkohol 1aBt sich Samandaron bei Gegenwart
von Natriumalkoholat mit Oxalester kondensieren. Das in sehr geringer
Ausbeute auch krystallisiert erhaltene Reaktionsprodukt gab jedoch bei
der Analyse Werte, die mit keiner Theorie in Einkiang zu bringen waren.
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Die Konstitution des Samandarins’;
von Clemens Schopf und Kurt Koch?)
[mitbearbeitet von Wilhelm Contzen?)].

In der ersten Mitteilung®) iiber die Reindarstellung und
die Eigenschaften des Samandarins, des Hauptalkaloids im
Gift des Feuer- und Alpensalamanders, ist nachgewiesen
worden, daB dieses tierische Alkaloid die Summenformel
C19H3,0,N besitzt. Samandarin ist eine gesittigte Base mit
einem sekundiren Stickstoffatom, das einen Ring schlieit.
Das eine Sauerstoffatom ist ein sekundires alkoholisches
Hydroxyl, das leicht zur Ketogruppe oxydiert werden kann,
wobei das Keton Samandaron entsteht; das zweite Sauerstoff-
atom liegt als ringformig gebundener Athersauerstoff vor. Die
Atherbriicke 148t sich durch die Einwirkung von Grignard-
Verbindungen aufspalten. Die entstehenden Verbindungen, bei
der Einwirkung von Methyl-magnesiumjodid das Methyl-
samandiol CgHgs0,N, bei der Einwirkung von Phenyl-
magnesiumbromid das Phenylsamandiol C,5Hg,0,N, enthalten
auBer der urspriinglichen sekundéren alkoholischen Hydroxyl-
gruppe nun auch das zweite Sauerstoffatom als sekundéres, zur
Ketogruppe oxydierbares Hydroxyl.

1. Desoxysamandarin.

Ersetzt man im Samandarin das alkoholische Hydroxyl mit
Bromwasserstoff in Eisessig durch Brom und reduziert dann
das Brom mit Zinkstaub in Essigsdure heraus?), so erhilt man
das Desozysamandarin C;9H3,ON. Es wird gleichfalls in guter

*) Herrn Geheimrat H. Wieland zum 65. Geburtstag gewidmet.

1) 3. Mitteilung iber Salamanderalkaloide; 2. Mitteilung vor-
stehend.

?) Diplomarbeit W. Contzen, Techn. Hochschule Darmstadt 1937.

%) C. Schopf u. W. Braun, A. 514, 69 (1934).

*) Diese Versuche sind von Herrn Contzen durchgefiihrt worden.
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Ausbeute erhalten, wenn man im Samandaron durch Erhitzen
des Samandaron-semicarbazons oder des N-Benzoyl-saman-
daron-semicarbazons?!) mit Natriumalkoholat im EinschluBrohr
den Ketonsauerstoff durch Wasserstoff ersetzt. Desoxysaman-
darin, das man natiirlich ebensogut auch als Desoxosamandaron
bezeichnen kénnte, enthilt auBer dem Stickstoffatom nur noch
das Athersauerstoffatom.

Beim Hofmannschen Abbau verhilt sich Desoxysaman-
darin wie Samandarin und Samandaron. Es bildet mit Methyl-
jodid unter Anlagerung von zwei Methylgruppen an den sekun-
daren Stickstoff das N-Methyl-desozysamandarin-jodmethylat,
das beim Hofmannschen Abbau eine krystallisierte, i. Hochv.
unzersetzt destillierbare des-Base, das des-N-Dimethyl-desoxy-
samandarin liefert. In dieser des-Base ist die beim Hofmann-
schen Abbau entstandene Doppelbindung gegen Mineralsiuren
ebenso empfindlich wie die Doppelbindung des des-N-Dimethyl-
samandarins und -ons. Schon beim kurzen Erwirmen mit ver-
diinnter Schwefelsdure verschwindet die Doppelbindung; die
zuerst stark ungesittigte Losung ist gegen Permanganat stabil
geworden. Die Aufarbeitung zeigt, daB bei dieser Behandlung
analog wie bei den des-Basen des Samandarins und Saman-
darons ein Mol. Wasser zum Ozydihydro-des-N-dimethyl-desozy-
samandarin angelagert worden ist. Auch das Verhalten dieser
Oxydihydrobase bei der Oxydation mit Chromsiure entspricht
vollig dem Verhalten der Oxydihydrobase aus Samandaron.
Es werden wie dort zwei Wasserstoffatome aus dem Molekiil
entfernt, wobei sich das dem Samandeson analoge Desoxo-
samandeson bildet, von dem weiter unten noch die Rede sein
wird.

2. Die Konstitution der des-Basen.

Die Leichtigkeit, mit der die des-Basen des Samandarins,
Samandarons und Desoxysamandarins, das des-N-Dimethyl-
samandarin, das des-N-Dimethyl-samandaron und das des-N-
Dimethyl-desoxysamandarin, unter der Einwirkung von ver-
diinnten Mineralsiuren jeweils 1 Mol. Wasser unter Ver-

1) Es ist aus dem Gemisch der Nebenalkaloide leicht darstellbar;
vgl. die vorstehende 2. Mitteilung.
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schwinden der beim Hofmannschen Abbau entstandenen
Doppelbindung und Herausbildung einer neuen Hydroxyl-
gruppe zu Oxydihydrobasen anlagern, war auBerordentlich
iberraschend und bis jetzt noch ungeklirt.

Wir konnen nun eine Erklirung fiir diese beispiellos leicht
erfolgende scheinbare Wasseranlagerung an eine Doppel-
bindung geben, denn wir fanden, daB in dem aus Samandarin
iiber das N-Methyl-samandarin-jodmethylat und das des-N-
Dimethyl-samandarin durch Wasseranlagerung an diese des-
Base erhiltliche Ozydihydro-des- N - dimethyl- samandarin
C,:H3;03N, nicht nur ein neues Hydroxyl, sondern auch eine
Carbonylgruppe mneu entstanden ist; Oxydihydro-des-N-di-
methyl-samandarin gibt mit Hydroxylamin ein Ozim und, mit
Semicarbazid ein Semicarbazon. Ebenso gibt das jetzt aus
Desoxysamandarin dargestellte Oxydihydro-des-N-dimethyl-
desoxysamandarin ein Oxim.

Es entstehen also aus den des-Basen, die, wenn man von
dem von vornherein vorhandenen Hydroxyl und der beim
Hofmannschen Abbau entstandenen Dimethylaminogruppe
absieht, eine Doppelbindung und ein Athersauerstoffatom ent-
halten, beim Behandeln mit Mineralsiuren um 1 H,O reichere
Ozxydihydro-des-Basen, die nun keine Doppelbindung mehr,
dafiir aber eine neu entstandene Carbonylgruppe und ein neu
entstandenes Hydrozyl enthalten. Ein solcher Ubergang ist
aber nur dann moglich, wenn die des-Basen Enolither sind, die
ja auBerordentlich leicht durch Mineralsiuren zu Alkohol und
Carbonylverbindung aufgespalten werden?).

Wir konnen demnach jetzt die Formel des des-N-Di-
methylsamandarins entsprechend der Teilformel IIIa?) auf-
lésen; das Oxydihydro - des- N -dimethyl - samandarin er-
hilt die Teilformel Va. Die des-Basen des Samandarons
und des Desoxysamandarins erhalten die Teilformeln IIIb

1) J. Wislicenus, A. 192, 119 (1878); A. Faworsky, J. pr. [2]
87, 534 (1888); L. Knorr, B. 89, 1409 (1906); A. Zahorka u. K. Wei-
mann, M. 71, 229 (1938); A.Skrabal u. R. Skrabal, Z. physik.
Chem. (A) 181, 451 (1938).

%) Die Formeln sind in einer Ubersicht am SchluB des theoretischen
Teils zusammengestellt.
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und c¢'). Fir die Oxydihydrobasen gelten entsprechend die
Formeln Va—c, die statt der Enolithergruppe in IITa—c je-
weils eine Carbonylgruppe und das neu entstandene Hydroxyl
tragen. DaB diese Oxydihydrobasen auch tautomer als Halb-
acetale im Sinne der Formeln VIa—c¢ reagieren konnen, wird
weiter unten gezeigt werden. Ebenso wird weiter unten bei
der Besprechung des Samandesons der Beweis dafiir erbracht
werden, daB die Oxydihydrobasen die neu entstandene Car-
bonylgruppe als Aldehydgruppe enthalten.

Die bei der katalytischen Hydrierung von des-N-Dimethyl-
samandarin und -on in quantitativer Ausbeute entstehenden
Dihydro-des-Basen entsprechen den Formeln IVa und b. Es
ist ohne weiteres verstindlich, daB die Dihydro-des-Basen, die
keine Enolither mehr sind, von Mineralsiuren nicht ver-
andert werden.

3. Die Beziehung zwischen dem Stickstotf und dem Athersauer-
stoff und die Konstitution des Methyl- und Phenyl-samandiols.

Damit beim Hofmannschen Abbau des Samandarins,
Samandarons und Desoxysamandarins Enoldther entstehen
konnen, muf in diesen Basen der Stickstoff in niichster Nihe
des Athersauerstoffs angreifen. Sieht man von der Moglichkeit
ab, daB die Doppelbindung beim Hofmannschen Abbau ge-
wandert sein kénnte, was wir durch weiter unten zu schildernde
Versuche ausschlieBen konnen, so bleiben zwei Moglichkeiten :
=g der Stickstoff greift entweder entsprechend den

| Teilformeln Ia—c an demselben Kohlenstoffatom an
NH g Wie die Atherbriicke, und das benachbarte Kohlen-
>JJ——C— stoffatom trégt noch mindestens ein Wasserstoff-
(l) atom, das beim Hofmannschen Abbau unter

- Herausbildung der Doppelbindung als Wasser ab-
=C gespalten wird, oder aber der Stickstoff greift ent-
sprechend der nebenstehenden Teilformel an einem der Ather-
briicke benachbarten Kohlenstoffatom an, und das Kohlenstoff-

1) Die Derivate des Samandarins sind in dieser Arbeit mit dem
Index a, die des Samandarons mit dem Index b und die des Desoxy-
samandarins mit dem Index ¢ bezeichnet.

Annalen der Chemie. 552. Band. 5
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atom, an dem die Atherbriicke angreift, trigt noch mindestens
ein Wasserstoffatom. Von beiden Formeln aus ist die Bildung
der des-Basen (IITa—c) gleich gut verstéindlich.

Zwischen diesen beiden Moglichkeiten knnen wir jetzt zu-
gunsten der ersteren (Ia—¢) auf Grund der Beobachtung ent-
scheiden, da8 beim Kochen von Oxydihydro-des-N-dvmethyl-
samandaron (VDb), in dem der Stickstoffring und die Ather-
briicke geoffnet sind, mit Essigsdureanhydrid sowohl der Stick-
stoffring als auch die Atherbricke wieder zuriickgebildet
werden. Es entsteht aus Vb zu rund 40 Proc. d. Th. die quar-
tire Verbindung IIb (X = OCO-CHj), die auf Zusatz von
Jodkali als N- Methyl-samandaron-jodmethylat (I1b) isoliert wird.
Der Rest des bei diesem Versuch eingesetzten Oxydihydro-des-
N-dimethyl-samandarons geht in des-N-Dimethylsamandaron
(ITIDb) iiber; hierbei wird gleichfalls die Atherbriicke und da-
neben die Doppelbindung der des-Base zurtickgebildet.

Die Riickbildung der Atherbriicke bei diesen Ubergéingen
beweist einmal, daB das Oxydihydro-des-N-dimethyl-saman-
daron im Sinne der Formel VIb als Halbacetal reagieren kann,
denn nur von VIb und nicht von der offenen Form Vb aus
ist eine Riickbildung der des-Base ITIb durch Wasserabspaltung
verstindlich. Die leichte Riickbildung der Atherbriicke in
beiden Fillen zeigt ferner, daB der Ring, der den Athersauer-
stoff enthilt, offenbar riumlich sehr begiinstigt ist; es dirfte
ein 5- oder 6-Ring, vielleicht aber auch ein sterisch besonders
begiinstigter noch groBerer Ring vorliegen.

Fiir die Deutung der neben der Riickbildung der Sauerstoff-
briicke sich abspielenden Riickbildung des Stickstoffrings zum
quartiren Salz des N-Methyl-samandarons (ITb) ist der Befund
wesentlich, daf diese Riickbildung nicht iiber das gleichzeitig
entstehende des-N-Dimethyl-samandaron (IIIb) als Zwischen-
produkt geht. Kocht man namlich dieses mit reinem Esgigsdure-
anhydrid, so bleibt es vollig unverdndert. Setzt man dem
Essigsdureanhydrid jedoch etwas Eisessig zu, so tritt auch vom
des-N-Dimethyl-samandaron aus eine teilweise Riickbildung
des Stickstoffrings unter Bildung des quartiren Salzes des
N-Methyl-samandarons (IIb) ein. Die Ausbeute bleibt aber
mit hochstens 25 Proc. d. Th. erheblich hinter der zuriick, die
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man, wie oben erwihnt, erhilt, wenn man Oxydihydro-des-
N-dimethyl-samandaron (Vb bzw. VIb) in gleicher Weise mit
Essigsiaureanhydrid erhitzt. Man muB daher annehmen, da8
die Riickbildung des Stickstoffrings nicht vom des-N-Dimethyl-
samandaron (ITIb), sondern von cer als Zwischenprodukt nicht
isolierten aber zweifellos auftretenden Acetylverbindung der
Halbacetalform des Oxydihydro-des-N-dimethyl-samandarons
(VIIb) aus in der Weise erfolgt, daB im Sinne der nach-
stehenden Formeln die Acetoxygruppe sich an die Dimethyl-

=c >c

111(011,), +I|~I(CH,),(_)COCH,
—CH--0COCH, —> —CH

o 6

| VIIb | IOb

aminogruppe zum quartiren Salz anlagert. Diese Reaktion ist
bekannt; sie entspricht vollig z. B. der Anlagerung von Essig-
sauremethylester an Trimethylamin zum Tetramethyl-ammo-
nium-acetat?). DaB sie im vorliegenden Falle besonders leicht
erfolgt, mag in der groBeren Reaktionsfahigkeit des acetalartig
gebundenen Acetoxyrestes in VIIb oder in der durch die leichte
Riickbildung des Stickstoffrings wahrscheinlich gemachten
sterisch giinstigen Lage der Acetoxygruppe in VIIb oder in
beidem begrindet sein: DaB auch das des-N-Dimethyl-
samandaron (IITb) beim Kochen mit Essigsdureanhydrid bei
Gegenwart von Hisessig teilweise in das quartdre Salz IIb
iibergeht, diirfte darauf beruhen, daB hier zuerst Hisessig an
die Doppelbindung zu VIIb angelagert wird. Die Acetyl-
verbindung des Oxydihydro-des-N-dimethyl-samandarons
(VIIb) diirfte also in jedem Falle das Zwischenprodukt der
Reaktion sein.

Die Riickbildung des Stickstoffrings bei den geschilderten
Ubergingen, die zugleich beweist, daB beim Hofmannschen
Abbau keine Wanderung der Doppelbindung eingetreten ist,
wire unverstindlich, wenn im Samandarin der Stickstoff
nicht im Sinne der Formel Ia an demselben Kohlenstoff-

1) R. Willstatter u. W. Kahn, B. 85, 2760 (1902).
5‘
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atom, das auch die Sauerstoffbriicke trigt, sondern im
Sinne der eingangs diskutierten Formel an einem benach-
barten Kohlenstoffatom angreifen wiirde. Wir kommen S0
zu dem Ergebnis, daB die Konstitution des Saman-
darins, Samandarons und Desoxysamandarins durch die
Teilformeln Ta—c wiederzugeben ist. In diesen Formeln sind,
nur noch zwei Wasserstoffatome unbewiesen; von ihnen wird
weiter unten die Rede sein.

Die auf den ersten Blick iiberraschenden Aldehyd-
ammoniakformeln Ta—c?) sind nun weiter auf einem unab-
hingigen Wege noch dadurch gestiitzt, daB sie allein das ein-
gangs erwihnte, bisher unverstindliche Verhalten des Saman-
darins und seiner Derivate gegen Grignard-Verbindungen
verstehen lassen. Wir hatten beobachtet?), daB Samandarin
in Ather, also unter sehr milden Bedingungen, glatt mit
Methyl - magnesiumjodid und Phenyl - magnesiumbromid
reagiert, wobei unter Addition von CH, bzw. CgHe Methyl-
bzw. Phenyl-samandiol entsteht, Verbindungen, in denen die
Atherbriicke des Samandarins unter Bildung eines. zweiten
alkoholischen Hydroxyls aufgespalten worden ist. Wir kénnen
jetzt die Reaktionsfihigkeit des Samandarins gegeniiber
Grignard-Verbindungen als die Reaktion einer durch Alde-
hydammoniakbildung maskierten Carbonylgruppe auffassen,
fiir die wir Analogien in der Literatur nicht finden konnten, da
die Dinwirkung von Grignard-Verbindungen auf Aldehyd-
ammoniake und Oxazolidine anscheinend noch nicht untersucht
worden ist. Die Konstitution des Methyl- und Phenyl-saman-
diols ist, da sie die NH-Gruppe des Samandarins noch unver-
andert im Ring enthalten, durch die Formeln XI und XII
wiederzugeben. Da Methyl- und Phenyl-samandiol weiter zu
Diketonen, dem Methyl- und Phenyl-samandion (XIII und XIV)
oxydierbar sind, so muf das neu entstandene Hydroxyl ein
sekundires sein. An dem Kohlenstoffatom, von dem die Ather-

!) Die einzige Analogie zu der Aldehydammoniakgruppierung des
Samandarins findet sich, soweit wir sehen, unter den Naturstoffen beim
Vomicin, das nach H. Wieland und Mitarbeitern [A. 527, 151 (1937);
545, 59, 112 (1940)] die Gruppe —=C—O0—CH,—N< enthilt.

%) C. Schopf u. W. Braun, A. 514, 78, 105 (1934).
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bricke ausgeht, steht also noch ein Wasserstoffatom, das in
den Teilformeln an dem untersten Kohlenstoffatom ein-
gezeichnet ist.

Es war besonders auffallend, da8 im des-N-Dimethyl-
samandarin (IIla) im Gegensatz zum Samandarin (Ia) die
Atherbriicke ebenso wie auch im Dihydro-des-N-dimethyl-
samandarin (IVa) gegen Methyl-magnesiumjodid auch unter
energischeren Bedingungen, namlich bei 90—95° in Anisol
vollig bestandig ist!). Auch das ist jetzt verstandlich; in II1a
und IVa ist die offenbar allein geniigend reaktionsfihige
Aldehydammoniak-gruppierung des Samandaring (Ia) nicht
mehr vorhanden.

SchlieBlich konnen wir noch eine weitere Beobachtung
anfiihren, die gleichfalls nur von der Aldehydammoniak-
formel Ia des Samandarins aus zu verstehen ist. Behandelt
man N-Nitroso-samandarin mit siedender 20-proc. Salzsiure,
so wird in wenigen Minuten neben Stickoxyden, die aus durch
hydrolytische Abspaltung der Nitrosogruppe gebildeter sal-
petriger Sdure stammen, iber 40 Proc. der fir 1 Mol. berech-
neten Menge Stickstoff abgespalten. Samandarin verhalt sich
hierbei also so, als wenn es ein primdres Amin ware. Dies ist
nur von der Samandarinformel Ia aus verstindlich, in der
offenbar unter der Einwirkung von konzentrierter Salzsdure

>0 Be ) _ 3o

| | —> | +XN
N—NO HN—NO OH
|

—CH —>» —CHOH

| |

0 (0]

| |

>CH >CH

die Aldehydammoniakgruppierung teilweise entsprechend den
vorstehenden Formeln am Stickstoff aufgespalten wird. Das
entstehende Zwischenprodukt spaltet wie das Einwirkungs-
produkt von salpetriger Sdure auf ein primédres Amin sofort

1) C. Schépf u. W. Braun, a.a. 0., S.122—123; ein Teil der
Base wird bei dieser Behandlung iibrigens auch — wahrscheinlich am
alkoholischen Hydroxyl — isomerisiert.
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Stickstoff ab. Das zu erwartende stickstofffreie Umwandlungs-
produkt hat sich noch nicht krystallisiert erhalten lassen.

Gegen Hydrolyse auch mit Siuren ist Samandarin trotz
der sicher nachgewiesenen Aldehydammoniakgruppierung sehr
bestindig, wihrend die dhnlich konstituierten Oxazolidine sehr
leicht durch S&uren hydrolysiert werden?). Fiinfstiindiges
Erhitzen der neutralen wiBrigen Losung des Chlorhydrats auf
140—150°, ja sogar 13-stiindiges Erhitzen auf 225° lassen
Samandarin unverindert. Auch beim 10-stiindigen Kochen mit
10-proc. Uberchlorsiure liBt sich der grofte Teil des an-
gewandten Samandarins unveridndert zuriickgewinnen. KErst
beim Erhitzen mit 10-proc. Uberchlorsiure auf 140—150°
wird es angegriffen; die entstandene amorphe Base, die gegen
Permanganat stark ungesdttigt war und daher auch an-
scheinend zum Teil das alkoholische Hydroxyl als Wasser
abgespalten hatte, war aber nicht zur Krystallisation zu
bringen?). Auch beim halbstiindigen Kochen mit konz. Salz-
saure am RiickfluB unter Kohlendioxyd wird Samandarin ver-
andert; aber auch hier hat sich die entstandene Base nicht zur
Krystallisation bringen lassen, so daB iiber die Natur der ein-
getretenen Verdnderungen nichts ausgesagt werden kann. Die
geschilderten Befunde sprechen keineswegs gegen die Aldehyd-
ammoniakstruktur des Samandarins, denn die an der Aldehyd-
ammoniakgruppierung beteiligte Amino- und Hydroxylgruppe
muB sich jeweils entsprechend der oben nachgewiesenen
leichten Riickbildung des Sauerstoff- und Stickstoffrings in
riumlich so giinstiger Lage zur Aldehydgruppe befinden, daB,
selbst wenn voriibergehend cine Aufspaltung stattfinden
sollte, doch anschlieBend sofort wieder die ja immer spielend
leicht erfolgende Aldehydammoniakbildung unter Riickbildung
von Samandarin erfolgen muB.

Die abgeleiteten Formeln geben endlich auch die Erklarung fiir alle
ibrigen bisher an den besprochenen Verbindungen gemachten Beob-

achtungen. So wurde gefunden, daB bei der Einwirkung von Methyl-
magnesiumjodid auf Oxydihydro-des-N-dimethyl-samandarin (Va bzw.

1) L. Knorr u. H. Matthes, B. 34, 3484 (1901).

?) Die Hydrolyseversuche sind von Herrn W. Contzen ausgefiibrt
worden.
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VIa), wobei, wie zu erwarten, 2 Mol. Methan entwickelt werden, ein Teil
der angewandten Base unverandert bleibt!). Dieser Teil hat offenbar im
Sinne der Formel VIa reagiert. Ein Teil reagiert aber offenbar auch als
Carbonylverbindung im Sinne der Formel Va, denn Oxydihydro-des-N-
dimethyl-samandarin sddiert dabei teilweise 1 CH, unter Bildung einer
Verbindung C,,H,,0,N, die wir seinerzeit als Jodhydrat vom Schmelzp.273
bis 275° isoliert haben, und der wir jetzt die Teilformel XV zuerteilen
missen. Die Addition von 1CH, an Oxydihydro-des-N-dimethyl-
samandarin beruht also nicht, wie wir frither annahmen, auf einem neuer-
lichen Reagieren der Atherbriicke, sondern darauf, daB diese Verbindung
im Gegensatz zu der des-Base eine Carbonylgruppe enthilt.

Die Teilformel VIb des Oxydihydro-des-N-dimethyl-samandarons
1aBt verstehen, warum diese Base, wie wir jetzt festgestellt haben, beim
Stehen mit Salzsaure in Methanol schon in der Kalte einen Monomethyl-
ather bildet, dem wir die Acetalformel VIIIb zuerteilen miissen. Die
Bildung dieses Monomethylathers ist ein weiterer Beweis fiir die Neigung
der Oxydihydrobasen, als Halbacetale im Sinne der Formeln Via—o zu
reagieren.

Im iibrigen ist moglicherweise die Halbacetalform VI so begiinstigt,
daB die Oxydihydro-des-Basen ausschlieBlich in dieser Form vorliegen.
Wir haben diese Moglichkeit, die wir wegen des anschlieBend zu be-
sprechenden Ubergangs des Oxydihydro-des-N-dimethyl-samandarins und
-ons in Samandeson fiir sehr wahrscheinlich halten, und zu deren Gunsten
leicht durch die Aufnahme der Absorptionsspektren der Oxydihydro-des-
Basen (Fehlen der Carbonylbande in VIa und c) entschieden werden
konnte, aber noch nicht niaher untersucht. Ebensowenig haben wir bisher
die Frage entschieden, ob in dem oben erwahnten Oxim und Semicarbazon
des Oxydihydro-des-N-dimethyl-samandarins und im Oxim des Oxy-
dihydro-des-N-dimethyl-desoxysamandarins normale Abkémmlinge der
Carbonylform (Va und c) oder Abkémmlinge der Halbacetalform (VIa
und c¢) vorliegen.

DaB Oxydihydro-des-N-dimethyl-samandarin bei der Acetylierung
mit Essigsiureanhydrid in Pyridin nur einc Monoacetylverbindunyg
liefert?), liegt offenbar daran, daB in der zverst entstehenden, von VIa
sich ableitenden Diacetylverbindung der Acetylrest an dem halbacetal-
artig gebundenen Hydroxyl so leicht verseift wird, daB er schon bei der
Aufarbeitung des Acetylierungsgemisches wieder abgespalten wird.

4. Die Konstitution des Samandesols, Samandesons
und Desoxosamandesons.
In den abgeleiteten Teilformeln sind durch die vorstehend
dargelegten Beobachtungen alle eingezeichneten Atome nach-

1) C. Schopf u. W. Braun, vgl. Anm. 1, S. 69.
2) C. Schopf u. W. Braun, a. a. 0., 8. 123.
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gewiesen mit Ausnahme des Wasserstoffatoms, das an dem
gleichzeitig Stickstoff und Sauerstoff tragenden Kohlenstoff-
atom steht. Der Beweis fir dieses Wasserstoffatom, mit
anderen Worten dafiir, daB Samandarin ein maskierter
Aldehyd ist, liegt im folgenden:

Wie wir schon frither beobachtet haben, wird Oxydihydro-
des-N-dimethyl-samandarin bei der Einwirkung von Chrom-
siure in schwefelsaurer Losung iiber die Zwischenstufe des
Oxydihydro-des-N-dimethyl-samandarons unter Abgabe von
zwei weiteren Wasserstoffatomen in sehr guter Ausbeute in
eine Verbindung C,,H3,0,N iibergefiihrt, die wir als Saman-
deson bezeichnet haben. Der Stickstoff des Samandesons liegt
auf Grund seiner Bildung aus den des-Basen als Dimethyl-
aminogruppe vor. Von den drei Sauerstoffatomen entspricht
nur eines einer Carbonylgruppe, denn Samandeson gibt auch
unter energischen Bedingungen in alkalischer Losung nur ein
Momoxzim. Bei der Einwirkung von Natrium und Alkohol wird
ebenso wie durch die reduzierende Wirkung von Natrium-
alkoholat dieses Carbonyl zu >CHOH reduziert; es entsteht
das um 2 Wasserstoffatome reichere Samandesol, von dem wir
jetzt festgestellt haben, da8 es wieder zu Samandeson zuriick-
oxydiert werden kann. Die im Samandesol neu entstandene
Hydroxylgruppe haben wir auBerdem jetzt mit Methyl-
magnesiumjodid und durch Acetylierung nachgewiesen ; Saman-
desol ist demnach der dem Keton Samandeson entsprechende
Alkohol. Die beiden anderen Sauerstoffatome des Samandesons
und Samandesols konnen nicht als Carbonylgruppen vorliegen,
da sie ja sogar gegen die Reduktion mit Natrium und Alkohol
bestindig sind. Wir haben jetzt festgestellt, daB sie in Form
einer Lactongruppe vorliegen, die priparativ besonders bequem
durch Einwirkung von konzentriertem wéBrigem Ammoniak
aufgespalten werden kann. Es entsteht so aus Samandesol
unter Aufnahme von 1 H,O die Samandesolsiure, die bereits
frither bei der Einwirkung von Natriumalkoholat auf Saman-
desol und Samandeson, welch letzteres dabei gleichzeitig an der
Ketogruppe reduziert wird, isoliert worden war. Samandesol-
sdure geht leicht unter Wasserabspaltung wieder in das Lacton
Samandesol iiber. Hs geniigt schon kurzes Erwirmen mit
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verdiinnter Salzsiure oder Kochen mit Alkohol, um den
Lactonring wieder zu schlieBen. Auch bei der Sublimation
1. Hochv. geht Samandesolsiure in Samandesol iiber; der
Ubergang findet allerdings erst in der Dampfphase statt, denn
nur das Sublimat besteht aus Samandesol, der nicht subli-
mierte Anteil dagegen besteht auch nach lingerem Erhitzen
1. Hochv. auf 140—150° noch aus reiner Samandesolsiure.
Diese auf den ersten Blick auffallende Bestindigkeit der
Oxysdure findet ihre einfache Erklirung in der Tatsache,
daB die Samandesolsdure auBer der Carboxylgruppe und den
zwei Hydroxylgruppen noch eine stark basische Dimethyl-
aminogruppe enthilt. Samandesolsiure liegt demgemif als
inneres Salz vor, dessen relative Bestindigkeit der Tat-
sache entspricht, daB Salze auch von den Oxysduren be-
stdndig sind, die als freie Oxysduren sofort in Lactone iiber-
gehen.

Im Samandesol und in der Samandesolséure ist das urspriinglich im
Samandarin vorhandene sekundire alkoholische Hydroxyl wieder zuriick-
gebildet worden, und zwar in derselben sterischen Anordnung, in der es
auch im Samandarin vorliegt. Das ist durch folgende Uberginge be-
wiesen: Acetyliert man Oxydihydro-des-N-dimethyl-samandarin (VIa)
mit Essigsaureanhydrid in Pyridin, so erbilt man eine Monoacetyl-
verbindung, in der, wie oben erwahnt, offenbar das urspriinglich vor-
bandene Hydroxyl des Samandarins acetyliert ist, wahrend die in der
Halbacetalgruppierung vorliegende Hydroxylgruppe bei der Aufarbeitung
den Acetylrest wieder verloren hat. Oxydiert man nun dieses Monoacetyl-
oxydihydro-des-N-dimethyl-samandarin mit Chromsaure in Eisessig!),
so entsteht das gleiche Acetylsamandesol, das auch aus Samandesol bei
der Acetylierung erhalten wird. Das im Samandarin urspriinglich vor-
handene Hydroxyl ist also bei der Reduktion des Samandesons zum
Samandesol in der gleichen sterischen Anordnung wieder zuriickgebildet
worden. Diese Konfigvration ist offenbar besonders begiinstigt, denn wir
haben schon frither festgestellt, daB bei der Reduktion der Ketogruppe
des des-N-Dimethyl-samandarons das des-N-Dimethyl-samandarin ent-
steht, also auch hier die Konfiguration der Hydroxylgruppe des Saman-
darins zuriickgebildet wird?). DaB dieser Ubergang beweist, daB die
Carbonylgruppe im des-N-Dimethyl-samandaron nicht in der a,f-Stellung
zu der beim Hofmannschen Abbau entstandenen Doppelbindung stehen
kann, ist schon frither betont worden.

1) Diesen Versuch hat F. Ross durchgefiihrt.
2) C. Schopf u. W. Braun, a.a. 0., S. 84, 85.
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Aus dem Samandeson haben wir jetzt in analoger Weise
die Samandesonsiiure dargestellt. Aus Desozysamandarin 148t
sich schlieBlich auf dem Wege iiber die des-Base und Oxy-
dihydro-des-Base durch Chromsiureoxydation das Desoxo-
samandeson, CyHys0,N, erhalten, das nur noch die beiden
Sauerstoffatome der bei der Oxydation entstandenen Lacton-
gruppe enthilt. Desoxosamandeson, das man ebensogut als
Desoxysamandesol bezeichnen konnte, bleibt bei der Reduktion
mit amalgamiertem Zink und konz. Salzsidure unverandert; es
148t sich in derselben Weise wie Samandesol und Samandeson
zu einer Oxysiure, der Desozo-samandesonsiure aufspalten, die
ihrerseits auch als Desoxysamandesolsiure bezeichnet werden
konnte. Bei der Einwirkung von Hydrazin auf Desoxo-
samandeson entsteht eine um N,H, reichere Verbindung, die
offenbar das Hydrazid der Desoxosamandesonsédure ist.

Die Bildung eines Lactonrings aus einem Hydroxyl und
einem Carbonyl der Oxydihydro-des-Basen durch Wegnahme
von zwei Wasserstoffatomen kann nicht so erklirt werden,
daB zuerst durch Oxydation des Hydroxyls ein Ketoaldehyd
entsteht, der dann unter innerer Cannizzaroscher Reaktion
ein Lacton bildet, so wie dies 1,5-Ketoaldehyde unter dem
EinfluB von Alkali tun?), denn im vorliegenden Fall wird das
Lacton schon in saurer Losung gebildet, in der eine Canniz-
zarosche Reaktion nicht moglich ist. Die Lactongruppe mu8
also entweder durch Oxydation der bei der Hydrolyse der
Enolithergruppe in den des-Basen entstandenen Carbonyl-
gruppe (vgl. die Formeln Va—<¢), die demnach eine Aldehyd-
gruppe sein muB, zur Carboxylgruppe und, deren Lactonisierung
mit der beider Hydrolyse entstandenen Hydroxylgruppe gebildet
werden, oder aber die Lactone entstehen unmittelbar durch
Oxydation der Halbacetalform der Oxydihydro-des-Basen
(vgl. die Formeln VIa—c), deren Bildungsmoglichkeit oben
nachgewiesen worden ist. Letzteres hatte seine Analogie in der
Bildung von Estern durch Oxydation der Halbacetale aus
Aldehyden und Alkoholen mit Chromséiure?). Wir halten die

!) H. Meerwein, J. pr. [2] 97, 225 (1918); hierbei entsteht natiir-
lich zuerst die d-Oxysaure.

%) L. Schulz, Ber. Schimmel & Co. 1988, 125.
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letztere Moglichkeit fiir die weit wahrscheinlichere, weil bei der
Oxydation des Oxydihydro-des-N-dimethyl-samandarins Saman-
deson in so guter Ausbeute gewonnen wird, daB die in ihm in
der Lactongruppe verestert vorliegende Hydroxylgruppe offen-
bar von vornherein in einer gegen Oxydation geschiitzten Form
vorliegt. Das ist aber nur dann der Fall, wenn das Gleich-
gewicht zwischen den tautomeren Formen Va und VIa des
Oxydihydro-des-N-dimethyl-samandarins praktisch vollig zu-
gunsten der Halbacetalform VIa liegt. Einerlei aber, welchem
Mechanismus die Bildung der Lactone bei der Oxydation der
Oxydihydro-des-Basen gehorcht, sie beweist, daB das bei der
Hydrolyse der Enolithergruppe in den des-Basen neu ent-
standene Carbonyl einer Aldehydgruppe angehort. Mit dieser
Feststellung ist das letzte in den Teilformeln Ia—¢ noch nicht
diskutierte Wasserstoffatom nachgewiesen und gezeigt, daB
Samandarin ein als Aldehydammoniak vorliegender Aldehyd
ist. Dem Samandesol, Samandeson und Desoxosamandeson
kommen die Teilformeln IXa—c, den entsprechenden Siuren
die Teilformeln Xa—¢ zu.

Die Formel IXb fiir Samandeson erklart nun auch zwanglos das
frither beobachtete Verhalten gegen Methyl-magnesiumjodid!). Es wird
dabei, wie nach dieser Formel zu erwarten, nur eine weit unter der fiir
1 Mol. berechneten Menge liegende Menge Methan entwickelt, und eine
Substanz gebildet, die dreimal CH, addiert hat; fiir sie kommt nur die
Formel XVI in Frage.

Samandesol (IXa) verhilt sich gegen Methyl-magnesiumjodid eben-
falls der abgeleiteten Formel entsprechend. Es entwickelt sich, wie wir
jetzt festgestellt haben, 1 Mol. Methan, und es entsteht, wie bereits frither
gefunden worden war?), eine Verbindung, die zweimal CH, addiert hat,
und der wir eine der Formel XVI analoge Formel zuerteilen miissen, die

statt >C<8g’ die Gruppe >C<gH triigt.

Durch die vorstehenden Ergebnisse ist das bisher rétsel-
hafte, durch die Aldehydammoniakstruktur bedingte Ver-
halten des Samandarins verstindlich geworden. Alle im
Samandarin und seinen Derivaten sicher nachgewiesenen
Atome und Atomverkniipfungen sind in den Teilformeln ein-

1) C. Schépf u. W. Braun, a.a. 0., 8. 132.
2) C. Schopf u. W. Braun, a.a. 0., S. 134.
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gezeichnet. Die Kohlenstoffatome miissen dabei noch unter-
einander durch die iibrigen Kohlenstoffatome des Molekiils
verkniipft sein, da weder die Offnung des Stickstoff- noch des
Sauerstoffrings zu einem Zerfall des Molekiils fiihrt.

5. Das Kohlenstoffgeriist des Samandarins.

Nach der Aufklirung der Funktion der Sauerstoffatome
und des Stickstoffs im Samandarin und ihrer wechselseitigen
Beziehungen ist als nichste Frage die nach der Natur des
Kohlenstoffgeriists des Samandarins zu beantworten. Denkt
man sich im Samandarin das Hydroxyl durch Wasserstoff,
den Athersauerstoff und die NH-Briicke jeweils durch zwei
Wasserstoffatome ersetzt, so erhilt man fiir den Grundkohlen-
wasserstoff des Samandarins die Summenformel C;oHj,, die
sich von der des entsprechenden gesittigten aliphatischen
Kohlenwasserstoffs C,gH,, um eine Differenz von 6 Wasser-
stoffatomen unterscheidet. Da Samandarin gesittigt ist, mufl
es demnach dre: carbocyclische Ringe enthalten.

Um die Natur dieses Ringsystems aufzukliren, haben wir
die Dehydrierung des Samandarins mit Selen untersucht.
Dabei erhielten wir einen Kohlenwasserstoff, der bei der
Destillation iiber Natrium bei 85—95° Badtemperatur unter
0,003 mm iiberging. Es ist uns nicht gelungen, den Kohlen-
wasserstoff selbst oder sein Pikrat krystallisiert zu erhalten.
Ebensowenig haben wir durch Nitrierung, Bromierung und
energische Oxydation mit Permanganat, dem gegeniiber der
Kohlenwasserstoff sich bei Zimmertemperatur als gesdttigt
erweist, oder Salpetersiure ein krystallisiertes Umwandlungs-
produkt erhalten konnen, wobei allerdings zu beriicksichtigen
ist, daB diese Versuche bisher jeweils nur mit wenigen Milli-
gramm Substanz durchgefithrt werden konnten. So ist die
Einheitlichkeit des Kohlenwasserstoffs noch nicht vollig sicher-
gestellt, wenn auch entsprechend seinem Verhalten bei der
Destillation sehr wahrscheinlich. Die Analyse und Molekular-
gewichtsbestimmung ergab Werte, die unter der Voraussetzung
der Einheitlichkeit nurmit derSummenformel C, 4H,, , weniger gut
auch noch mit der Summenformel C,gH,, in Einklang zu bringen
sind. Da C,¢H,, die wahrscheinlichste Formel ist, so kommt
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der Kohlenwasserstoff wohl durch Wasser- und Ammoniak-
abspaltung aus dem Samandarin zustande nach der Gleichung
Cl’HalOzN = OlgHu + 2H30 + NHa. Da er sich auch durch
8-stiindiges Erhitzen mit viel Selen auf 360—370° nicht weiter
dehydrieren 1d8t, so sind in ihm offenbar alle die Ringe, die
Sechsringe sind, schon aromatisch. Ein Phenanthrenkohlen-
wasserstoff, der der Summenformel C,yH,, oder einem nied-
rigeren Homologen entsprechen wiirde, kann nicht vorliegen.
Vielmehr zeigen die Analysenwerte, daB der beim Dehydrie-
rungsversuch erhaltene Kohlenwasserstoff ein Naphtalin-
kohlenwasserstoff mit einem weiteren carbocyclischen Ring
sein muB. Von den drei urspriinglichen im Samandarin vor-
handenen carbocyclischen Ringen liegen demnach zwei als
dehydrierbare, zu einem Dekalinsystem verschmolzene Sechs-
ringe vor, wihrend der dritte Ring nicht dehydrierbar, also
wahrscheinlich ein Fiinf- oder vielleicht auch ein Siebenring
ist. Es wird voraussichtlich moglich sein, durch die De-
hydrierung von Samandarinderivaten zu weiteren Dehydrie-
rungsprodukten, im Falle des Samandesols vielleicht auch zu
Carbonsduren zu kommen, die weitere Einblicke in die Kon-
stitution des Kohlenstoffskeletts des Samandarins ermoglichen.

Im vorstehenden sind die experimentell gesicherten Er-
gebnisse iiber die Konstitution des Samandarins zusammen-
gefaBt. Da es uns in absehbarer Zeit kaum moglich sein wird,
die Untersuchung fortzusetzen, so sei es uns gestattet, zum
SchluB noch einigen Vermutungen iber die moglichen Zu-
sammenhinge des Samandarins mit anderen Naturstoffen
Ausdruck zu verleihen, die wir in normalen Zeiten bis zum
Vorliegen weiterer experimenteller Ergebnisse zuriickgestellt
hétten.

Die Hautdriisen des Feuer- und Alpensalamanders, in
denen die Salamanderalkaloide gebildet werden, sind ana-
tomisch und entwicklungsgeschichtlich vollig vergleichbar,
also in biologischem Sinne ,homolog* mit den Hautdriisen
der Kroten. Es lige nahe anzunehmen, daB diese Driisen
jeweils auch analoge chemische Leistungen vollbringen konnten,
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wie das ja tatsichlich bei den Haudtriisen des Feuer- und des
nahe damit verwandten Alpensalamanders der Fall ist, die
identische chemische Verbindungen aufbauen, und wie dies
auch fir die Hautdriisen verschiedener Krotenarten gilt, die
chemisch sehr dhnliche Verbindungen aufbauen. Nach dem,
was wir bis jetzt iiber die Chemie der Krotengifte, die Steran-
abkommlinge sind, und deren basischer Begleitstoffe, die
Adrenalin oder Tryptaminderivate darstellen, und iber die
Chemie der Salamandergifte wissen, ist in den chemischen
Leistungen der Hautdriisen dieser im zoologischen System
relativ nahe beieinander stehenden Tiere jedoch ein erheblicher
Unterschied vorhanden. Die auf Grund der Homologie der
Hautdriisen der Salamander und Kroten naheliegende Ver-
mutung, daB die Salamanderalkaloide Abkommlinge des
Sterans sind, hat sich noch nicht beweisen lassen. Allerdings
konnte die violette Farbreaktion, die Samandarin bei der
Einwirkung von Luftsauerstoff auf seine Ldsungen in konz.
Salzsdure zeigt, und die der analogen Farbreaktion der Steran-
abkoémmlinge Solanidin') und Cholsdure sehr dhnlich ist, als
ein Hinweis auf die chemische Verwandtschaft dieser Ver-
bindungen gedeutet werden. Auch das gemeinsame Vor-
kommen von Verbindungen mit 19 und 21 Kohlenstoffatomen
(Samandaridin) konnte man als Analogie zur Androstan- bzw.
Pregnangruppe deuten. Sollten die weiteren Untersuchungen
tatsdchlich eine chemische Verwandtschaft des Samandarins
mit der Sterangruppe erweisen, so miifte im Samandarin
einer der drei Sechsringe des Sterangeristes (XVII), und zwar
einer der auBenstehenden Ringe A oder C aufgespalten sein,
so daB die beiden iibrigbleibenden ein Dekalinsystem bilden.
Beriicksichtigt man alle am Samandarin und seinen Derivaten
gemachten Feststellungen, insbesondere auch die Tatsache, daB
im Samandarin hochstens zwei C-Methylgruppen vorhanden
sind?), so wird es, wie hier nicht im einzelnen diskutiert werden
soll, wahrscheinlich, daf neben einer der Methylgruppen an
einer der beiden in Formel XVII gekennzeichneten Stellen die

') C. Schéopf u. R. Herrmann, B. 66, 300 (1933); A. Soltys u.
K. Wallenfels, B. 69, 811 (1936).
%) C. Schopf u. W. Braun, a. a. 0., S. 82, 99.
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Aufspaltung erfolgte. Eine der drei dann vorhandenen Methyl-
gruppen miilte der maskierten Aldehydgruppe des Saman-
darins entsprechen. Sucht man nun fiir die Haftstellen der
Sauerstoffatome und des Stickstoffs moglichst solche Stellen am
Steranskelett heraus, die auch bei den meisten anderen Steran-
abkommlingen Sauerstoff tragen, so wird die Aufspaltung des
Ringes A und fiir Samandarin die Formel XVIII diskutierbar.

/CH,
5

C D
CH,
XV 5 __’
A B
4 H CHHOH o,
HY : B
H(ll H H E
0/ \I/\ H : H,C \/— 2
T |8
H,C,/ 2
\ﬁ\m/ XVIII H,c,” N xIx

Diese Formel steht, soweit wir sehen, mit allen bisher am
Samandarin und seinen Derivaten gemachten Beobachtungen
zwanglos in Einklang und wiirde auch die Bildung des Kohlen-
wasserstoffs CpH,,, dem Formel XIX zukommen konnte,
beim Erhitzen des Samandarins mit Selen verstehen lassen.
Da die wiedergegebene Formel sich aber nur auf Verdachts-
momente grindet, durchaus hypothetisch ist, und bis jetzt
nur eine von zahlreichen weiteren Konstitutionsmoglichkeiten
darstellt, so verzichten wir darauf, sie im einzelnen zu dis-
kutieren. Wir haben sie auch nur wiedergegeben, weil wir
zur Zeit keine Aussicht sehen, die Untersuchung fortzusetzen,
und weil die Diskussion dieser Formel vielleicht Anregungen
fir spitere experimentelle Arbeiten geben kann. Diesen
experimentellen Untersuchungen, die wir sobald als moglich
wieder aufzunehmen beabsichtigen, muB die Entscheidung iiber
die Konstitution des Samandarins vorbehalten bleiben.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Unter-
stiitzang der vorliegenden Arbeit.
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Uber-
iiber die Teilformeln des Samandarins
=>c >c Eff
I!IH +IlI CH, x— N(CH,),
¢ C—bn
>C—CH = >C=<|JH
5 5 0
>1J3H >(1JH >CH
) SC<HL b)) >C0  ») SC0<gy b >C0 9 >c<by b >00
¢) >CH, ¢) >CH, ¢) >CH,

Ia Samandarin
Ib Samandaron

Ic Desoxysaman-

1Ia N-Methyl-samandarin-
jodmethylat (X = J)

IIb N-Methyl-samandaron-
jodmethylat (X = J)

Ilc N-Methyl-desoxysa-

II1a des-N-Dimethyl-
samandarin
IIIb des-N-Dimethyl-
samandaron

IlIc des-N-Dimethyl-

darin mandarin-jodmethylat desoxysamandarin
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N(CHjy), N(CHjy),
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>C—CH, >C—CO
l
(0) OH
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>CH >CH
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a) >C<OH b) >CO a) >C<OH b) >CO
¢) >CH, ¢) >CH,
IVa Dihydro-des-N-dimethyl-  Va Oxydihydro-des-N-dimethyl-
samandarin samandarin
IVb Dihydro-des-N-dimethyl- Vb Oxydihydro-des-N-dimethyl-
samandaron samandaron
IVe (nicht dargestellt) Ve Oxydihydro-des-N-dimethyl-
desoxysamandarin

1) Die Derivate und Umwandlungsprodukte des Samandarins, die
Index a, die des Samandarons, die statt dessen eine Carbonylgruppe
samandarons), in denen CHOH bzw. CO zu CH, reduziert ist, mit dem
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sicht
und seiner Umwandlungsprodukte?).
><|3 ><|3 =>C
|
N(CHy), N(CHj), N(CHy),
H H H H
>C—(|J—OR >C—(|30 >C—COOH
(I) (0) OH
| l
>CH >CH >CH

8 >C<py b >0 o >C<hy b >C0 8 Se<H b >c0

¢) >CH, ¢) >CH, ¢) >CH,
Via—e R = H, tauto- IXa Samandesol Xa Samandesolsiure
mere Formen IXb Samandeson Xb Samandesonsiure
von Va—c 5 2 e o
IXc¢ Desoxosamandeson ¢ Desoxosamandeson-
ViIb R = COCH, (= Desoxysaman- sdure
VIIIb R = CH, desol)
5%‘ >‘|3 >(|3 5?
NH NH N(CHy), N(CHy),
>IC{ ot >g o ol OH B sne0H
| | >C—C<cy, >C—C<cn,,
R R
OH
o e >C0 E i SO o
H H OH
& CO C
>C<on > >C<on >C<cH,
XI R = CH,, XIII R =CH,, XV Verbindung XVI Verbindung

Methylsamandiol — Methylsamandion C,,H, O,N aus Va C,,H,,O,N ausIXb
XII R = CH XIV R — C.H mit Methyl-magne- mit Methyl-magne-
= a5y TGy

Phenylsamandiol  Phenylsamandion siumjodid siumjodid

das alkoholische Hydroxyl des Samandarins enthalten, sind mit dem
tragen, mit dem Index b, und die des Desoxysamandarins (= Desoxo-

Index ¢ bezeichnet.

Annalen der Chemie. 552. Band. 6
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Beschreibung der Versuche.

Versuche mit Oxydihydro-des-N-dimethyl-
samandarin (Va).
Ozydihydro-des-N-dimethylsamandarin-ozim (Va, —CH =
NOH statt —CHO oder VIa, —NHOH statt —OR). 50 mg
Oxydihydro-des-N-dimethylsamandarin werden mit 50 mg
Hydroxylamin-chlorhydrat und 50 mg Natriumhydroxyd in
0,8 ccm 50-proc. Alkohol 6 Stunden zum Sieden erhitzt. Man
verdiinnt dann mit 5 ccm Wasser, nimmt die hierbei aus der
curcuma-alkalischen Losung abgeschiedene amorphe Base
in insgesamt 30 ccm Ather auf und erhdlt aus dem Ather
nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat und Verdampfen
44 mg wasserklares Harz, das nach zweimaligem Durchreiben
mit absolutem Alkohol beim langsamen Eindunstenlassen
krystallisiert. Das Oxim schmilzt roh bei 203—205° nach
dem Umkrystallisieren aus Alkohol konstant bei 204—206°
(unter schwachem Aufschiumen; Sintern ab 203°).
4,727 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. keine Abnahme): 11,840 mg CO,,
4,390 mg H,0. — 3,304 mg Subst.: 0,214 ccm N, (24,5° 761 mm).
CyHyO;N, (366,3) Ber. C 68,80 H 1045 N 7,65
Gef. ,, 68,31 ,, 10,39 ,, 7,45.
Die Acetylierung des Oxims mit Essigsaureanhydrid in Pyridin ergab
ein Harz, das auf keine Weise zur Krystallisation zu bringen war.
Ozydihydro-des-N-dimethylsamandarin - semicarbazon (Va, —CH =
N—NH—CO—NH, statt —CHO oder VIa, —NH—NH—CO—NH, statt
—OR). Die heiBe Losung von 100 mg Oxydihydro-des-N-dimethyl-
samandarin in 1 cem Alkolol wird mit einer Lésung von 100 mg Semi-
carbazid-chlorhydrat und 200 mg krystallisiertem Natriumacetat in
0,8 ccm Wasser 4 Stunden zum Sieden erhitzt. Man filtriert dann von
wenig abgeschiedenem Hydrazodicarbonamid (Zersetzungsp. 260°), ver-
diinnt mit 5 ccm Wasser und fallt mit 2n-Natronlauge 90 mg Semi-
carbazon krystallin aus, das abgesavgt, mit Wasser gewaschen wird, und
das ab 160°sintert und bei 163—164° unter Zersetzung schmilzt. Durch Um-

krystallisieren aus 2 ccm absolutem Alkohol werden stark verfilzte einheit-
liche Nadeln vom konstanten Schmelzp. 168—169° (unter Zers.) erhalten.

3,343 mg Subst. verloren bei 80° i. Hochv. 0,284 mg.
CpH,,O;N, + 1C,H,OH (454,3)
Ber. fir 1C;H;0H 10,1; gef. 8,56 Proc. Gewichtsverlust.
3,069 mg getr. Subst.: 0,360 ccm N, (18°, 756 mm).
CyH,O;N, (408,3) Ber. N 13,72 Gef. N 13,73.
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Beim Versuch, Oxydihydro-des-N-dimethylsamandarin in Alkohol
mit Natrium zu reduzieren, wurde im wesentlichen unverandertes Aus-
gangsmaterial zuriickgewonnen, das durch Schmelzpunkt und Mischprobe
identifiziert wurde.

Blei (IV)-acetat wirkt auf Oxydihydro-des-N-dimethylsamandarin in
Eisessig bei Zimmertemperatur im Laufe von 14 Stunden und bei 60° im
Laufe von 1 Stunde praktisch ebensowenig ein wie auf Samandarin und
Dihydro-des-N-dimethylsamandarin, die wir gleichfalls gepriift baben.
Ebensowenig wurde eine Lésung von Oxydihydro-des-N-dimethyl-
samandarin und von Samandarin in 2 n-Essigsaure von Uberjodsiure im
Laufe von 45 Stunden bei Zimmertemperatur und nach 1-stiindigem
Erwarmen auf 65° angegriffen.

Versuche mit des-N-Dimethylsamandaron (IIIb)
und Oxydihydro-des-N-dimethylsamandaron (Vb).

Ozydihydro-des-N-dimethylsamandaron (Vb bzw. VIb). Zur Dar-
stellung des Oxydihydro-des-N-dimethylsamandarons wurde des-N-
Dimethylsamandaron verwendet, das nach C. Schopf und W. Braun?)
aus N-Methylsamandaron-jodmethylat dargestellt wurde, und das nach
dem Umkrystallisieren aus 50-proc. Alkohol in Ubereinstimmung mit den
Angaben der Literatur bei 145—146° schmolz. Bei genauer Befolgung
der Hydratisierungsvorschrift von C. Schopf und W. Braun?) wurde
aus dem des-N-Dimethylsamandaron ein Oxydihydro-des-N-dimethyl-
samandaron erhalten, das als Rohprodukt bei 138° sinterte und bei 140
bis 146° schmolz. Durch Umkrystallisieren aus Petrolather vom Siedep. 60
bis 70° unter Zusatz von wenig Aceton wurde die Base rein erhalten. Sie
gibt bei 145° im Schmelzpunktsrohrchen eine triibe Schmelze obne
Meniscusbildung, die erst bei 1564—155° sich unter Meniscusbildung klart.
Da diese Beobachtung in Widerspruch zu unseren friiberen Angaben steht,
wonach das aus Petrolather/Aceton umkrystallisierte Oxydihydro-des-N-
dimethylsamandaron konstant bei 139—140° schmilzt, wurde das hier
erhaltene Praparat in das Jodhydrat iiberfithrt, indem es in heiBer
iiberschiissiger 1 n-Essigsaure gel6et und mit waBriger konz. Kaliumjodid-
losung im UberschuB versetzt wurde. Es wurden hierbei einheitliche
Stabchen erhalten, die ab 269° gintern und bei 270—272° unter Zersetzung
und Braunfarbung schmelzen, nachdem zuvor bei 255° ein schwaches Auf-
schaumen zu beobachten ist. Der Schmelzpunkt andert sich auch beim
Umkrystallisieren aus Wasser nicht mehr. Auch dieser Befund steht im
Widerspruch zur Literaturangabe, wonach das Jodhydrat des Oxydihydro-
des-N-dimethylsamandarons konstant bei 245—248° (Sintern ab 239°)
schmelzen soll. Ein zum direkten Vergleich herangezogenes Original-
praparat von C. Schépfund W. Braun des Oxydihydro-des-N-dimethyl-
samandaron-jodhydrats schmolz bereits bei 240° unter Zersetzung und

1) a.a. 0., 8. 124. ?) a.a. 0., 8. 126.
6.
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Braunfarbung; die Mischprobe beider Praparate hatte einen Zersetzungs-
punkt von 238—239°. Wiahrend das jetzt erhaltene Jodhydrat in wohl
ausgebildeten einheitlichen Stabchen krystallisiert, wurde das Jodhydrat
von C. Schépf und W. Braun aus Wasser in Form unregelmaBiger
Blattchen ohne scharfe Kanten erhalten; es macht im ganzen einen
weniger reinen Eindruck. Die Analyse des Jodhydrats vom Schmelzp. 272°
ergibt die erwartete Zusammensetzung.

5,203 mg Subst. (bei 120° i. Hochv. Abnahme 0,7 Proc.): 10,110 mg
CO,, 3,570 mg H,0.

CyH,O,NJ (477,3) Ber. C 52,82 H 7,60
Gef. ,, 52,99 s 1,68.

Zur Uberfilhrung in die Base werden 1,0g reines Jodhydrat in
70 com heiBem Wasser geldst, rasch gekiihlt, mit 2 n-Ammoniak die Base
gefallt und ausgeathert. Die nach dem Trocknen der Atherlosung iiber
Natrivmsulfat und Verdampfen zuriickbleibende Base (0,7 g) schmilzt
nach dem Umkrystallisieren aus Petrolither vom Siedep. 60—70° unter
Zusatz von etwas Aceton konstant bei 145—146° am Rande des Schmelz-
punktsrohrchens triib zusammen; die Schmelze klart sich bei 156°.

5,483 mg Subst. (bei 40° i. Hochv. Abnahme 0,3 Proc.): 14,540 mg
CO,, 4,960 mg H,0.

CyHyO,N (349,3) Ber. C 7214 H 10,10
Gef. ,, 72,32 » 10,12,

Fiir die weiteren Umsetzungen wurde immer derartig gereinigtes
Oxydihydro-des-N-dimethylsamandaron verwendet.

N-Methylsamandaron-jodmethylat (IIb) und des-N-Dime-
thylsamandaron (I1Ib) aus Ozydihydro-des-N-dvmethylsaman-
daron (Vb bzw. VIb). 500 mg Oxydihydro-des-N-dimethyl-
samandaron vom Schmelzp. 156° werden mit 15 ccm frisch
destilliertem Essigsdureanhydrid 2 Stunden zum Sieden er-
hitzt, wobei die Losung klar und farblos bleibt. Man destilliert
das Essigsdureanhydrid i. V. bei 60° ab, schiittelt den oligen
Riickstand mit Ather und iiberschiissiger Bicarbonatlosung
durch, wischt die Atherlosung mit Wasser, trocknet iiber
Natriumsulfat und verdampft. Es hinterbleiben 250 mg
Nadeln, die von 143° ab sintern und bei 145° schmelzen. Die
Mischprobe mit des-N-Dimethylsamandaron vom Schmelzp.
146° sintert ab 144° und schmilzt bei 145—146°. Nach dem
Umkrystallisieren des somit in einer Ausbeute von 53 Proc.
d. Th. erhaltenen des-N-Dimethylsamandarons aus 50-proc.
Alkohol schmilzt dieses scharf bei 146° (Mischprobe). Zur
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weiteren Identifizierung werden 20 mg in 2ccm absolutem
Ather geldst und mit 1 cem Methyljodid nach C. Schépf und
W. Braun') in das Jodmethylat iiberfilhrt. Es schmilzt bei
326° unter Zersetzung und gibt mit des-N-Dimethylsaman-
daron-jodmethylat vom Schmelzp. 327° (Zers.) keine De-
pression.
Die bicarbonat-alkalisch ausgeitherte Losung wird mit

2 n-Essigsiure angesiuert und mit Kaliumjodid gesittigt,
wobei auf 60 ccm Losung 50 g Kaliumjodid angewandt werden.
In einer Menge von 240 mg (37 Proc. d. Th.) scheidet sich noch
etwas braunlich verfirbtes N-Methylsamandaron-jodmethylat
ab, das als Rohprodukt ab 270° sintert und bei 274—276°
unter Zersetzung schmilzt. Durch Umkrystallisieren aus
Wasser erhdlt man einheitliche viereckige Brocken, die von
274° ab sintern und bei 275—276° unter Zersetzung schmelzen.
Der Schmelzpunkt dndert sich bei nochmaligem Umkrystalli-
sieren nicht mehr. Die Mischprobe mit einem aus Samandaron
gewonnenen Vergleichspriparat vom gleichen Schmelzpunkt
zeigt keine Depression. Auch die Krystallform ist die gleiche.

5,327, 8,090 mg Subst. verloren bei 120° i. Hochv. 0,149, 0,261 mg.

CpnH,,0,NJ + 1H,0 (477,2)
Ber. fir 1H,0 3,77; gef. 2,8, 3,2 Proc. Gewichtsverlust.

5,178 mg getr. Subst.: 10,375 mg CO,, 3,440 mg H,0; 7,829 mg
getr. Subst.: 4,085 mg AgJ.

C,H,O,NJ (459,2) Ber. C 54,88 H 746 J 27,64

Gef. ,, 54,65 yy 1,43 » 28,20 .

Bei einer Wiederholung des Versuches wurden aus 1,0 g Oxydihydro-
des-N-dimethylsamandaron 0,57 g (60 Proc. d. Th.) des-N-Dimethyl-
samandaron vom Rohschmelzp. 144° sowie 0,50 g (38 Proc. d. Th.)
N-Methylsamandaron-jodmethylat vom Rohschmelzp. 275° erhalten.

Zur weiteren Identifizierung wurden 550 mg des aus Oxydihydro-
des- N -dimethylsamandaron gewonnenen N -Methyl-samandaron - jod-
methylats in 30 ccm heiBem Wasser mit der berechneten Menge einer aus
Thalliumsulfat und Bariumhydroxyd bereiteten Thalliumhydroxydlosung
heiB versetzt. Nach zweitagigem Stehen wird von gebildetem Thallium-
jodid abfiltriert und die klare waBrige Losung unter Stickstoff zur Trockne

eingedampft. Der Riickstand spaltet bei 130—140° und 11 mm Druck
Wasser ab. Nachdem eine halbe Stunde auf diese Temperatur erhitzt

1) a. a. 0., S. 124.
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wurde, wird nach dem Erkalten die des-Base in Ather aufgenommen,
die Atherlosung mit Wasser gewaschen und nach dem Trocknen iiber
Natriumsulfat eingedampft. Man erhalt 376 mg (98,6 Proc. d. Th.) des-
N-Dimethylsamandaron, das ab 140° sintert und bei 144—145° schmilzt.
Durch Umkrystallisieren aus 50-proc. Alkohol erhalt man Nadeln, die
ab 144° gintern und bei 145—146° schmelzen. Die Mischprobe mit aus
Samandaron dargestelltem des-N-Dimethylsamandaron vom Schmelz-
punkt 146° sintert ab 144° und schmilzt bei 145—146°, gibt also keine
Depression.

Verhalten von des-N-Dimethylsamandaron (IILb) gegen Essigsdure-
anhydrid. 220 mg im Hochvakuum bei 80° zur Konstanz getrocknetes
des-N-Dimethylsamandaron vom Schmelzp. 146—146° werden unter
peinlichstem AusschluB von Feuchtigkeit mit 6,6 com zweifach destil-
liertem Essigsaureanhydrid 2 Stunden zum Sieden erhitzt. Man dampft
dann das Essigsdureanhydrid i. V. bei 60° ab, versetzt den oligen Riick-
stand mit iiberschiissiger waBriger Bicarbonatlésung, schiittelt 3-mal
mit insgesamt 150 com Ather aus, wascht die Atherlssung mit Wasser
und verdampft nach, dem Trocknen iiber Natriumsulfat. Man erhalt so
206 mg (93,5 Proc. d. Th.) des-N-Dimethylsamandaron zuriick, das von
139° ab sintert und bei 144—145° schmilzt. Die Mischprobe mit des-N-
Dimethylsamandaron vom Schmelzp. 145° gibt keine Depression. Die
bicarbonat-alkalisch ausgedtherte waBrige Losung wird mit Essigsaure
angesauert, der geloste Ather im Wasserbad entfernt und die Lésung mit
25 g Jodkalium auf 30 com Lésung versetzt. Nach 24-stiindigem Stehen
bei Zimmertemperatur hatten sich nur wenig amorphe Teilchen abge-
schieden. Von den charakteristischen Krystallen des N-Methylsaman-
daron-jodmethylats war nichts zu sehen. Auch bei 8-tigigem Stehen
anderte sich hieran nichts mehr.

Verhalten von des-N-Dimethylsamandaron (IIIb) gegen
Essigsiureanhydrid ber Gegenwart von Ersesstg. 200 mg des-N-
Dimethylsamandaron vom Schmelzp. 146° werden in 6 ccm
Essigsidureanhydrid und 0,6 ccm Eisessig 2/, Stunden zum
Sieden erhitzt. Man arbeitet wie in vorstehendem Versuch auf
und erhilt aus dem Ather 160 mg (80 Proc. d. Th.) unver-
andertes des-N-Dimethylsamandaron vom Schmelzp. 143 bis
145° (Sintern ab 139°; Mischprobe). Die ausgedtherte bi-
carbonat-alkalische Losung wird zusammen mit dem Wasch-
wasser mit Essigsidure angesduert und mit 25 g Kaliumjodid
auf 30 ccm Losung versetzt. Im Laufe von 2 Tagen scheiden
sich 40 mg (16 Proc. d. Th.) einheitliche diinne Nadeln ab,
die abgesaugt und mit Wasser gewaschen werden. Sie
schmelzen bei 274—275° (Sintern ab 270°); die Mischprobe



Dre Konstitution des Samandarins. 87

mit N-Methylsamandaron-jodmethylat aus Samandaron gibt
keine Depression. Wird das Jodmethylat, das bei diesem Ver-
such erstmalig in Nadeln erhalten wurde, aus Wasser um-
krystallisiert, so werden wieder die charakteristischen vier-
eckigen Brocken vom konstanten Schmelzp. 275—276° (Zers.;
Mischprobe) erhalten.

Bei einer Wiederholung des Versuches wurden aus 200 mg des-N-
Dimethylsamandaron vom Schmelzp. 145—146° 145 mg des-N-Dimethyl-
samandaron (= 72,56 Proc. der angewandten Menge) vom Schmelzp. 144
bis 145° (Mischprobe) sowie 65 mg N-Methylsamandaron-jodmethylat
(25 Proc. d. Th.) vom Schmelzp. 274° in Form einheitlicher diinner Nadeln
erhalten. Durch Umkrystallisieren des Jodmethylats aus Wasser wurden
wieder die charakteristischen Brocken vom Schmelzp. 276—276° (Zers.;
Mischprobe mit N-Methylsamandaron-jodmethylat) erhalten.

Acetalisierung von Oxzydihydro-des-N-dimethylsamandaron;
Methylither VIIIb. 100 mg Oxydihydro-des-N-dimethylsaman-
daron werden mit 4 ccm einer 3,1-proc. wasserfreien Losung
von Salzsiuregas in absolutem Methanol 22 Stunden bei
Zimmertemperatur aufbewahrt. ‘Aus der anfangs klaren Lsung
scheiden sich nach 1/, Stunde wenig amorphe Flocken ab.
Zur Aufarbeitung wird die Reaktionslosung ohne Riicksicht
auf die vorhandenen geringen Flocken unter guter Eiskiihlung
tropfenweise in 12 cem 1,5 n-Sodalosung gegeben. Das Methanol
wird i. V. bei 30—40° verdampft und die amorph abgeschiedene
Base in Ather aufgenommen. Die Atherlosung liefert nach
dem Trocknen iiber Natriumsulfat und Verdampfen des
Athers 100 mg Harz, das mit wenig Petroldther (50—60°) an-
gerieben wurde, worin es sich glatt 16ste, beim langsamen Ein-
dunstenlassen jedoch wieder amorph herauskam. Auch aus
Methanol konnte es nicht krystallin erhalten werden.

Zur Uberfilhrung in das Jodhydrat wird die Base in
1 n-Essigsdure gelost und unter guter Kiithlung mit waBriger
gesittigter Kaliumjodidlosung das Jodhydrat geféllt, das sich
im Laufe von 2 Stunden in Form schmaler Blittchen in einer
Menge von 85mg abscheidet. Das rohe Jodhydrat sintert
ab 165° und schmilzt bei 169—170° unter Zersetzung. Durch
Umkrystallisieren aus Wasser werden einheitliche Bléittchen
erhalten, die ab 197° sintern, bei 199° aufschiumen und
schlieBlich bei 278—279° sich unter Braunfirbung zersetzen.



88 Schépf und Koch,

Der Schmelzpunkt dndert sich auch nach nochmaligem Um-
krystallisieren aus Wasser nicht mehr.

5,085, 4,387 mg Subst. verloren bei 100° i. Hochv. 0,147, 0,178 mg.
CpeH,ONJ + 1H,0 (527,2)
Ber. fir 1H,0 3,4; gef. 2,89, 4,05 Proc. Gewichtsverlust.

4,938 mg getr. Subst.: 9,725 mg CO,, 3,430 mg H,0; 4,209 mg
getr. Subst.: 1,830 mg AgJ (Methoxylbestimmung).

CpHONJ (491,2) Ber. C 53,75 H 7,80 OCH, 6,32
Gef. ,, 53,71 ,, 1,77 » 54,

VersuchemitSamandeson (IXb)und Samandesol (IXa).

Samandeson (IXb). Es wurde nach den Angaben von C. Schépf
und W. Braun!) gewonnen; den Schmelzpunkt fanden wir jedoch bei
194—195°, also etwas hoher als diese Autoren, die 190—192° (Sintern ab
188°) angeben. Samandeson-jodmethylat wird erhalten (W.Contzen),
wenn man die Losung von 110 mg Samandeson in 5 ccm absolutem Ather
mit 2cem Methyljodid stehen laSt. Nach 2-tiagigem Stehen versetzt
man mit mehr absolutem Ather, saugt ab und krystallisiert aus 96-proc.
Alkohol um; Schmelzp. 304—305° (Sintern ab 289°, vorher Braunfarbung).

4,732 mg Subst. (bei 100° i. Hochv. getr.): 9,320 mg CO,, 3,180 mg
H,0.

CpH,,0,NJ (489,4) Ber. C 5395 H 741
Gef. ,, 53,72 w102/

Erhitzt man 20 mg Samandeson mit 6,3 mg o-Phenylendiamin in
0,5 ccm absolutem Alkohol 2 Stunden am RiickfluB, so erhalt man beim
Eindampfen i. V. durch Anreiben des Riickstands mit absolutem Ather
12 mg Samandeson vom Schmelzp. 192—193° (Sintern ab 189°) und
weitere 3 mg von etwas schlechterem Schmelzpunkt unverandert zuriick
(Mischprobe).

Versuche, Samandeson in Eisessig oder in alkalischer Losung mit
Wasserstoffperoxyd abzubauen, lieBen das Samandeson entweder un-
angegriffen oder ergaben nichtkrystallisierte Reaktionsprodukte.

Samandesonsdure (Xb). Zur Uberfihrung von Saman-
deson in Samandesonséure wird die eiskalte Losung von 50 mg
Samandeson in 3 ccm 2 n-Essigsdure in 10 cem auf 0° gekithltes
konz. Ammoniak gegossen, wobei kein Niederschlag auftritt.
Nach 4-stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wird im
Vakuumexsiccator zur Trockne verdampft, der krystallisierte

1) a. a. 0., S.130.
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Riickstand mit wenig Wasser angerieben und das Ungeldste
(20 mg) abgesaugt. Die so gewonnene Samandesonsiure
schmilzt wie Samandeson bei 194—195°, zeigt aber zum Unter-
schied von diesem bei 150—153° deutliches Sintern. Mit
Samandeson vom Schmelzp. 194—195° wird keine Schmelz-
punktsdepression beobachtet. Die Analyse des Rohprodukts
zeigt aber, daB hier eine gegeniiber dem Samandeson um 1 Mol.
Wasser reichere Verbindung vorliegt, die zudem noch 11/, Mol.
Krystallwasser enthalt.

4,743 mg exsiccatortrockne Subst. verloren bei 80° i. Hochv.
0,312 mg.
CyHy ON + 11/,H,0 (392,4)
Ber. fiir 11/,H,0 7,05; gef. 6,58 Proc. Gewichtsverlust.

4,399 mg getr. Subst.: 11,110 mg CO,, 3,730 mg H,0.
CyHy:O,N (365,4) Ber. C 68,98 H 9,66
Gef. ,, 68,88 ,» 9,49.

Aus dem zum Anreiben verwandten Wasser lassen sich 25 mg
Samandeson unverindert zuriickgewinnen, wenn man die Losung, in
der das Samandeson vermutlich als Acetat vorliegt, schwach ammo-
niakalisch macht und ausathert. Der Atherriickstand schmilzt ohne vor-
heriges Sintern bei 192—193° und gibt mit Samandeson keine Schmelz-
punktsdepression.

Samandesol (IXa). Die Darstellung erfolgte nach den Angaben von
C. Schopf und W. Braun!). Samandesol 1aBt sich gut durch Lésen in
1 Vol. heiBem Aoceton und Zusatz von 2,56 Vol. Petrolather vom Siedep. 50
bis 60° umkrystallisieren. Krystallisiert man es aus 50-proc. Methanol
um, 8o schmilzt es bei 171—172° nicht klar wie nach dem Umkrystalli-
sieren aus Aceton, sondern triib; die Schmelze klirt sich erst bei einer
etwa 10° hoheren Temperatur. Die Zerewitinoff-Bestimmung, deren pra-
parative Aufarbeitung bereits geschildert ist?), wurde von uns wieder-
holt und ergab die Anwesenheit eines aktiven Wasserstoffatoms.

0,0514g bei 100° i. Hochv. getrocknetes (Abnahme 1,1 Proc.)
Samandesol gaben in Anisol bei Raumtemperatur 3,60, nach 1/,-stiindigem
Erhitzen auf 95° 3,74 com Methan (20° 748 mm; der Blindwert des
Lasungsmittels von 0,45 ccm ist bereits abgezogen).

Ber. fiir 1 aktives H 3,30; gef. 3,43 ccm Methan.

Zur Darstellung des Jodhydrats wurde eine Losung von Samandesol
in wenig 2 n-Essigsdure mit konz. waBriger Jodkaliumlésung versetzt.
Da kein Niederschlag auftrat, wurde viel festes Natriumacetat hinzu-

1) A. 514, 133 u. 136 (1934). ?) a. a. 0., S.134.
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gefiigt, worauf das Jodhydrat in einheitlichen Krystallen ausfiel, die als
Rohprodukt bei 248—249° (unter Zers.; Sintern ab 245°), nach dem Um-
krystallisieren aus wenig Alkohol konstant bei 272—274° unter Zer-
setzung schmolzen.

4,222 mg Subst. (bei 100° i. Hochv. getr.): 8,135 mg CO,, 2,910 mg
H,0.

CyH3O,NJ (477,2) Ber. C 652,81 H 7,60
Gef. ,, 52,565 =~ T .

Das Jodmethylat des Samandesols wird erhalten, wenn man 50 mg
Samandesol in einem Gemisch von 2 cem absolutem Ather und 1 com
reinem Aceton mit 0,5 com Methyljodid versetzt. Das Jodmethylat
krystallisiert bereits nach wenigen Minuten aus; man saugt nach
1-stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur ab und krystallisiert die
erhaltenen 70 mg aus 2ccm Wasser um. Das Jodmethylat schmilzt
dann konstant bei 297° (unter Zers. ; Sintern ab 294%); es enthalt 1 Mol.
Krystallwasser.

5,422 mg Subst. verloren bei 100° i. Hochv. 0,182 mg.

CpyH30O,NJ + H,0 (509,2)
Ber. fiir 1H,0 3,63; gef. 3,36 Proc. Gewichtsverlust.

5,233 mg getr. Subst.: 10,310 mg CO,, 3,630 mg H,O.

CyHO.NJ (491,2) Ber. C 53,75 H 7,80
Gef. ,, 5373 ,, 7,76.

Acetylsamandesol (IXa, statt =CHOH: =CH.0CO.CH,).
1. Aus Samandesol (IXa). 100 mg Samandesol vom Schmelz-
purkt 171° werden mit 10 ccm frisch destilliertem Essigsdure-
anhydrid 5 Stunden am RiickfluB gekocht. Man dampft dann
i. V. zur Trockene, schiittelt den Riickstand mit Ather und
verdiinnter Bicarbonatlosung durch, &athert mehrmals aus,
wischt mit Wasser, trocknet mit Natriumsulfat und verdampft.
Der olige Atherriickstand (100 mg) wird 2-mal i. Hochv. aus
dem Kugelrohr destilliert; Siedep. 175—180°/0,01 mm (Luft-
badtemperatur). Er krystallisiert beim Durchreiben mit Petrol-
dther, schmilzt nach einmaligem Umkrystallisieren aus Petrol-
ather vom Siedep. 60—70° bei 112—114° (Sintern ab 1079),
und nach nochmaligem Umkrystallisieren aus dem gleichen
Loésungsmittel konstant bei 119—120°,

3,160 mg Subst.: 8,185 mg CO,, 2,780 mg H,O.

CpH,,ON (391,3) Ber. C 70,53 H 9,53
Gef. ,, 7087 ,, 9,87.
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2. Aus Monoacetyl-oxydihydro-des-N-dimethylsamandarin
(VIa, statt =CHOH: = CH.0CO.CH,) (F.RoB8). 100 mg
Monoacetyl-oxydihydro-des-N-dimethylsamandarin®) werden in
1 cem Eisessig gelost, mit 0,51 cem 2 n-Chromséurelosung in
Eisessig versetzt und 3 Stunden auf dem siedenden Wasserbad
erhitzt. Nach 3 Stunden ist die Losung dunkelgriin gefirbt.
Man versetzt mit schwefliger Saure, gibt Natriumacetat hinzu
und dampft i. V. zur Trockene. Der Riickstand wird unter
Kithlung mit wenig verdinntem Ammoniak versetzt und
sofort ausgeathert, die Atherlosung mit Wasser gewaschen und
nach dem Trocknen mit Natriumsulfat eingedampft. Als
Riickstand bleiben 90 mg einer krystallinen farblosen Sub-
stanz, die durch harzige Bestandteile verunreinigt ist. Beim
Anreiben mit Petroldther vom Siedep. 60—70° bleiben 40 mg
krystalline Substanz vom Schmelzp. 105—108° (Sintern ab
90°) zuriick. Nach einmaligem Umkrystallisieren aus Petrol-
dther vom Siedep. 60—70° schmilzt die Substanz bei 112 bis
114° (Sintern ab 107°), also ebenso wie ein einmal umkrystalli-
siertes Prdparat von Acetylsamandesol, mit dem sie keine
Schmelzpunktsdepression gibt.

5,282 mg Subst. (bei Zimmertemperatur i. Hochv. Abnahme
0,4 Proc.): 13,685 mg CO,, 4,440 mg H,0.

CyH,;,ON (391,3) Ber. C 70,53 H 9,53
Gef. ,, 70,14 ,, 9,40.

Ozxydation von Samandesol (IXa) zu Samandeson (IXD).
100 mg Samandesol vom Schmelzp. 167° werden in 8 ccm
3-proc. Schwefelsiure mit 2ccm 1 n-Chromsiurelosung im
siedenden Wasserbad 3 Stunden erhitzt. Man versetzt mit
schwefliger Sdure, macht ammoniakalisch und erhdlt durch
Ausidthern 30 mg einer noch mit harzigen Anteilen durch-
setzten Base, die nicht ndher untersucht wurde. Dann setzt
man Weinsdure zu und, dthert nochmals ammoniakalisch aus,
wodurch 30 mg bereits reines Samandeson vom Schmelzp. 194
bis 195° erhalten werden, die mit einem Vergleichspriparat
vom Schmelzp. 194—195° keine Depression geben. Weiteres
Ausithern der ammoniakalischen Losung im Extraktions-

1) Dargestellt nach C. Schopf u. W. Braun, a.a. 0., S.123.
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apparat liefert nochmals 25 mg weniger reines Samandeson
vom Rohschmelzp. 183—187°.

Samandesolsiure (Xa) aus Samandesol. Die auf 0° ab-
gekiihlte Losung von 36 mg Samandesol in 3 ccm 2 n-Essig-
sdure gieBt man in 10 ccm eisgekiihltes konzentriertes Ammo-
niak. Das zuerst ausfallende Samandesol geht sofort wieder
in Losung. Nach 4-stiindigem Stehen bei 0° wird im Vakuum-
exsiccator eingedampft, wobei sich nach dem Verdampfen des
Ammoniaks 35 mg einer einheitlichen krystallisierten Substanz
ausscheiden, die als Rohprodukt bereits scharf bei 204—205°
unter Aufschiumen schmelzen und mit der Samandesolsdure
von Schopf und Braun keine Depression geben.

Bei der Darstellung groBerer Mengen arbeitet man zweck-
miBig konzentrierter und mit einem Zusatz von Alkohol. Die eis-
gekiihlte Lisung von 300 mg Samandesol wird in 50 ccm eis-
gekiihltes konz. Ammoniak gegossen. Das ausfallende Saman-
desol geht nur zum Teil wieder in Losung; ein Teil scheidet
sich krystallin ab'). Auf Zusatz von 15ccm Alkohol geht
alles in Losung. Nach dem Stehen iiber Nacht bei Zimmer-
temperatur wird die vollig klare Losung i. V. eingedampft.
Wenn der Alkohol und der groBte Teil des Ammoniaks ver-
dampft ist, scheiden sich 235 mg Samandesolsdure aus, die bei
204—205° unter Aufschdumen schmelzen. Beim weiteren Ein-
engen der Mutterlauge wird der Rest etwas weniger rein mit
dem Schmelzp. 195—201° (unter Aufschdumen) erhalten. Die
erste Fraktion wurde als RohprO(\lukt analysiert.

5,020 mg Subst. verloren bei 100° i. Hochv. 0,237 mg.
C,H,,0,N + H,0 (385,3)
Ber. fiir 1H,0 4,67; gef. 4,18 Proc. Gewichtsverlust.
4,783 mg getr. Subst.: 11,920 mg CO,, 4,390 mg H,O.
CyH,O,N (367,3) Ber. C 68,62 H 10,15
Gef. ,, 67,98 » 10,27,

Die Reinigung der Samandesolsaure durch Umlésen aus konzen-
triertem Ammoniak ist bereits beschrieben?).

!) Diese Abscheidung des Samandesols hatte anfangs zu der irrigen
Ansicht gefiihrt, Samandesol sei ,,in Alkali véllig unléslich* (C. Schépf
u. W. Braun, a.a.O., S.89).

2) C. Schopf u. W. Braun, a.a. 0., S.135.
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Samandesolséiure enthilt, wie zu erwarten, dre: aktive
Wasserstoffatome.

0,0286 g getr. Subst. (bei 100° i. Hochv. Abnahme 4,9 Proc.) geben
in Anisol bei Zimmertemperatur nach 3-stiindigem Schiitteln 5,70 com
Methan (20°, 749 mm) nach Abzug des Blindwertes der Apparatur von
0,46 com. Die Methanmenge vermehrte sich auch nach einer weiteren
Stunde nicht mehr.

Ber. fiir 3 aktive H 5,24; gef. 5,23 com Methan.

Die Aufarbeitung ergab eine Base, die als Rohprodukt unscharf
bei 150—157° schmolz; sie ist noch nicht niher untersucht worden.

Gegeniiber dem Samandesol zeigt Samandesolsiure sehr
groBe Laslichkeitsunterschiede. Samandesol ist in Wasser
unloslich, dagegen in Methanol, Alkohol und Ather leicht
loslich. Samandesolsiure ist dagegen in Wasser merklich, in
Methanol und Alkohol sehr schwer loslich.

Losen von 30 mg Samandesolsdure in 1cem 2n-Essigsiure und

2 com Wasser in der Hitze und Fallen mit 2 n-Ammoniak lieferte 30 mg
unveranderte Samandesolsdure vom Schmelzp. 205° (Aufschaumen).

Uberfiihrung von Samandesolsiure (Xa) in Samandesol
(IXa). 1. Durch Sublimation. Beim Erhitzen i. Hochv. von
0,03 mm sublimiert Samapdesolsdure langsam bei 140—150°
Badtemperatur. Das Sublimat ist Samandesol vom Schmelz-
punkt 171° (Mischprobe); der Riickstand zeigt auch nach
langerem Erhitzen noch den Schmelzpunkt der Samandesol-
sdure (205° unter Aufschiumen).

2. Mt verdiinnter Salzsidure. Liosen von 30 mg Samandesol-
sdure in 3 ccm 2 n-Salzsdure, kurzes Kochen, Abkiihlen und
Fillen mit 2 n-Ammoniak liefert eine Base, die nach dem
Aufnehmen in Ather, Trocknen mit Natriumsulfat und Ver-
dampfen bei 171—172° schmilzt (24 mg) und keine Depression
mit Samandesol gibt.

3. Mat alkoholischer Salzsiure. 100 mg Samandesolsdure
werden in 2,5 ccm absolutem Methanol aufgeschlimmt, 6 ccm
6-proc. methanolische Salzsdure zugesetzt und die klare Losung
20 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Dann gieBt
man tropfenweise unter guter Kiihlung in 15 ccm 1,5 n-Soda-
losung und dampft i. V. bei 25—30° Badtemperatur das
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Methanol ab, wobei sich Samandesol in einheitlichen Nidel-
chen vom Schmelzp. 171—172° (triilbe Schmelze) abscheidet.
Die Mischprobe mit einem aus 50-proc. Methanol umkrystalli-
sierten Pridparat von Samandesol vom Schmelzp. 171—172°
(triib; Klirung etwa 10° hoher) gab keine Depression. Das
erhaltene Samandesol wurde zur Sicherheit nach einmaligem
Umkrystallisieren aus 50-proc. Methanol analysiert.
4,852 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. Abnahme 1,3 Proc.): 12,780 mg
CO,, 4,360 mg H,0. — Methoxyl negativ.
CpHy 0N (349,3) Ber. C 72,15 H 10,10
Gef. ,, 71,83 ,, 10,05.
4. Mit Alkohol. 100 mg Samandesolsiure werden mit
10 ccm absolutem Alkohol zum Sieden erhitzt. Die zuerst
fast unlosliche Verbindung geht im Laufe von 10 Minuten in
Losung. Man kocht noch !/, Stunde und dampft dann i. V.
ein, wobei als Riickstand 90 mg Samandesol vom Rohschmelz-
punkt 168—169° (Mischprobe mit Kontrollprdparat) gewonnen
werden. Die Angabe von C. Schopf und W. Braun, daB ein
so gewonnenes Priparat bei 135—138° schmilzt'), muB auf
einem Irrtum beruhen.

Desoxysamandarin (Ic) und Derivate.

Dre Darstellung des Desoxysamandarins (Lc). 1. Aus Saman-
darin (Ia) (W.Contzen).

Versucht man, im Samandarin das alkoholische Hydroxyl durch
Chlor in der Weise zu ersetzen, da man in eine Chloroformlésung von
Samandarin (100 mg in 3 ccm) gasformige Salzsdure einleitet, so wird in

quantitativer Ausbeute nur das in Chloroform schwer 16sliche Chlor-
hydrat des Samandarins erhalten.

Brom-desozysamandarin wird erhalten, wenn man 0,5 g
Samandarin mit 20 cem mit Bromwasserstoff gesittigtem Eis-
essig im nur zu '/; gefilllten Bombenrohr 3!/, Stunden im
‘Wasserbad auf 65—75° erhitzt. Man dampft i. V. zur Trockne,
lost den Riickstand in Wasser und &thert die alkalisch ge-
machte Losung aus. Die nach dem Trocknen des Athers mit
Natriumsulfat und Verdampfen zuriickbleibende Base gibt

1) a. a. 0., S.135.
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eine starke Beilstein-Reaktion und schmilzt nach mehrmaligem
Umkrystallisieren aus 50-proc. Methanol unter Zusatz von
Wasser konstant bei 159—160°. Ausbeute 0,49 g an reinem
Produkt.

4,832 mg Subst. (bei 30° i. Hochv. getr.): 11,016 mg CO,, 3,620 mg
H;0. — 10,489 mg getr. Subst.: 5440 mg AgBr (n. Carius).

C,,Hy,,ONBr (368,3) Ber. C 61,96 H 821  Br 21,69
Gef. ,, 62,16 ,, 815 ,, 22,58.

Desozysamandarin entsteht, wenn 0,17 g Brom-desoxy-
samandarin in 5 ccm 50-proc. Essigsdure mit 0,2 g Zinkstaub
3 Stunden am RiickfluB gekocht werden. Man saugt heil vom
unverbrauchten Zinkstaub ab, gieBt nach dem Erkalten in
viel wiBriges Ammoniak, dthert die ausfallende Base aus und
fallt sie aus der mit Natriumsulfat getrockneten &therischen
Losung mit dtherischer Salzsdure als Chlorhydrat, das nach
dem Umkrystallisieren aus wenig Wasser Blattchen vom kon-
stanten Schmelzp. 305° (unter Aufschdumen nach vorherigem
Sintern) bildet.

2,847 mg Subst. (bei 120° i. Hochv. getr.): 7,270 mg CO,, 2,450 mg
H,0.

; C,,H,,ONCl (325,9) Ber. C 69,64 H 9,63
Gef. ,, 69,96 ,, 9,89.

2. Aus Samandaron (ID). 0,6 g N-Benzoyl-samandaron-
semicarbazon, das aus der Aufarbeitung der Mutterlaugen der
Nebenalkaloide in gréBerer Menge zur Verfiigung stand?),
werden mit einer Losung von 1,2 ¢ Natrium in 15 cem ab-
solutem Alkohol unter Stickstoff 8 Stunden auf 180—190° im
Bombenrohr erhitzt. Man verdiinnt mit Wasser, dthert aus,
trocknet mit Natriumsulfat und erhilt nach dem Verdampfen
des Athers 98 Proc. d. Th. rohes Desoxysamandarin, das zur
volligen Reinigung mit &Atherischer Salzsiure in das Chlor-
hydrat iibergefihrt wird. Nach dem Umkrystallisieren aus
Wasser erhilt man 0,25 g vom bereits konstanten Schmelz-
punkt 305° (keine Depression mit dem Priparat aus Brom-
desoxy-samandarin). Zur Darstellung der freien Base wird die

1) Vgl. die vorstehende Arbeit.
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wiBrige Losung des reinen Chlorhydrats mit Ammoniak ver-
setzt und ausgeathert. Der Ather hinterli8t nach dem Trocknen
und Verdampfen bereits reines Desoxysamandarin vom Schmelz-
punkt 123°. Es kann aus Petrolither vom Siedep. 45—55°
umkrystallisiert werden.

5,236 mg Subst. (bei 40° i. Hochv. Abnahme 0,3 Proc.): 15,100 mg
CO,, 4,990 mg H,0.
C,H,ON (289,3) Ber. C 7880 H 10,80
Gef. ,, 78,66 ,, 10,66 .

N - Methyl- desoxysamandarin - jodmethylat (1Ic). 200 mg
Desoxysamandarin-chlorhydrat vom Schmelzp. 305° werden in
8 ccmm Wasser heiBl gelost, die Losung sofort mit 3 ccm 1,5-n-
Sodalosung versetzt, rasch auf Zimmertemperatur abgekiihlt
und 5 ccm Methyljodid zugesetzt. Beim intensiven Schiitteln
16st sich die Base im Methyljodid; nach einer Stunde bildet
sich eine starke Emulsion. Nach 2 Tagen, wahrend denen hier
und da kriftig geschiittelt wurde, wird mit 50 ccm absolutem
Ather das Jodmethylat ausgefillt, abgenutscht und mit viel
absolutem Ather nachgewaschen. Durch Umkrystallisieren der
erhaltenen 245 mg (95 Proc. d. Th.), die ab 276° sintern und
bei 278° unter Zersetzung schmelzen, aus 30 ccm Wasser
werden einheitliche Stibchen vom konstanten Schmelzp. 277
bis 2799 (unter Zers.) erhalten.

4,939 mg Subst. (bei 100° i. Hochv. Abnahme 0,3 Proc.): 10,245 mg
CO,, 3,570 mg H,0.
CyH,ONJ (445,2) Ber. C 56,60 H 8,15
Gef. ,, 56,57 » 8,09.

des-N-Dimethyl-desoxysamandarin (I1Ic). 400 mg N-Me-
thyl-desoxysamandarin-jodmethylat werden in 120 ccm kohlen-
sidurefreiem Wasser heil gelost und hierzu sogleich das aus
400 mg Silbernitrat mit kohlensdurefreier 2 n-Natronlauge
frisch gefillte Silberoxyd zugegeben. Unter ofterem guten
Schiitteln bleibt die Losung unter Stickstoff bei Zimmer-
temperatur stehen, bis sie nach 3 Stunden voéllig frei von Jod-
ionen ist. Man filtriert vom abgeschiedenen Silberjodid, dampft
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bei 60—70° 1) i. V. unter Stickstoff ein und erhitzt den durch
kolloidales Silber braun gefirbten Riickstand bei 13 mm im
Luftbad auf 100—120°, wobei die quartire Base Wasser abzu-
spalten beginnt. Nach 10 Minuten, wihrend denen die Tempe-
ratur auf 150° anstieg, war die Wasserabspaltung beendet.
Die des-Base wurde anschlieBend i. Hochv. von 0,02 mm bei
155—165° Badtemperatur iiberdestilliert. Es wurden so 240 mg
(85 Proc. d. Th.) durchkrystallisierte des-Base erhalten, die bei
70—74° (Sintern ab 65° schmolz.

Zur weiteren Reinigung wurde si¢ in das Jodhydrat iiber-
gefiihrt. Zur Losung von 330 mg des-Base in 100 ccm Wasser
und 10 ccm 2 n-Essigsdure gibt man 10 g Kaliumjodid, worauf
das Jodhydrat sofort in einheitlichen Nadeln ausféllt. Man
saugt ab, wischt mit Wasser, in dem das Jodhydrat sehr
schwer 1oslich ist, gut nach und erhélt so 450 mg Jodhydrat
(98 Proc. d. Th.), das ab 255° sintert und bei 257—258° unter
Zersetzung schmilzt. Durch Umkrystallisieren aus 35 ccm
Alkohol wird das Jodhydrat in Form einheitlicher Nadeln vom
konstanten Schmelzp. 271—272° (unter Zers. ; Sintern ab 268°)
erhalten.

4,860 mg Subst. (bei 100° i. Jochv. Abnahme 1,3 Proc.): 10,060 mg
CO,, 3,600 mg H,O.

CyH,ONJ (4452) Ber. C 56,60 H 8,15
Gef. ,, 56,45 ,, 8,29.

GieBt man die Losung des Jodhydrats in heiem Alkohol
in iberschiissiges Ammoniak, kiihlt rasch ab und dthert aus,
80 erhdlt man nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat und
Verdampfen des Athers die freie des-Base, die ab 76° sintert
und bei 78° scharf schmilzt. Die schwefelsaure Liosung der
des-Base entfirbt in der Kilte augenblicklich Kaliumperman-
ganat. Das Chlorhydrat der des-Base konnte nicht krystalli-
siert erhalten werden.

1) Arbeitet man bei hoheren Temperaturen (80—90°) im Vekuum,
so spaltet schon ein Teil der quartiren Base Wasser ab, und im Laufe von
etwa 5 Stunden sublimiert die des-Base in einer Menge von etwa 10 Proc.
in das Destillationsrohr; sie schmilzt bei 72—76° (Mischprobe).

Annalen der Chemle. 6562. Band. 3
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Oxydihydro-des-N-dimethyl-desozysamandarin (V ¢). 140mg
der iiber das Jodhydrat gereinigten des-Base vom Schmelz-
punkt 78° werden in 30 cem 3-proc. Schwefelsdure in der Kalte
gelost und die Losung 2 Stunden auf dem siedenden Wasserbad
erhitzt, worauf Kaliumpermanganat von der schwefelsauren
Losung in der Kilte nur noch sehr langsam verbraucht wurde.
Da sich aus der heien Losung schon bei miB8igem Abkiihlen
das schwer losliche Sulfat der Base abscheidet, wird die Losung
noch heiB in iiberschiissiges Ammoniak und viel fein gemahlenes
Eis gegossen. Die abgeschiedene Base wird sofort in Ather
aufgenommen, die Atherlosung getrocknet und der Ather ver-
dampft. Da der Riickstand nur teilweise durchkrystallisiert
ist, wird er zur volligen Reinigung in das Jodhydrat iber-
gefiihrt.

Zur Reinigung werden 125 mg der Rohbase in verdinnter
Essigsiure heiB gelost und hei mit konz. wifriger Kalium-
jodidlosung versetzt, wobei sich sofort 165 mg (91 Proc. d. Th.)
des krystallisierten Jodhydrats in Form von Nadeln ab-
scheiden, die ab 268° sintern und bei 272—274° unter Zer-
setzung schmelzen. Durch einmaliges Umkrystallisieren aus
5 ccm 50-proc. Alkohol erhdlt man 140 mg einheitliche ver-
filzte Nadeln vom konstanten Zersetzungspunkt 277° (Sintern
ab 275%. Die Mischprobe mit dem Jodhydrat des des-N-
Dimethyl-desoxysamandarins schmilzt bei 258—263° unter
Zersetzung, gibt also keine deutliche Depression. Die Ana-
lyse zeigt aber die Verschiedenheit.

5,173 mg Subst. (bei 100° i. Hochv. keine Abnahme): 10,415 mg
C0,, 3,830 mg H,0.

CyH,0,NJ (463,2)  Ber. C 54,40 H 8,27
Gef. ,, 5491 ,, 828.

Zur Uberfithrung des Jodhydrates in die Base werden
90 mg in 50-proc. Alkohol heil geldst und die Lésung sofort
in gut gekiihltes uberschuss1ges 2 n-Ammoniak gegossen. Die
ausgeschiedene Base wird in Ather aufgenommen, die Ather-
losung iiber Natriumsulfat getrocknet und der Ather ver-
dampft. Man erhélt 60 mg Oxydihydro-des-N-dimethyl-des-
oxysamandarin, die langsam durchkrystallisieren und dann
bei 122—123° (Sintern ab 120°) schmelzen,
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4,738 mg Subst. (bei 40° i. Hochv. Abnahme 0,9 Proc.): 13,136 mg
CO,, 4,690 mg H,0.

CyH,,O,N (335,3) Ber. C 75,16 H 11,12
Gef. ,, 7560 ,, 10,84.

Ozydihydro-des-N-dimethyl-desozysamandarin-ozim (Ve,
—CH==NOH statt —CHO oder VI¢c, —NHOH statt —OR).
Zur Losung von 70 mg Oxydihydro-des-N-dimethyl-desoxy-
samandarin vom Schmelzp. 122° in 0,6 ccm Alkohol gibt man
die Losung von 70 mg Hydroxylamin-chlorhydrat und 70 mg
Natriumhydroxyd in 0,6 ccm Wasser und kockt das Ganze
4 Stunden unter RiickfluB. Die auch nach dem Erkalten
noch klare Losung liefert beim Verdiinnen mit 5 ccm Wasser
70 mg eines amorphen Niederschlags, der abgesaugt und aus
3 ccm 60-proc. Alkohol unter hiufigem Kratzen umkrystalli-
siert wird, wobei 35 mg krystallisiertes Oxim erhalten werden,
das bei 168—169° (Sintern ab 166°) konstant schmilzt.

4,908, 3,262, 2,812 mg Subst. verloren bei 80° i. Hochv. 0,203,
0,134, 0,073 mg.
C,H,0,N, + 1H,0 (368,3)
Ber. fir 1H,0 4,9; gef. 4,14, 4,12, 2,6 Proc. Gewichtsverlust.
4,705 mg getr. Subst.: 12,435 mg CO,, 4,590 mg H,0. — 3,128,
2,739 mg getr. Subst.: 0,194, 0,179 cem N, (23,5° 22°; 762, 759 mm).

CyH,O0,N, (350,3) Ber. C 71,94 H 1093 N 8,00
Gef. ,, 72,08 ,, 1091 ,, 7,16, 7,55.

Desoxo-samandeson (1X¢). Die Losung von 100 mg Oxy-
dihydro-des-N-dimethyl-desoxysamandarin vom Schmelzp.122°
in 20 ccm 3-proc. Schwefelsdure wird mit 29 mg Chromsiure-
anhydrid 4 Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt. Man
reduziert dann die tberschiissige Chromsaure mit schwefliger
Sédure, macht unter guter Eiskithlung mit Ammoniak curcuma-
alkalisch, dthert mehrfach aus, trocknet und verdampft den
Ather und fiihrt die in quantitativer Ausbeute zuriickbleibende,
nur langsam krystallisierende Base zur Reinigung in das Jod-
hydrat iiber. Beim Versetzen der Losung der Base in verd.
Essigsdure mit konz. wafriger Kaliumjodidlosung fillt das
Jodhydrat aus, das beim Durchreiben in einheitlichen stern-
formig geordneten Nadeln vom Schmelzp. 258° (unter Zers.,

7!
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Sintern ab 255°) krystallisiert. Durch Umkrystallisieren von
100 mg aus 4 ccm Wasser, in dem das Jodhydrat wesentlich
leichter 16slich ist als das Jodhydrat der Oxydihydro-des-Base,
werden 75 mg in Blittchen erhalten, die konstant bei 258 bis
259° (unter Zers., Sintern ab 256°) schmelzen.

4,788 mg verloren bei 100° i. Hochv. 0,154 mg.
CyH30,NJ + 1H,0 (479,2)
Ber. fiir 1H,0 3,75; gef. 3,20 Proc. Gewichtsverlust.

4,634 mg getr. Subst.: 9,210 mg CO,, 3,390 mg H,O0.

CyH,O,NJ (461,2) Ber. C 54,64 H 7,87
Gef. ,, 54,20 ,, 8,18.

Zur Uberfiihrung in die freie Base wird das Jodhydrat
vom Schmelzp. 258° in Wasser heil gelost und unter guter
Kiithlung mit 2 n-Ammoniak die Base geféllt, die sofort in
Ather aufgenommen wird. Die Atherlosung liefert nach dem
Trocknen iiber Natriumsulfat und Verdampfen das freie Des-
oxo-samandeson, das roh ab 95° sintert und bei 97—99°
schmilzt. Durch Umlosen aus Petrolither vom Siedep. 40°
wird die Base einheitlich krystallin mit dem konstanten
Schmelzp. 99—100° (Sintern ab 98°) erhalten.

5,428 mg Subst. (bei 30° i. Hochv. keine Abnahme): 14,970 mg CO,,
5,080 mg H,0.
CyHiO,N (333,3) Ber. C 7561 H 10,58
Gef. ,, 75,22 , 10,47 .

Desoxo-samandesonsiure (Xc). Die heile Losung von
50 mg Desoxo-samandeson-jodhydrat in 2 cem Wasser wird in
10 ccm kaltes konz. Ammoniak gegossen, wobei die Base
amorph ausfillt. Auf Zusatz von 5 ccm Alkohol geht alles in
Losung. Nach 12-stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur
wird der Alkohol und das iiberschiissige Ammoniak im
Vakuumexsiccator weggenommen. Dabei scheidet sich die
Desoxo-samandesonsdure krystallisiert aus. Sie wird nach dem
Verschwinden des Ammoniakgeruches abgesaugt und mit
Wasser gewaschen (30 mg) und schmilzt bei 156—157° unter
Aufschdumen. Sie 1ost sich wie Samandesolsiure in viel konz.
Ammoniak.
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4,227 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. Abnahme 18,1 Proc., wobei ein
Teil sublimierte): 11,065 mg CO,, 4,010 mg H,0. — 2,954 mg Subst.
(bei 80° i. Hochv. Abnahme 16,3 Proc., wobei ebenfalls ein Teil subli-
mierte): 0,104 com N, (26° 749 mm).

CyH;;O,N (351,3) Ber. C71,73 |H 1062 N 3,99

Gef. ,, 71,39 ,, 10,77 ,, 3,96.

Hydrazid der Desoxo-samandesonsiure (X ¢, —CO.NH.NH,
statt —COOH). 50 mg Desoxo-samandeson-jodhydrat werden
mit 0,5 ccm absolutem Alkohol und 0,5 ccm Hydrazinhydrat
unter Feuchtigkeits- und KohlensdureausschluB 4 Stunden auf
100° erhitzt. Beim Verdiinnen der klaren Losung mit 6 ccm
Wasser krystallisieren bei Zimmertemperatur im Laufe von
etwa 3 Stunden 40 mg des Reaktionsprodukts aus, die ab
137° sintern und bei 142—145° schmelzen. Die in Alkohol
leicht losliche Verbindung wird derart umkrystallisiert, daB
30 mg in 1 ccm absolutem Ather in der Wirme gelést und hierzu
heiB 2,5 ccm Petroldther vom Siedep. 40° zugefiigt werden,
wobei die Losung noch klar bleibt; beim Kratzen und Er-
kalten setzt rasch Krystallisation ein. Es werden so 15 mg
gekreuzte Stabchen erhalten, die konstant bei 152° (Sintern
ab 149°) unter schwachem Aufschiumen schmelzen.

3,658 mg Subst. (bei 40° i. Hochv. Abnahme 0,9 Proc.): 9,250 mg

CO,, 3,480 mg H,0. — 2,183 mg Subst. (bei 40° i. Hochv. Abnahme
4,2 Proc., dabei mechanischer Verlust): 0,210 cem N, (25° 760 mm).

CypHyO,N, (365,3) Ber. C 6898 H 10,76 N 11,50
Gef. ,, 68,97 ,, 10,64 ,, 11,02.

Beim Versuch, das Anlagerungsprodukt i. Hochv. zu sublimieren,
ging bei 0,01 mm und 125—145° Badtemperatur ein farbloses Ol iiber,
das nicht zur Krystallisation zu bringen war.

Versuchemit Samandarinund N-Nitroso-samandarin.

Verhalten. von N-Nitroso-samandarin gegen 20-proc. Salzsiure.

85,1 mg N-Nitroso-samandarin vom Schmelzp. 165° wer-
den mit 10 ccm 20-proc. luftfreier Salzsdure in einem Schliff-
kdlbchen mit RiickfluBkiihler derart gespalten, daB die dabei
entstehenden Gase mit Kohlendioxyd, das aus einem luft-
freien Kipp entwickelt wird, in eine mit 50-proc. Kalilauge
gefiillte, 20 ccm fassende graduierte Gasbiirette iibergefiihrt
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werden konnen. Die Gasbiirette steht mit einer Hempelschen
Gaspipette in Verbindung, in der das Gas wie bei der
van Slyke-Bestimmung durch Schiitteln mit einer Per-
manganatlosung, die auf 1 Liter Wasser 50 g Kaliumperman-
ganat und 25 g Kaliumhydroxyd enthélt, von Stickoxyd be-
freit werden kann. Wenn in der ganzen Apparatur die Luft
durch Kohlendioxyd verdringt ist, wird die Substanz, ohne
daB Luft zutreten kann, in die 20-proc. Salzsiure gegeben,
was dadurch erreicht wird, daB die Substanz sich in einem
Mikroglasbecher mittels Platindridhten von auB8en kippbar in
dem Reaktionskolben iiber der Salzsiure befindet. Man ver-
teilt die Substanz durch Schiitteln in der Salzsdure und erhitzt
zum Sieden, wobei sie rasch bis auf einen sehr geringen Teil,
der als Schaum auf der Fliissigkeit schwimmt, mit gelber Farbe
in Losung geht. Beim Sieden geht die gelbe Farbe der Losung
in den ersten 5 Minuten unter Auftreten einer Triibung in
Grau iiber, nach weiteren 5 Minuten farbt sich die Losung
briunlich und die Hauptmenge des Gases wird entwickelt;
zugleich scheiden sich aus der Fliissigkeit Oltropfchen ab.
Im Laufe von weiteren 30 Minuten ist keine Verdnderung mehr
zu beobachten; in der Gasbiirette haben sich wieder Mikro-
blasen eingestellt. Die entwickelten 4,05 ccm Gas schrumpfen
nach mehrmaligem Schiitteln mit der alkalischen Permanganat-
losung auf das konstante Volumen von 2,60 ccm (21°, 746 mm)
zusammen. Bei einem zweiten Versuch unter denselben Ver-
suchsbedingungen ergaben 94,5 mg N-Nitroso-samandarin
2,85 ccm (20°, 747 mm) zur Volumenkonstanz mit alkalischer
Permanganatlosung gewaschenes Gas. Die erhaltene Stick-
stoffmenge betrigt in Procent der fiir 1 Mol. berechneten Menge
im ersten Versuch 43,5 und im zweiten Versuch 41,6 Proc.

Zur Aufarbeitung wurden die beiden Ansitze gemeinsam mit der
3-fachen Menge Wasser verdiinnt, und die inzwischen durch Luft-
oxydation blauviolett gewordene Lésung mit viel Ather ausgeschiittelt,
wobei das braune, in der Saure ungeléste Ol nur unvollstindig in den Ather
ging. Die Atherausziige ergaben nach dem Waschen mit wenig Wasser,
Trocknen iiber Natriumsulfat und Verdampfen des Athers 30 mg eines
Harzes, das Krystallisationsansétze zeigte. Dreimaliges Ausschiitteln mit
Chloroform ergab nach dem Trocknen und Verdampfen des Chloroforms
weitere 80 mg Harz, von denen 10 mg in Ather léslich waren. Die salz-
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saure Lésung wurde nunmehr mit Natronlauge alkalisch gemacht, wobei
die blauviolette Farbung verschwand, und die abgeschiedene amorphe
Base in Ather aufgenommen, der nach dem Trocknen und Verdampfen
30 mg einer amorphen Bage hinterlieB, die ebensowenig wie die vorher-
gehenden Fraktionen rein erhalten werden konnten.

Wurde Samandarin in gleicher Weise mit konz. Salzsaure behandelt,
8o entstand, wie zu erwarten, kein Gas. Die salzsaure Losung gab nach
dem Verdiinnen mit Wasser und Ausdthern nur etwa 6 Proc. der ein-
gesetzten Menge als Neutralkérper; der Rest wurde nach dem Alkalisch-
machen als nicht krystallisierte Base erhalten.

Verhalten von Samandarin gegen 10-proc. Uberchlorsiure
(W.Contzen).

0,1g Samandarin wurden mit 10ccm 10-proc. Uberchlorsiaure
unter Stickstoff 4 Stunden am RiickfluB zum Sieden erhitzt. Danach
wurde der Versuch unterbrochen, um fest ausgeschiedene Anteile zu
zerkleinern und anschlieBend die beim Offnen des Kolbens durch Luft-
einwirkung schwach blauviolett gewordene Losung weitere 3 Stunden am
RiickfluB erhitzt, wobei sich Oltrépfchen abschieden. Man verdiinnte mit
der 10-fachen Menge Wasser, machte die stark schaumende waBrige
Losung mit Sodalosung alkalisch und gewann durch Auséthern 0,08 g
eines krystallisierten Riickstandes, der nach dem Umkrystallisieren aus
einem Gemisch aus gleichen Teilen Ather und Petrolather sich als un-
verandertes Samandarin erwies. Wurde der gleiche Versuch bei 140 bis
150° im EinschluBrohr durchgefiihrt, so konnte kein Samandarin mehr
isoliert werden; die statt dessen isolierte amorphe Base war in schwefel-
saurer Losung gegen Permanganat stark ungesattigt. Weitere Hydrolyse-
versuche sind im theoretischen Teil kurz erwahnt.

Das im Zusammenhang mit diesen Versuchen durch Fallen einer
Ldsung von Samandarin in 2 n-Essigsaure mit 20-proc. Uberschlorsaure
dargestellte Samandarin-perchlorat schmilzt nach dem Umkrystallisieren
aus Wasser konstant bei 265° (unter Aufschaumen, Sintern ab 260°).

Dre Dehydrierung des Samandarins mat Selen.

1,0 g¢ Samandarin werden mit 3,5 g Selen gut gemischt,
in ein weites Reagenzglas gefiillt, mit 1,0 g Selen iiberschichtet
und das Ganze im Metallbad auf 320—330° Badtemperatur
erhitzt. Der von 300° ab entweichende Selenwasserstoff wird
durch ein Ableitungsrohr an die Flamme eines Bunsenbrenners
gefiihrt und so verbrannt. Man erhitzt 2 Stunden auf 300°,
14 Stunden auf 320° und schlieBlich noch 5 Stunden auf 330°.
Die Entwicklung von Selenwasserstoff, die unterhalb 300°
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noch nicht merklich ist, wird beim Erhitzen auf 320° ziemlich
lebhaft und 1Bt nach 3-stiindigem Erhitzen auf 320° wieder
nach. Nach dem Erkalten extrahiert man die an den oberen
Teil des Reagenzglases destillierten oligen Substanzen zu-
sammen mit dem Selen erschopfend mit Ather; die braunlich-
gelb verfirbte Atherlosung zeigt unter der Analysenlampe
starke violette Fluorescenz. Man schiittelt sie mehrfach mit
verdiinnter Salzsiure aus, wobei blaufluorescierende Anteile,
die noch nicht niher untersucht sind, in Losung gehen, dann
mit 2 n-Natronlauge, wascht mit Wasser und erhélt nach dem
Trocknen des Athers mit Natriumsulfat und Verdampfen
0,24 g eines Riickstands, der mit wenig metallischem Natrium
auf 120—130° erhitzt wird, wobei er unverdndert bleibt, und
den man anschlieBend i. Hochv. destilliert. Die Verbindung
geht unter 0,003 mm bei 85—95° Badtemperatur als farbloses
unter der Analysenlampe violett fluorescierendes Ol iiber
(0,17 g). Eine sehr geringe Menge (0,01 g) destilliert an-
schlieBend noch bei 150—160° Badtemperatur. Nach noch-
maligem Destillieren der Hauptfraktion iber Natrium, wobei
der Siedepunkt der gleiche bleibt, wird die Verbindung ana-
lysiert.

4,953, 4,498 mg Subst. : 16,385, 14,900 mg CO,, 4,240, 3,800 mg H,0.
— 10,11 mg Subst. in 99,76 mg Campher: A4 ¢ in 2 Proben = 16,3, 16,2°.

CyoHa, (252,4) Ber. C 90,41 H 9,59
CyH,, (238,4) v 90,70 ,» 9,30
Gef. M = 248,250 ,, 90,27, 90,35  ,, 9,58, 9,42.

Ein Phenanthrenkohlenwasserstoff der Summenformel C, H,, (248,4)
hitte 91,88 Proc. C und 8,12 Proc. H; die theoretischen Werte entfernen
gich mit dem Hinuntergehen in der homologen Reihe im C, in dem sie
steigen, und im H, in dem sie fallen, immer mehr von den gefundenen.
Ein Kohlenwasserstoff mit zwei isolierten Benzolkernen und einem carbo-
cyclischen hydrierten Ring der Summenformel C,;H,, (250,4) hatte
91,14 Proc. C und 8,86 Proc. H; auch hier entfernen sich die theore-
tischen Werte beim Heruntergehen in der homologen Reihe immer mehr
von den gefundenen. Diese Moglichkeiten sind also durch die Analyse
ausgeschlossen. Nicht sicher ausgeschlossen wird dagegen die Moglich-
keit, daB der Kohlenwasserstoff die Summenformel C,,H,, (226,3; ber.
C 90,20, H 9,80) oder C,,H,, (212,3; ber. C 90,50, H 9,50) besitzt. Jedoch
spricht das gefundene, mit besonderer Sorgfalt bestimmte Molekular-
gewicht gegen diese Formeln. Ferner miiBten tricyclische Kohlenwasser-
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stoffe dieser Zusammensetzung ungesittigt sein, was nicht der Fall ist,
oder es miiBten Naphtalinkohlenwasserstoffe vorliegen, in denen der
dritte urspriinglich im Samandarin vorhandene Kohlenstoffring auf-
gespalten vorliegt, was duBerst unwahrscheinlich ist. Zwei weitere, eben-
falls nach der Analyse noch mégliche Formeln, C,,H,, (186,3; ber. C 90,26,
H 9,74) und CH,, (172,3; ber. C 90,64, H 9,36), die Benzolkohlen-
wasserstoffen entsprechen wiirden, und schon wegen des Fehlens der
zwei weiteren im Samandarin vorhandenen carbocyclischen Ringe als
auBerst unwahrscheinlich angesehen werden miissen, sind durch die
Molekulargewichtsbestimmung ausgeschlossen.

Ein Versuch, ein Pikrat des Kohlenwasserstoffs in alkoholischer
Losung herzustellen, miBlang. Bei der Destillation des Kohlenwasser-
stoffs iiber Zinkstaub wurde ein éliges Destillat erhalten. Beim 8-stiin-
digen Erhitzen von 10 mg des Kohlenwasserstoffs mit der 15-fachen Menge
Selen im geschlossenen Rohrchen auf 360—370° war nach dem Erkalten
kein Druck vorhanden und Selenwasserstoff nur in gerade durch den
Geruch wahrnehmbaren Spuren entstanden. Bei der Bromierung des
Kohlenwasserstoffs in Eisessig trat in der Kalte anscheinend keine Reak-
tion ein; beim 1l-stiindigen Erhitzen auf 100—110° zersetzte sich das
Reaktionsgemisch unter Schwarzfarbung. Bei der Nitrierung mit einem
Gemisch von konz. Salpeter- und Schwefelsaure (3-stiindiges Stehen bei
Zimmertemperatur, 1-stiindiges Erhitzen auf 100°) wurde nach dem
Zersetzen mit Eis eine amorphe, hochst unscharf von 80—130° unter
Aufschaumen schmelzende, bei 190° sich zersetzende Verbindung erhalten,
die nicht zur Krystallisation zu bringen war. Beim Erhitzen mit konz.
Salpetersaure auf 110° wird der Kohlenwasserstoff unter Entwicklung
nitroser Gase angegriffen; der Abdampfriickstand hat sich jedoch nicht
zur Krystallisation bringen lassen. Ebensowenig wurde bei der Oxyda-
tion einer Suspension des Kohlenwasserstoffs in Wasser mit Permanganat
bei 100° ein krystallisiertes Oxydationsprodukt erhalten.
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Synthese von Glycol-a,a’-disebacinsiure
und Glycerin-e,3,a '-trisebacinsiure .

Stottwechselversuch mit Glycol-,a’-disebacinséiure
und Sebacinsdure;

von B. Flaschentriger und Rosa Allemann™*).

[Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Ziirich.]
(Eingelaufen am 4. Juni 1942)

Theoretischer Teil.

Nach GenuB von Ulmensamenél!), das etwa 50 Proc.
Caprinsaure enthdlt, traten infolge von w-Oxydation Dicarbon-
siuren im Harn auf. Nach Verkade?) sollen auch die tiblichen
Nahrungsfette und ihre Fettsiuren im normalen Stoffwechsel
w-oxydiert werden. Dabei konnte das endstindige Methyl ent-
weder in den freien Fettsiuren oder den Glyceriden zur Carb-
oxylgruppe umgewandelt werden. Die Verbindung miiBte
dann vollig verbrennen, da man bisher Zwischen- und End-
stufen nicht fassen konnte. Lediglich nach GenuB von Tri-
undecylenin wurden 0,04 Proc. Sebacinsidure im Menschenharn
gefunden®). Die schwerverbrennlichen Dicarbonsiduren mit 8,
9 und 10 Kohlenstoff-Atomen verbrennen als Halbestersiuren
besser als die entsprechenden Verbindungen mit zwei freien
COOH-Gruppen?). Es war daher naheliegend, das Verhalten
von Verbindungen zu priifen, die beim ersten Angriff des noch
ungespaltenen Fettes nach Verkade zu erwarten waren.

*) Die vorliegende Arbeit ist meinem verehrten Lehrer, Herrn
Geheimrat Prof. Dr. H. Wieland, zum 65. Geburtstag gewidmet.
**) Rosa Allemann, Diss. E.T. H. Ziirich (1939).
1) P. E. Verkade u. J.van der Lee, H. 225, 230 (1934).
2) P. E. Verkade, Fette u. Seifen 46, 521 (1939).
3) P. E.Verkade u. J. vander Lee, H. 230, 210 (1934).
%) B.Flaschentrager u. K.Bernhard, H. 240, 19 (1936);
K. Bernhard, H. 246, 133 (1937).
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CH,.0.CO.CH, ... CH, CH,.0.CO.CH, ... COOH
.0.CO.CH, ...CH, —»> .0.CO.CH, ... COOH
.0.CO.CH;j ... CH, &H,.o.co.cn,...coou

Wenn tatséchlich die Esterbindung einige Zeit standhielte,
konnte die Stufe der schwer verbrennlichen Dicarbonsduren im
Ablauf einer , Kettenreaktion* durchschritten werden, wie das
Verkade?) fiir das Verbrennen der normalen Fettsiuren an-
nimmt. Das Endprodukt wire dann die Glycerinestersiure
der Bernsteinsdure, immer yorausgesetzt, da8 die Esterbindung
80 lange bestehen bleibt. Diese miiite leicht zur gut verbrenn-
lichen Bernsteinsdure gespalten werden.

Die Darstellung von Estersduren mehrwertiger Alkohole
ist bisher kaum versucht worden. Halbestersduren aus Di-
carbonsiuren und einwertigen Alkoholen sind zwar nach
Fourneau und Sabetay?) leicht zu gewinnen, micht aber
solche von Polyalkoholen, denn dabei treten leicht Glyptal-
harze®) auf. Die freien COOH-Gruppen der Estersiuren re-
agieren bei hoherer Temperatur miteinander und mit freien
OH-Gruppen, so daB unverzweigte und verzweigte Molekiil-
Ketten und Ringe entstehen. Nur ein schonendes Verfahren
konnte hier zum Ziel fiihren.

Um die Verhiltnisse zunéichst zu vereinfachen, versuchten
wir zuerst Glycolestersduren aufzubauen.

Einwirkung von Sebacinsauredichlorid in Pyridin auf Glycol, oder
von Methylesterchlorid und nachtrigliche Abspaltung des Methanols mit

salpetriger Saure!) fithrten uns nicht zum Ziel, ebensowenig Oxydation
von Undecylaten mit KMnO,, CrO,. Triazelain®) ist durch Oxydation

1) P.E.Verkade u. J.vander Lee, R. 54, 893 (1935) und
P.E.Verkade, J. vander Lee u. A.J.S.van Alphen, H. 250, 47
(1937).

?) E.Fourneau u. 8. Sabetay, Bull. Soc. chim. (4) 48, 859 (1928).

%) H. Griin in H. Schonfeld, Chemie u. Technol. d. Fette u. Fett-
produkte 1, 297. Wien 1936. — M. Goswami u. A.Shaha, C. 1936,
L 4712.

4) W. Fischer u. A. Schmidt, B. 57, 693 (1924).

5) a) G.Schuster, J. pharm. et chim. (8) 18, 5 (1931) (C. 1931,
IL. 34); A.C.Noorduyn, C. 1920, I. 731. — b) T. P. Hilditch u.
E.F. Armstrong, J. Soc. chem. Ind. Trans. 44, 43 T (1925).
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von Ricinussl mit KMnQ, in Aceton zu 63,6 Proc. erhalten worden,
allerdings ohne eindeutige Belege.

Wir stellten Glycol-,«’-diundecylat und Glycerin-a,f,«’-
triundecylat her und spalteten die Doppelbindung mit Ozon.

CH,.0.CO.(CH,),.CH:CH, CH,.0.CO.(CH,),. COOH
"
H,.0.CO.(CH,),.CH:CH, ,.0.CO0.(CH,),. COOH

Die Synthese des Undecylensiureesters gelang gut nach
dem etwas modifizierten Verfahren von Verkade!). Die un-
mittelbare Aufspaltung der Doppelbindung mit Permanganat-
Chromsédure war unbefriedigend, da in der Kilte und mit
organischen Lisungsmitteln gearbeitet werden muSBte. Ver-
kochen des Ozonids bewihrte sich nicht, dagegen gut seine
Reduktion mit Aluminiumamalgam und noch besser die kata-
lytische Hydrierung mit Pd-Mohr nach F. G. Fischer?). Die
Abtrennung der nicht vollig oxydierten Anteile, die wir mit
Hilfe der Aquivalentgewichtshestimmung messend verfolgten,
fiihrte iiber die Ba-Salze und fraktionierte Féllung aus Losungs-
mitteln, wenn auch mit Verlusten, schlieflich zu analysen-
reinen HEstersduren.

Im Tierversuch priften wir das Verhalten der Glycol-o,a'-
disebacinsiure und etwas spiter am gleichen Hund das der
Sebacinsiure, indem wir je 40 mg Sebacinsiure als Ester-
sdure und Dicarbonséiure pro Kilogramm und Tag injizierten.
Beide Male konnten 11 Proc. unverdnderte Sebacinsdure aus
dem Harn rein isoliert werden. Damit ist bewiesen, daB sich
die zur Halfte in Esterbindung befindliche Sebacinsaure ebenso
wie die freie Sdure verhdlt. Die Esterbindung der Glycol-
estersiure wird im Gewebe wohl sehr bald gelost und diirfte
als intermediires Zwischenprodukt beim Abbau ungespaltener
Fette in Form von Glycerinestersiure kaum auftreten, auch
nicht im Ablauf einer Kettenreaktion.

Verkade findet nach Aufnahme von Triundecylen nur
Spuren von Sebacinsdure im Harn. Wir stellen uns vor, daB
die Hauptmenge der Undecylensidure in diesem Fall doch

1) P. E. Verkade, J. vander Lee u. W. Meerburg, R. 51, 850
(1932).
?) F. G. Fischer, H. Diill u. L. Ertel, B. 65, 1467 (1932).
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p-oxydiert wird, denn intermediir auftretende Sebacinsiure
miiBite in viel groBeren Mengen in den Harn gelangen. Deuterio-
adipin-, -kork- und -sebacinsiure!) zeigen nach Durchlaufen
des Tierkorpers keine Anderung im D-Gehalt, der eintreten
sollte, wenn noch intermediir beim Fettabbau ,leichte Di-
carbonsiuren sich bildeten. Eine w-Oxydation der normalen
Korper- und Nahrungs-Fette ist bisher weder vor, noch nach
der Hydrolyse zu Fettsduren feststellbar. Daher erachten wir
die Theorie von der f-Oxydation weiterhin als ausreichend,
um das Auftreten von faBbaren Spaltstiicken aus dem Fett-
abbau zu erkliren.

Versuchsteil.

Glycol-diundecylat. 10,5 g (/s Mol.) frisch destilliertes Athylenglycol
werden in einem Destillierkolben mit 70 g (etwa 2/g Mol.) frisch bei 126
bis 129° und 14 mm destillierter Undecylensaure und mit etwa 2 g Zink-
staub vermischt und unter Einleiten von CO, bei 150 mm auf 120° er-
hitzt. Nach 9!/, Stunden wird bei 120 mm auf 155° erhitzt, bis schlieB-
lich 5,5g Reaktionswasser in die Vorlage abdestillierten (theor. 6,0 g).
Nach Abkiihlen wird die Masse in 250 ccm Ather gelost, Zink und 2,6 g
Zinkseifen abfiltriert. Der Atherriickstand lieferte nach wiederholter
Fraktionierung im Hochv. bei 200—219° 49,2 ¢ Ester = 75 Proc. d. Th.
Er krystallisiert bei Zimmertemperatur, zerflieBv bei Handwirme und
enthalt, gemessen am Laugenverbrauch, noch 0,11 Proc. Undecylensaure.

C,H,,0, (394,3) Ber. C 73,03 H 10,73
Gef. ,, 73,02 s 10,95.

Glycol-o, a-disebacinsiure. 8,55 g Glycoldiundecylat werden
in 100 ccm Essigester gelost und 8/, Stunden bei — 18° ozo-
nisicrt bis kein Brom mehr aufgenommen wird. Die Lisung
wird dann mit 1,2 g Pd-Mohr und 727 ccm Wasserstoff (0°,
760 mm) in 1%/, Stunden bis zur Sittigung hydriert. Nach
Abfiltrieren des Pd und Eindampfen des Essigesters im Va-
kuum bleiben 8,96 g eines festen, weiBen, neutralen Riick-
standes. Er wird in 400 ccm Aceton aufgenommen und mit
10,5 ¢ feingepulvertem KMnO, im UberschuB bei Zimmer-
temperatur etwa 15 Stunden oxydiert. Dabei fillt Braunstein
und das Manganosalz der Glycol-«,o'-disebacinsiure aus. Das
Filtrat enthdlt nur geringe Mengen (1,6 g) einer Substanz it

1) K. Bernhard, Helv. chim. Acta 24, 1412 (1941).
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dem Aquiv.-Gew. 1770, die verworfen werden. Der braune
Niederschlag wird mit verd. HCI, Na,SO, und Ather gelost.
Nach Waschen und Trocknen hinterlaBt der Ather 7,1 g rohe
weiBe Estersiure mit Aquiv.-Gew. 248 (ber. 215). Daher wird
nochmals mit 3,0 g KMnO, in Aceton oxydiert. In Aceton
bleiben 0,92 g mit dem Aquiv.-Gew. 326, Schmelzp. 53—58°;
in den Niederschlag gehen 5,7 g rohe Estersiure mit Schmelzp.
72—81° und Aquiv.-Gew. 208. Sie reduziert nicht mehr. —
Zur Reinigung wird die rohe Estersdure in 120 ccm Methanol
gelost und mit methanolischer 0,5 n-Barytlauge als Ba-Salz
gefillt. Dieses wird mit Aceton ausgekocht, um alle neutralen
Anteile (0,2 ) zu entfernen. Nach Zerlegung des Ba-Salzes
mit verd. HCl gehen 5,11 g Estersdure vom Schmelzp. 78 bis
85° und Aquiv.-Gew. 208 in den Ather. Die Estersiure ent-
hilt noch etwas Sebacinsdure, die durch wiederholte Um-
fillung aus Aceton mit Petrolither entfernt werden kann.
Schlieflich bekommt man 2,43 g reine Glycol-«,a’-disebacin-
siure mit dem Schmelzp. 87—93°, Aquiv.-Gew. 214 (ber. 215).
Ausbeute 25,8 Proc. d. Th.
4,091 mg Subst.: 9,170 mg CO,, 3,230 mg H,0.
Cp,Hy0, (430,4) Ber. C 61,39 H 8,84
Gef. ,, 61,13 B8

Die Estersaure bildet farblose, feine, federartige, optisch positive
Krystillchen. Das reinste Praparat schmolz bei 92—94° (unkorr.).
0,56 g Séaure in 2,5 ccm Methanol gelést und mit 1,6 com Wasser gefallt,
gaben 0,4 g Krystalle. Die Verbindung ist unléslich in Wasser, sehr wenig
l6slich in Petrolather und wenig in Hexan; in kochendem Ather 1:31,
sehr leicht loslich in Alkohol, Aceton, Essigester, Chloroform, Benzol.
Das Na-Salz ist bei 50° in Wasser 1: 100 léslich, fallt aber in der Kalte
wieder aus; das NH,-Salz ist weniger loslich, unléslich in Wasser sind
das Mg-, Ca-, Ba-, Ag-Salz. In Alkohol sind die Salze etwas besser léslich
als in Wasser.

Die Reduktion des Ozonids mit Aluminiumamalgam im UberschuB
bis kein Jod mehr aus KJ-Losung freigesetzt wird und nachtragliche
Oxydation mit KMnO, fiihrt auch zu reiner Estersaure mit etwas geringerer
Ausbeute: 12—18 Proc. d. Th.

Glycerin-triundecylat). 9,2 g (0,1 Mol.) frisch destilliertes Glycerin
werden mit 60g (etwa 0,3 Mol.) Undecylensaure und etwas Zinkstaub

1) P.E. Verkade, J.vander Lee u. W.Meerburg, R. 51,
850 1932).
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wie bei dem Glycolester erhitzt. In 12 Stunden werden bei 1560 mm, 155°
und spater 210° 5g (ber. 5,4g) Wasser abgespalten. Der Roh-Ester
wird in 300 com warmem Ather aufgenommen und von Zinkseifen durch
Filtrieren und Ausschiitteln mit Saure und sehr verdiinnter Soda befreit.
Ausbeute 32 g (= 54,3 Proc. d. Th.) eines dunkelgelben Oles mit 0,25 g
freier Undecylensaure laut Titration.

4,04 mg Subst.: 10,820 mg CO,, 3,840 mg H,0.

CyeHyy0, (590,00 Ber. C 73,22 H 10,61 Gef. C 73,03 H 10,64.

Zur Entfirbung wurde mit Athanol aus Ather gefallt, auch mit
Tierkohle und Frankonit aufzuhellen versucht. Am besten bewiahrte sich
jedoch wiederholtes Ausfrieren aus einer Aceton-Athanol (1 : 4)-Mischung
bei der Temperatur von festem CO, in Aceton, das schlieBlich zu einem
hellgelben, dickfliissigen Ol fiihrte.

Glycerin-a, B, '~ trisebacinsiure. 8,4 g (0,0142 Mol) Glycerin-
triundecylat werden in 100 ccm Essigester 10!/, Stunden bei
—18° ozonisiert, bis Brom nicht mehr entfirbt wird; an-
schlieBend Hydrierung mit 1,2 g Pd-Mohr und 860 ccm H,
(0° 760 mm) in 1!/, Stunden. Der Pd-freie Riickstand wird
mit 10,5 g KMnO, in 370 ccm Aceton 15 Stunden bei Zimmer-
temperatur oxydiert. Die acetonische Ldsung enthilt 2,34 g
einer Substanz mit dem Aquiv.- Gew. 541, der Mn- Nieder-
schlag 5,9 g der rohen weichen, gelblichen Ester-Sdure mit
dem Aquiv.-Gew. 268 (ber. 215). Beide Anteile werden noch-
mals wie vorher mit 0,8 und 3,5 g KMnO, oxydiert und liefern
dann 5,14 g Estersiure mit dem Aquiv.-Gew. 232, die nun
in Methanol als Ba-Salz gefillt und damit von weiteren neu-
tralen Anteilen befreit wird. Aus dem Ba-Salz erhilt man jetzt
3,64 g Estersiure mit dem Aquiv.-Gew. 222; sie wird wiederholt
in Aceton geldst und in der Hitze mit Wasser bis zur Triibung
versetzt. Nach einigen Tagen scheidet sich die Estersiure
als feine krystalline Warzen analysenrein aus. Ausbeute 1,03 g
= 11,3 Proc. des eingesetzten Glycerides. Schmelzp. 85— 90°.

4,121 mg: 9,261 mg CO,, 3,270 mg H,0.

CyHyg0y, (644)  Ber. C 61,45 H 8,69  Aquiv.-Gew. 215
Gef. ,, 61,23 ,, 5,84 s 220.

Eine weiter gereinigte Probe schmolz bei 88—90°. Die Estersiure
ist sehr leicht 16slich in Alkohol, Aceton, Essigester, Chloroform, Benzol,
weniger gut in Ather, sehr schwer in Hexan u. Petrolather. NH,-, Na-
und Mg-Salz sind léslich in kaltem, besser in warmem Wasser. Das Ca-
und Ba-Salz sind ziemlich schwer l6slich, Ag-Salz ist unléslich in Wasser.
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Die Reinigung ist verlustreich, da Anteile mit hgherem Aquiv.-Gew.
die Estersaure hartniackig begleiten.

Stoffwechselversuch mit Glycol-o,«'-disebacinsdiure.

Ein Dackel (10,4 kg) erhielt in 22 Tagen 9,02 g, taglich
je 0,43 g der Estersiure als Na-Salz subcutan eingespritzt oder
pro Kilogramm und Tag 41,5 mg Estersiure, entsprechend
36 mg Sebacinsdure. Tégliches Futter: 100 g Reis, 50 g mageres
Fleisch und Wasser.

Die Substanz wurde jeden Tag in steriler Natronlauge bis
zur eben lackmussauren Reaktion gelost und nur 5 Min. im
kochenden Wasserbad sterilisiert. Mehr als 5 Proc. der Ester-
siiure wurden dabei nicht hydrolysiert. Der Harn wurde noch
6 Tage nach der Injektion gesammelt und betrug mit der Nach-
periode 15,24 Liter. Nach Ansduern und Filtrieren iiber Kiesel-
gur engten wir den Harn auf 1180 cem schonend ein. Dabei
fielen 2 g Kynurensiure aus, die wir mit Alkohol und tiber das Ba-
Salz mit Tierkohle reinigten. Ausbeute: etwa 1 g reine Kynuren-
siure. Schmelzp. 270°, Mischschmelzp. mit Kynurensiure 270°,

C,H,0,N (189) Ber. C 63,47 H 373 Gef C 61,17 H 3,90.

Das Konzentrat schiittelten wir je 9-mal mit 1 Liter Ather
4—6 Stunden auf der Maschine aus. In den Ather gingen
14,9 ¢ einer braunen Schmiere, der wir mit Petrolither ein
braunes Ol, 20 mg eines Ester (vielleicht Glycoldisebacinsiure)
abtrennten. Die zuriickgebliebenen 12 g kochten wir wieder-
holt mit Wasser aus und konnten durch fraktionierte Krystalli-
sation unter Anwendung von Tierkohle 1.8 g rohe und 0,95 g
= 11,1 Proc. analysenreine Sebacinsiure mit dem Schmelz-
punkt 129—131° erhalten.

CyoHy0, (2022)  Ber. € 5940 H 891 Gef. C 5913 H 9,12.

Kontrollversuch mat Sebacinsdwre. In einem analogen Ver-
such injizierten wir demselben Hund 8,55 ¢ Sebacinsdure in
20 Tagen, das sind 40 mg pro Kilogramm und Tag, als Na-
Salz. Aus 9,15 Liter Versuchsharn und 4 Liter der 6-téigigen
Nachperiode isolierten wir auf analogem Wege wie oben 1,4 g
Kynurensiure, 1,8g rohe und 0,9 g reine Sebacinsiure
— 11,3 Proc. der eingesetzten Menge.
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Synthesen in der hydroaromatischen Reihe. VII®.

Die Darstellung von partiell hydrierten Derivaten der 7-Methoxy-
phenanthren-2-carbonsiure
und des 7-Methoxy-2-acetophenanthrens

von Eiwsabeth Dane und Otto Héss.

[Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der
Wissenschaften zu Miinchen.]

(Eingelaufen am 4. Juni 1942.)

In der 5. Mitteilung?) dieser Reihe haben wir mit Hilfe
der Diensynthese ein Isomeres des Ostrons dargestellt. Diese
Verbindung, die sich vom natiirlichen Ostron nur durch die
sterische Anordnung an den Verkniipfungsstellen der RingeB, C
und C, D unterscheidet, ist physiologisch nicht wirksam. Es
erscheint zwar moglich, auf dem Wege der Diensynthese zu
anderen Stereoisomeren des Ostrons zu kommen, vielleicht
auch zu Isomeren, die physiologisch aktiv sind. Aber die
Wahrscheinlichkeit, dabei das natiirlich vorkommende zu
erhalten, ist sehr gering. Wir haben uns daher zunichst ein-
facheren Problemen zugewandt und haben Derivate des
Cyclopentanophenanthrens dargestellt, die dem Ostron im
Aufbau nahe stehen und die leichter zuginglich sind, in der
Hoffnung dabei Stoffe aufzufinden, die im Allen-Doisy-
Test aktiv sind. Diese Hoffnung ist nicht unbegriindet, da ja
bekanntlich eine ganze Reihe von Derivaten des 7-Oxy-
phenanthrens sich als ¢strogen erwiesen haben.

Zunichst wurde versucht Derivate des partiell hydrierten
7-Methoxy-phenanthrens herzustellen, die in 2-Stellung eine
Acetogruppe tragen, und die also die Carbonylgruppe, die im
Ostron in einen Finfring eingebaut ist, in einer offenen Kette

*) Herrn Geheimrat Wieland zum 65. Geburtstag.
1) E.Dane u. J. Schmitt, A. 587, 246 (1939).

Annalen der Chemie. 562. Band. 8
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enthalten. Als Ausgangsmaterial diente die schon friiher?)
beschriebene 7-Methoxy-9,10-dihydrophenanthren-2-carbonsdure
C16H140s (I), die durch Addition von Propiolsiureester an
1-Athinyl-6-methoxy-3,4-dihydro-naphtalin erhalten worden
war. Das aus dieser Verbindung I dargestellte Saurechlorid
148t sich auf zwei Wegen in 2-Aceto-7-methozy-9,10-dihydro-
phenanthren CpHy 0, (I)?) iberfihren. Zuerst gelang die
Darstellung des Ketons II nach der Methode von Arndt?) iiber
das Diazoketon und das Chlorketon. In besserer Ausbeute
entstand aber die Verbindung II durch Umsetzung des Saure-
chlorids mit Zinkdimethyl. Weder das Keton II, noch sein
Hydrierungsprodukt ITa, noch das Oxyketon IIb zeigten aber
physiologische Wirksamkeit.

Versuche, das Keton II mit Ameisenséureester zur Ozymethylen-

verbindung I1I zu kondensieren und in dieser Verbindung einen Ring-
schluB herbeizufiihren sind noch nicht abgeschlossen.

[CHOH] Ila
CO,H A~ e
3
I | )i l "
H,CO/k/\/ H,00
[HO) IIb
CO~_ox
m -~ l HO(“JH
1,007 N

~ In den Verbindungen IT bis IIb ist — abweichend vom
Ostron — noch ein zweiter Ring aromatisch. Man kénnte
daran denken, daB diese Abweichung vielleicht den Mangel an

1) E.Dane u. 0. Hoss, A. 586, 192 (1938).

2) E. Mosettig u. A. H. Stuart haben kurz nach uns das Keton II
auf einem anderen Weg erhalten. J. Am. Chem. Soc. 61, 1 (1939).

3) F. Arndt u. J. Amende, B. 61, 1128 (1928).
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Ostrogenen Eigenschaften bedingte. Unser néchstes Ziel war
es daher Stoffe vom Typus II herzustellen, in denen dieser
Ring C hydriert war. Zunichst wurde die 7-Methoxy-tetra-
hydrophenanthren-2-carbonsiure CigH;05 (IV) als Ausgangs-
material benutzt, in der Ring C nur partiell hydriert ist. Diese
Sdure wurde durch Addition von Acrylsiure an 1-Athinyl-
6-methoxy-3,4-dihydro-naphtalin erhalten, eine Diensynthese,
bei der eine 1- oder 2-Phenanthren-carbonséure entstehen kann.
Der Konstitutionsbeweis fiir das Addukt lie§ sich durch De-
hydrierung mit Chinon erbringen. Diese Dehydrierung kann
man in zwei Stufen durchfiihren. Durch Erhitzen des Adduktes
mit Chinon in Anisol erhilt man die 7-Methozy-9,10-dihydro-
phenanthren-2-carbonsiure Ci¢H,4,05 (I). Erhitzt man aber ohne
Losungsmittel auf 200—220°, so wird auch Ring B aromatisch
und man erhilt die 7-Methoxy-phenanthren-2-carbonsiure?).

CO,H

CH,0

Die Umsetzung des Chlorids der Sdure IV verlief kompli-
zierter als im Fall der Saure I. Das normale Diazoketon
Cy,H;60,N, wurde nur in maBiger Ausbeute erhalten. Dagegen
entstand ein Diazoketon CygH;40,N,, das noch ein CH,N, mehr
enthdlt, und das offenbar an eine Doppelbindung Diazomethan
angelagert hat. Nur das normale Diazoketon C;;H,,0,N, ergab
bei der Spaltung mit Salzsdure das Chlorketon C,;H;,0,Cl
Beim Versuch aus diesem Derivat des Tetrahydrophenanthrens
durch Hydrierung das Halogen zu entfernen, wurde etwa 1 Mol
Wasserstoff aufgenommen. Merkwiirdigerweise wurde aber
nicht ein Derivat des Tetrahydrophenanthrens isoliert, sondern
nur das schon bekannte Keton II, C,;H,0,, das unter Verlust
von 2 Atomen Wasserstoff durch Aromatisierung des Ringes C
unter dem EinfluB von Palladium entstanden war. In den
Mutterlaugen des Ketons II wurde noch der entsprechende,

1) Anm. 1, 8. 114,
81
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um 2 Wasserstoffatome reichere Alkohol C;;H;50, aufgefunden,
0 daB damit der bei der Hydrierung beobachtete Verbrauch an
Wasserstoff teilweise erklart wird. — Versuche, das Chlorid der
Saure IV mit Zinkdimethyl zum Keton aufzubauen, waren
bisher nicht erfolgreich.

Dagegen gelang die Synthese eines 7-Methoxy-2-aceto-
phenanthrens, in dem Ring C vollstindig hydriert ist. Man
ging aus von der Siure IV, die durch Hydrierung in die um
4 Wasserstoffatome reichere 7-Methozy-octahydro-phenanthren-
2-carbonsiure iberfiihrt wurde. Auf dem Wege iber das
Diazoketon wurde das 7- Methoxy-octahydro- 2- acetophen-
anthren (V) erhalten, das aber ebenso wie das durch Ather-
spaltung erhaltene Phenol Va physiologisch unwirksam war.

€O oy COH
: ]
v VI I
H,c07 H,CO
[HO] Va

Wir haben auch noch durch Addition von 1-Vinyl-6-meth-
0xy-3,4-dihydronaphtalin an Acrylsdure eine Hexahydro-
methoxy-phenanthren-carbonsdure dargestellt. Auch bei dieser
Diensynthese erscheint die Carboxylgruppe in der 2-Stellung,
wie sich durch Dehydrierung zeigen lieB. Durch Kochen mit
Chinon in Anisol wurde unter gleichzeitiger Verlagerung der
Doppelbindung allerdings nur der Ring B aromatisiert. HEs
entstand eine fiir die Konstitutionsermittlung nicht verwend-
bare 6-Methoxy-tetrahydro-phenamthren-2-carbonsdure C.gH,405,
in der wahrscheinlich nur Ring B aromatisiert ist. Erst durch
Erhitzen mit Palladium auf 260—300° wurde auch der Ring C
aromatisch, wobei wiederum die Saure I erhalten wurde.
Damit ist die Konstitution des obigen Adduktes im Sinn der
Formel VI gesichert, vorausgesetzt, daB keine Wanderung der
Doppelbindung eingetreten ist.

Der Firma Schering A.-G. sind wir fiir die Unterstiitzung unserer
synthetischen Arbeiten zu groBem Dank verpflichtet.
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Beschreibung der Versuche.
Derivate des 9, 10-Dihydrophenanthrens.

Darstellung von 2-Aceto-7-methoxy-9,10-dihydro-
phenanthren (II).

A. Uber das Diazoketon.

7-Methoxy-9,10-dihydro-phenanthren-2-carbonsiure-chlorid.
9,6 g 7-Methoxy-9, 10-dihydrophenanthren - 2-carbonsiure
(Schmelzp. 206°) werden mit 11 g PCl; 2 Stunden auf dem
Wasserbad erhitzt. Das entstandene POCl; wird im Vakuum
entfernt und der Riickstand im Hochvakuum destilliert. Das
Saurechlorid geht als schwach gelb gefirbtes Ol iiber, das nach
einiger Zeit zu einer weien Krystallmasse erstarrt. Siedep. 208
bis 210°, 0,025 mm. Das Sdurechlorid ist in Ather mittelmaBig
loslich. Ausbeute 7,5g. Uber eine andere Darstellungs-
methode des S&urechlorids, die bessere Ausbeuten liefert,
vgl. S. 121,

2-Drazoaceto-7-methoxy-9,10-dihydro-phenanthren. Die Lo-
sung von 5 g Saurechlorid in der nétigen Menge abs. Ather
gieBt man bei Zimmertemperatur in eine #therische Diazo-
methanlésung. Uber Nacht scheidet sich das in Ather schwer-
losliche Rohprodukt ab. Aus Benzol krystallisiert die Diazo-
verbindung in gelben Nadeln. Schmelzp. 149° unter Zers.
Durch Eindampfen der Atherlosung erhilt man neben etwas
Schmieren noch einen kleinen Teil des Diazoketon3. Ausbeute
4 g. Die Substanz gibt mit konz. H,SO, eine schone braunrote
Firbung.

2-Chloraceto-7-methozy-9,10-dihydro-phenanthren. In die
dtherische Suspension der Diazoverbindung (4 g) leitet man
4—5 Stunden getrockneten Chlorwasserstoff ein, wobei eine
starke Stickstoffentwicklung einsetzt. Allmihlich scheidet sich
das in Ather schwer lésliche Chlorketon in langen Nadeln ab.
Rohausbeute 3,2 g. Aus Methanol erhidlt man farblose ver-
filzte Nadeln, die sich nach lingerem Stehen an der Luft
schwach braun firben. Schmelzp. 117°.

2-Aceto-7-methoxy-9,10-dihydro-phenanthren. 600 mg des
Chlorketons werden in der noétigen Menge Methanol gelost.
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Diese Losung wird mit 1 g Palladium-Bariumsulfat (nach
Paal) unter Zusatz von Calciumcarbonat so lange mit Wasser-
stoff geschiittelt, bis die fiir 1 Mol berechnete Wasserstoff-
menge aufgenommen ist. Dies ist in einigen Minuten der Fall.
Beim Einengen der methylalkoholischen Liosung scheidet sich
das Keton in farblosen Nadeln ab. Ausbeute 350 mg. Die
Substanz wird aus heiBem Methanol umkrystallisiert. Die
alkoholische Losung fluoresciert schwach. Schmelzp. 133°.
Mit Dinitro-phenylhydrazin erhdlt man sofort ein rotes
Hydrazon.

3,432 mg Subst. (bei 56°i. Hochv. getr.): 10,179 mg CO,, 1,979 mg H,0.
C.H,0, (252) Ber. C 8095 H 635 Gef. C 80,89 H 645.

2-Aceto-7-0xy-9,10-dhydro-phenanthren. Die Methoxyl-
spaltung des Ketons (Schmelzp. 133°) wird mit Bromwasser-
stoffsdure (d = 1,48) in Eisessig durchgefiihrt. Die Mischung
wird 1 Stunde lang zum Sieden erhitzt. Dann wird wie iiblich
aufgearbeitet. Aus 80 mg Ausgangsmaterial erhilt man 35 mg
Oxyketon. Die Substanz schmilzt nach 6fterem Umkrystalli-
gieren aus wiBrigem Methanol oder Benzol bei 188—189°. Sie
krystallisiert in unregelmaBigen Platten.

3,427 mg Subst. (bei 80°i. Hochv. getr.): 10,190 mg CO,, 1,810 mg H,0.
C,H, 0, (238) Ber. C 8067 H 588 Gef. C8L09 H591.

2-Oxyithyl-7-methoxy-9,10-dihydrophenanthren. LaBt man
die oben beschriebene Hydrierung 2 Stunden lang gehen, so
wird die fiir 2 Mol berechnete Wasserstoffmenge aufgenommen.
Aus 350 mg Chlorketon erhdlt man 220 mg Alkohol. Aus
Cyclohexan oder wiBrigem Methanol farblose Tafeln vom
Schmelzp. 116—117°. Der Alkohol ist in Ather und kaltem
Methanol im Gegensatz zum Keton sehr leicht l16slich. Er gibt
mit Dinitro-phenyl-hydrazin keine Reaktion. Analyse vgl. S.122.

B. Durch Umsetzung des Saurechlorids
mit Zinkdimethyl.

Das Saurechlorid aus 6 g 7-Methoxy-9,10-dihydro-phen-
anthren-2-carbonsidure wird in 150 ccm abs. Toluol gelost und
in einer Kohlendioxyd-Atmosphdre mit einer Losung von 5 g
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Zinkdimethyl in 40 ccm abs. Toluol tropfenweise bei Zimmer-
temperatur versetzt. Die Mischung bleibt iiber Nacht stehen.
Dann wird mit Alkohol in einer Kohlendioxyd-Atmosphéire das
lberschiissige Zinkdimethyl zerstort. Die Toluollosung wird
mit verd. Schwefelsdure versetzt, um das gebildete Zinkhydr-
oxyd zu losen. Nicht umgesetzte Sdure wird durch mehr-
maliges Schiitteln der Toluollosung mit verd. Kalilauge ent-
fernt. Nach dem Verdampfen der gewaschenen und ge-
trockneten Toluollosung im Vakuum erhilt man das Keton in
einer Ausbeute von 4,5g. Der Schmelzpunkt dieses Roh-
produktes liegt bei 132—134°. Es ist nur durch geringe
Mengen von Sdure verunreinigt. Diese kann sehr leicht durch
Adsorption an Aluminiumoxyd am besten aus benzolischer
Losung abgetrennt werden. Mit Dinitro-phenylhydrazin gibt
die Substanz sofort ein rotes Hydrazon. Aus Methanol erhilt
man farblose Nadeln oder Stibchen vom Schmelzp. 133—134°,
die im Mischschmelzpunkt mit dem oben erhaltenen Keton
keine Depression zeigen.

Umsetzung von 2-Aceto-7-methozy-9,10-dihydro-phenanthren  mit
Ameisensdure-ester. Zu der Suspension von Natrium-athylat (aus 0,5 g
Natrium und der nétigen Menge Athanol) in abs. Ather fiigt man die
Losung von 2,8 g Keton in 50 ccm abs. Dioxan hinzu. Darauf a8t man
die Losung von 2,8 g Ameisensiure-ester in 10 ccm abs. Ather bei Zimmer-
temperatur zutropfen. Die Mischung bleibt iiber Nacht bei Zimmer-
temperatur stehen. Dann hat sich die in Ather und Dioxan véllig un-
losliche Natriumverbindung der entstandenen Oxymethylenverbin-
dung (III) fast quantitativ abgeschieden. Ausbeute 3,56 g. Das Natrium-
salz ist weiB, farbt sich aber mit der Zeit schwach gelb.

1 g der Natriumverbindung wird unter Zugabe von etwas Natrium-
carbonatlésung in der nétigen Menge Wasser gelost. Die triibe Losung
wird durch mehrmaliges Schiitteln mit Ather von neutralen Bestandteilen
befreit. Dann wird die klare waBrige Losung mit verd. Schwefelsiure
neutralisiert. Die dabei ausfallende gelbe Oxymethylenverbindung (ILI)
wird in Ather aufgenommen. Die Atherlosung wird eingeengt und mit
Petrolather bis zur Triibung versetzt. Uber Nacht haben sich 0,8 g Kry-
stalle abgeschieden. Aus Benzol und Petrolather orangegelbe Prismen
vom Schmelzp. 136—137°. Die Substanz gibt mit Eisenchlorid in alko-
holischer Lésung eine intensive olivbraune Enolreaktion. Sie ist auBer
in Alkohol und Petrolather in den meisten Lésungsmitteln sehr leicht
16slich.

CyH;e0; (280) Ber. C 77,14 H 572 Gef. C 77,43 H 6,00.
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Derivate des Tetrahydro-phenanthrens.
7-Methoxy-tetrahydro-phenanthren-2-carbonsaure.

Man bringt 20 g 1-Athinyl-6-methoxy-3,4-dihydro-naph-
talin unter Eiskiihlung in etwa 100 ccm Bromwasserstoff-Ather-
Losung und fiigt 40 g Acrylsiure hinzu. Das Arbeiten mit dem
doppelten UberschuB an Acrylsiure ist notwendig, da sonst
die Ausbeute an Addukt sehr gering ist. Nach 2-tdgigem
Stehen der Mischung scheidet sich das Additionsprodukt in
gelben Nadeln in einer Ausbeute von 16 g ab. Nach 5- bis
6-tdgigem Stehen der Mutterlauge erhilt man noch etwa 3 g
an Addukt. Die als Rohprodukt anfallende Sidure ist schon
ziemlich rein. Sie 148t sich aus Benzol oder Alkohol um-
krystallisieren. Der Schmelzpunkt ist auch nach ofterem
Umkrystallisieren unscharf. Die Substanz schmilzt zwischen
210 und 216° unter schwacher Zersetzung, die bei steigender
Temperatur stirker wird (Decarboxylierung).

Der mit Diazomethan dargestellte Ester krystallisiert in hellgelben
Nadeln vom Schmelzp. 92°.

3,722 mg Subst. (bei 60°i. V. getr.): 10, 310 mg CO,, 2,230 mg H,0.
C,H,; 0, (270) Ber. C 7556 H 6,67 Gef. C 7555 H 670.

Dehydrierung von 7-Methoxy-tetrahydro-phenanthren-2-carbon-
saure-methylester.

1. In Anasol bes 152°. 250 mg Ester Schmelzp. 92° werden
mit der 4-fachen Menge Chinon in 5 ccm Anisol 2 Stunden
lang auf 152° erhitzt. Beim Erkalten der Anisollosung hat sich
das Chinhydron zum gro8ten Teil abgeschieden. Nach dem
Filtrieren wird das Anisol i. V. entfernt und der Riickstand
in Ather aufgenommen. Nach Adsorption an Aluminiumoxyd
und nach dem Entfernen des iiberschiissigen Chinons erhilt
man aus Methanol lange farblose Stdbchen vom Schmelzp. 85°.
Diese geben mit dem Ester der 7-Methoxy-dihydro-phen-
anthren-2-carbonséure, den man durch Addition von Propargyl-
ester an den Athinkorper erhilt, im Mischschmelzpunkt keine
Depression.

2. Ohne Lisungsmattel ber 200—220°. 250 mg Ester vom
Schmelzp. 92° werden mit der4-fachen Menge Chinon auf 200 bis
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220° 2 Stunden lang erhitzt. Die Aufarbeitung erfolgt in der
vorher geschilderten Weise. Aus Methanol farblose Stidbchen
vom Schmelzp. 134°, die mit 7-Methoxy-phenanthren-2-carbon-
sdure-methylester im Mischschmelzpunkt keine Depression
geben.

Versuche zur Darstellung von 2-Aceto-7-methoxy-
tetrahydro-phenanthren.

A. Uber das Diazoketon.

7-Methozy-tetrahydro-phenanthren-2-carbonsiure-chlorid. 3,9 g Siure
werden in der nétigen Menge abs. Toluols gelést. Die erkaltete Losung
wird dann mit einer Losung von 1,8 ccm Thionylchlorid und 1,7 cem
trocknem Pyridin in etwa 10 ccm abs. Toluol versetzt. Dabei erwarmt
sich die Mischung betriachtlich und salzsaures Pyridin scheidet sich sofort
krystallin oder 6lig ab. Nach einigem Stehen bei Zimmertemperatur wird
iiberschiissiges Pyridin durch einige Tropfen atherischer Salzsaure aus-
gefillt. Dann wird filtriert und das Toluol i. V. abgedampft. Das Saure-
chlorid bleibt als gelbes 01 zuriick. Mit dem Toluol sind bei der Vacuum-
destillation geringe Mengen von Saurechlorid fliichtig.

2-Diazoaceto-7-methozy-tetrahydro-phenanthren. Das rtohe Saure-
chlorid wird mit einer atherischen Diazomethanlosung versetzt. Uber
Nacht scheidet sich das in Ather schwer losliche Rohprodukt ab. Dieses
stellt ein Gemisch dar von zwei verschiedenen Diazoketonen. Ausbeute
an Rohprodukt 3,3 g. Das Gemisch ist auf keine Weise zu trennen. Eine
Untersuchung der 2 Diazoketone gelang auf folgende Weise: Einige
Stunden nach Zugabe der Diazomethanlésung scheidet sich zuerst ein
intensiv gelbes Diazoketon in geringer Ausbeute ab, das sehr einheitlich
1st. Aus Benzol-Petrolither gelbe Nadeln vom Schmelzp. 148° unter
Zersetzung. Die Substanz gibt mit konz. Schwefelsidure eine karminrote
Farbung.

4,290 mg Subst. (bei 34°i. Hochv. getr.): 11,412 mg CO,, 2,210 mg H,0.
C;;H,O,N, (280) Ber. C 72,85 H 571 Gef. C 72,64 H 5,77.

Dieses Diazoketon gibt mit dem Diazoketon, dessen Ring C aroma-
tisch ist (S. 117) Schmelzpunktdepression, ist also nicht mit diesem
identisch.

Aus den letzten atherischen Mutterlaugen scheidet sich beim Ein-
engen der Atherldsung in geringer Menge ein zweites Diazoketon ab. Aus
Benzol und Petrolather schwach hellgelb gefirbte Nadeln vom Schmelz-
punkt 159° unter Zers. Die Substanz gibt mit konz. Schwefelsaure eine
braunrote Farbung.
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3,957 mg Subst. (34° i. Hochv. getr.): 9,720 mg CO,, 2,150 mg H,0.
— 2,780 mg Subst.  (34° i. Hoohv. getr.): 0,420 com N, (20°,- 726 mm).

C,H,0,N; + CH,N, (322) Ber. C 67,08 H 560 N 17,39
Gef' ” 66,99 ”»” 6,08 ”»” 17’15’

Die allerdings fiir Wasserstoff nicht gut stimmende Analyse zeigt,
daB sich an eine Doppelbindung Diazomethan angelagert haben muB.
Die zwei isolierten Diazoketone zeigen im Mischschmelzpunkt starke
Depression.

2-Chloraceto-7-methoxy-tetrahydro-phenanthren. Aus dem Diazoketon
wird das Chlorketon durch Spaltung mit Chlorwasserstoffgas in atherischer
Lésung erbalten. Dabei zeigt es sich, daB sich nur das Diazoketon vom
Schmelzp. 148° mit HCI-Gas spalten 1a8t. Das Diazoketon vom Schmelz-
punkt 159° dagegen entwickelt unter dem EinfluB von HCI-Gas wohl
stiirmisch Stickstoff, verharzt aber dann unter starker Dunkelfirbung
vollkommen. Die entstehenden Schmieren sind in allen Losungsmitteln
unléslich. Deshalb erhalt man aus dem Gemisch der beiden Diazoketone
(3,3 g) bei der Spaltung nur etwa 1 g Chlorketon, das dem Diazoketon
vom Schmelzp. 148° entspricht. Aus Methanol krystallisiert das 2-Chlor-
aceto-7-methoxy-tetrahydrophenanthren in schwach gelb gefarbten
Nadeln oder Stabchen vom Schmelzp. 132°. Im Mischschmelzpunkt mit
der Verbindung C,,H,;0,Cl, deren Ring aromatisch ist, starke Depression.

Die katalytische Hydrierung von 2-Chloraceto-7-methozy-tetrahydro-
phenanthren. 0,35 g Chlorketon vom Schmelzp. 132° werden in der nétigen
Menge Methanol gelést. Diese Losung wird mit 0,8 g Palladium-Barium-
sulfat unter Zusatz von reinem Calciumcarbonat so lange mit Wasserstoff
geschiittelt, bis die fiir ein Mol berechnete Wasserstoffmenge aufgenommen
ist. Dies ist in etwa 15 Minuten der Fall. Aufgenommene Wasserstoff-
menge 35 com; ber. 31 com. Beim Einengen der alkoholischen Lésung
scheidet sich das Keton in farblosen Nadeln vom Schmelzp. 133° ab. Aus-
beute 130 mg. Die alkoholische Losung fluoresciert schwach. Mit Dinitro-
phenylhydrazin gibt die Substanz ein rotes Hydrazon. Das erhaltene
Keton gibt mit dem Keton C,,H,;0,, dessen Ring C aromatisch ist, im
Mischschmelzpunkt keine Depression.

3,937 mg Subst. (bei 56° i. Hochv. getr.): 11,663 mg CO,, 250 mg H,O.
C,H,0, (252) Ber. C 8095 H 635 Gef. C 80,79 H 6,39.

Beim weiteren Einengen der oben erhaltenen Mutterlauge erhalt
man eine Krystallisation von etwa 50 mg. Diese stellt ein Gemisch dar
vom unscharfen Schmelzp. 122°. Die Mutterlauge dieser Fraktion wird
mit Wasser bis zur Triibung versetzt. Uber Nacht krystallisiert eine neue
Verbindung in farblosen Tafeln in einer Ausbeute von 100 mg. Nach
ofterem Umkrystallisieren aus waBrigem Methanol liegt der Schmelz-
punkt bei 116—117°. Diese Verbindung gibt mit dem Keton vom
Schmelzp. 133° eine Schmelzpunktdepression. Die Verbindung vom
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Schmelzp. 116° gibt mit Dinitro-phenylhydrazin: kein Hydrazon. Auf
Grund der Analyse muB der Alkohol entstanden sein.

3,892 mg Subst. (bei 56° i. Hochv.getr.): 11,485mg CQ,, 2,537 mg H,O.
C,H,,0, (264) Ber. C 80,31 H 709 Gef. C 8048 H 7,29.

Auf diesem Wege konnte also das Keton, das im Ring C 2 Doppel-
bindungen besitzt, nicht gewonnen werden. Es war bei der Abspaltung
von Chlor nach Rosenmund unter dem EinfluB von Palladium im Ring C
eine Dehydrierung und teilweise eine Hydrierung zum Alkohol erfolgt.

B. Durch Umsetzung des Sdurechlorids
mit Zinkdimethyl.

Das Saurechlorid (gebildet aus 1,6 g Sdure vom Schmelzp. 210 bis
216°) wird in etwa 40 com abs. Toluol geldst und in einer Kohlendioxyd-
atmosphire mit einer Losung von 0,9 g Zinkdimethyl in 20 ccm abs.
Toluol bei Zimmertemperatur versetzt. Dabei erwiarmt sich die Mischung
leicht und farbt sich intensiv rotgriin. Die Mischung bleibt iiber Nacht

stehen. Dann wird, wie auf S. 119 beschrieben, aufgearbeitet. Nach
dem Verdampfen des Toluols hinterbleiben nicht krystallisierende gelbe
Schmieren. Diese geben mit Dinitrophenylhydrazin eine sehr schwache
rote Ketonreaktion. Mit Semicarbazid-acetat konnten 350 mg Semi-
carbazon isoliert werden. Die Spaltung dieses Semicarbazons mit gleich.
zeitiger Methoxylspaltung wird mit Bromwasserstoffsaure in Eisessig
durchgefiihrt. Man erhielt wohl einen kleinen Anteil, der in Leuge 16slich
war, aber eine krystallisierende Verbindung konnte nicht erhalten werden.

Die Umsetzung des Saurechlorids mit Zinkdimethyl wurde noch
einmal in der Kilte bei — 10° durchgefiihrt. Wiederum farbte sich die
Mischung intensiv rotgriin. Die Aufarbeitung ergab die gleichen gelben
nicht krystallisierenden Schmieren wie vorhin. Diese gaben aber mit
Dinitrophenylhydrazin eine intensive dunkelbraunrote Ketonreaktion.
Die Methoxylspaltung dieser Schmieren ergab keine krystallisierende Ver-
bindung.

Derivate des Octahydro-phenanthrens.

2-Aceto-7-oxy-octahydro-phenanthren.

7-Methozy-octahydro-phenanthren-2-carbonsiure. 4 g der Siure vom
Schmelzp. 210—216° werden in 150 ccem Anisol mit Palladium-Tierkohle
hydriert. Im Laufe von 4 Tagen wird knapp die fiir 2 Mol berechnete
Wasserstoffmenge aufgenommen. Dabei wird die anfangs gelbe Losung
farblos. Nach dem Entfernen des Anisols i. V. bleibt die Saure farblos
zuriick. Aus Benzol-Petrolather nicht einheitliche farblose Krystalle (in
der Hauptsache Nadeln). Der Schmelzpunkt wird auch nach &fterem
Umkrystallisieren nicht scharf und konstant.
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2.Chloraceto-7-methoxy-octahydro-phenanthren. Das bei der Hy-
drierung anfallende Rohprodukt wird ohne weitere Reinigung fir die
Darstellung des Ketons verwendet. Der Gang ist der gleiche, wie schon
geschildert. Die Saure wird in das Saurechlorid, dieses in das Diazoketon
mit Diazomethan iibergefiihrt. Auf eine Isolierung des Diazoketons wird
verzichtet. Das Diazoketon wird in Atherlosung gleich mit HCl-Gas
gespalten. Das entstandene Chlorketon wird zur Reinigung in Benzol
aufgenommen und an Aluminiumoxyd adsorbiert. Aus Benzol—Petrol-
ather oder Methanol farblose Prismen vom Schmelzp. 99°. Ausbeute 2,8 g.

4,065 mg Subst. (bei 56°i. Hochv. getr.): 10,416 mg CO,, 2,624 mg H,0.
C,,H,0,C1 (202,5) Ber. C 69,74 H 7,18 Gef. C 69,88 H 7,22,

7-Ozy-2-aceto-octahydro-phenanthren. 600 mg Chlorketon Schmelz-
purkt 99° werden mit 1,2 g Palladium—Bariumsulfat bei Gegenwart von
Calciumcarbonat in alkoholischer Lésung so lange mit Wasserstoff ge-
schiittelt, bis 1 Mol Wasserstoff aufgenommen ist (50 ccm). Nach dem
Verdampfen des Alkohols erhalt man das halogenfreie Keton, das nicht
zum Krystallisieren zu bringen ist. Es gibt mit Dinitrophenylhydrazin
ein gelbes Hydrazon. Das nicht krystallisierende Keton wird dann der
Methoxylspaltung unterworfen.

Das Keton wird in 5 ccm Eisessig gelost, mit 5 com Bromwasser-
stoffsaure (d 1,48) versetzt und 2 Stunden lang zum Sieden erhitzt. Nach
dem Entfernen des Losungsmittels i. V. wird der Riickstand in verd. Lauge
aufgenommen. Beim Ansduern fillt das Oxyketon krystallin aus. Aus
Ather—Petrolather farbiose Prismen. Ausbeute 200 mg. Mit Dinitro-
phenylhydrazin gibt die Substanz nach liangerem Stehen ein gelbes
Hydrazon. Aus waBrigem Methanol krystallisiert sie in farblosen Nadeln
vom Schmelzp. 158—159°.

3,875 mg Subst. (getr. bei 80°i. V.): 11,175 mg CO,, 2,848 mg H,0.
CHyO, (244)  Ber. C 78,68 H 819 Gef. C 78,65 H 8,22.

Derivate des Hexahydro-phernanthrens.
7-Methoxy-hexahydro-phenanthren-2-carbonsiure.

3 g 1-Athinyl-6-methoxy-3,4-dihydro-naphtalin werden in
20 ccm stabilem Cyclohexan bei Gegenwart von Palladium-
Calciumcarbonat mit Wasserstoff geschiittelt, bis die fiir 1 Mol
berechnete Wasserstoffmenge aufgenommen ist. Nach dem
Filtrieren wird die Losung mit 3 g Acrylsidure versetzt und
etwa 14 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Uber Nacht
krystallisiert das Rohprodukt in einer Ausbeute von 1,2 g.
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Aus Methanol schwach gelb gefirbte Prismen vom Schmelz-
punkt 185°,

3,85 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 10,477 mg CO,, 2,496 mg H,0.
C,H,,0, (258) Ber. C 74,41 H 6,97 Gef. C 7422 H 7,25.

Die Dehydrierung der 7-Methozy-hezahydro-phenanthren-2-carbon-
saure. Der Konstitutionsbeweis sollte durch Selen-Dehydrierung zum
1- oder 2-Methyl-7-methoxy-phenanthren erbracht werden.

0,4 g Saure werden mit 0,6 g Selen 10 Stunden auf 300—320°
erhitzt. Bei der Aufarbeitung dieses Versuches wurde nur ein Dehydrie-
rungsprodukt vom Schmelzp. 99° isoliert, das wahrscheinlich identisch
ist mit dem 7- (bzw. das 2-) Methoxy-phenanthren vom Schmelzp. 99°.
Es gibt Schmelzpunktdepression mit dem bei 143—144° schmelzenden
2-Methyl-7-methoxy-phenanthren. Offenbar hat die Saure bei der Selen-
dehydrierung unter dem EinfluB zunachst einer Doppelbindung CO,
abgespalten.

Es wurde daher der Ester der Dehydrierung mit Chinon unterworfen.
Der mit Diazomethan dargestellte 7-Methozy-hezahydro-phenanthren-
carbonsdure-methylester ist nicht krystallisiert zu erhalten. Die Dehydrie-
rung erfolgte zunachst in Anisol in der gleichen Weise, wie auf S. 120
geschildert ist. Aus etwa 450 mg Ausgangsmaterial erhalt man 250 mg
Rohprodukt, das schon ziemlich rein ist. Durch Aufarbeiten der Mutter-
lauge kann die Ausbeute verbessert werden. Aus Methanol erhdlt man
als Dehydrierungsprodukt den Methylester einer ZTetrahydro-methozy-
phenanthren-carbonsiure in weiBen langen verfilzten Nadeln vom Schmelz-
punkt 107°.

4,416 mg Subst. (bei 80°i. Hochv. getr.): 12,265mg CO,, 2,645mg H,0.
C,,H,,0; (270) Ber. C 7556 H 667 Gef. C 1757 H 6,70.

Die weitere Dehydrierung wurde mit Palladium durchgefiihrt.
100 mg Ester vom Schmelzp. 107°, der durch Chinondehydrierung des
Methoxy-hexahydro-phenanthren-carbonsiure-methylesters erhalten wor-
den war, werden mit 100 mg Palladium 30 Minuten auf 250—260° erhitzt.
Darauf wird die Temperatur langsam auf 300° gesteigert und das De-
hydrierungsprodukt bei 12 mm abdestilliert. Ausbeute etwa 70 mg. Das
Rohprodukt wird in Methartol aufgenommen. Als erste Krystallisation
erhalt man den 7-Methozy-phenanthren-2-carbonsiure-methylester in einer
Ausbeute von 30 mg. Nach 2-maligem Umkrystallisieren liegt der
Schmelzpunkt bei 133—134°. Der Ester gibt im Mischschmelzpunkt mit
der schon bekannten Verbindung keine Depression.

Der Ester vom Schmelzp. 107° laB8t sich auch durch leichtes
Schmelzen mit Chinon dehydrieren.
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Die Konstitution des Dehydro-di-isoeugenols
und seine Bedeutung
fur die Chemie des Lignins®);

von Karl Freudenberg und Hermann Richizenhain.

[Aus dem Institut fiir die Chemie des Holzes und der Polysaccharide,
Chemisches Institut der Universitat Heidelberg.]

(Eingelaufen am 4. Juni 1942.)

H. Cousin und H. Hérissey') haben gefunden, daB
2 Molekiile Isoeugenol durch den Glycerinauszug des Pilzes
Russula delica und Luft oder durch EisenIII-chlorid in alko-
holischer Losung zu einem dimeren Produkte dehydriert
werden. Sie schrieben ihm die Konstitution eines Diphenyl-
derivates zu. H. Erdtman?) hat jedoch bewiesen, daB ein
Cumaranderivat vorliegt, fiir das er eine der Formeln I oder II
aufstellte.

H. Erdtman gab aus verschiedenen Griinden der Formel I
den Vorzug und stiitzte diese Auffassung neuerdings durch den
Befund?®), daB bei der katalytischen Hydrierung (nach Satti-
gung der Doppelbindung) der Cumaranring aufgespalten wird.
Diese Reaktion ist wahrscheinlicher bei einem 2- als bei einem
3-Phenyl-cumaran.

Der strenge Beweis fiir die im folgenden als zutreffend
erkannte Formel I fehlte jedoch bisher. Er war um so wichtiger,
als das Dehydro-di-isoeugenol (I) und seine Umwandlungs-
produkte eine wertvolle Modellsubstanz fir das Lignin ge-
worden sind, mit dem sie in einer Anzahl der maBgebenden

*) 52. Mitt. iiber Lignin von K. Freudenberg u. Mitarbeitern. —
Herrn Geheimrat H. Wieland zum 65. Geburtstag gewidmet.

1) C. r. 147, 247 (1908); J. Pharm. Chim. (6) 28, 193 (1908); B (4) 8,
1070 (1908).

2) Bio. Z. 2568, 172 (1933); A. 508, 283 (1933).

%) Svensk Papperstidn. 44, 243 (1941).
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Reaktionen iibereinstimmen. Ein Teil der Ligninreaktionen
kann am-besten mit dem Formelausschnitt I11 erkliart werden,
der diesen Modellen nahesteht. Vor allem hat die Sdure IV,
die wir bisher Erdtmansche Sdure genannt haben und die
jetzt als 2-(3,4-Dimethoxy-phenyl-),3-methyl-7-methoxy-cu-
maran-carbonsaure-(5) bezeichnet werden kann, eine wichtige
Rolle fir die Chemie des Lignins gespielt.

Der Ausgangspunkt fiir die vorliegende Untersuchung war
die Beobachtung, daB der Cumaranring in der Verbindung V
durch metallisches Kalium in Ammoniak aufgespalten wird?)
und daB am Lignin entsprechende Umwandlungen eintreten.
Aus V entsteht dabei ein Phenol, fiir das die Formel VI an-
genommen wurde unter der Voraussetzung, daB fiir das De-
hydro-di-isoeugenol die Formel I zutrifft.

Aus VI haben wir durch Entmethylierung ein Di-phenyl-
propanderivat erhalten, das «-(3,4-Dioxyphenyl)-5-(2,3-dioxy-
5-propyl-phenyl)-propan VII sein muBte, wenn fiir das De-
hydro-di-isoeugenol die Formel I zutrifft. Im anderen Falle (IT)
hitte das Umwandlungsprodukt ein «,o«-Di-phenyl-propan-
derivat sein miissen.

Zur Entscheidung wurde das Phenol VII synthetisiert.

H,C—CH H,C—CH H,C—CH

Hg H!} H
| I

L)CH, 0CH, 0CH,
H,C—(IJH . H,c—CH HO<:>—
—2H
A ¢
8

et H&l—— oder (LCH H
8

Clat i, -

| I
OH OH I
2 x Isoeugenol. Dehydro-di-isoeugenol.

1) K. Freudenberg, W.Lautsch u. G.Piazolo, B. 74, 1888
(1941).
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R C,H;
|
- _JOCH, CH, R
H,C—COH H,C—CH H,C—CH |
| | OH
. |

HC—— H,C
A
' CH, 0CH, \\/OR
1oty R O
I IV R=COOH, R'=CH, VI R = CH,

V R=CH,-CH,CH,, R'=CH, VII R=H

Die Synthese geht vom o-Vanillin aus, das in p-Allyl-
o-vanillin (2-Oxy-3-methoxy-5-allyl-benzaldehyd) und dessen
Hydrierungs- und Methylierungsprodukt, den 2,3- Dimeth-
oxy-5-propyl-benzaldehyd VIII, verwandelt wird. Daraus
wurde iiber das Azlacton die Brenztraubensdure IX und aus
dieser, entsprechend einer Methode von C. Schopf, H. Perrey
und J. Jickh!) die 2, 3-Dimethoxy-5-propyl-phenylessig-
saure X hergestellt. Das Chlorid dieser Sdure wurde mit
Veratrol zum Keton X1 kondensiert. In diesem 148t sich mit
Natriummethylat und Methyljodid ein Wasserstoffatom der
Methylengruppe durch Methyl ersetzen. Die Reduktion des so
gebildeten Ketons X1I gelingt nur bei wiederholter Behandlung
nach Clemmensen in maBiger Ausbeute. Dabei entsteht das

?SH‘I ?8H1
WOCH, QOCH,
R/E{CHS H,C—CH OCH,
VII R=.COH XII (130
IX R = -CH,.CO-COOH

X R =.CH,-COOH '

OCH;,
XI R=-CH,-CO-. \/ >oc}{a - P(I)CH,
3

1) A. 497, 55 (1932).
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Methylierungsprodukt von VI, das aber nicht als solches,
sondern nach der Entmethylierung mit dem Phenol VII identifi-
ziert wurde.

Damit ist fiir das Dehydro-di-isoeugenol die Konstitution I
bewiesen. Durch diese Feststellung gewinnt auch seine eingangs
geschilderte Entstehung durch Dehydrierung des Isoeugenols
eine erhéhte Bedeutung fir die Entstehung des Lignins.

Es ist moglich, daB ein Teil der Lignineinheiten durch
Dehydrierung von Coniferylalkohol oder dhnlichen Bausteinen
der gleichen Oxydationsstufe entsteht, wobei Benzofuran-
Systeme zu erwarten sind, die sich vom Dehydro-di-isoeugenol
durch einen Mehrgehalt an Sauerstoff unterscheiden. Ein
friher von Herrn E. Flickinger ausgefiihrter Versuch?),
den Coniferylalkohol mit Eisen (III)-chlorid zu dehydrieren,
hat ein amorphes Kondensat ergeben, aus dem sich nach der
Methylierung, Behandlung mit heifem Alkali, erneuter Me-
thylierung und Oxydation neben Veratrumsdure Spuren von
Isohemipinsiure (etwa 1 Proc.) gewinnen lieBfen. Aus dem
Lignin und aus der Cumarancarbonsiure IV entstehen diese
Sduren unter den gleichen Bedingungen. Aus diesem Versuch
geht hervor, daB die Dehydrierung des Coniferylalkohols
wenigstens teilweise dhnlich wie die des Isoeugenols verliuft.

Durch Saure (ohne Oxydation) hergestellter amorpher polymerer
Coniferylalkohol liefert bei der gleichen Behandlung nur Veratrumsiure,
aber keine Spur einer Dicarbonsiure. Der polymere Coniferylalkohol
reagiert zwar mit Bisulfit und Thioglycolsiure, die Produkte sind aber
von den entsprechenden des Lignins verschieden und lassen sich nicht zur
Isohemipinsaure oder einer anderen Dicarbonsiure abbauen. Die Poly-
merisation des Coniferylalkohols scheint sich vorwiegend in der Seitenkette
abzuspielen. Das parastindige Phenolhydroxyl bleibt dabei unberiihrt.

Beschreibung der Versuche.
o~(3,4-Diozyphenyl)-p-(2,3-dioxy-5-propyl-phenyl)-propan (V1)
aus Dehydro-di-isoeugenol 1.

Das aus V durch Aufspaltung mit Kalium in flissigem
Ammoniak erhaltene Produkt®) wird in 20-proc. Natronlauge
1) Dissertation von E. Flickinger, Heidelberg 1937, vgl. K. Freu-

denberg, Fortschr. d. Chem. organ. Naturstoffe. II. Band. 1939. S. 21.
2) Vgl. Anm. 1, S. 127.

Annalen der Chemie. 552, Band. 9
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gelost und bei 50—60° mit Dimethylsulfat methyliert, wobei
sich das Methylprodukt olig ausscheidet. Man athert aus,
destilliert nach Abdampfen des Athers i. V. und erhilt ein
schwach gelbliches Ol vom Siedep.q, 145—150°.

3,840 mg Subst.: 10,43 mg CO,, 2,88 mg H,0.
CyeH 40, Ber. C 73,71 H 8,44 Gef. C 74,08 H 8,39.

Enimethylierung.

Das oben erhaltene Ol wird mit der je 10-fachen Menge
Eisessig und frisch destillierter Bromwasserstoffsiure 4 Stunden
unter Stickstoff gekocht, wobei sich die Mischung weinrot
farbt. Man destilliert Eisessig und Bromwasserstoffsiure i. V.
ab, wobei ein dunkler Sirup zurtickbleibt. Diesen nimmt man
in etwas Ather auf, schiittelt mit Bicarbonatlosung durch und
trocknet die Atherlésung mit Natriumsulfat. Nach Abdestil-
lieren des Athers hinterbleibt ein dunkler, bald krystalli-
sierender Riickstand, der aus einer Mischung von Cyclohexan
und wenig Hssigester umkrystallisiert wird. Farblose Nadeln
vom Schmelzp. 131°. Die Substanz ist methoxylfrei.

3,571 mg Subst.: 9,34 mg CO,, 2,47 mg H,0.

CHp0, Ber. C71,49 H 7,38 Gef. C 71,33 H 7,74.

2-Oxy-3-methoxy-5-propyl-benzaldehyd.
2-0xy-3-methoxy-5-allyl-benzaldehyd?) wird in der 10-
fachen Menge Hisessig gelost und in Gegenwart von Palladium-
Bariumsulfat-Katalysator hydriert. Nach Aufnahme der be-
rechneten Menge Wasserstoff wird der Katalysator abfiltriert,
der Eisessig abdestilliert und der Riickstand i. V. destilliert.
Man erhilt ein intensiv gelbes Ol vom Siedep.,, 155°.
5,658 mg Subst.: 14,10 mg CO,, 3,73 mg H,0. — 5,313 mg Subst.:
8,025 cem 7/;,-Na,S,0,.
C,H, 0, Ber. C 6802 H 727 OCH, 1598
Gef. ,, 67,97 ,, 7,38 »» 15,62,

2,4-Dinitrophenylhydrazon: Aus Alkohol oder Essigester rote Nadeln
vom Schmelzp. 223°.

1) L.Claisen u. O. Eisleb, A. 401, 112 (1913).
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3,687 mg Subst.: 7,36 mg CO,, 1,64 mg H,0. — 3,245 mg Subst.:
0,411 com N (19° 757 mm).

C,H,ON, Ber. Cb545¢ H 48 N 14,97
Gef. ,, 54,46 ,, 4,95 ,, 14,75.

2,3-Divmethoxy-5-propylbenzaldehyd (VI1II).

2-0xy-3-methoxy-5-propylbenzaldehyd wird in die be-
rechnete Menge 10-proc. Natronlauge eingetragen, wobei sich
das intensiv gelbe Natriumsalz ausscheidet. Dann 148t man
bei 80° unter heftigem Riihren gleichzeitiz Natronlauge und
Dimethylsulfat zutropfen, bis das Natriumsalz verschwunden
ist. Das olige Methylprodukt wird in Ather aufgenommen und
die Atherlosung mit Natronlauge und Wasser gewaschen und
mit Natriumsulfat getrocknet. Nach Abdestillieren des Athers
erhiilt man bei der Destillation i. V. ein farbloses 01 vom
Siedep. ;o 155—156°.

3,232 mg Subst.: 8,19 mg CO,, 2,33 mg H,O.
Ci i 0 Ber. C 69,20 H 7,74 Gef. C 69,11 H 8,07.

2,4-Dinitrophenylhydrazon: Aus Essigester leuchtend rote Nadeln
vom Schmelzp. 202°.

3,435 mg Subst.: 7,01 mg CO,, 1,58 mg H,0. — 4,742 mg Subst.:
0,577 cem N (20°, 761 mm).
C,sH,00N, Ber. C 5566 H 519 N 14,43
Gef. ,, 5566 ,, 515 ,, 14,19.

2,3-Dimethoxy-5-propyl-phenylessigsiure (X).

a) Azlacton. 70 g 2,3-Dimethoxy-5-propyl-benzaldehyd
werden mit 70 ¢ Hippursiure, 32 ¢ wasserfreiem Natrium-
acetat und 120 ccm Essigsidureanhydrid 2!/, Stunden am
Wasserbad erhitzt. Nach dem Erkalten gibt man wenig Alkohol
zu und saugt ab. Nach Umkrystallisieren aus wenig Benzol
erhdlt man leuchtend gelbe Prismen vom Schmelzp. 158—159°.
Ausbeute 72 g.

3,546 mg Subst.: 9,40 mg CO,, 1,95 mg H,0. — 5,400 mg Subst.:
0,200 cem N (21°, 750 mm).

CuH,ON  Ber. C71,77 H 602 N 399
Gef. ,, 7230 ,, 615 ,, 429.
g)
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b) Spaltung des Azlactons zur 2,3-Dimethoxy-5-propyl-
phenylbrenztraubensiure (IX). 70 g Azlacton werden unter
Stickstoff mit 350 ccm 10-proc. Natronlauge 5 Stunden ge-
kocht, wobei eine klare, gelbbraune Losung entsteht. In diese
wird iiberschiissiges Schwefeldioxyd eingeleitet und dann die
Benzoeséure ausgeithert. Die in Losung gebliebene Bisulfit-
verbindung der Brenztraubensdure wird mit Schwefe;_lsfiure
zerlegt, wobei sich die Siure als bald erstarrendes Ol ab-
scheidet. Eine Probe wird aus Benzol umkrystallisiert und
bildet farblose Nadeln vom Schmelzp. 130—131°.

3,612 mg Subst.: 8,36 mg CO,, 2,21 mg H,0. — 3,926 mg Subst.:
8,82 cem 2/g-Na,S,0,.

C,.H,0, Ber. C 6314 H 68l OCH, 23,31
Gef. ,, 63,14 ,, 6,85 » 23,24.

¢) 2,3-Dimethozy-5-propyl-phenylessigsdure (X). Die rohe
Dimethoxypropyl-phenylbrenztraubensiure wird in iber-
schiissigem Natriumbicarbonat, gelost (ungefihr 600 ccm Lo-
sung) und bei — 5° mit 100 ccm 6-proc. Wasserstoffperoxyd
versetzt. Nach 48-stiindigem Stehen im Eisschrank wird
angesiuert, wobei die Phenylessigsdure als bald erstarrendes
Ol ausfillt. Ausbeute 39,5 g aus 70 g Azlacton (83 Proc. d. Th.).
Aus Cyclohexan farblose Nadeln vom Schmelzp. 93—94°.

3,470 mg Subst.: 8,35 mg CO,, 2,48 mg H,0.
C:H;:0, Ber. C 65,52 H 7,61 Gef. C 65,63 H 8,00.

(2, 3-Dimethoxy-5-propyl-benzyl)-(3, 4-dimethoxyphenyl)-
keton (XI).

10 g 2,3-Dimethoxy-5-propyl-phenylessigsédure werden mit
32 ccm frisch destilliertem Thionylchlorid 21/, Stunden auf 60°
erhitzt, worauf die Hauptmenge des Thionylchlorids i. V. ab-
destilliert wird. Die letzten Reste entfernt man durch Auf-
nehmen des Sidurechlorids in Benzol und nochmaliges Ab-
destillieren i. V. Zu dem als briunliches Ol zuriickbleibenden
Sédurechlorid gibt man zunéchst eine Losung von 16 g Veratrol
in 40 ccm Schwefelkohlenstoff und dann unter Riihren 11,2 g
gepulvertes Aluminiumchlorid. Die Mischung wird 2 Stunden
auf 60° erwirmt und dann mit verd. Salzsiiure zersetzt. Man
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nimmt das Ol in Ather auf und schiittelt die Atherlésung mit
Natronlauge und Wasser aus. Aus dem nach Abdestillieren
des Athers hinterbleibenden Riickstand wird durch Abtrennung
mit Girard-Reagens (Acethydrazid-pyridinium-chlorid) das
Keton XI als rasch erstarrendes Ol erhalten. Aus Alkohol
farblose Stibchen vom Schmelzp. 87—88° Ausbeute 6,35 g.
3,676 mg Subst.: 9,47 mg CO,, 2,51 mg H,0. — 2,493 mg Subst.:
8,37 cem ©/5-Na,S,0,.
C,H, 0O, Ber. C 70,36 H 7,31 OCH, 34,63
Gef. ,, 70,26 ,, 7,64 » 34,72,

a-0xo-0-(3,4-dimethoxyphenyl)-f-(2, 3-dvmethoxy-5-propyl-
phenyl)-propan (XI11).

Das Rohprodukt von XI wird mit einer Losung von 1,2 g
Natrium in 20 ccm abs. Methanol bis zur Lisung erwarmt,
worauf das Methanol i. V. abdestilliert wird. Der Riickstand wird
mit 15 ccm abs. Benzol versetzt und dann 10 ccm Methyljodid
portionsweise zugegeben. Die Mischung erwirmt sich und wird
5 Stunden am Wasserbad gekocht. Nach Abdestillieren des
Losungsmittels versetzt man den Riicksfand mit Wasser und
nimmt das Ungeloste in Ather auf. Nach Abdestillieren des
Athers hinterbleibt ein briunlich gefirbter, rasch krystalli-
sierender Sirup, der nach Umkrystallisieren aus Alkohol oder
Cyclohexan farblose Stibchen vom Schmelzp. 101° bildet.

3,563 mg Subst.: 9,28 mg CO,, 2,44 mg H,0. — 2,778 mg Subst.:
8,92 cem 2/g-Na,8,0,.

C.uH,0;  Ber. C7094 H 757 OCH, 33,33
Gef. ,, 71,08 ,, 7,66 , 3321.

Reduktion von XII nach Clemmensen.

4,7 ¢ werden mit 20 g amalgamiertem Zinkblech, 25 ccm
konz. Salzsiure, 15 ccm Wasser und 20 cem Toluol 24 Stunden
gekocht, wobei noch 70 ccm konz. Salzsiure in kleinen Por-
tionen zugesetzt werden. Man kithlt ab und schiittelt mit
Ather aus, der selbst wieder mit Natronlauge ausgewaschen
wird. Die Atherlosung hinterldBt beim Eindampfen einen
oligen Riickstand, aus welchem beim Anreiben mit Cyclohexan
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und Animpfen unverindertes Ausgangsmaterial auskrystalli-
siert. Dieses wird abgetrennt und der nicht krystallisierende
Anteil wird nochmals in gleicher Weise reduziert und auf-
gearbeitet. Die nun hinterbleibende Substanz witd i. V.
destilliert, wobei nach Abtrennung eines geringen, methoxyl-
armeren Vorlaufs die Hauptmenge bei einer Badtemperatur
von 160° (0,01 mm) iibergeht.

4,280 mg Subst.: 11,57 mg CO,, 3,25 mg H,0.
CyHyO, Ber. C 73771 H 844 Gef. C 73,73 H 8,60.

Die Entmethylierung des Reduktionsprodukts von XII
wird wie bei dem Methylprodukt von VI durchgefiihrt. Man
erhilt eine Substanz, die ebenfalls bei 131° schmilzt und sich
in jeder Beziehung mit der beschriebenen identisch erweist.

3,535 mg Subst.: 9,27 mg CO,, 2,38 mg H,0.
CHyO, Ber. C71,49 H 7,38 Gef. C 71,52 H 7,53.

Die Mischung beider Substanzen zeigte keine Schmelzpunkts-
erniedrigung.

Ozydation von monomerem Coniferylalkohol mat Ferrichlorid.

5 g krystallisierter monomerer Coniferylalkohol werden in
50 ccm reinem abs. Alkohol gelost und mit 12 ccm einer waB-
rigen Losung von 5 g Ferrichlorid auf einmal versetzt. Die
Losung farbt sich sofort tiefblau. Nach 1 Stunde ist die Farbe
hellgriin geworden. Nach Zugabe von 40 ccm Wasser bleibt
die Mischung 24 Stunden im Eisschrank stehen. Man ver-
diinnt mit 150 ccm Wasser, dabei fillt eine gelbe schmierige
Substanz aus. Die Fliissigkeit wird abgegossen und der Riick-
stand 2-mal mit frischem Wasser durchgeknetet; auf diese
‘Weise erhilt man ein weiBes amorphes Pulver. Die getrocknete
Substanz 16st sich in Ather und Aceton sehr leicht, ebenso in
Hisessig, aus dem sie trotz lingeren Stehens nicht mehr aus-
fallt. Krystallisationsversuche miBlingen. Die gesamte Sub-
stanz wird mit Diazomethan methyliert, man erhilt ein gelbes
0Ol, das beim Anreiben mit etwas Wasser als weiBer amorpher
Niederschlag ausfillt (32 Proc. OCHjg).

2,4 g der methylierten Substanz werden mit 22 g Atzkali
und 10 ccm Wasser 1 Stunde auf 168° erhitzt. Es ist dann eine
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dunkle Masse entstanden ; man 148t abkiihlen, gieBt die Flissig-
keit ab und 16st den Rickstand in 30 ccm Wasser. Nach der
Methylierung mit Dimethylsulfat und Diazomethan wird die
Substanz mit Permanganat oxydiert. 0,2 g Veratrumsaure,
das sind 8 Proc.

Isohemipinsdure: Nach der Destillation des Methyl-
esters konnten einige Milligramme nachgewiesen werden.
Schmelzp. 56°.

Dem unter der Leitung des Herrn Doz. Dr. E. Wiesenberger

stehenden Mikrolaboratorium danken wir fiir die Ausfiihrung der Mikro-
analysen.

Uber die Einwirkung von Mercuri-acetat auf
As-Cholestadien-3-ol (Iso-dehydro-cholesterin)®);
Von A. Windaus, U. Riemann und G. Zihlsdorff.

Mit 4 Figuren im Text.

[Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitats-Laboratorium Géttingen.]
(Eingelaufen am 10. Juni 1942.)

Bei der Einwirkung von iiberschiissigem Mercuri-acetat
auf Iso-dehydro-cholesteryl-p-nitrobenzoat!) entstehen eine
Anzahl krystaliisierter Stoffe, von denen einige wegen ihres
stark ungesittigten Charakters bemerkenswert sind.

Aus dem Oxydationsgemisch erhdlt man direkt einen
schwach gelblichen Stoff vom Schmelzp. 210—211°, dessen
Analyse auf die Formel C3H,;3O;N stimmt; der dem Ester
zugrunde liegende Alkohol besitzt also die Formel CyH,y0,
und ist, da er von Hydroxylamin nicht verindert wird, wahr-
scheinlich ein zweiwertiger Alkohol mit 4 Doppelbindungen.
Er entsteht also aus dem Iso-dehydro-cholesterin unter Ver-
brauch von 3 Atomen . Sauerstoff.

*) Herrn Geheimrat Wieland zum 65. Geburtstag gewidmet.
1) Das Iso-dehydro-cholesterin ist beschrieben in der Arbeit von
Windaus, Linsert u. Eckhardt, A. 584, 22 (1938).
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Einen ganz ihnlichen Verlauf nimmt die Behandlung des
Iso-dehydro-cholesteryl-m-dinitro-benzoats mit Mercuriacetat.
Hier erhdlt man ein mattgelb gefirbtes Produkt vom
Schmelzp. 223—224°, dessen Analyse auf die Formel C33Hy0;N;
paBt. Thm liegt augenscheinlich derselbe Alkohol CpHsoOo
zugrunde.

Das Spektrum dieses Alkohols wurde in der Weise er-
mittelt, daB das Spektrum des Cholesteryl-p-nitrobenzoats von
demjenigen des neuen p-Nitrobenzoats abgezogen wurde. Das
so erhaltene Spektrum dhnelt demjenigen des Dehydroergo-
sterins. Der Alkohol Cy,H,,0, wird also wie dieses 3 konjugierte
Doppelbindungen im Ringsystem enthalten; die vierte ist
vermutlich isoliert evtl. gekreuzt. Uber die Konstitution des
Alkohols C,,H,,0, vermogen wir nichts weiter auszusagen.

Nach der Abtrennung dieses ersten Produktes wird das
ibrige Material, das direkt nicht krystallisieren will, verseift.
Hierbei entsteht ein in den meisten organischen Ldsungs-
mitteln, vor allem in Ather, sehr schwer léslicher Stoff vom
Schmelzp. 228°. Er besitzt die Formel C,;Hy 0, und ein
Absorptionsmaximum bei 248 mp. Er stellt augenscheinlich
einen doppelt ungesittigten zweiwertigen Alkohol dar und ent-
steht aus dem Iso-dehydro-cholesterin durch Verbrauch eines
Atoms Sauerstoff. Beim Behandeln mit m-Dinitrobenzoyl-
chlorid und Pyridin treten beide Hydroxylgruppen in Reaktion.
Beim Erhitzen mit Essigsdureanhydrid spaltet der Alkohol
Wasser ab und gibt eine krystallisierende Verbindung C,gH,,0,,
das Acetylderivat eines 3-fach ungesittigten Alkohols Cy;H,,0.
Dieses Acetylderivat ist nicht ganz einheitlich und schwer
ganz rein zu erhalten; es besitzt ein Absorptionsmaximum
bei 285 mu. Die Konstitution dieses Cholesta-trienols sowie des
Cholesta-diendiols wird in der folgenden Arbeit besprochen.

Aus den Mutterlaugen des Cholesta-dien-diols vom
Schmelzp. 228° kommen direkt keine Krystalle mehr; wohl
aber erhdlt man ein sehr charakteristisches Dinitro-benzoat
vom Schmelzp. 220°, wenn man die im Vakuum unter Luft-
abschluB eingedampften Mutterlaugen mit Pyridin und m-
Dinitrobenzoylchlorid erwiarmt. Das gebildete Dinitro-benzoat
ist braunviolett gefirbt, ist in fast allen organischen Lisungs-
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mitteln sehr schwer loslich und besitzt die Formel CgyHy,0gN,.
Es ist also der Ester eines einwertigen Alkohols CpH,O, der
vier Doppelbindungen enthélt und unter Verbrauch von zwei
Atomen Sauerstoff aus dem Ausgangsmaterial entstanden ist.
Da der Alkohol Cg,H,O ein Spektrum mit einem Maximum
der Absorption bei 355 mp besitzt, missen alle vier Doppel-
bindungen in fortlaufender Konjugation im Ringsystem vor-
handen sein. Fiir dieses Cholesta-tetraenol kommt in erster
Linie die Formel II in Betracht; die Bildung des Tetraenols
aus dem Iso-dehydro-cholesterin (I) ist dann leicht verstind-
lich, wiahrend Stoffe mit den nach dem Absorptionsspektrum
moglichen Formeln ITT und IV nur unter unerwarteten Um-
lagerungen aus I entstehen konnten.

W ak il o a
O o

N
HO b 11

P

/\‘ ~ . /\15/——
HO/’\/i/jm Ho/b\, v

Ein Sterin mit vier konjugierten Doppelbindungen ist
bisher nicht bekannt gewesen; es ist sicher interessant, das
chemische und photochemische Verhalten dieser Verbindung
kennenzulernen ; moglicherweise hat sie auch bemerkenswerte
physiologische Eigenschaften.

Die Untersuchung des Cholesta-tetraenols ist allerdings
dadurch sehr erschwert, daB es auBerordentlich luftempfind-
lich ist und sein Spektrum sich schon nach kurzem Verweilen
des Alkohols an der Luft verdndert. Auch das Acetat ist recht
unbestindig.

Bei der Oxydation des Iso-dehydro-cholesterins Cyp,H,,0
mit Mercuriacetat erhilt man also unter Verbrauch von 1, 2
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und 3 Atomen Sauerstoff die Alkohole CyHyOp (sowie
CyHy0), ferner CypHygO und CopHygOo.

Beschreibung der Versuche.

10g Iso-dehydro-cholesteryl-p-nitrobenzoat werden in
100 ccm Chloroform gelost und mit 25 g Mercuriacetat in
100 ccm Eisessig versetzt. Es erfolgt rasch eine Ausscheidung
von Mercuro-acetat, nach 15 Stunden sind 18,5 g ausgefallen.
Die filtrierte Losung wird dann mit viel Ather versetzt und
erst mit Wasser und dann mit verdiinnter Sodalosung aus-
geschiittelt. Beim Eindampfen der dtherischen Losung (zuletzt
i. V.) hinterbleibt ein Riickstand, der in heiBem Aceton geldst
wird. Allméahlich scheiden sich schwach gelbliche Nadeln ab,
die nach hiufigem Umkrystallisiern aus Essigester bei 210 bis
211° schmelzen. Ausbeute 0,45 g?).

5,273 mg Subst.: 14,505 mg CO,, 3,730 mg H,0.

CyuH,O,N Ber. C7482 H 794 Gef. C 7507 H 792.

11 mg Subst., 2 cem Chloroform, 1 = 1 dm,
a=— 064% [«]i®= — 116,2°.

Der zugrunde liegende Alkohol von der Formel C,,Hy,0,
ist noch nicht weiter untersucht worden. Das Spektrum be-
findet sich auf Fig. 1.

Nach der Abscheidung dieses ersten Produktes dampft man
die Aceton-mutterlaugen zur Trockne ein, 16st den Riickstand
in etwa 20 Teilen Alkohol, versetzt mit 100 ccm 10-proc. alko-
holischer Kalilauge und erhitzt das ganze !/, Stunde auf dem
Wasserbad ; dann schiittelt man nach Zusatz von Wasser das
verseifte Material mit einem Gemisch von 3 Teilen Ather und
1 Teil Benzol mehrfach aus, wischt die Ather-Benzollosung
mit Wasser aus und dampft zur Trockne ein, zuletzt i. V. Der

1) In genau derselben Weise wurde das Iso-dehydro-cholesteryl-
m-dinitrobenzoat mit Mercuriacetat oxydiert. Hier entstanden matt-
gelbe Nadeln, die aus Aceton umkrystallisiert bei 223—224° schmolzen.

5,500 mg Subst. : 13,9156 mg CO,, 3,470 mg H,0. — 2,935 mg Subst. :
0,127 ccm N, (23°, 758 mm).
CyH,,0,N, Ber. C 69,11 H717 N 474
Gef. ,, 69,00 ,, 1,06 ,, 4,98.
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Riickstand wird mit 20 Teilen Ather am RiickfluBkiihler
erwarmt; hierbei bleibt ein weiBes Pulver zuriick, das nach
einigem Stehen abfiltriert und mehrmals aus Chloroform um-
krystallisiert wird. Es ist in fast allen organischen Ldsungs-
mitteln auBer in Alkohol sehr schwer loslich und bildet ver-
filzte Nadeln, die bei 228° schmelzen.

4,576 mg Subst.: 13,656 mg CO,, 4,420 mg H,O.
CyH, O, Ber. C 8094 H 11,06 Gef. C 80,8 H 10,81.

14 mg Subst., 2 ccm Pyridin, 1 = 1 dm,

= — 0,36° [a]f’ = — 51,4°.

Der Stoff besitzt ein Absorptionsspektrum mit einem

Maximum bei 248 my, ¢ = 15000 (vgl. Fig. 2).

15000 15000
b3 £
10000 - 10000 -
5000 5000
700% - - 1 :
0 250 300 350 400 25
mee 0%00 0 ’.33‘0
Fig. 1. Fig. 2.
Léosungsmittel Ather Losungsmittel Ather
Alkohol C,,H,,0,. Alkohol C,,H,,0,.

Bis-dinitro-benzoat: Das Diol C,,H,,0, vom Schmelzp. 228° wird
in Pyridin gelést und mit dem doppelten Gewicht m-Dinitro-benzoyl-
chlorid 24 Stunden stehen gelassen. Bei der Aufarbeitung erhalt man
ein fast weiBes Bis-dinitro-benzoat, das nach dem Umkrystallisieren aus
Aceton-Methylalkohol bei 172° schmilzt?).

4,542, 4,388 mg Subst.: 10,320, 10,070 mg CO,, 2,440 2,400 mg H,0.

CoH 401N, Ber. C 62,42 H 6,13
Gef. ,, 62,32, 62,63 ,, 6,04, 6,12.

1) Die beim Umkrystallisieren des Bis-dinitro-benzoats aus Chloro-
form entstehenden Krystalle halten Krystallchloroform so fest, daB es
auch i. V. bei 90° nur unvollstindig entweicht.
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Cholesta-trienol: 2 g Cholesta-dien-diol vom Schmelz-
punkt 228° werden mit 16 ccm Essigsdureanhydrid iber-
gossen; dann wird das Ganze eine Stunde lang zum Sieden
erhitzt, wobei das Diol in Losung geht. Aus der abgekiihlten
Losung'scheiden sich lange Nadeln ab, die zunichst unscharf
bei 94—100° schmelzen und erst nach sehr hiufigem Um-
krystallisieren ziemlich konstant bei 102—103° schmelzen; die
optische Drehung, die zuniichst bei —22° liegt, wird bei
hiufigem Umkrystallisieren stérker negativ.

4,581 mg Subst.: 13,760 mg CO,, 4,170 mg H,0.

CpH,O; Ber. C 82,00 H 1045 Gef. C 81,9 H 10,19.

Das Absorptionsspektrum zeigt ein Maximum bei 285 mu,
&€= 9100 (vgl. Fig. 3).

15000} L 15000
f i
10000} 10000 -
5000} 5000+

1 1 ] = 1
'00300 250 300 350 400 wg’SO 300 350 400

— mp —> mu
Fig. 3. Losungsmittel Ather Fig. 4. Lésungsmittel Ather
Acetylderivat des Alkohols C,,H,,0. Alkohol C,,H,,0 (II).

Wird das Acetat mit alkoholischer Kalilauge verseift,
erhilt man den entsprechenden Alkohol, der in langen Nadeln
vom Schmelzp. 99—100° krystallisiert. Beim Liegen an der
Luft farbt er sich gelb.

Hydrierung: Wird das Acetat Cy9Hy,O, in Essigither gelost
und mit Platinmohr und Wasserstoff geschiittelt, geht es in

das schon bekannte a«-Cholestenol-acetat vom Schmelzp. 76
bis 77° iiber?).

!) Auch bei der katalytischen Hydrierung des Cholesta-dien-diols
entsteht in glatter Reaktion a-Cholestenol.
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Alkohol Cg;Hg,O (II).

In den Mutterlaugen des Cholesta-dienols vom
Schmelzp. 228° finden sich noch weitere Stoffe, die aber nicht
krystallisiert zu erhalten sind. Die Mutterlaugen werden darum
1. V. zur Trockne eingedampft; der Riickstand wird in Pyridin
gelost, mit etwa dem gleichen Gewicht m-Dinitrobenzoyl-
chlorid versetzt und !/, Stunde auf dem Wasserbad erwirmt.
Auf Zusatz von Methylalkohol fallen aus der Lésung rotbraune
Krystalle aus, die nach einigem Stehen abfiltriert, mit Methyl-
alkohol ausgewaschen und wiederholt aus Chloroform um-
krystallisiert werden. Sie bilden dann volumindse, rotbraune
Nadeln, die bei 219° schmelzen; sie sind in fast allen Losungs-
mitteln auBer in Chloroform schwer 16slich, auch in Aceton.

4,778, 5,078, 4,442 mg Subst.: 12,410, 13,235, 11,570 mg CO,;

3,110, 3,320, 2,960 mg H,0. — 3,721, 3,056 mg Subst.: 0,161 ccm N,
(21,5° 737 mm); 0,132 cem N, (23,5° 757 mm).

C3H 06N, Ber. C 71,04 H 7,37 N 4,87
Gef. ,, 71,09, 71,08 » 1,31, 1,32 ,, 4,86, 4,95
71,04 7,43
C,H,,0,N, Ber. C 70,79 H 17,69 N 4,84.
10 mg Subst., 2 cem Chloroform, 1 = 1 dm,
a = — 0,75° [a]}’ = — 146°.

Die drei Analysen, die von drei verschiedenen Darstellun-
gen stammen, passen so ausgezeichnet auf die Formel
C3HyON, daB an ihrer Richtigkeit kein Zweifel moglich
erscheint.

Zur Gewinnung des vierfach ungesittigten Alkohols
CyyHgO wird das rotbraune Dinitrobenzoat unter Luft-
ausschluB mit alkoholischer Kalilauge verseift und das Reak-
tionsprodukt durch Zusatz von Wasser gefiillt, abfiltriert und
aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Wegen der groSen
Luftempfindlichkeit des Stoffes miissen die Operationen mog-
lichst schnell und méglichst unter LuftabschluB erfolgen.

Der Alkohol beginnt bei 108° zu sintern und ist bei 115°
geschmolzen. Es ist moglich, daB der vierfach ungesittigte
Alkohol und das Acetat schon durch den Luftsauerstoff etwas

verdndert sind und die angegebenen Schmelzpunkte nicht
ganz zutreffen.
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13,9 mg Subst., 2 ccm Chloroform, 1 =1 dm,
= — 227% [a]p = — 311°.

Das Absorptionsspektrum besitzt ein Maximum bei 355 mg,
¢ = 13500 (vgl. Fig. 4). Beim Liegen des Alkohols an der Luft
dndert sich das Spektrum rasch.

Das Acetat, das mit Essigsdureanhydrid und Pyridin dar-
gestellt wurde, krystallisiert aus Aceton-Methylalkohol in
langen, farblosen Nadeln vom Schmelzp. 114—119°. Auch
dieser Stoff ist sehr luftempfindlich.

10,4 mg Subst., 2 ccm Chloroform, 1 = 1 dm,
= — L,15% [at’ = — 225,5°.
Der deutschen Forschungsgemeinschaft, der I. G. Farbenindustrie

A.-G., Werk Elberfeld, und der Chemischen Fabrik E. Merck-Darmstadt,
danken wir vielmals fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten.

Uber die Einwirkung von Bleitetra-acetat
auf Iso-dehydro-cholesterin;

von A. Windaus, U. Riemann,
H. H. Riiggeberg und G. Ziihlsdorff.

[Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitats-Laboratorium Gottingen.]

(Eingelaufen am 12. Juli 1942.)

Im Anschluf an unsere fritheren Versuche iber die Oxy-
dation des Iso-dehydro-cholesterins bzw. seiner Ester mit
Benzopersdure?) und mit Mercuriacetat?) haben wir auch Blei-
tetraacetat auf Iso-dehydro-cholesteryl-p-nitrobenzoat ein-
wirken lassen. Hierbei erhilt man nach der Aufarbeitung zu-
nachst einen in Aceton ziemlich schwer 1oslichen, in Methyl-

') Windaus, Linsert u. Eckhardt, A. 534, 22 (1938).
?) Vgl. die vorhergehende Arbeit.
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alkohol unléslichen Stoff, der 2 Wasserstoffatome weniger ent-
hdlt als das Ausgangsmaterial:
C,;H0COCH,NO, —» C,,H,,0C0C,H,NO,.

Das Bleiacetat wirkt also hier anders als beim Ergosterin oder
Vitamin D. Bei diesen Verbindungen werden 2 Hydroxyl-
gruppen (bzw. Acetatreste) an die Doppelbindung C,C, addiert.
Diese Doppelbindung fehlt aber im Iso-dehydro-cholesterin,
und die Oxydation verliuft darum in anderer Weise.

Das neue p-Nitrobenzoat schmilzt bei 168°; bei der Ver-
seifung entsteht ein Alkohol vom Schmelzp. 100° ([«]» = — 819),
der ein Acetat vom Schmelzp. 103—104° liefert. Seine Haupt-
absorptionsbande zeigt ein Maximum bei 285 mp; fir die
optische Drehung ergibt sich bei Verwendung von Chloroform
als Losungsmittel [«]p =— 77°% Bei der katalytischen Hy-
drierung liefert es glatt a-Cholestenol. In welcher Beziehung
dieses Trien-ol zu den friither auf anderem Wege gewonnenen
steht, wird weiter unten erértert.

Die Mutterlaugen, aus denen das Cholestatrien-ol-p-nitro-
benzoat auskrystallisiert ist, werden eingedampft und liefern
einen Riickstand, der nicht krystallisieren will und darum mit
alkoholischer Kalilauge verseift wird. Das Verseifungsprodukt
besteht aus einem Gemisch verschiedener Cholestadien-diole
Cy;Hys0,. Seine Zusammensetzung scheint weitgehend ab-
héngig zu sein von sehr geringen Abdnderungen der Versuchs-
bedingungen. Aus dtherischer Lisung scheidet sich daraus in
wechselnder Menge ein in Ather sehr schwer losliches Cholesta-
dien-diol vom Schmelzp. 228° ab, das in besserer Ausbeute
aus dem Iso-dehydrocholesterin mit Mercuriacetat erhalten
worden ist?). Die in Ather leichter loslichen Cholestadien-diole
haben wir iiber die Digitonin-Additionsprodukte gereinigt und
sie dabei in wohlausgebildeten Krystallen erhalten, die aber
ganz unscharf zwischen 168—188° schmelzen ; sie werden in ein
in feinen Nadeln krystallisierendes Bis-dinitro-benzoat ver-
wandelt, das scharf bei 176° schmilzt und richtige Analysen-
zahlen ergibt; durch alkoholische Kalilauge wird es zu einem
krystallisierten Cholestadien-diol vom Schmelzp. 196° verseift.

1) a. a. O.
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Wie schon in der vorhergehenden Arbeit mitgeteilt worden
ist, liefert das Cholestadien-diol vom Schmelzp. 228° beim
Erhitzen mit Essigsiureanhydrid ein schon krystallisiertes
Cholestatrienol-acetat; auch das Cholestadien-diol vom
Schmelzp. 196° ja selbst die letzten nicht mehr krystalli-
sierenden Mutterlaugen-Riickstinde geben unter denselben
Bedingungen ein ganz dhnliches Cholestatrienol-acetat. Dieses
ist in seinen physikalischen und chemischen Eigenschaften
dem oben beschriechenen Trienol-acetat sehr dhnlich; es
schmilzt allerdings unschirfer und unterscheidet sich von ihm
durch die optische Drehung, die fiir [«] o nicht — 77°, sondern
etwa — 30° betrigt.

Wir haben dieses Acetylderivat anfangs fiir eine reine
Verbindung gehalten, es hat sich aber dann herausgestellt,
daB es ein Gemisch ist. Als Hauptbestandteil enthélt es das
Acetat [«]p =— 77° dem aber 10—20 Proc. eines stark
positiv drehenden Cholestatrienol-acetats beigemischt sind.
Nach seinen Eigenschaften ist dieses positiv drehende Trien-ol
identisch mit dem 4s,7,9(11)- Cholestatrien-ol-(II), das aus
dem 7-Dehydro-cholesterin (I) oder dem Iso-pyro-vitamin Dj
mit Mercuri-acetat entsteht und seine Hauptabsorption bei
315 mp besitzt?).

/\Dﬂ >
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Auf Grund des vorliegenden Materials kommen wir zu
folgenden Vostellungen iiber die Konstitution des Cholestadien-
diols Schmelzp. 228° und des Cholestatrienols [x]p =— 81°:

Bei der Bildung des Cholestadien-diols vom Schmelzp. 228°
aus dem Iso-dehydro-cholesterin (III) tritt formal nur eine
Hydroxyl-gruppe an Stelle eines Wasserstoffatoms in das
Molekiil ein. Wenn tatsidchlich die Reaktion so einfach ver-
liefe, miiBten die Spektren des Iso-dehydro-cholesterins und

') Windaus, Deppe u. Rcosen-Runge, A. 537, 1 (1938).
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des Cholestadien-diols fast identisch sein. Das ist aber durchaus
nicht der Fall. Das Isodehydro-cholesterin hat seine Haupt-
bande bei 270—280 my, wie ein Sterin mit konjugierten
Doppelbindungen in einem einzigen Ringe; das Cholestadien-
diol hat das Maximum seiner Absorption bei 248 my, wie ein
Sterin mit konjugierten Doppelbindungen in 2 Ringen. Sehr
bemerkenswert ist es ferner, daB das Cholestadien-diol beim
Behandeln mit m-Dinitro-benzoyl-chlorid und Pyridin schon
in der Kailte einen Di-ester gibt. Es ist also — nach vielfachen
Erfahrungen in der Sterinreihe — sehr wahrscheinlich, daB
beide Hydroxylgruppen sekundidren Alkohol-gruppen an-
gehoren. Danach erscheint uns der folgende Reaktionsverlauf
der wahrscheinlichste:

Beim Behandeln von Iso-dehydro-cholesterin (I11) mit Blei-
tetra-acetat addieren sich 2 Hydroxylgruppen (oder Acetatreste)
in 1,4-Stellung an die Kohlenstoffatome 6 und 9. Das dabei zu-
néchst entstehende Oxydationsprodukt (IV) spaltet sehr leicht
zwischen Cy und C;; Wasser ab und liefert das Cholestadien-diol
vom Schmelzp. 228° dem wir die Konstitution V zuschreiben.

/'w o~
- o A
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Dieses Cholestadien-diol (V) spaltet beim Erhitzen mit Hssig-
siureanhydrid Wasser ab, und zwar zum geringen Teil in
normaler Weise zwischen Cs und Cg; hierbei entsteht das schon
bekannte Cholestatrienol (II). In der Hauptsache erfolgt aber
bei der Wasserabspaltung eine Allyl-umlagerung, und. es bildet
gich iiber ein nicht gefaBtes Zwischenprodukt das Cholesta-
trienol VI. Das Cholestadien-diol vom Schmelzp. 196° verhélt
sich bei der Wasserabspaltung wie sein Isomeres vom Schmelz-
punkt 228°. Wir vermuten, daB sich die beiden Diole nur durch
die sterische Anordnung von Wasserstoff und Hydroxyl am
Kohlenstoffatom 6 unterscheiden.

Bei der Oxydation des Iso-dehydro-cholesterins mit Blei-
tetraacetat entsteht auch direkt das reine Cholestatrienol VI.
Wir nehmen an, daB sich 2 Hydroxylgruppen (oder Acetat-
reste) an Cg und C,y addieren und da8 dann sofort 2 Mol Wasser
(oder Essigsiure) abgespalten werden.

e
HO I HO <

HOU5; s

Sehr bemerkenswert ist es, daB auch bei der Oxydation
des Iso-dehydro-cholesterins mit 1 Mol Benzopersiure ein
Cholestadien-diol und ein Cholestatrienol erhalten worden
sind, die sich durch ihre Schmelzpunkte (143° und 159°) weit-
gehend von den mit Bleitetraacetat erhaltenen unterscheiden,
aber fast genau dieselben Absorptionsspektren besitzen wie
diese. Es erscheint darum nétig, die Beziehungen dieser iso-
meren Verbindungen zueinander zu erértern.

I?as Cholestadien-diol vom Schmelzp. 143° mit einem Ab-
sorptionsmaximum bei 248 mu wird wie das 228°-Isomere zwei
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konjugierte Doppelbindungen in 2 Ringen enthalten. Bei der
Acetylierung liefert es im Gegensatz zu seinen Isomeren nur
einen Mono-ester; es wird also nicht zwei sekundire Alkohol-
gruppen, sondern eine sekundire und eine tertiire ent-
halten.

Auf Grund dieser Tatsachen haben Windaus, Linsert
und Eckhardt!) dem Cholestadien-diol 143° die Formel VII
erteilt und seine Bildung aus dem Iso-dehydro-cholesterin
folgendermaBen formuliert:

T
" O
HO

IVb

Diese Formel erscheint uns auch heute noch als die bei weitem
wahrscheinlichste.

Bein Erwirmen mit Essigsiureanhydrid spaltet das
Diol 143° 1 Mol Wasser ab und gibt ein Cholestatrienol vom
Schmelzp. 159°, dem damals dieselbe Formel VI gegeben
worden ist, die wir jetzt dem Trien-ol vom Schmelzp. 100°
zuerteilen.

Um diese Unstimmigkeiten zu kliren, haben wir die
friheren Versuche nachgepriift und haben gefunden, daB auch
bei der Wasserabspaltung aus dem Dien-diol 143° (VII) zwei
Isomere gebildet werden. In geringer Menge entsteht durch
direkte Wasserabspaltung zwischen Cy und C,; das Cholesta-
trienol VI vom Schmelzp. 100°; als Hauptprodukt erhilt man
ein anderes vom Schmelzp. 159°. Wir nehmen an, daB dieses,
das bei der katalytischen Hydrierung ebenfalls in a-Cholestenol
iibergeht, durch eine Allylumlagerung entsteht und erteilen
ihm darum die Formel VIII.

Wir kennen also jezt drei verschiedene Cholestatrienole
(Tetra-dehydro-cholesterine), und wir glauben, daB die Kon-
stitutionsformeln II, VI und VIII, die wir fir sie abgeleitet
haben, zutreffen.

1) a.a. O.
10*
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Beschreibung der Versuche.

Darstellung des Cholestatrienols (VI)
und des Cholestadien-diols (V).

15 g Iso-dehydro-cholesteryl-p-nitrobenzoat werden in
150 ccm Chloroform gelost; zu der Losung gibt man 100 cem
Eisessig und allmihlich unter Kiihlung mit Eiswasser 20 g Blei-
tetraacetat und 148t das Ganze etwa 20 Stunden bei Zimmer-
temperatur stehen. Nach dieser Zeit ist meist noch eine
schwache Reaktion auf Bleitetraacetat vorhanden; man fiigt
dann eine kleine Menge (1 ccm) Glycerin und viel Wasser
hinzu und schiittelt das organische Material mit Ather aus.
Die mit Wasser und verdinnter Sodalésung gewaschenen
Atherextrakte werden eingedampft und der Riickstand mit
etwa 400 ccm Methylalkohol ausgekocht; das nach dem Er-
kalten der Losung unlosliche Material wird von der Losungt)
getrennt und in wenig warmem Aceton gelost. Aus der aceto-
nischen Losung scheiden sich allmdhlich gelbe Nadeln ab, die
aus Essigester oder aus Aceton-Methylalkohol umkrystallisiert
werden. Die Krystalle schmelzen bei 167—168° zu einer
triitben Schmelze und geben mit dem &hnlich schmelzenden
Ausgangsmaterial eine deutliche Depression; sie enthalten
2 Atome Wasserstoff weniger als dieses. Ausbeute etwa 2 g.

1) Uber die Aufarbeitung der methylalkoholischen Lisung vgl.
weiter unten.
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5,263 mg Subst. : 14,766 mg CO,, 4,020 mg H,0. — 3,307 mg Subst.:
0,084 cem N, (27,5° 754 mm).

CyH, 0N Ber. C 7680 H 853 N 270
Gef. ,, 76,53 ,, 855 ,, 3,12.

2 g des Cholestatrienol-p-nitrobenzoats werden 1 Stunde
mit alkoholischer Kalilauge erwirmt; das auf Zusatz von
Wasser ausfallende Verseifungsprodukt wird abfiltriert und
aus Methylalkohol umkrystallisiert. Es bildet lange Nadeln,
die bei etwa 100° schmelzen.

12,3 mg Subst., 2 ccem Chloroform, ! = 1 dm,
(@) = - 0,6% [a]) = — 81,2°.
Beim Liegen an der Luft farbt sich das Cholestatrienolgelb.

Es liefert ein sehr charakteristisches Acetat, das direkt aus der er-
kalteten Losung auskrystallisiert, wenn man 1 g des Alkohols mit 8 g Essig-
saureanhydrid 1 Stunde am RiickfluBkiihler erhitzt. Das Acetat wird
aus Ather-Methylalkohol umkrystallisiert; hierbei kommt es in langen
Nadeln, die bei 103—104° schmelzen.

16,5 mg Subst., 2 cem Chloroform, ! = 1 dm,

(x) = — 0,64% [a]}' = — 77,6°.

4,943 mg Subst.: 14,855 mg CO,, 4,560 mg H,0.

CrH.0, Ber. C 82,02 H 10,45 Gef. C 82,01 H 10,32.

AuBer dem Acetat haben wir das Dinitro-benzoat des Alkohols
mittels Pyridin und m-Dinitrobenzoylchlorid bereitet. Es ist in Alkohol
schwer loslich, und laBt sich aus Aceton oder aus Chloroform-Athyl-
alkohol umkrystallisieren. Es bildet gelbe Nadeln vom Schmelzp. 198°.

12,0 mg Subst., 2 ccm Chloroform, I = 1 dm,

(@) = — 0,39% [a]t] = — 65,00,

4,781 mg Subst.: 12,375 mg CO,, 3,260 mg H,O0.

C; H 00N, Ber. C 70,80 H 7,69 Gef. C 70,63 H 7,63.

Das Dinitro-benzoat haben wir dann verseift und das erhaltene
Trienol wieder acetyliert, und das Acetat vom Schmelzp. 103°, [a]p = 77°
zuriickerhalten.

Die bei der Isolierung des Cholestatrienol-p-nitrobenzoats
angesammelten Mutterlaugen werden eingedampft; aus dem
Riickstand gelingt es nicht, weitere Krystalle zu erhalten. Das
Material wird darum durch 1-stiindiges Erwirmen mit alkoho-
lischer Kalilauge verseift und das Verseifungsprodukt mit
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Ather extrahiert. Der mit Wasser gewaschene Atherextrakt
wird eingedampft und der Riickstand mit Ather bzw. mit
Ather-Petrolither stehen gelassen. Aus dieser Losung scheidet
sich — in sehr wechselnder Menge — ein weiBes Pulver ab, das
nach dem Umkrystallisieren aus Chloroform-Ather bei 228°
schmilzt und genau dieselben Eigenschaften besitzt wie da's
mittels Mercuriacetat gewonnene Cholestadien-diol vom glei-
chen Schmelzpunkt.

4,539 mg Subst.: 13,490 mg CO,, 4,410 mg H,0.

Cp,Hy O, Ber. C 8094 H 11,06 Gef. C 81,10 H 10,95.

18,9 mg Subst., 2 cem Chloroform, I = 1 dm,

(x) = — 0,480 [a]'® = — 48,7°.,

Die atherische Losung, aus der sich das Cholestadiendiol
vom Schmelzp. 228° abgeschieden hat, wird eingedampft und
der gelbbraune, harzige Riickstand in alkoholischer Losung
mit Digitonin behandelt. Das gebildete Digitonin-additions-
produkt wird abfiltriert und mit Pyridin-Ather wieder zerlegt.
Das aus Aceton umkrystallisierte Material bildet Nadeln; es
ist augenscheinlich noch ein Gemisch, da es ganz unscharf
zwischen 170—190° schmilzt. Es wird darum mit Pyridin
und Dinitro-benzoyl-chlorid behandelt und gibt ein in ver-
filzten Nadeln krystallisierendes Bis-dinitro-benzoat vom
Schmelzp. 176°.

5,303 mg Subst.: 12,125 mg CO,, 2,980 mg H,0.

CyH 0N, Ber. C 6243 H 6,13 Gef. C 6240 H 6,29.

Dieses Bis-dinitro-benzoat wird wieder mit dthylalkoholi-
scher Lauge verseift und liefert ein in Nadeln krystallisierendes
Cholestadien-diol vom Schmelzp. 196°. Ob dieser Stoff ganz
einheitlich ist, kann nicht mit voller Sicherheit behauptet
werden.

4,858 mg Subst.: 19,420 mg CO,, 4,520 mg H,0.

Cy;H, 0,  Ber. C 80,94 H 11,06  Gef. C 81,00 H 11,10.

Wasserabspaltung aus dem Cholestadiendiol V.

Wir haben nun den Stoff 228°, den wir fiir einheitlich
halten, den Stoff vom Schmelzp. 196° und auch die nicht
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krystallisierenden Mutterlaugen mit der 8-fachen Menge Essig-
sdureanhydrid 2 Stunden unter RiickfluB erhitzt. In allen
Fillen scheidet sich aus der Losung (evtl. nach Impfen) ein
schon krystallisierendes Cholestatrienol-acetat aus. Es schmilzt
zunichst unscharf zwischen 94—100° und zeigt eine Drehung
von [«]p etwa — 28°. Durch hiufiges Umkrystallisieren wird
der Schmelzpunkt schirfer, etwa 97—100° und ein stirker
negativ drehendes Acetat sammelt sich in den schwerer 1os-
lichen Fraktionen an; die schwerst losliche Fraktion zeigt nach
5-maligem Umkrystallisieren die Drehung [«]p = — 44,6°, die
loslichste Fraktion [«]p =— 20°.

Wir haben die schwicher negativ drehenden Acetyl-
derivate vereinigt, mit alkoholischer Kalilauge verseift und die
Verseifungsprodukte 20 Minuten mit Pyridin und m-Dinitro-
benzoylchlorid auf dem Wasserbad erwirmt. Auf Zusatz von
Methylalkohol zu dem Reaktionsgemisch fillt das gebildete
Dinitrobenzoat krystallisiert aus und wird aus Aceton um-
krystallisiert. Hierbei kommt zunichst ein Dinitro-benzoat
von orangeroter Farbe heraus; es besitzt einen Schmelzpunkt
von 184—190° und fiir [«]p eine Drehung von + 46,2°. Aus
den Mutterlaugen kommt langsam ein gelbes Dinitro-benzoat,
das unscharf zwischen 184—196° schmilzt und fir [«]o die
Drehung — 48° zeigt.

Das positiv drehende Dinitro-benzoat wird mehrmals mit
Ather ausgekocht und aus Chloroform-Alkohol unkrystallisiert ;
es schmilzt dann bei 195—199° und dreht fiir [«] o bei + 128°.
Das Absorptionsspektrum des entsprechenden Alkohols zeigt
ein Maximum bei 315 myg. Zum Vergleich geben wir die Daten
fir das Dinitrobenzoat des Trienols IT: Schmelzp. 205°,
[«]op =+ 161°, Absorptionsmaximum 315 mu. Wir bezweifeln
nicht, daB unser Dinitro-benzoat zur Hauptsache aus dem
Dinitrobenzoat des Cholestatrienols II besteht.

Die negativ drehenden Dinitro-benzoate dieses Versuchs
haben wir in Benzol-Benzin 1 :4 gelost und durch eine Alu-
miniumoxydsédule geschickt; eluiert wird mit einem Gemisch
von Benzol-Methylalkohol 1:1. Es scheint, daB das rote
Dinitro-benzoat an dem Aluminiumoxyd sehr festgehalten oder
zerstort wird. Das aus der gelben Zone eluierte Dinitro-
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benzoat zeigt fiir [«]p =— 66°; es wird in das Acetyl-derivat
verwandelt, das fiir [«] o = — 62,7° ergibt und bei 103° schmilzt.
Es gibt mit dem Acetat des reinen Cholestatrienols VI keine
Schmelzpunktserniedrigung.

Uber die Einwirkung von Benzopersiure
auf Iso-dehydro-cholesterin.

Hieriiber schreiben Windaus, Linsert und Eckhardt?), daB l.>ei
der Wasserabspaltung aus dem Cholestadien-diol (VEI) mittels Essig-
saureanhydrid ein Acetat eines Trien-ols entstebe, das unscharf bei 110
bis 118° schmelze; der daraus gewonnene Alkohol zeige zunichst den
Schmelzp. 106—110°; durch weiteres Umkrystallisieren gelange man zu
einem scharf und konstant bei 159° schmelzenden Cholestatrienol; das
diesem Alkohol entsprechende Acetat schmelze bei 148°.

Schon aus diesen Angaben geht hervor, daf bei der
Wasserabspaltung aus dem Cholestadien-diol (VII) zunachst
ein Gemisch erhalten wird.

Bei Wiederholung dieser Versuche haben wir durch Um-
krystallisieren des urspriinglichen Acetatgemisches aus Aceton-
Methylalkohol direkt das Acetyl-derivat vom Schmelzp. 148°
gewinnen konnen. Aus den Mutterlaugen kann man durch
fraktionierte Krystallisation neben unscharf schmelzenden Ge-
mischen auch einen Anteil erhalten, der bei 103° schmilzt, fiir
[¢]p die Drehung — 85° ergibt und keine Schmelzpunkts-
erniedrigung mit dem reinen Acetat des Cholestatrienols
(VI) gibt.

Der deutschen Forschungsgemeinschaft, der I. G. Farbenindustrie
A.-G., Werk Elberfeld, und der chemischen Fabrik E. Merck-Darmstadt,
sprechen wir fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten unseren Dank aus.

1) a.a. 0.
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Ubergang von der Chlorophyll b- in die a-Reihe®)";
von Hans Fischer und Heinz Gibian.

[Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule
Miinchen.]

(Eingelaufen am 15. Juli 1942.)

Chlorophyll a und b, die beiden in ziemlich konstantem
Mengenverhéltnis zueinander stehenden Komponenten des
Blattfarbstoffs, unterscheiden sich, wie eingehende Unter-
suchungen?) gezeigt haben, lediglich in einem Substituenten:
Die 3-Methylgruppe der a-Reihe ist bei den b-Korpern durch
eine Formylgruppe ersetzt, deren Vorhandensein einen be-
trachtlichen spektralen Unterschied bewirkt.

H,Ci—=CH=CH, = X[,—‘ngHs
i C L |
J N o N
HCs H T H gCcH
N y N
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é 0
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Nachdem kiirzlich®) mittels Hydrazinhydrat/Natrium-
methylat nach Wolff-Kishner (WK.) bei Arbeiten unter
milden Bedingungen (115°) eine Reduktion der 9-Ketogruppe
von Pyrophidophorbid a (I, X = CH,) unter Erhaltung der
,»uberzihligen Wasserstoffatome 7 und 8 des Chlorinsystems
gelungen war, lag es nahe, die gleiche Reaktion auf das Pyro-

*) Heinrich Wieland zum 65. Geburtstag.

') 114. Mitteilung zur Kenntnis der Chlorophylle; 113. Mitteilung
A. 550, 252 (1942).

?) Vgl. Fischer u. Orth, Die Chemie des Pyrrols, 11/2, S. 27ff.

°) H. Fischer u. H. Gibian, A. 550, 208 (1942).
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phiophorbid b (I, X = CHO) zu iibertragen, in der Hoffnung,
daB hier unter gleichzeitiger Reduktion der 3-Formylgruppé
derselbe Mesodesoxopyrophiophorbid a-methylester (II) wie
oben zu erhalten sein wiirde.

H, S Hy CyH;
H
C/ ; : N: \
H

2

H I H CH
X/
Ha(Jl_\CH, é\c/—CH’
H H H,
i,
H,CO,('J

In der Tat konnte so ein nach Spektrum, Schmelz-
und Mischschmelzpunkt, Extraktionszahl, Krystallaussehen,
Debye-Scherrer-Diagramm und Analysendaten mit friither
hergestelltem Material identischer Korper gewonnen werden,
der sich wie dieses als optisch-inaktiv erwies.

Friiher schon hatten H. Fischer und Mitarbeiter!) aus
Pyrophdophorbid b mittels der WK.-Reaktion unter ener-
gischeren Arbeitshedingungen (180°) Desoxophyllerythrin —
die Muttersubstanz des Chlorophyll a — erhalten und damit
die Ableitung unter anderem auch des Chlorophyll b von Atio-
porphyrin IIT sichergestellt.

Nachdem nunmehr Pyrophidophorbid b in Meso-desoxo-
pyrophdophorbid a tberfiilhrt werden konnte, ist somit zum
erstenmal auch auf direktem Wege die allernichste Verwandt-
schaft der Chlorophyll a- und der b-Rethe erwiesen.

Es stand noch der Beweis der sterischen Identitit der
beiden Reihen beziiglich der Kohlenstoffatome 7 und 8 des
Ringes IV aus?®). Auch dieser konnte jetzt gefiihrt werden.

Mit 100-proc. Ameisensdure und Palladium als Kata-
lysator konnte aus Pyrophdophorbid b ein Chlorin erhalten
werden, das sich nach Spektrum, Schmelz- und Mischschmelz-

!) H. Fischer, E. Lakatos u. J. Schnell, A. 509, 212 (1934).
%) Vgl. H. Fischer u. H. Gibian, a.a. 0. S. 214.
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punkt, Krystallisationseigenschaften, Extraktionszahl, Debye-
Scherrer-Diagramm und Analysendaten mit aus Pyrophio-
phorbid a erhaltenem aktiven Mesodesoxopyrophidophorbid a-
methylester auch beziiglich des optischen Drehungsvermogens
als identisch erwies.

Damat st jetzt auch die gleiche raumliche Substituenten-
anordnung in beiden Chlorophyllrethen bewiesen.

o N . N
N N
& WA 1oy
CHO CH,
H, % CH; Hj | ——CH,
C
H H |H’ H - =H éH’
CH, H,
H,CO,E} H,CO,

Weiterhin wurde die Einwirkung der WK.-Reaktion auf
Mesopurpurin 3-methylester (IIT) versucht. Die hier meso-
standige Formylgruppe wurde glatt reduziert: Neben etwas
Phylloporphyrin war inaktives Mesophyllochlorin (IV) ent-
standen, das als Ester sich in allen seinen Eigenschaften,
besonders auch dem Rontgendiagramm, mit auf anderem
Wege gewonnenem natiirlichen!) wie besonders auch mit
synthetischem Material als identisch erwies. Damit ist neuerlich
die Realitdt der erfolgten Inaktivierung erwiesen, ferner die
mehrfache Anwendbarkeit der WK.-Reaktion zur Reduktion
von Carbonylgruppen bei Chlorophyllderivaten gezeigt: Wie
die isocyclische Ketogruppe ist auch die seiten-(3-)stindige
und die Meso-(y)-formylgruppe hier glatt reduzierbar. Ob dies
ganz allgemein moglich ist, soll noch gepriift werden.

Von Interesse war nun noch, ob mittels der WK.-Reaktion
Inaktivierung eines Chlorins ohne gleichzeitige Reduktion einer
etwa vorhandenen Carbonylgruppe gelinge.

Wihrend bei 115° aus Pyrophiophorbid a (I, X = CH,)
neben Desoxophyllerythrin ausschlieBlich inaktives Meso-
desoxopyrophdophorbid a entsteht, erhiilt man beim Arbeiten
bei 100°, und zwar sowohl im offenen GefiB2) wie im Bomben-

1) H. Fischer u. H. Gibian, a.a. 0, S. 217.
%) Vgl. dagegen H. Fischer u. H. Gibian, a.a. 0. S, 222—293.
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rohr, in sehr guter Ausbeute einen Korper, der sich nach
Extraktionszahl, Spektrum und Eigenschaften (Oximbildung)
als ein Mesopyrophidophorbid a (I, X = CHj, statt de1:
2-Vinyl- eine Athyl-gruppe) erweist, das als Ester jedoch bei
206° schmilzt, im Gegensatz zu anderem durch katalytische
Hydrierung mit Palladium/Wasserstoff erhiltlichen Material
vom Schmelzp. 232°.

Die optische Untersuchung in Aceton als Losungsmittel
ergab zunichst nicht ganz eindeutige Befunde, so daB mit der
Moglichkeit des Vorliegens eines Diastereomeren?) gerechnet
werden muBte. Die Anwendung der WK.-Methode bei 115°
ergab den normalen inaktiven Meso-desoxopyrophédophorbid a-
methylester vom Schmelzp. 212°, der stets auch als Neben-
produkt der Darstellung obigen ,,isomeren‘ Mesopyrophio-
phorbids auftrat (identifiziert unter anderem auch mittels
Debye-Scherrer-Diagramm).

Der gleiche inaktive Ester entstand nun aber vor allem
auch direkt durch Reduktion mit Ameisensiure/Palladium.
Nachdem eine Inaktivierung durch dieses Reagens bisher
nicht beobachtet worden war, konnte es sich nur noch bei dem
Ausgangskorper um bereits inaktives Material handeln. Diese
Annahme wurde bestitigt durch Drehungsmessungen in
30-proc. Salzsdure als Losungsmittel. Wihrend gewohnlicher
Mesopyrophdophorbid a-methylester (Schmelzp. 232°) dabei
Ablesungen bis zu 0,81° ergab, konnten bei gleicher Konzen-
tration bei dem isomeren Korper (Schmelzp. 206°) keine
Werte iber 0,02° also auBerhalb des MeBfehlerbereiches, er-
halten werden. Es diirfte sich somit bei diesem Korper um den
racemischen Mesopyrphédophorbid a-methylester handeln, der
damit das derzeit leichtest zugingliche inaktive Chlorin darstellt.

Das auf tibliche Weise hiervon bereitete Zinkkomplexsalz
mit dem bemerkenswert niederen Schmelzp. 158° zeigte eben-
falls keine meBbare optische Aktivitit.

Nun wurde die WK.-Reaktion bei 100° noch bei Pyro-
phéophorbid b untersucht in der Hoffnung, vielleicht einen
inaktiven Korper der b-Reihe, unter Erhalt also auch der

1) a. a. 0, 8. 214.
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3-Formylgruppe, zu gewinnen. Es zeigte sich jedoch, daB
unter diesen Bedingungen, im Gegensatz zur 9-Ketogruppe,
die 3-Formylgruppe bereits vollig reduziert wird: Es war
nach dem Spektrum Mesopyrophéophorbid & entstanden, das
sich als Ester nach Schmelz- und Mischschmelzp. (206°) als
identisch mit obigem, aus Pyrophdophorbid a erhaltenen,
erwies und wie dieser optisch-inaktiv war. Es ist dies somit
das zweite von der b-Reihe aus gewonnene a-Chlorin.

Ob unter noch milderen Bedingungen unter Vermeidung eines
Angriffs auf die 3-Formylgruppe durch die WK. trotzdem Inaktivierung
erreicht, also so auch inaktive Kérper der b-Reihe gewonnen werden
konnen, muB noch untersucht werden.

Die bisher berichteten Versuchsergebnisse seien in fol-
gendem Schema zusammengestellt:

Pyrophiiophorbid a-methylester Pyrophiophorbid b-methylester
WEK. WEK. (120° I
E.ll’d (mo')l \\f s / /

Meso-pyropbtiophorbid s-methylester o s

HCOOH
aktiv Smp.232° Gr> inaktiv Smp. 206° =

WEK.
(120°)
Bt
HCg?E HCI(.);)BI
WX %3
Meso-desoxopyrophiiophorbid a-methylester

aktiv Smp. 178°9) inaktiv Smp. 212°
A
L

SchlieBlich wurde noch die Einwirkung von 100-proc. Ameisensiure
und Palladium auf Phéophorbid (V) untersucht.

H, CH=CH, 3 xljc,m
N
H

v

HO,
1) Vgl. Versuchsteil, S. 160.
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H,C——C,H, H,C——C:H,
(Gt 1
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3 CO,CH,
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ErwartungsgemaB entstand aus Phaophorbida (V, X = CHy),
allerdings in geringer Ausbeute, unter Decarboxylierung am Kohlenstoff-
atom 10 Mesodesoxopyrophaophorbid a (vgl. II), das sich als Ester in
seinen Eigenschaften und dem Debye-Scherrer-Diagramm mit aus
Pyrophaophorbid erhaltenem aktiven Material als identisch erwies.

Neben sehr viel zerstortem Material konnte dann noch ein neuer
Korper isoliert werden, bei dem es sich um nicht decarboxyliertes Meso-
desoxophéaophorbid a (VI) handeln diirfte!): KEs reagiert wie der analoge
Pyrokérper nicht mit Jodwasserstoff-Eisessig in der Siedehitze wegen des
Fehlens eines negativen Substituenten in 6-Stellung, zeigt deshalb auch
ein Chlorin- (und kein Ring-) spektrum?); dieses ist gegeniiber dem des
Pyrokérpers etwas auseinander gezogen, ahnlich wie beim Phaophorbid a
im Vergleich zum Pyrophiaophorbida. Der Korper zeigt in Ldsung
bedeutend geringere Fluorescenz als das Meso-desoxopyrophaophorbid a.
Er reagiert nicht mit Hydroxylamin noch mit n-propanolischem Kali,
nicht mit Benzoylchlorid, noch mit Pyridin-Soda. Mit konz. Salzsiure
im zugeschmolzenen Reagenzglas ergab sich nach 10—20-stiindigem
Erhitzen auf 100° das Spektrum des Desoxophyllerythrins, ebenso nach
1—2-stiindigem Erwirmen in konz. Schwefelsiure auf 90°.

Das durch heiBe konz. Schwefelsiure entstehende Porphyrin wurde
in geringer Menge isoliert. Es besaB einen Schmelzpunkt von 287°,
schmolz also um iiber 20° héher als Desoxophyllerythrin-methylester
(Schmelzp. 264°) und ergab mit diesem gemischt eine Depression auf 250°;
es diirfte Desoxophaoporphyrin-a;-dimethylester®) (VI, ohne die H-
Atome 7 und 8) vorliegen, dessen Bildung ohne weiteres verstandlich
erschiene. (Es zeigt sich hier wieder, wie vorsichtig man mit der Aus-
wertung spektraler Befunde allein sein muB!) Die Versuche, die
interessante Muttersubstanz, das Mesodesoxophdophorbid a, zu isolieren,
werden fortgesetzt.

1) Vgl. dazu H. Fischer u. S. Goebel, A. 524, 273 (1936).
2) Vgl. H. Fischer u. H. Gibian, a.a. 0. S. 211.
3) H. Fischer u. E. Stier, A. 542, 230 (1939).



Ubergang von der Chlorophyll b- in die a-Rethe. 159

Entsprechende Versuchsansitze mit Phaophorbid b (das allerdings
roh, also noch mit geringer Beimischung der a-Komponente verwandt
wurde) ergaben das véllig gleiche Bild wie oben. Es konnte wiederum der
aktive Meso-desoxopyrophaophorbid a-methylester erhalten werden, wie
auch der nach Spektrum und Schmelzpunkt (jeweils 185°, allerdings
unscharf) mit obigem gleiche, vermutliche Meso-desoxo-phaophorbid a-
dimethylester.

Reduktionsversuche von Purpurin 7-trimethylester, Purpurin 18-
methylester und Purpurin 18-methylesterimid ergaben neben viel zer-
stortem Material stets nur das Spektrum des jeweiligen Mesokorpers.

Fiir biologische Versuche waren inaktive Zucker, ebenso inaktive
Sterine von groBem Interesse. Deshalb wurden Rohrzucker und Chole-
sterin der WK.-Reaktion bei 100° unterworfen. Die Drehwerte blieben
jedoch unvermindert, das Cholesterin wurde in allen Eigenschaften un-
verandert wieder gewonnen. Unter Anwendung von energischeren Be-
dingungen sollen die Versuche fortgesetzt werden.

Versuche.

Inaktiver Mesodesoxopyrophdiophorbid a-methylester
aus Pyrophéiophorbid b.

Zur Gewinnung von reinem Ausgangsmaterial wurde Roh-phao-
phorbid b durch Extraktion aus der Hiilse in Aceton gelést, in Ather
gebracht, mit 12—16-proc. HCl die noch beigemengte a-Komponente
vollig entfernt (spektroskopische Priifung der Ausziige!) und mit 25-proc.
HCI das Phaophorbid b umfraktioniert. Das so gereinigte Produkt wurde
dann wie iiblich durch Kochen in Pyridin decarboxyliert.

150 mg Pyrophdophorbid b-methylester wurden in 1 ccm
Pyridin mit je 4 ccm Hydrazinhydrat und gesattigter (etwa
10-proc.) Natriummethylatlosung im Bombenrohr 8 Stunden
auf 115—120° erhitzt. Die Aufarbeitung erfolgte wie friiher
beschrieben?). Als Nebenprodukt wurde auch hier Desoxo-
phyllerythrin-methylester vom Schmelzp. 264° isoliert, der
mit anderem Material keine Schmelzpunktsdepression ergab,
und gleiches Spektrum wie dieses besa8. Umkrystallisiert wurde
aus Chloroform-Ather nach Chromatographieren an Aluminium-
oxyd aus den gleichen Lisungsmitteln.

3,669 mg Subst. (bei 150° i. Hochv. getr.): 10,234 mg CO,, 2,357 mg
H,0. — 4,133 mg Subst.: 0,392 ccm N, (20°, 719 mm).

C3H;,0,N, (534,3) Ber. C 76,36 H 7,17 N 10,49
Cef. W5018,07: 050 10N 10,29,

1) H. Fischer u. H. Gibian, a.a. 0. S. 232.
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Das Hauptprodukt besaB nach Chromatographieren an
Aluminiumoxyd aus Ather und Umkrystallisieren aus Chloro-
form-Ather-Ligroin einen Schmelzpunkt von 209—210°, ergab
keine Depression gemischt mit anderem inaktiven Mesq-
desoxopyrophiophorbid a-methylester vom Schmelzp. 211° bis
212° und besaB gleiches Spektrum und gleiches Rontgendia-
gramm wie dieses.

4,671 mg Subst. (bei 100° i. Hochv. getr.): 0,449 cem N, (22°,
719 mm). — 3,230 mg Subst.: 0,366 ccm 2/5,-KSCN.

CyH,O,N, (536,3) Ber. N 10,44 OCH, 5,78
Gef. ,, 10,62 , T1,03.

Drehung des polarisierten Lichtes: in Aceton und in 30-proc. Salz.
saure keine meBbaren Werte.

Zum Vergleich aktives Material: bei einer Einwaage von 113,5 mg
in 100 cem 30-proc. Salzsaure:

('} dm-Rohr), dayy, = — 0,64°% [oJrot = — 1130°.

Aktwer Mesodesoxopyrophiophorbid a-methylester
aus Pyrophdophorbid b.

In mehreren Ansdtzen wurden je 100 mg Pyrophaophor-
bid b-methylester mit 100 mg methanolfeuchtem Palladium
in 4 ccm 100-proc. Ameisensdure 3/,-Stunden unter RiickfluB
zum gelinden Sieden erhitzt, notigenfalls (Spektrum!) zu
neuen 20 mg Palladium mit 1—2 ccm Ameisensdure gespiilt
und noch etwa !/, Stunde gekocht!). Dann wurde in 50 ccm
Methanol gegeben, dem etwas konz. Schwefelsdure zugesetzt
war, zwecks Veresterung einige Stunden stehen gelassen und
danach in Ather iberfiihrt. Mit 3-proc. HCl wurde viel zer-
stortes Material entzogen, mit 8—10-proc. HCl das Haupt-
produkt zusammen mit etwas Phylloerythrin und weiteren
Verunreinigungen umfraktioniert. Véllige Reinigung erfolgte
dann nach Nachveresterung mit Diazomethan durch Chromato-
graphieren aus Ather an Aluminiumoxyd und Umkrystalli-
sieren aus Chloroform-Ather-Ligroin.

Es treten zwei Krystallarten auf: Stibchen vom Schmelz-
punkt 178° und meist zu Rosetten verwachsene Nadeln vom

) Vgl. auch H. Fischer u. H. Gibian, a.a. 0. S. 230.
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Schmelzp. 196°. Die beiden Formen gehen wihrend des Um-
krystallisierens ineinander iiber und treten in wechselndem
Mengenverhéltnis auf. Die gleichen Erscheinungen werden an
aus Pyrophdophorbid a und aus Mesopyrophdophorbid a-
methylester hergestellten Produkten beobachtet. Beim
Schmelzen unter dem Mikroskop (Kofler) zeigte sich, daB
auch das alte Lautenschlagersche Priparat!) kurz iiber
dem Schmelzpunkt, eventuell nach geringem Abkiihlen, teils
wieder zu Nadeln rekrystallisierte, die erst etwa 18° h¢her
vollig schmolzen. Besonders bei schon anfinglicher Anwesen-
heit der hoher schmelzenden Form bei anderen Priparaten
liefert diese die Krystallisationskeime fiir die alsbald wieder
fast vollig erstarrende Schmelze der niedriger schmelzenden
Form. Die Schmelzpunkte der beiden also wohl dimorphen
Krystallarten liegen bei allen Préiparaten nahezu gleich bei
etwa 186° bzw. 204° (Kofler).

In den Rontgendiagrammen waren sidmtliche Préiparate
vollig identisch, ebenso im Spektrum. Im Mischschmelzpunkt
traten keine Depressionen ein.

4,623 mg Subst. (bei 100° i. Hochv. getr.): 0,410 ccm N, (22°,
720 mm). — 4,700 mg Subst.: 0,446 ccm /5,-KSCN.

CyH,,0,N, (536,3) Ber. N 10,44 OCH, 5,78
Gef. ,, 9,94 » b5,88.

Drehung des polarisierten Lichtes: 17,06 mg Subst. in 100 ccm

Aolon: . cougy w0119 4:0,02% [aJrot = — 645° + 115°.

Zum Vergleich: aus Pyrophaophorbid a hergestelltes Material:
20,0 mg Subst. in 100 com Aceton.
dog, =—0,11° + 0,02% [aJrot = — 550° + 100°.

Inaktiver Mesophyllochlorinmethylester
aus Mesopurpurin 3-methylester.

Etwa 20 mg Mesopurpurin 3-methylester wurden in /,ccm
Pyridin und je 2 ccm Hydrazinhydrat und geséttigter Natrigm-
methylatlosung 8 Stunden im Bombenrohr auf 115—120°
erhitzt. Es wurde in Ather getrieben und mit 2-proc. HCI
etwas Phylloporphyrin (Spektrum!) entzogen, das nach Ver-

1) Vgl. auch H. Fischer u. H. Gibian. a.a. 0, S. 230,
Annalen der Chemie. 552. Band. i
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esterung und chromatographischer Reinigung einen Schmelz-
punkt 234° (korr.) besaB [Literaturangabe?): 235° korr.].

Mit 10-proc. HCl wurde das Mesophyllochlorin umfrak-
tioniert, das nach Veresterung mit Diazomethan, Chromato-
graphie an Aluminiumoxyd aus Ather und Umkrystallisieren
aus Ather-Ligroin nach Schmelz- und Mischschmelzp. (166°
bis 167°), Rontgendiagramm und Spektrum mit anderem
Material identisch war.

1,740 mg Subst. (bei 100° i. Hochv. getr.): 4,849 mg CO,, 1,243 mg
H,0.
CysHyO,N, (524,3) Ber. C 765,53 H 7,69 Gef. C 76,00 H7,99.

Drehung des polarisierten Lichtes: keine auBerhalb des MeBfehler-
bereiches.

Inaktiver Mesopyrophdophorbid a-methylester
(aus Pyrophiophorbid a).

1. 200 mg Pyrophdophorbid a wurden in 1 ccm Pyridin
mit je 4 ccm Hydrazinhydrat und konz. Natriummethylat-
losung 8 Stunden im Bombenrohr auf 100° erhitzt. Die
Reaktionslosung wurde in etwa 100 ccm 25-proc. Salzsédure
gespilt und zur Verseifung des gebildeten Hydrazons eine
halbe Stunde auf dem kochenden Wasserbad stehen gelassen.
Aufgearbeitet wurde wie iblich iiber Ather: mit 8-proc. HCI
wurde eine Vorfraktion von Nebenprodukten (wenig Meso-
desoxopyrophédophorbid a), mit 15-proc. HCl die Hauptfraktion
genommen. Gelegentlich ist etwas Nachhydrieren mit Wasser-
stoff-Palladium in Aceton notig. Nach Verestern wurde aus
Ather an Aluminiumoxyd chromatographiert, umkrystallisiert
aus Chloroform-Ligroin: Nadeln vom Schmelzp. 205—206°.

2. Ein entsprechender Ansatz wurde am Steigrohr 7 Stunden im
kochenden Wasserbad erhitzt. Nach Aufarbeiten und Reinigung wie oben
Schmelzp. 206—206°. Gemischt mit aktivem Material vom Schmelzp. 232°
ergibt sich ein unscharfer Mischschmelzpunkt von etwa 2156—220°.

4,577 mg Subst. (bei 100° i. Hochv. getr.): 12,427 mg CO,, 2,932 mg
H,0.— 3,201 mg Subst. : 0,307 com N, (23%, 715 mm). — 4,843 mg Subst. :
0,456 com 2/;,-KSCN.

CygHy40;N, (550,3) Ber. C 74,14 H 6,96 N 10,18 OCH, 5,64
Gef. ,, 74,06 ,, 7,17 ,, 10,41 » 0,84,
Oplische Drehung (Messung stets im 1/, dm-Rohr).

') H. Fischer u. H. Orth, Die Chemie des Pyrrols, II/1, S. 359.



Ubergang von der Chlorophyll b- in die a-Rethe. 163

88,7 mg Subst. in 100 com Aceton: keine meBbare Drehung, auch
nicht sach Verdiinnung im Verhaltnis 1:2. 175,9 mg Subst. in 100 ccm
30-proc. Salzsiure: ebenfalls keine meBbare Drehung, auch nicht nach
Verdiinnung im Verhaltnis 1:2 und 1:3. — Zum Vergleich aktiver
Mesopyrophaophorbid a-methylester vom Schmelzp. 232°.

86,7 mg Subst. in 100 com Aceton:

dayy = —0,17% [aJrot = — 390°.

172,6 mg Subst. in 100 com 30-proc. Salzséure:

day =— 0,81°% [a]rot =— 940°.

Verdiinnt im Verhéltnis 1:2:

da = — 0,41°; [a];:" = — 950°,
Verdiinnt im Verhéltnis 1: 3:
oy =— 0,28% [aJrot = — 970°.

Beim Chromatographieren fiel sowohl bei 1. wie bei 2. etwas Meso-
desoxopyrophéophorbid a-methylester (Spektrum!) an, der keine meB-
bare optische Aktivitat zeigte, wie anderes inaktives Material bei 210° bis
212° schmolz, und mit diesem gemischt keine Schmelzpunktsdepression
ergab.

Bei kurzdauernder Einwirkung von HJ-Eisessig bei 50° auf den
inaktiven Mesopyrophaophorbid a-methylester wurde das Spektrum des
Phylloerythrins erhalten, mit Hydroxylaminhydrochlorid und Soda in
Pyridin das normale Oximspektrum.

Zinkkomplexzsalz: Darstellung wie iiblich in Chloroform mit
methanolischer Zinkacetatlésung. Umkrystallisiert aus Ather, schwer
18slich in diesem und in Methanol. Nadeln vom Schmelzp. 158°.

3,291 mg Subst. (bei 120° i. Hochv. getr.): 0,271 ccm N, (22°,
715 mm).

CyH3g0,N,Zn (613,7) Ber. N 9,13  Gef. N 9,00.

Spektrum in Dioxan-Ather: I. 6566—633; II. 605—585;

e

C— ———

644 595
III. ....558...; IV. ...517...; [End.-Abs. ~430.
Reihenfolge der Intensitaten: I, II, III, IV.

Drehung des polarisierten Lichtes: in Aceton bei verschiedenen
Konzentrationen keine auBerhalb des MeBfehlerbereiches liegenden Werte.

Inaktiver Mesopyrophiophorbid a-methylester
(aus Pyrophéophorbid b).

100 mg Pyrophdophorbid b-methylester (frei von der
a-Komponente) wurden in 1 cem Pyridin mit je 4 ccm Hydr-
azinhydrat und konz. Natriummethylatlosung 7 Stunden im
Bombenrohr auf 100° erhitzt. Aufgearbeitet wurde wie oben

11*
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bei Pyrophiophorbid a beschrieben. Nachhydrieren war nicht
notig. Im Restdther war auch nicht spurenweise das Spektrum
eines b-Korpers zu erkennen. (Bei einem kleinen Ansatz, der
nur 3 Stunden erhitzt worden war, war nach dem Spektrum
die 3-Formylgruppe ebenfalls bereits vollig reduziert worden.)
Nach Chromatographie und Umkrystallisieren ergab sich ein
Schmelzpunkt von 205—206°. Im Mischschmelzpunkt keine
Depression mit obigem Material, Spektrum wie bei diesem.
4,209 mg Subst. (bei 130° i, Hoochv. getr.): 11,460 mg CO,,
2,831 mg H,0.
C,H;30,N, (550,3) Ber. C 74,14 H 6,96 Gef. C 74,26 H 7,52.

Optische Drehung: in Aceton und in 30-proc. Salzsaure keine meB-
bare optische Aktivitat.

Inaktiver Mesodesoxopyrophiophorbid a-methylester
aus wnaktivem Mesopyrophdophorbid a-methylester.

1. Etwa 30 mg Subst. wurden in 1 cem Pyridin mit je 1,6 cem
Hydrazinhydrat und konz. Natriummethylatlésung 6 Stunden im Bomben-
rohr auf 1129 erhitzt und wie iiblich (vgl. S. 160) aufgearbeitet. Aus Ather-
Ligroin feine biegsame Nadeln vom Schmelzp. 211—212°, im Misch-
schmelzpunkt mit anderem Material keine Depression. Spektrum und
Rontgendiagramm wie dieses. Keine meBbare optische Aktivitat.

2. Etwa 30 mg Subst. wurden, wie oben (vgl. S. 161) beschrieben,
mit 100-proc. Ameisensiure und Palladium reduziert und aufgearbeitet.
Nach iiblicher Reinigung ergab sich ein Schmelzpunkt von 2129 auch
nach allen sonstigen Eigenschaften, z. B. Réntgendiagramm, Identitat
mit anderem inaktivem Material.

3,703 mg Subst. (bei 100° i. Hochv. getr.): 0,341 cem N, (21°,
720 mm). — 4,008 mg Subst.: 0,416 ccm 2/;,-KSCN.

CyeH,oO,N, (536,3) Ber. N 10,44 OCH, 5,78 Gef.: N 10,13 OCH, 6,44.

Drehung des polarisierten Lichtes: in Aceton und in 30-proc. Salz-
siure keine auBerhalb der MeBfehlergrenze liegenden Werte.

Zum Vergleich aktives Material: 90,8 mg Subst. in 100 ccm

30-proc. HCI; Ao,y =— 0,51°; [a]:gt, =— 11200,
22,7 mg Subst. in 100 ccm 30-proc. HCI (gemessen im 1/, dm-Rohr):
daya, =+ 0,26 [a];rgau = 4+ 2300°.

Einwirkvng von. Ameisensaure-Palladium auf Phaophorbid?).

1. Mehrere Ansatze von je 100 mg Phiaophorbid a wurden wie oben
(igl. S.161) mit 100-proc. Ameisensaure und Palladium reduziert und

!) Vgl. auch H. Fischer u. S. Goebel, A. 524, 277 (1936).
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zusammen aufgearbeitet. Die Hauptfraktion mit 10-proc. HCl wurde in
frischen Ather iiberfiihrt und mit Diazomethan verestert. Beim Einengen
krystallisierte etwas Substanz mit Phylloerythrinspektrum aus. Die
dekantierte Atherlésung wurde mehrmals an Aluminiumoxyd chromato-
graphiert. Der Vorlauf (erst bei fortgesohrittener Reinigung treten Zonen
auf, daher spektroskopische Kontrolle n&tig!) enthielt Meso-desoxo-
pyrophaophorbid a-methylester, der grdBtenteils in Stabchen vom
Schmelzp. 178° (vgl. S. 161) krystallisierte, gleiches Spektrum und gleiches
Réntgendiagramm wie Material anderer Darstellung besaB und mit
diesem keine Depression im Mischschmelzpunkt ergab.

Aus der chromatographischen Hauptfraktion wurde ein in Drusen
krystallisierender Korper erhalten, der auch nach mehrmaligem Um-
krystallisieren aus Ather-Ligroin nur unscharf bei 185° schmolz (Spektrum
danach unverandert).

Spektrum in Ather:
I. 652—628; IL 612; III. ...585 (mex.)...; IV. 541; V. 522;

———

640
VI. 504—478; End.-Abs. ~ 430.
e

491
Reihenfolge der Intensitaten: I, VI, III bzw. V, II, 1IV.

Folgende Versuche mit diesem Korper verliefen nach dem spektro-
skopischen Befund negativ: 1-stiindige Einwirkung von Hydroxylamin-
hydrochlorid-Soda in Pyridin bei 100°; 2-tagiges Stehen in 20-proc. HCl
bei Zimmertemperatur; 3-miniitiges Kochen in n-propanolischem Kali;
2-stiindiges Erhitzen in Jodwasserstoffsaure-Eisessig bei 100°; 2-tigiges
Stehen in Pyridin mit Benzoylchlorid; 10-stiindiges Kochen in Pyridin;
1-tégiges Kochen in Pyridin mit Soda. — Das Spektrum des Desoxo-
phyllerythrins trat auf in geringem MaBe bei 2-tigigem Stehen in konz.
Schwefelsaure bei Zimmertemperatur, ausschlieBlich bei 1—2-stiindigem
Erwarmen in konz. Schwefelsiure auf 90° und bei 10—20-stiindigem
Erhitzen in konz. Salzsiure im zugeschmolzenen Reagenzglas auf 100°.

Dehydrierung in komz. Schwefelsiure: Etwa 10 mg Meso-desoxo-
phaophorbid a-methylester wurden in 5 com konz. Schwefelsiure geldst
und etwa 1'/, Stunden auf 90° erwirmt, bis reines Porphyrinspektrum
zu beobachten war. Nach Abkiihlen wurde in 100 ccm Methanol gegossen
und zur Veresterung einige Stunden stehen gelassen. Es wurde in Ather
gebracht, mit destilliertem Wasser dieser griindlich gewaschen, eingeengt
und nach Zusatz von Chloroform an Aluminiumoxyd chromatographiert.
Umbkrystallisiert wurde aus Chloroform-Ather. Schmelzp. 287°, gemischt
mit Desoxophyllerythrinmethylester (Schmelzp. 264°) tritt Schmelzen
unscharf ab etwa 250° ein, Spektrum wie bei Desoxophaoporphyrin a-
dimethylester?), praktisch identisch mit dem von Desoxophyllerythrin,

!) H. Fischer u. E. Stier, A, 542, 239 (1939).
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2. Mehrere Ansitze mit je 100 mg Phaophorbid b (roh. einmal aus
Aceton umkrystallisiert, also noch etwas a-Komponente enthnlte!}d)
wurden genau wie unter 1. beschrieben aufgearbeitet. Es ergab sich
hierbei das véllig gleiche Bild wie dort.

Einwirkung von 100-proc. Ameisensiure-Palladium auf Pur-
purin 7-trimethylester, Purpurin 18-methylester
und Purpurin 18-methylester-imid.

Es wurden jeweils etwa 10 mg Substanz behandelt, wie S. 161 be-
schrieben. Nach Uberfiihren in Ather war neben viel zerstortem Material
nur das Spektrum des betreffenden Mesokorpers zu beobachten. Bei
Purpurin 7 muBte mit methanolischer Ferrichloridlésung reoxydiert
werden.

Anwendung der WK.-Reaktion auf Rohrzucker
und Cholesterin.

1. 500 mg Rohrzucker wurden mit 1 ccm Pyridin und je 4 ccm
.Hydrazinhydrat und konz. Natriummethylatlésung im Bombenrohr
8—9 Stunden auf 100° erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde in ein
Becherglas gespiilt, mit etwa 15 ccem 20-proc. HCl nahezu neutralisiert
(Lackmus noch schwach blau) und mit destilliertem Wasser auf 50 ccm
gebracht.

Drehung (1 dm-Rohr):  de . =+ 0,43° + 0,03°.

Zum Vergleich wurde ein entsprechender Ansatz wie oben bereitet,
jedoch micht erhitzt.

Drehung: dey =+ 0,46° £ 0,03°.

2. 100 mg Cholesterin wurden in 1 cem Pyridin mit je 4 cem Hydr-
azinhydrat und konz. Natriummethylatlosung im Bombenrohr 8 bis
9 Stunden auf 100° erhitzt. Die Reaktionslésung wurde nach Ansiauern
mit Salzsdure mit Ather mehrmals ausgeschiittelt, dieser mit 2-proc. HCI
und Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und eingeengt.
Nach Zusatz von Methanol erfolgte Krystallisation. Umkrystallisiert
wurde aus Ather-Methanol: Nadeln vom Schmelzp. 147°, keine Depression
mit dem Ausgangsmaterial vom Schmelzp. 148°. Farbreaktionen mit
konz. Sohwefelsaure und Essigsiaureanhydrid + konz. Schwefelsidure wie
beim Ausgangskérper.

Drehung des polarisierten Lichtes: 172 mg Subst. in 100 ccm Aceton:

doyy =—0,05° + 0,01° (1 dm-Rohr); [a]rot = — 29° 4 6°.

Zum Vergleich Ausgangsmaterial: 220 mg Subst. in 100 ccm Aceton:

do,, =—007° £ 0,01°; [u]:OOG = — 32° & 59,
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Zur Kenntnis der baktericiden Wirkung. I.
Uber das Desinfektionsvermdgen der Alkohole
in nichtwiBrigen Losungsmitteln;
von Giinther Endres und Ellen Rohr*).
[Aus dem Chemischen Staatsinstitut der Universitit Hamburg.]
(Eingelaufen am 4. Juni 1942.)

Das wichtigste Ergebnis der Untersuchungen von
E. Overton?) iiber die Narkose ist die Feststellung, daB die
narkotische Kraft einer Verbindung in erster Linie durch die
GroBe ihres Teilungskoeffizienten zwischen Wasser und Plasma-
lipoiden bestimmt wird. Im Einklang hiermit konnte H. H.
Meyer?) zeigen, daB bei Temperaturdnderungen eine gleich-
sinnige Verschiebung der narkotischen Grenzkonzentration
mit dem Teilungskoeffizienten_erfolgt.

Da bekanntlich zwischen Narkotica und Antiseptica
manche Uberginge bestehen, oft die Einordnung einer Sub-
stanz in die eine oder andere Gruppe nur eine Konzentrations-
frage darstellt, zeigen hiufig auch Lipoidloslichkeit und Keim-
totungsvermogen einen parallelen Gang. Dieser 148t in homo-
logen Reihen, beispielsweise bei den ersten Gliedern der alipha-
tischen Alkohole, die Desinfektionskraft als eine Funktion des
Verteilungsquotienten zwischen Wasser und Lipoiden er-
scheinen.

Hailer?) hat als erster darauf hingewiesen, daB eine durch
die Anreicherung von desinfizierenden Substanzen in den Zell-
lipoiden eingetretene Gleichgewichtsstérung nur eine ent-
wicklungshemmende Wirkung verstdndlich erscheinen ld8t, da

*) Zum 4. Juni 1942, dem 65. Geburtstag von H. Wieland, sei es
dem einen von uns (G. Endres) auch an dieser Stelle gestattet, seine
herzlichen Gliickwiinsche und Gefiihle groBer Dankbarkeit aussprechen
zu diirfen.

1) Overton, Studien iiber Narkose. Jena 1901.

2) H. H. Meyer, Schm. A. 42, 109 (1899).

3) Weyls Handbuch der Hygiene. Bd. VIIL. S.891. 1922.
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nur dieser Effekt analog dem narkotischen reversibel ist. Fir
den irreversiblen ProzeB der Keimvernichtung jedoch kann dya
Aufnahme von Fremdkorpern in die lipoide Phase nicht die
unmittelbare Ursache, wohl aber eine der Vorbedingungen
darstellen.

In der Absicht, weitere Einblicke in den Mechanismus der
baktericidlen Wirkung, insbesondere iiber die Bedeutung der
Overtonschen Theorie fiir Desinfektionsmittel, zu gewinnen,
haben wir eine Untersuchung iiber das Keimtdtungsvermogen
von Alkoholen in nichtwiBrigen Losungsmitteln durchgefiihrt.
Angeregt wurde die Arbeit durch die Beobachtung, daB Ge-
mische von absolutem Athylalkohol und Benzin auf vegetative
Formen merkwiirdigerweise zellvernichtend wirken, wahrend
die einzelnen Komponenten, also die reinen Ldsungsmittel,
keine Wirkung zeigen.

I

Die bisherigen Arbeiten iiber die baktericide Kraft der
aliphatischen Alkohole — ein Thema, das von sehr vielen
Seiten im Hinblick auf seine praktische Bedeutung bearbeitet
worden ist — haben ausschlieBlich die Priifung des Des-
infektionsvermogens von Wasser-Alkoholgemischen zum In-
halt. In der Tab. 1 ist das Ergebnis derartiger Versuchsansitze
zusammengestellt, die wir, um einen Vergleich mit den Verhalt-
nissen in nichtwéBrigen Losungsmitteln zu haben, durchfiihrten.

Als Testbakterien dienten stets 24 Stunden alte, dicht bewachsene
Kulturen von Staphylococcus aureus und Bact. Coli. Als Keimtrager
wurden etwa 3/, qom groBe Batistlappchen benutzt. Diese wurden mit
einer konz. Suspension, die durch Abschwammen eines Schriagagar-
Rohrohens mit etwa 15 ccm destilliertem Wasser gewonnen war, 15 Mi-
nuten lang getrinkt und alsdann unter sterilen Kautelen wiahrend etwa
4 Stunden bei 37° getrocknet. Fiir die Versuchsansitze wurden die
trocknen Keimtrager auf Glasschalen verteilt, mit dem zu priifenden
Losungsmittelgemisch iibergossen, nach den gewahlten Zeiten entnommen,
auf sterilem FlieBpapier abgetupft und in 2 Proc. Traubenzucker-Bouillon
gegeben. Die Ablesung erfolgte nach 4 Tagen Bebriitung. Die Ergebnisse
stellen Mittelwerte von mindestens 4 Versuchsreihen dar. Fiir die Ein-
wirkungszeiten und die Alkoholkonzentrationen wurden absichtlich
relativ groBe Stufen gewiihlt, da es nur auf die Feststellungen des domi-
nierenden Ganges unter vergleichbaren Bedingungen ankam.



Zur Kenntnis der baktericiden Wirkung. 1.

169

Tabelle 1.
Baktericide Wirkung wasserhaltiger Alkohole auf Staph. aureus und
Bact. Coli.
— = Abtdtung + = Wachstum
Einwirkungszeit ‘ Staph. Coli
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Vol.-Proc. Alkohol

Die Ursache fiir die Keimvernichtung durch die Alkohole
beruht sicherlich auf einer irreversiblen, kaum auswihlenden
Koagulation des Plasma-EiweiBes in der Zelle. Hierfiir spricht
vor allem die Tatsache, daB die Bakterien nur durch einen
relativ sehr hohen Alkoholgehalt abgetitet werden, durch
einen Gehalt, der — verglichen mit den Grenzkonzentrationen
anderer desinfizierender Substanzen — um mehrere Zehner-
potenzen grofer ist. Weiterhin wird diese Vorstellung durch
den symbaten Verlauf von desinfizierender Wirkung und
Fillungsvermogen in vitro gegen Serumalbumine bzw. Nucleo-
proteide in der Reihe Methyl-Athyl-Propylalkohol gestiitzt?).

Aus der Tab. 1 geht hervor, daB die baktericide Kraft mit
steigendem Molekulargewicht des Alkohols zunimmt, d. h. der
wirksame Konzentrationsbereich sich vergroBert. Da in
Gegenwart von Wasser die jeweiligen Alkohol-Konzentrationen
in der duBeren umgebenden und in der Zell-Fliissigkeit sicher-
lich in erster Anndherung ibereinstimmen, 148t auch aus den
Ergebnissen schlieBen, daB ein Methylalkohol-Spiegel in der

1) Batelli u. Stern, Bio. Z. 52, 226 (1913).
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Zelle von etwa 50 Vol.-Proc. eine keimvernichtende Koagula-
tion der wiBrigen kolloidalen Zell-EiweiBlosung bewirkt. Die
entsprechenden Grenzzahlen bei Athyl- und Propylalkohol
liegen, um einen ungefihren zahlenmiBigen Anhaltspunkt zu
geben, bei etwa 40 und 30 Vol.-Proc. Alkohol. Fiir Bact. Coli,
das etwas weniger widerstandsfihig, d. h. empfindlicher gegen
die Fallungswirkung der Alkohole ist, werden &hnliche Ab-
stufungen erhalten.

Absoluter Methylalkohol wirkt bei einer Einwirkungszeit
von iiber 10 Minuten auf Staph. pyog. aureus, der am Batist-
lippchen angetrocknet ist, keimtotend. Ohne Wirkung bleibt
der Athyl- und Propylalkohol in wasserfreiem Zustande. Diese
Befunde stehen in Einklang mit den Ergebnissen einer jingst
erschienenen Arbeit von G. Lockemann, F. Bir und
W. Totzeck?).

10k

Ein ganz anderes bakteriologisches Bild ergibt sich, wenn
die Alkohole anstatt mit Wasser mit inerten Losungsmitteln —
beispielsweise Benzin oder Tetrachlorkohlenstoff — verdiinnt
werden. In diesem Falle nimmt die baktericide Wirkung mit
steigendem Mol.-Gew. der Alkohole ab. Die Verhéltnisse
liegen hier gerade umgekehrt wie bei den Wasser-Alkohol-
gemischen. Dieser Befund ist iiberraschend, da die spezifische
Giftwirkung, deren MaB durch die noch eben wirksame Alkohol-
Konzentration in der Zelle gegeben ist, vom Methyl- zum
Propylalkohol ansteigt.

Methylalkohol totet Bact. Coli in einer Konzentration
von 0,5—1 Vol.-Proc. sicher wiahrend 60 Minuten Einwirkungs-
zeit ab. Athylalkohol wirkt in Benzin in einer 2-proc., Propyl-
alkohol in Benzin geldst in einer 20—40-proc. Losung keim-
vernichtend. Butylalkohol, der von den untersuchten Alko-
holen die groBte Lipoidloslichkeit besitzt, zeigt in Benzin in
den gepriiften Zeiten kaum mehr eine Wirksamkeit. In den

1) Z. Bakt. I. Abt. 147, 1—15 (1941). In dieser Arbeit sind auch Ver-
suche mit Alkohol-Benzin ausgefiihrt, welche die Autoren auf Grund einer
Patentanmeldung von uns durchgefiihrt haben, und die unsere experimen-
tellen Ergebnisse in den wesentlichen Punkten bestétigen.
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Tetrachlorkohlenstoff-Alkohol-Mischungen liegen die wirk-
samen Grenz-Konzentrationen der Alkohole alle etwas tiefer,
was besonders deutlich beim Dutylalkohol in Erscheinung
tritt. Benzin und Tetrachlorkohlenstoff sind wirkungslos.

Tabelle 2.

Baktericide Wirkung alkoholhaltiger Benzin- oder Tetrachlorkohlenstoff-
losungen auf Bact. Cols.

a) Benzin b) Tetrachlorkohlenstoff
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alkohol ) 30| + + — — — -+ - == - - -
10+ + - - - i B o St
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0 = Ansitze mit Zusatz von 5 Proc. Butylalkohol, um Zwei-
schichtenbildung (Mischungsliicken) zu vermeiden.

Offenbar nimmt die Wirkung der Alkohole in Benzin bzw.
Tetrachlorkohlenstoff mit steigender Kohlenstoffzahl rasch ab,
weil der fir die Ausfillung der Plasmakolloide notwendige
Alkohol-Spiégel in der Zelle um so schwerer erreicht wird, je
hoher das Mol.-Gew. des Alkohols ist. Zur Deutung dieser
Erscheinung wurde eine Untersuchung iiber die Verteilungs-
verhéltnisse!) der Alkohole in Wasser bzw. organischen

1) Auf deren Bedeutung zuerst Wolffhiigel und v. Knorre hin-
gewiesen haben. Mitt. a. d. KGA I, 352 (1881).
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Losungsmitteln durchgefiihrt. Es ergaben orientierende Modell-
versuche an dem System Alkohol-Tetrachlorkohlenstoff-
Wasser, daB in der wiBriger Phase um so mehr Alkohol vor-
handen ist, je kleiner dessen Kohlenstoffzahl ist.

Tabelle 3.
Tetrachlorkohlenstoff cem . | 18 18 18 18
Methylalkohol cem . . . . 2 — = =
Athylalkohol cem . . . . . — 2 — =
Propylalkohol com . . . . | — == 2 —
Butylalkohol eccm. . . . . — = = 2

Wasser zugegeben ccm . 02 20|02 2002 20|02 20

il
Volumen der nicht- | I
wiBrigen Schicht cem. . || 18,8 18,2/19,6 18,820,1 20,020,1 20,1

Durch Zugabe von 0,2 ccm Wasser zu 20 ccm einer
10-proc. alkoholischen Tetrachlorkohlenstoff-Losung sinkt nach
mehrmaligem, kraftigem Schiitteln das Volumen der nicht-
wéfrigen Schicht bei Verwendung von Methylalkohol auf
18,8 ccm, wiahrend das Volumen der wasserhaltigen Losung
auf etwa 1,4 ccm ansteigt. Es treten also etwa 1,2 ccm Methyl-
alkohol (auch Spuren von Tetrachlorkohlenstoff) in die wiB-
rige Schicht tiber, die alsdann aus etwa 80 Proc. Methylalkohol
besteht. Bei den Athylalkohol-Ansitzen geht wesentlich
weniger in die wéiBrige Phase iber. Bei Propyl- und Butyl-
alkohol hat der Vorgang ein umgekehrtes Vorzeichen, da sehr
kleine Mengen Wasser von der alkoholischen Tetrachlorkohlen-
stoff-Losung aufgenommen werden. Ahnliche Verhiltnisse
liegen vor, wie die Spalte b) der Tab. 2 zeigt, wenn die Zugabe
von Wasser auf 2 ccm erhoht wird. Die Versuche lassen er-
kennen, dafi der Verteilungsquotient:

,»Alkohol-Konz. in CCl,
Alkohol-Konz. in H,0¢

vom Methyl- zum Butylalkohol stark ansteigt.
Sind die Bakterien wie in den Ansitzen der Tab. 2 von
einer alkoholischen Tetrachlorkohlenstoff-Losung umgeben,

so wird auf Grund der gefundenen Verteilungsverhiltnisse die
Methylalkohol-Konzentration in dem wiébBrigen Protoplasma
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der Zellen am groBten, die Butylalkohol-Konzentration am
kleinsten sein. Es muf demzufolge die baktericide Wirkung
vom Methyl- zum Butylalkohol abnehmen, eine Aussage, die
mit den bakteriologischen Ergebnissen in Einklang steht.

III.

Auf Gram-positive Keime wirken Zusidtze der absoluten
Alkohole zu Benzin und Tetrachlorkohlenstoff in &dhnlicher
Weise. Wihrend fiir Methylalkohol ein Gehalt von 1—2 Proc.,
fir Athylalkohol ein Gehalt von 5 Proc. ausreicht, um die
infizierten Batistlippchen zu entkeimen, ist es mit Propyl-
oder Butylalkohol bei einer Einwirkungszeit von 2 Stunden
nicht mehr moglich, Staph. aureus abzutéten.

Tabelle 4.

Baktericide Wirkung alkoholhaltiger Benzin- oder Tetrachlorkohlenstoff-
losungen auf Staph. pyog. aureus.

Benzin Tetrachlorkohlenstoff
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0 = Ansatze mit Zusatz von 6 Proc. Butylalkohol.
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Was aus den Ergebnissen der Coli-Versuche nur an-
deutungsweise zu erkennen war, tritt bei den Ansitzen mit
Staph. deutlich in Erscheinung: Mit steigendem Athylalkohol-
Gehalt des Benzins bzw. Tetrachlorkohlenstoffes nimmt die
Desinfektionskraft zuerst zu und dann wieder ab, um bei
einem Gehalt von 100 Proc. — genau wie bei 1—2 Proc. —
Null zu werden. Im Gebiet der niederen Alkohol-Konzentration
ist das Versagen ohne weiteres verstindlich. Die absolute Hohe
des Desinfiziens reicht unter Beriicksichtigung des Verteilungs-
quotienten nicht aus, um die zur Abtotung notwendige Kon-
zentration in der Zelle zu erreichen. Fiir die fehlende Wirk-
samkeit im Bereich der hohen Athylalkohol-Konzentrationen
kann jedoch diese Erklirung nicht gelten. Hier liegt eine
andere Ursache vor, die die Ausbildung eines geniigend gro8en
Alkoholspiegels in den Bakterien verhindert. Offensichtlich
liegt eine Storung der Permeabilitit der Zellhaut vor, die
dadurch zustande kommt, daB der Athylalkohol die Poren
verschlieBt und somit sich selbst den Zugang in das Zellinnere
verwehrt. Da nach den Untersuchungen von Overton,
Degkwitz, Watermann und anderen die &uBere Plasma-
haut aus einem Gemisch von EiweiB und Lipoiden besteht, ist
anzunehmen, daB die konzentrierten alkoholischen Benzin-
losungen eine starke Entquellung, vielleicht auch eine Koagu-
lation des EktoplasmaeiweiBes verursachen, wodurch die
Durchlassigkeit der Zellgrenzschicht herabgesetzt oder unter-
driickt und gleichzeitig das Permeieren mit Hilfe der Lipoide
ausgeschaltet wird. Eine experimentelle Stiitze fiir diese Vor-
stellung bildet der Befund, daB die Desinfektionskraft konzen-
trierter Liosungen von Methyl-Athyl-Propylalkohol in Benzin,
wie die Tab. 4 zeigt, in dieser Reihenfolge abnimmt, d. h. die
Unwirksamkeit dieser Losungen parallel dem Féallungs-
vermogen gegen Eiweil verlduft. Allein der Methylakohol, der
die geringste eiweiBfillende Wirkung besitzt, ist gegen Staph.
aureus selbst in unverdinnter Form voll wirksam, weil er noch
in das Zellinnere zu permeieren vermag.

In den Staph.-Versuchen mit Tetrachlorkohlenstoff als
Verdiinnungsmittel ist der Methylalkohol relativ unwirksam,
denn erst in einer 40-proc. Losung léBt sich in 60 Minuten eine
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Entkeimung der Batistlippchen erreichen. Eine Erklirung fiir
dieses anormale Verhalten, das in Benzin nicht zu beobachten
ist, vermégen wir nicht zu geben.

Iv.

Wie die vorliegenden Ergebnisse andeuten, ist die bakteri-
cide Wirkung der Alkohole ein Vorgang komplexer Natur. Die
Ursache des Zelltodes ist durch das EiweiBféillungsvermogen
der Alkohole gegeben, durch ihre Giftwirkung, die als konstante
GroBe, definiert durch die noch wirksame Minimalkonzentration
in der Zelle, in Erscheinung tritt. Als zweiter, variabler Faktor
ist fiir den ProzeB der Keimvernichtung die jeweilige Konzen-
tration der Alkohole in der wéBrigen Plasmalosung, mit
anderen Worten der Desinfiziensspiegel, von besonderer Be-
deutung. Er ist weitgehend von den Versuchsbedingungen
abhéngig und wird vor allem von dem Verteilungsquotienten
zwischen AuBen- und Zellflissigkeit bestimmt. Ferner sind auf
die Ausbildung des Alkoholgehaltes im Plasma, wie die Ver-
suche lehren, die Permeabilititsverhéltnisse der Zellhaut bzw.
die Diffusionsgeschwindigkeit, die Einwirkungszeit und die
Temperatur von EinfluB.

Wir sind der Ansicht, daB die fiir die Alkohole zutreffende
Aussage, niamlich, daB die chemischen Reaktionen, welche zur
Keimvernichtung fiihren, sich nicht in der lipoiden, sondern in
der wafBrigen Phase im Zellinnern abspielen, allgemeine Giiltig-
keit hat. Die Overtonsche Theorie scheint uns nicht auf die
Wirkungsweise der Desinfektionsmittel ibertraghar zu sein,
da die baktericide Wirkung — im Gegensatz zur narkotischen
— macht durch die Konzentration der wirksamen Substanz in
den Plasmalipoiden bestimmt wird. Wir betrachten es als
weitere Aufgabe, unsere Vorstellung iiber den Mechanismus
der baktericiden Wirkung an Hand anderer Desinfektions-
mittel zu priifen und insbesondere die spezifische Giftwirkung
einer naheren chemischen Deutung zuzufiihren.
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Uber die Verwertbarkeit verschiedener Substrate
fur die Zellatmung®);

von Margarete Biilow.
[Aus dem Laboratorium der Troponwerke Koln-Miilheim.]
(Eingelaufen am 4. Juni 1942.)

Im Gegensatz zu den Vorgéingen der Anderobiose wissen
wir iiber den oxydativen Abbau der Zellen heute noch recht
wenig. Das gilt nicht nur fiir den Abbau von Eiweil- und Fett-
substanzen, sondern auch fiir die als Hauptsubstrat in Frage
kommenden Kohlehydrate. Der Zusammenhang zwischen
Atmung und Gérung, der als Pasteur-Meyerhof-Reaktion
bekannt ist, hat allerdings zur Vorstellung eines fiir die ersten
Stufen einheitlichen Abbauweges bei beiden Vorgédngen ge-
fiihrt?). Mag man nun mit Meyerhof annehmen, daB durch
Gérung entstandene Milchsdure zum Teil durch den Sauerstoff
der Atmung oxydiert, zum Teil zu Glycogen resynthetisiert
wird, oder mit Szent Gyorgyi eine Umschaltung auf der
Stufe der Brenztraubensdure, immer sind es aus dem anaeroben
Zuckerabbau bekannte Zwischenstufen, die als Angriffspunkt
des oxydativen Abbaus gelten. Diese Annahme griindet sich
nur auf Versuche am Muskel. Da man aber bei anderen Ge-
weben sogar fir die Glycolyse einen zweiten nicht dend
Embden-Meyerhof-Schema folgenden phosphorfreien Ab-
bauweg diskutiert, sind die Stimmen nicht still geworden, die
wenigstens hier auch fiir die Vorgdnge in Sauerstoff anders-
artige Zwischenprodukte proklamieren. Einen Anhaltspunkt
dafiir geben Versuche mit fiir die phosphorylierende Glycolyse
typischen Giften wie Jodacetat, die einst Lundsgaard?) mit

*) Herrn Geh.-Rat Wieland zum 65. Geburtstag.

!) C. Oppenheimer, ,,Die Fermente und ihre Wirkungen®.
Supplementbd. IT, 1448 (1939).

%) Bio. Z. 220, 1 u. 8 (1930); 227, 51 (1930).
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Kaltblitergewebe anstellte, und die neuerdings Barker?)
fiir Warmbliter wiederholt hat. Man kann nach ihnen trotz
andersartiger Angaben von Krebs?) Bedingungen finden, bei
denen die Glycolyse vollig gehemmt ist, die Atmung aber ganz
unverdndert ist, und so die Trennung beider Vorginge er-
reichen.

Was die Untersuchungen der Oxydationsvorginge gegen-
tiber der Glycolyse sehr erschwert, ist der Umstand, daB jedes
lebende Gewebe iiber einen Vorrat von Eigensubstrat verfiigt,
der ihm erlaubt, die Atmung auch ohne Substratzusatz im
in-vitro-Versuch iiber Stunden aufrecht zu erhalten. Man kann
darum mit reinen Gasstoffwechselmessungen, wie sie hiufig
gemacht worden sind, wenig anfangen. Es fragt sich immer,
ob die im Versuch verschwundene Menge Sauerstoff wirklich
Aussagen tiber die Ausnutzung zugesetzter Stoffe erlaubt, oder
ob man nicht wie Holmes und Ashford?) bei Gehirn die
Eigenatmung von der Gesamtatmung abziehen, und so nur mit
dem sogenannten Extrasauerstoff rechnen soll. Das gleiche
gilt fir die Wirksamkeit der Gifte. Eine ungehemmte Atmung
kann ebensogut Abbau des zugesetzten Substrats wie eine ein-
fache Umschaltung auf die (durch Giftwirkung nicht hemmbare)
Eigenatmung bedeuten. Bei den meisten Geweben gelingt es
weder durch wiederholtes \Auswaschen noch Ausdehnen der
Versuche auf lingere Zeiten das zelleigene Substrat zu ent-
fernen, so daB unter allen Versuchsbhedingungen die Atmungs-
groBe konstant bleibt. Dem gegeniiber ist die Glycolyse der
meisten Gewebe ohme Substrat auBerordentlich gering. Sie
fallt z. B. bei Tumor, Gehirn und Darmschleimhaut sehr schnell
auf Null ab, und nur fiir Hiithnerembryonen geben Needham
und Nowinski?) bis zum Alter von 6 Tagen eine deutliche
Eigenglycolyse an. Wihrend also im allgemeinen hier die ge-
messene Kohlensidureentwicklung bzw. die Milchsdurebildung
wirklich dem Umsatz der zugesetzten Substrate entspricht,
konnen bei der Atmung nur chemische Bestimmungen etwas

1) J. biol. Chem. 129, 33 (1939).
%) Bio. Z. 234, 278 (1931).
3) Bio. J. 24, 1119 (1930).
%) Bio. J. 81, 1165 (1937).

Annalen der Chemle. 652. Band. 12
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iiber die stattfindenden Vorgénge aussagen. Da sich auBerdem
auch noch iiberall Besonderheiten der einzelnen Gewebe zeigen,
die es gewagt erscheinen lassen, von dem Verhalten eines
Gewebes auf das eines anderen zu schlieBen, diirfte eine Er-
weiterung des Versuchsmaterials unter Beriicksichtigung all
dieser Umstédnde wertvoll sein.

Als Versuchsmaterial bei unseren Versuchen haben wir
moglichst die vier Gewebe herangezogen, bei denen eine
Glycolyse ohne Phosphorylierung angenommen wird, Jensen-
Sarkom, Embryonalgewebe, Gehirn und Darmschleimhaut,
und bei diesen Geweben zuerst einmal die bei ihnen vorhandene
Eigenatmung bestimmt. Da8 Tumor und Embryonen iber
lingere Zeit einen starken Sauerstoffverbrauch auch ohne
Gegenwart von Substrat zeigen, geht schon aus Versuchen von
Warburg!) und Needham?) hervor. Wir konnten noch in
der 4. Stunde etwa 70 Proc. des Anfangswertes messen. Ahn-
liches gilt fir die Darmschleimhaut. Nur die Atmung des
Gehirns bildet eine Ausnahme. Sie ist nach Holmes?®) schon
in der 2. Stunde etwa um ein Drittel und mehr gesunken.

Der respiratorische Quotient der Eigenatmung liegt tief
bei den meisten Geweben und spricht fiir eine Verbrennung
von Fett oder EiweiB. Wir haben fiir Darmschleimhaut 0,7
bis 0,8 gemessen, fiir Jensen-Sarkom 0,6—0,8 (Elliott*) gibt
fiir Ph-Sa 0,77—0,93, fiir Walker-Ca 0,80—0,86 an), fiir den
Gewebebrei aus Hiihnerembryonen im Alter von 5—11 Tagen
0,6—0,9 (nach Needham?) 0,74—0,76). Nur das Gehirn mit
einem respiratorischen Quotient um 1 herum, den Ashford
und Holmes®) und Elliott*) angeben, und den auch wir
bestdtigen konnten, scheint Kohlehydrate zu verbrennen.
Um glycolysierbare Kohlehydrate kann es sich aber, wie die
Bestimmung der Glycolyse ohne Substratzusatz zeigt, nirgends
handeln. Die Beobachtung von Warburg?') bei Tumoren und
von Dickens und Greville®) bei Embryonalgewebe, Gehirn
und Sarkom, daB ohme Substrat eine erhohte Ammoniak-

1) 0. Warburg, K. Posener u. E. Negelein, Bio. Z. 152, 309
(1924). %) Vgl. 8. 176, Anm. 3.

%) Bio. J. 24, 914 (1930). 4) Bio. J. 29, 2433 (1935).

®) Bio. J. 25, 2028 (1931). %) Bio. J. 27, 1123 (1933).
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bildung stattfindet, die durch Zusatz von Glucose herab-
zusetzen ist, wird von ihnen im Sinne einer EiweiBverbrennung
gedeutet. Unsere Hemmungsversuche mit fir den Zucker-
abbau typischen Giften sprechen aber eher gegen diese An-
nahme, denn die Eigenatmung ist jeweils im gleichen MaBe
empfindlich gegen Blausdure und Jodacetat wie die Atmung
der entsprechenden Gewebe mit Glucose als Substrat (vgl.
Tab. 4—6). Nur Natriumfluorid bringt insofern eine gewisse
Differenzierung, als es die Eigenatmung von Embryonalgewebe
nicht, die von Darmschleimhaut in der Mehrzahl der Fille
ebenfalls nicht beeinfluBt, wihrend die Atmung bei Gehirn
meist, bei Tumor immer durch Fluorid gehemmt wird. Man
miiBte aber erst etwas mehr iber die Wirkung der verschie-
denen Gifte auf die Einzelstufen der EiweiB- und Fettver-
brennung wissen, um diese Beobachtungen richtig zu deuten.

Uber die Wirksamkeit des Zusatzes verschiedener Sub-
strate auf die Atmung liegen in der Literatur zahlreiche Ver-
suche vor!). Glucose, Milchsiure und Brenztraubensiure
erhohen die Anfangswerte fiir die Sauerstoffaufnahme bei
allen Geweben etwas (von 0—20 Proc.), vor allem aber ver-
hindern sie das Absinken der Atmung mit der Zeit. Bei Tumor
fanden wir mit Milchsdure als Substrat die Sauerstoffaufnahme
noch in der 4. Stunde gleich hoch wie am Anfang, ebenso bei
Embryonalgewebe mit Glucose. Die Gehirnatmung wiederum
ist mit allen drei Substanzen in der 2. Stunde 70—90 Proc.
des Anfangswertes. Einen Unterschied in bezug auf das Ver-
halten der drei Substrate kann man bei einer reinen Messung
der Sauerstoffaufnahme nicht feststellen. Soweit bestitigen
unsere Ergebnisse die fritherer Autoren. Es zeigen sich aber
bei der chemischen Bestimmung des Verbrauches der Sub-
strate starke Differenzen, die in den beifolgenden Tabellen
festgelegt sind?).

Glucose verschwindet aus der Versuchslosung bei allen
Geweben in starkem MaBe (Tab. 1).

1) C. Oppenheimer, ,,Die Fermente u. ihre Wirkungen*. Haupt-
teil 2/XVIII,
2) Wir geben in den Tabellen aus Raumersparnis nur einige typische
Beispiele wieder.
12*
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Tabelle 1.
Glucoseoxydation der Gewebe.
* | o . 8 , 8 : °

HERHEEEHENE

Gewebe | SH|EZE 55 |5235 | EH22 B9 |53

HEEHE EE SR

HE | E7 |HE| 233y | <2 R |Ag|H°

Darmschleimhaut 72| 61| 21 2,6 0 0 |21

Darmschleimhaut 76| 58| 1,8 2,2 0,7 0 | L8

Gehirn (Ratte) 76| 66| 21 2,6 1,1 0 |21

Gehirn (Kaninchen)| 7,4 | 4,0 | 3,4 3,6 — 0 | 34

Hiihnerembryo 80| 7,6 | 0,4 1,6 — S
(b Tage)

Hiithnerembryo 76| 6,6 | 1,1 2,7 — — 1 —
(9 Tage)

Jensen-Sarkom 18,0 | 13,9 | 4,1 1,8 0,3 2,1 | 2,0

Jensen-Sarkom 10,8 | 8,0 | 2,8 {3 0,2 2,0 | 0,8

Die Werte der Tabelle beziehen sich auf Messungen von meist
2 Stunden, nur bei Tumor und Embryonalgewebe wurde bisweilen langer
(bis zu 4 Stunden) gemessen, um einen geniigend groBen Umsatz zu er-
reichen. — Wir haben es unterlassen, unsere Werte auf die gleichen
Gewebemengen umzurechnen, um nicht unnétige Fehler hereinzubringen.
Sie sind also nicht unmittelbar miteinander vergleichbar. Dasselbe gilt
fiir die beiden folgenden Tabellen.

Die gleichzeitig gemessene Sauerstoffaufnahme entspricht
dabei bei Darmschleimhaut und Gehirn vollkommen der zur
volligen Oxydation notigen Menge Sauerstoff. Allerdings muf
man mit der Gesamtatmung rechnen und nicht mit dem so-
genannten Extrasauerstoff von Holmes'). Bei Hiihner-
embryonen ist die Atmung oft betrdchtlich groBer als der
Zuckerschwund, obwohl auch hier der Extrasauerstoff nicht
groB ist. Dies spricht fiir die Verwertung noch eines anderen
Substrates neben Kohlehydrat und wiirde Needhams An-
gaben?) bestitigen, daB die reine Kohlenhydratatmung im
spiteren embryonalen Leben durch EiweiBverwertung und
durch Fettverbrennung abgelost wird. Bei den Tumoren
kommt in diesen Versuchen natiirlich der Zuckerverbrauch
durch aerobe Glycolyse komplizierend hinzu, iber den eine
gleichzeitige Milchsdurebestimmung orientiert. Allerdings be-
deutet das eine neue Fehlerquelle, da bei Tumor die Gleich-

') Vgl. 8.177, Anm. 3.
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wertigkeit, des Gewebes besonders schwer zu gewdahrleisten
ist. Unter Beriicksichtigung dieses Umstandes lassen sich
aber auch hier die Versuche im Sinne einer totalen Glucose-
verbrennung deuten. Der durchschnittliche oxydative Umsatz
von Glucose errechnet sich auf 100 mg Trockengewebe und
1 Stunde (aus Zweistundenwerten berechnet) 2,3 mg fiir Darm-
schleimhaut, 1,9 mg fir Gehirn, 0,5 mg fir Embryo und
1,7 mg fir Sarkom. Der respiratorische Quotient steigt in
den ersten drei Fallen auf 1. Uber seine GroBe bei Tumoren
etwas auszusagen, ist bei der von uns ausgefiithrten Methodik
nicht moglich. In der Literatur sind die Stimmen dariiber
sehr verschieden [Dickens?!) Elliott?), Boyland?)].

Ganz anders verhidlt sich die als Substrat zugesetzte
Milchsédure. Wihrend sie iiberall genau so wie Glucose die
Atmung erhohen bzw. aufrechterhalten kann, ist die GroBe
ihres Umsatzes bei den verschiedenen Geweben sehr ver-
schieden (Tab. 2).

Tabelle 2.
Milchsaureoxydation der Gewebe.

g O g0

r oot -

mg Milchsiure S5e ?,Egg Eégg

= B = =

Gewebe 2.5 585 28g2

Anfangs- | End- m‘E B e gg = 2 5%‘)

wert wert, g3 n:gg%o S g g
Darmschleimhaut 8,9 8,8 0,1 2,7 0,6
Darmschleimhaut 4,0 4,2 0 3,5 0,4
Darmschleimhaut 6,0 5,4 0,6 2,8 0,7
Gehirn (Ratte) 11,2 9,2 2,0 3,7 2.2
Gehirn (Ratte) 6,6 3,8 2,8 3,6 0,7
Hiihnerembryo 6,6 6,8 0 {12 0

(8 Tage)
Hihnerembryo | 72 | 170 02 | 16 0
(11 Tage) i }

Jensen-Sarkom ‘| 10,3 8,0 2.3l 292, ! 0
Jensen-Sarkom | 18,8 170 | 18 : 23 | 0

Gehirn und Tumor verbrauchen in unseren Versuchen
Milchséure etwa in dem gleichen MaBe wie Glucose, der Umsatz

1) Nature 80, 512 (1940).
2) Vgl. S. 178, Anm. 5. 3) Nature 30, 513 (1940).
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bei Darmschleimhaut und Embryo ist dagegen nahezu oder
gleich Null — wir haben fiir Schnitte von Rattengehirn einen
durchschnittlichen Milchsaureschwund von 2,0 mg pro 100 mg
Trockengewebe in der Stunde erhalten, wéihrend sich aus den
Versuchen von Ashford und Holmes?) fir Kaninchengehirn
2.1 errechnet, und fir Tumor 0,9 mg gegeniiber Elliott?)
0,6 mg. Die Angaben von Needham?) fir Embryonen be-
ziehen sich nur auf manometrische Messungen, sind also nicht
zu vergleichen. In allen Geweben, auch in den milchsdure-
verbrauchenden, ist aber im Gegensatz zu einzelnen Versuchen
von Ashford und Holmes!) die Gesamtsauerstoffaufnahme
groBer als der Milchsdureschwund, und nur in wenigen Ver-
suchen mit Gehirn konnte der Extrasauerstoff ihn decken.
Messungen des respiratorischen Quotienten unter den gleichen
Bedingungen, bei denen mit Glucose stets ein Anstieg auf 1
erfolgte, ergaben nur bei Gehirn einen ebenso hohen Wert
(0,8—0,95), wihrend er bei Darmschleimhaut dem der Leer-
atmung entsprach (0,7). Holmes?) gibt bei Gehirn fiir den
Extrasauerstoff Werte um 1 herum an. Ob man aus diesen
Versuchen Riickschlisse iiber den oxydativen Abbau der
Glucose ziehen und die Milchsdure wenigstens fir gewisse
Gewebe als Zwischenprodukt ausschalten will, hidngt davon
ab, inwieweit Milchsdure als solche iiberhaupt intermedidr im
oxydativen Zellstoffwechsel auftritt. Nimmt man irgendwie
labile oder aktivierte Cj;-Formen als Zwischenstufe an, so
konnen diese natiirlich Eigenschaften haben, die zugesetzter
Milchsdure abgehen. LBt man jedoch Milchsdure als Zwischen-
produkt gelten, so ist wenigstens fiir Darmschleimhaut und
Embryo ein Kreislauf im Sinne Meyerhofs, der auch aus
anderen Grinden heute wohl fiir die meisten Gewebe auBer
Muskel abgelehnt wird, sicher auszuschalten (vgl. Dixon?).

Mit Brenztraubenséure als Substrat fiir die Gehirnatmung
beschiftigen sich viele Arbeiten der Oxford-Schule®), mit

1) Vgl. S. 177, Anm. 3. 2) Bio. J. 29, 1937 (1935).

3) Vgl. S. 177, Anm. 4. 4) Biolog. Reviews 12, 431 (1937).

) R. A. Peters u. R. H. St. Thompson, Bio. J. 28, 916 (1934);
Gg;( Mac Gowan, Bio. J. 81, 1627 (1937); C. Long, Bio. J. 82, 1711.
(1938).
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ihrem Umsatz in anderen Geweben und ihrem Abbau der
Kreis um Szent Gyorgyi!) und Krebs?). Wir haben sie
aus duBeren Griinden bisher nur im Versuch mit Gehirn und
Darmschleimhaut gepriift. Beide Gewebe setzen Brenztrauben-
sdure in betrachtlichem MaBe um (Tab. 3).

Tabelle 3.
Brenztraubensiureoxydation der Gewebe.

mg Brenz- c &3 §‘§£E§ *’égﬂg

i id, traubenssure gag Eg%%ﬁ %5%&3

Anfangs- | End- n:o'é'g -g-., 8 g'g '5-3 3 g'g
Darmschleimhaut 7,6 4,0 3,6 3,7 0
Darmschleimhaut 7,2 3,7 3,6 4,3 1,0
Gehirn (Ratte) 6,9 0,9 6,0 41 L
Gehirn (Meer- 6,6 3,9 2,7 1,8 —

schweinchen)

Von 100 mg Gewebe werden in einer Stunde bei Darm-
schleimhaut durchschnittlich 3,3 mg, bei Gehirn 3,9 mg zum
Verschwinden gebracht. Dabei entspricht bei Darmschleimhaut
die aufgenommene Menge Gesamtsauerstoff (wieder nur bei
einem geringen Wert an Extrasauerstoff) einer volligen Oxy-
dation der Séiure, d. h. es werden pro Molekiil Brenztrauben-
saure 5 Atome Sauerstoff aufgenommen, wihrend bei Gehirn
die Sauerstoffaufnahme geringer ist und nur einem Ver-
schwinden von 3 Atomen pro Molekiil Brenztraubenséure ent-
spricht. Der respiratorische Quotient liegt in beiden Fillen
oberhalb 1 (1,056—1,2). Fir die vollstindige Oxydation wiirde
sich ein Wert von 1,2 ergeben, den auch Elliott?) fiir Tumor
und die Oxforder Schule?) fiir Gehirn angegeben haben.
Im Gegensatz zu den Ergebnissen mit Milchsdure bestétigen

1) A.v. Szent Gyérgyi, Studies on Biol. Oxidation and some
of its Catalysts (1937).

3) H. A.Krebs u. W. A. Johnson, Bio. J. 81, 6456 (1937);
H. A. Krebs u. a., Bio. J. 84, 442, 775, 1046, 1234, 1383 (1940); H. A.
Krebs, Bio. J. 84, 1383 (1940).

%) Bio. J. 81, 1003, 1021, 1268 (1937).

4) Vgl. S. 182, Anm. 5.
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also auch unsere Versuche hier die allgemeine Annahme, die
in Brenztraubensiure ein Zwischenprodukt der Atmung bzw.
das fir die Fermente des terminalen Abbaus spezifische
Substrat sieht?). Uber den Abbauweg sagen sie nichts aus.
Nicht beobachtet haben wir bei Darmschleimhaut den in
Taubenleberbrei von Krebs?) beschriebenen erhchten Ver-
brauch von Brenztraubensiure, der unter Aufnahme von COg
zur Oxalessigsiure als Intermedidrprodukt in Kohlenséure-
atmosphare fiihren soll. Auch sahen wir keine Anhaltspunkte
fir eine Kohlehydratsynthese, wie sie die Theorie von
Szent Gyorgyi®) fordert, Elliott*) aber auch bei den meisten
Geeweben vermiBte, oder fiir einen betrichtlicheren Ubergang
in Milchsdure. Geringe Schwankungen wiirden uns allerdings
wegen der zu kleinen Ansitze entgehen.

Was sagen nun die Versuche mit verschiedenen Zellgiften
iber den Abbauweg der Glucoseatmung aus?

Daf das System des terminalen Abbaus wichtig ist, zeigt
die allgemein bekannte Hemmung der Substratatmung durch
Blausédure (Tab. 4).

Tabelle 4.
Blausiurehemmung bei Geweben.
Verbrauch
mg/100 mg Ge- Qo,
Gewebe Substrat webe, 2 Stdn.

ohne mit ohne mit

KCN KCN KCN KCN
Darmschleimhaut Glucose 7,3 44 19 6
Darmschleimhaut | - 3,9 4,1 — —
Darmschleimhaut | 55 — — 24 8
Hiihnerembryo % — — 8 0,9

(9 Tage)
Darmschleimhaut Milchsaure - — 17 4
Hiihnerembryo > —- — 8 0,3
(9 Tage)
Darmschleimhaut Brenz- 10,1 7,6 26 21
traubensiure

Darmschleimhaut desgl. 5,7 7,3 19 20
Gehirn (Ratte) v 7.3 5,3 13,5 7
Gehirn (Ratte) e 7,9 5,7 13 8

1) C. Oppenheimer, ,Die Fermente und ihre Wirkungen*®,
Supplementbd. I, 1267 (1939). 2) Vgl. S. 182, Anm. 3.
3) Vgl. S. 183, Anm. 2. 4) Vgl. S. 181, Anm. 2,
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Sie tritt stets mit Glucose und Milchsiure ein, 148t jedoch
bei den verschiedenen Geweben je nach ihrem Zustand und
den Versuchsbedingungen einen gewissen Anteil als unempfind-
liche Restatmung iibrig. Dieser war in unseren Versuchen mit
beiden Substraten bei Darmschleimhaut in Ringer-Lisung
etwa 30 Proc. der Gesamtatmung, bei Embryonalgewebe
nahezu 0 Proc. Der Glucoseschwund dagegen ist bei Darm-
schleimhaut wie bei Tumor, Niere (J. Jany und C. Selley?)
und Erythrocyten (C. Schlayer?) weniger gehemmt, da eine
starke Glycolyse einsetzt, wahrend fiir Gehirn, das gegen
Sauerstoffmangel besonders empfindlich ist, das Aufhiren
jeglichen Stoffwechsels beschrieben wird (J. Jany). DaB die
Veratmung der Brenztraubensidure durch KCN/1000 bei
Darmschleimhaut nicht gehemmt wird, beruht wohl nur auf
der bekannten blausdureentgiftenden Wirkung dieser Sdure
und besagt nichts iiber die beteiligten Fermentsysteme. Fir
Gehirn fanden wir die Atmung auf die Hilfte, den Brenz-
traubensdureverbrauch um 25 Proc. herabgesetzt.

Die Hemmung der Glucoseatmung durch Jodessigsdure,
die von den verschiedenen Autoren als Beweis fiir und gegen
die Giltigkeit des Embden-Meyerhof-Schemas bei der
Atmung angefiihrt wird (vgl. oben), ist jedenfalls mit ™/;ge-J0d-
acetat in bezug auf Sauerstoff- und Glucoseverbrauch bei
Gehirn und Darmschleimhaut stark ausgeprigt (Tab. 5, S. 186).
Sie setzt (aus den Werten der ersten 20 Minuten berechnet)
mit 40—60 Proc. ein, um im Laufe von 2 Stunden 70—100 Proc.
zu erreichen. Dieses Anwachsen mit der Zeit wird auch von
Krebs?) angegeben, und von Meyerhof4) bei der Glycolyse
durch ein allmahliches Eindringen des Giftes in die Zellen
erklart. Eine Umschaltung auf die Eigenatmung der Gewebe
kann deshalb nicht stattfinden, weil diese genau die gleiche
Empfindlichkeit gegen Jodessigsdure zeigt. Wenn nun Jod-
acetat hierbei nur auf die Anfangsglieder der Abbaukette,
d. h. auf diejenigen Fermentprozesse einwirkt, die bei der

1) Bio. Z. 236, 348 (1931).

2) Bio. Z. 293, 94 (1937).

®) Vgl. 8.178, Anm. 5.

) 0. Meyerhof u. E. Boyland, Bio. Z. 287, 406 (1931).
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Tabelle 5
Jodacetathemmung bei Geweben.
Verbrauch 1. Stunde
mg/100 mg Ge- | 0.3 gponge
Gewebsart Substrat webe, 2 Stdn.
ohne |mit Jod-| ohne |mit Jod-
Jodac. | acetat | Jodac aoetat
Darmschleimhaut Glucose 3,2 0 _1_2_ _i
10 0,6
Gehirn (Ratte) | s 3.4 0,4 14 60
12 0,
Darmschleimhaut Milchsaure — — E i
11 3
Gehirn 5 — — 8 7
(Kaninchen) 6 5
Darmschleimhaut Brenz- 6,6 1,1 13 7,8
traubensiure 28
Gehirn (Ratte) e 10,6 6,7 21 16
13 %
Darmschleimhaut ohne — — 12 3
Substrat 8 1
4 0,6

phosphorylierenden Glycolyse gehemmt werden, so miiite der
Abbau von Milchsidure und Brenztraubensdure auch in Gegen-
wart von Jodacetat ungehindert vonstatten gehen. Fiir Milch-
siure macht Krebs!) bei Gehirn, Hoden und Sarkom ent-
sprechende Angaben. Bei lingeren Versuchszeiten beobachtet
er allerdings auch hier ein Absinken der Atmung, was er durch
ein allmihliches Zugrundegehen der Zelle infolge der Gérungs-
hemmung erklart. Wir sahen bei den verschiedenen Geweben
mit Milchsdure als Substrat insofern Unterschiede, als wir bei
Gehirn die Wirkungslosigkeit des Giftes auf die Atmung be-
stitigen konnten, wéihrend bei Darmschleimhaut, fir die
Milchsdure in unseren Versuchen ja kein Substrat ist, die
Atmung genau wie mit Glucose oder im Leerversuch gehemmt
ist. Empfindlich gegen Jodacetat ist aber immer die Ver-
atmung der Brenztraubensdure. Aus Versuchen von Peters

1) Vgl S.177, Anm. 2.
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und Mitarbeitern?) geht das fiir Gehirn hervor. Wir fanden
fir Gehirn und Darmschleimhaut eine Anfangshemmung der
Atmung (berechnet aus den ersten 20 Minuten) von etwa
20 Proc., die bis zu 60 Proc. im Laufe der folgenden 2 Stunden
ansteigt. Parallel dazu ist der Umsatz der Brenztraubensidure
auf 20—70°/, des Normalumsatzes innerhalb zweier Stunden
herabgesetzt. Auch hier scheint die Darmschleimhaut empfind-
licher zu sein.

Wenn diese Versuche gegen den normalen Abbau der
Glucose zu sprechen scheinen, so sind fiir ihn unsere Ergebnisse
mit Natriumfluorid/100 anzufiithren (Tab. 6).

Tabelle 6.
Fluoridhemmung bei Geweben.

Verbrauch
mg/100 mg Ge- Qo,
Gewebsart Substrat webe, 2 Stdn.
Shne | mitNaF| Qg | mit NaF

Darmschleimhaut Glucose 6,1 0 21 )iy
Gehirn 2 4,1 2,8 9 4.6
Hiihnerembryo o7 — — 6,6 6

(8 Tage)
Jensen-Sarkom - — —_ 7,0 4
Darmschleimhaut Milchsaure 0 0,9 12 10
Gehirn (Ratte) ”» 2,6 2,3 16 14
Hiihnerembryo 3s —_ —_ 8 6

(8 Tage)
Jensen-Sarkom - —_ — 10 3
Darmschleimhaut Brenz- 3,7 3,0 12 11

traubensiure

Darmschleimhaut || ohne Substrat — — 21 19
Gehirn 2 — | — 8 3
Hiihnerembryo % —_ - 8,56 8,6

(8 Tage)
Jensen-Sarkom = — — 13 4

Die Glucoseatmung ist zwar wechselnd stark bei den ein-
zelnen Geweben und auch in den einzelnen Versuchen mit dem
gleichen Gewebe gehemmt — so sahen wir bei Darmschleimhaut
und Embryo oft gar keine, bei Gehirn meist und bei Tumor

1) Bio. J. 29, 53 (1935).
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immer eine Hemmung — aber der Grund hierfiir liegt darin,
daB bei den verschiedenen Geweben die Eigenatmung ver-
schieden fluoridempfindlich ist, und daB bei Vergiftung der
Substratatmung einfach auf sie umgeschaltet wird. Die Unter-
schiede verschwinden, wenn man den Zuckerumsatz miBt,
denn er ist gerade bei Darmschleimhaut gleich Null, wihrend
er bei Gehirn um 50 Proc. gehemmt ist. Demgegeniiber sind
mit Brenztraubensdure bei Darmschleimhaut weder Atmung
noch Substratverbrauch gehemmt, was fiir Gehirn und Embryo
auch aus Arbeiten von Peters!) und Szent Gyorgyi?
hervorgeht. Das gleiche zeigte Holmes®) mit Milchsdure als
Substrat fiir Gehirn, bei dem wir zwar manchmal eine allerdings
geringe und in keinem Verhiltnis zur Glucosehemmung
stehende Abnahme von Atmung und Milchsdureverbrauch
sahen. Aus der Reihe fillt bei uns nur der Tumor, der auch
mit Milchsdure stets eine deutliche Hemmung der Atmung
zeigte.

So ist das Bild, das wir zeichnen konnen, durchaus nicht
einheitlich. Manches spricht fiir, manches gegen die Giiltigkeit
des Embden-Meyerhof-Schemas auch fiir die Atmung.
DaB das chemiseh definierte Molekiil der Milchsdure als
Zwischenprodukt fiir die meisten Gewebe auszuschalten ist,
wiirde natiirlich noch nicht gegen den Wert der Gesamt-
theorie sprechen, und man wird weiteres Material sowohl tiber
den noch umstrittenen phosphorfreien Abbau der Glucose bei
der Glycolyse als auch iiber die Zellatmung sammeln miissen.

Beschreibung der Versuche.

Als Gewebematerial fiir die oben beschriebenen Versuche diente
Darmschleimhaut, Gehirnrinde, Jensen-Sarkom und Embryonalgewebe.
Die Schleimhaut des Dickdarms von Meerschweinchen wurde durch vor-
sichtiges Abschaben mit dem Spatel vom Muskel getrennt, und in Stiick-
chen von etwa 16 mm Lange verwendet?). Aus Gehirnrinde (Ratten sind
am besten geeignet, da das Gehirn von groBeren Tieren leichter zum

1) Vgl. S.187, Anm. 3.
2) H. 244, 105 (1936). 3) Vgl. S.178, Anm. 3.

. ‘) Vgl. E. Bumm, H. Appel u. K. Fehrenbach, H. 228, 207
(1934).
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Verfall neigt, was z. B. nach Kraut und Nefflen!) die Werte fiir die
Glycolyse stark beeinfluBt), und aus Jensen-Sarkom von Ratten wurden
mit dem Rasiermesser feine Schnitte hergestellt. Bei den Tumoren ist
natiirlich auf die Vermeidung von nekrotischem Material zu achten. Die
Hiihnerembryonen waren 7—I11 Tage alt. Wegen ihrer gallertigen Be-
schaffenheit muBten sie als Brei verwendet werden.

Die Atmungsversuche haben wir in normalen Warburg-Gefilen
mit Anhang von etwa 20 com Inhalt ausgefiihrt, und jeweils 4 ccm Ringer-
16sung fiir Atmung nach Warburg?) unter Zusatz der jeweils zu unter-
suchenden Substrate und Gifte eingefiillt. Der Anhang enthielt 0,1 com
60-proc. Kalilauge. Durch einen nebenherlaufenden Versuch mit der
iiblichen Fiillung (fiir einen Schnitt 1,0 com Ringer-Losung und 0,1 com
8-proc. Kalilauge) haben wir uns iiberzeugt, daB in beiden Fillen die gleichen
Werte fiir die Atmung gefunden wurden, die VergréBerung des Normal-
ansatzes also keinen Fehler bedeutet. Die Gewebemenge betrug je nach
der GroBe des Stoffwechsels etwa 50—100 mg Trockengewicht, was die
Verwendung von mehreren Embryonen und von mehreren Gehirnen
bedeutet. Gemessen wurde bei 37—38° in Sauerstoff meist 2 Stunden
lang. Dabei war die GroBe der Gewebemenge so berechnet, daB unter
Ausnutzung der Gesamtskala der Manometer eine Ablesung der Sauer-
stoffaufnahme alle 20 Minuten moglich war. Allerdings muBte dann
jeweils das Manometer gedffnet und auf den Ausgangswert eingestellt
werden, was eine gewisse Fehlerquelle bedeutet. Eine zweite Unsicherheit
kommt dadurch hinein, daB bei den manometrischen Messungen die ersten
15 Minuten der Periode, in der sich das Temperaturgleichgewicht einstellt,
nicht in Erscheinung treten und aus den Werten der folgenden Periode
geschatzt werden miissen, wahrend sie den Substratwert natiirlich direkt
bestimmen. Die Ubereinstimmung kann also nicht hundertprocentig genau
erwartet werden.

Nach Beendigung des Versuches erfolgte die chemische Bestimmung
der Substrate. Wir haben hierfiir meist das Gewebe nach mehrfachem
Spiilen mit destilliertem Wasser entfernt, alle Filtrate gemeinsam auf
ein bestimmtes Volumen aufgefiillt und in einem aliquoten Teil die ge-
wiinschte Analyse ausgefiihrt. Das Trockengewicht der Schnitte lieB
sich dann direkt bestimmen. Oder wir haben die Lésung ohne Entnahme
der Schnitte direkt auf das gewiinschte Volumen aufgefiillt, dann wurde
vor der Bestimmung filtriert und das Trockengewicht des Gewebes in
einen. gesonderten Versuch festgestellt und umgerechnet. DaB eine vor-
hergehende Eiweilfallung an den Ergebnissen nichts andert, hatten Vor-
versuche nach der Methode von Schenk, modifiziert von A. Hahn3),
ergeben.

1) R. W. Nefflen, Diss. Dortmund (1934).
2) Bio. Z. 142, 317 (1923).
3) Z. f. Biol. 89, 149 (1929).
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Die Glucosebestimmung erfolgte nach der Methode von Hagedorn-
Jensen!) nach vorhergehendeer EnteiweiBung mit Zink nach der Methode
fiir Blutzucker. Die Milchsiurebestimmung fithrten wir nach vorher-
gehender Kupfer-Kalk-Fillung nach Fiirth-Charnas, modifiziert nach
Clausen?), aus. Die Brenztraubensiurebestimmung lieB sich nach der
Methode von Clift und Cook®) direkt im Filtrat vornehmen. Vorher-
gehendes Kochen mit Alkali veranderte die Werte nicht. Unter unseren
Versuchsbedingungen erhalten wir fiir alle drei Substanzen in Versuchen
ohne Substrat véllige oder nahezu véllige Nullwerte, so daB mit den
gefundenen Werten direkt gerechnet werden kann.

Unsere Bestimmung des respiratorischen Quotienten erfolgte nach
der direkten Methode, laBt also alle an ihr geiibte Kritik zu und gibt
nur eine Orientierung (Dixon%). Wir glaubten, sie bei Darmschleimbaut,
Gehirn und Embryo anwenden zu kénnen, da hier eine meBbare aerobe
Glycolyse nicht stattfindet. Eine Bestatigung brachte die bei Glucose-
zusatz stets erfolgende Erhohung der Werte auf 1. Mit den Salzen der
Milch- und Brenztraubensaure als Substrat mu8 man auBer der Druck-
anderung im Manometer auch noch die Bicarbonatzunahme in der Losung
beriicksichtigen, die sich nach der Warburgschen Methode®) in einem
nebenherlaufenden Versuch messen 148t. Beide Werte addiert geben dann
die gebildete Kohlensiuremenge.

1) Vgl. Oppenheimer u. L. Pincussen, ,,Die Methodik der
Fermente*. S. 1251 (1929).

%) H. Hirsch-Kauffmann, H. 140, 25 (1924); G. Embden,
H. 143, 297 (1925).

3) Bio. J. 26, 1788 (1932).

4) Manometric Methods 45 (1934).

%) E. Negelein, Bio. Z. 158, 121 (1925).
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Uber den Stoffwechsel des Schimmelpilzes
Aspergillus niger.

I. Abbau der Citronensidure*);

von Moichael Deffner.
Mit 1 Figur im Text.

[Aus dem Institut fiir Chemie und Landwirtschaft ,,Nikolaos Kanello-
poulos® Abt. f. Org. Chemie u. Biochemie Pirdus, Griechenland.]

(Eingelaufen am 4. Juni 1942.)

Nach Walker und Mitarbeitern soll das Primérprodukt
des Citratabbaus durch den Schimmelpilz Aspergillus niger?)
wie auch durch das Bacterium pyocyaneum?) die Aceton-
dicarbonsiure sein, die weiterhin iiber Malonsdure zu Essig-
sdure, teilweise auch zu Bernsteinsiure abgebaut wird. Mar-
tius?®) hat fiir den tierischen Organismus die primire Umlage-
rung der Citronensédure iiber die cis-Aconitsdure in Isocitronen-
sdure und deren Abbau iiber die Oxalbernsteinséiure zu «-Keto-
glutarsdure und Bernsteinsidure bewiesen.

Vor 3 Jahren habe ich im Wielandschen?) Institut ein
neues Schema fir den anaeroben Abbau der Citronensiure
durch Bakterien aufgestellt, das auch fiir das B. pyocyaneum
gilt, wie gemeinsame Versuche mit Franke®) gezeigt haben.
An der Spitze dieses Schemas steht der anaerobe Zerfall des
Citronensédure-Molekiils in Oxalessigsdure und Essigsiure.
Dieser Abbau wurde spiter durch Brewer und Werkman
auch fir den anaeroben Abbau der Citronensidure durch

*) Heinrich Wieland zum 65. Geburtstag in Verehrung und
Dankbarkeit zugeeignet.

!) Th. K. Walker, V. Subramaniam u. F. Challenger, Soc.
1927, 3044.

%) Butterworth u. Walker, Bio. J. 28, 926 (1929).

?) C. Martius, H. 247, 104 (1937); 257, 29 (1938).

%) M. Deffner, A. 536, 44 (1938).

®) M. Deffner u. W. Franke, A. 541, 85 (1939).
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Aerobacter indologenes?) bestitigt. Er gilt auch fiir den aeroben
Abbau der Citronensiure durch Bakterien, wie unsere Ver-
suche?) gezeigt haben. .

Da die Ergebnisse von Walker und Mitarbeitern bei
B. pyocyaneum von uns widerlegt wurden und da auch der
friiher im allgemeinen angenommene Abbau der Citronensiure
iiber die Acetondicarbonsiure nach Martius nicht zutrifft,
war nur noch zu untersuchen, ob etwa der Abbau der Citronen-
sdure durch Schimmelpilze iber die Acetondicarbonsdure ver-
liuft, wie Walker annimmt, oder auf einem anderen Weg.
Inzwischen wurde von der Eulerschen Schule®) und von
Lynen und Neciullah?) im Wielandschen Institut be-
wiesen, daB auch bei der Hefe der Citronensdure-Abbau iiber
die Isocitronensdure verlduft.

Meine Versuche beweisen nun, wie vorweggenommen sei,
daB bei den Schimmelpilzen bzw. bei Aspergillus miger der
Citronensédure-Abbau iiber die Isocitronensiure verliuft und
nicht, wie Walker und Mitarbeiter angenommen haben, tiber
die Acetondicarbonséure.

Zichtung der Pilze. — Methodik.

Ich habe nicht mit wachsenden Pilzen gearbeitet wie
Walker, um dem Einwand, der sich allgemein gegen die
Methode des ,,Verwendungsstoffwechsels* erheben 1iBt, zu
entgehen, daB ndmlich irgendwelche faBbaren Abbauprodukte
nicht direkt aus der zugesetzten C-Quelle stammen, sondern
indirekt aus primir daraus aufgebauten Zellsubstanzen (z. B.
Aminosduren).

Zu den Versuchen wurden verschiedene Stamme von Aspergillus niger
verwendet*). Sie wurden auf einer Nahrlésung geziichtet, die pro Liter

1) C.R. Brewer u. C. H. Werkman, Enzymologia 6, 273 (1939).

2) Vgl. Anm. 5, S. 191.

%) H.v. Euler, E. Adler, G. Giinther u. L. Elliot, Enzymo-
logia 6, 337 (1939).

9) F.Lynen u. N. Neciullah, A. 541, 203 (1939).

*) Fiir die freundliche und kostenlose Uberlassung von 4 Aspergillus

niger-Stdmmen bin ich Herrn Prof, Dr. K. Bernhauer zu graBem Dank
verpflichtet.
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3g NH,NO,, 1g KH,PO,, 0,4 g MgSO,.7H,0 und Spuren von Eisen
enthielt (Lésung L); als C-Quelle wurde benutzt sowohl Citronensure
(20 g pro Liter der Losung L. pa der Nahrlssung = 2,3), als auch Glucose
oder Rohrzucker (30 g pro Liter der Lésung L). Im letzten Fall wurde
Weinsdure oder Citronenséiure zugesetzt (2g), um das pg der Ldsung
auf etwa 2,9—3,1 einzustellen. Die Nahrlésung wurde mit frischer
Sporensuspension geimpft.

Die Pilze wurden anfangs in kleinen Petri-Schalen bei 34—36°
geziichtet. Das junge, 3 Tage alte, weiBe Pilzmycel wurde fein gemahlen
und der Pilzbrei fiir die Versuche verwendet. Der Brei war sehr aktiv,
aber die Menge des gebildeten Pilzes gering. Um die Ausbeute zu erhéhen,
wurden die Pilze langer geziichtet. Diese élteren, vor der Sporenbildung
noch weiBen Pilzmycele waren inaktiv. Ich habe es daher vorgezogen,
die Pilze wie folgt zu ziichten:

Rollflaschen von 6—7 Liter wurden mit 1,6 Liter Nahrlésung be-
schickt und im Autoklaven sterilisiert. Nach dem Erkalten wurde mit
einer kriftigen frischen Sporensuspension geimpft, mit Sauerstoff gefiillt
und mit einem sterilen Gummistopfen verschlossen. Die Flaschen wurden
bei 34—38° stark geschiittelt, so daB die Nahrfliissigkeit mit dem Sauer-
stoff gut in Berithrung kam. Es muB dafiir gesorgt werden, daB immer
Sauerstoff vorhanden ist. Am zweiten und dritten Tag wurde daher der
Sauerstoff erneuert und am vierten oder spitestens fiinften Tag die Pilz-
masse durch eine Glasfilternutsche (Jena 26 G 2 oder 26 ¢ 3) abfiltriert,
mit Wasser gewaschen und leicht ausgepreBt. Langere Zeit geziichtete
Pilze erwiesen sich als inaktiv. Es wurde nicht unter sehr streng sterilen
Bedingungen gearbeitet, denn wegen des sauren py der Lésung, der
starken Impfung und der Spezifitait der Nahrlésung wurde nie eine
Fremdinfektion festgestellt. Die auf diese Weise geziichteten Pilze be-
zeichne ich als feuchte Pilzfaden. Ausbeute aus 1,6 Liter Nahrlosung
10—15 g feuchte Pilzfadden von 3—6 g Trockengewicht.

Es wurden auch Versuche angestellt mit Pilzen bzw. feuchten Pilz-
faden, die direkt in kleinen Portionen in fliissige Luft oder fliissigen Stick-
stoff eingetragen wurden, analog den Versuchen von Lynen!) bei Hefe.
Pilze, die inaktiv waren, wie z. B. solche, die lingere Zeit gewachsen
waren oder die im Eisschrank lange aufbewahrt worden waren, konnten
nach dem Einfrieren in fliissiger Luft nicht aktiviert werden.

I. Prdparative Versuche mit wachsenden Pilzen.

Zunichst habe ich die Versuche von Walker und Mit-
arbeitern®) an drei verschiedenen Stimmen von Asp. niger

1) F. Lynen, A. 539, 1 (1939).
?) Th. K. Walker, V.Subramaniam u. F.Challenger, Soc.
1927, 3044.

Annalen der Chemie. 552. Band. 13
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nachgearbeitet. Ich habe meine Versuche aber so durchgefiihrt
wie die mit B. pyocyaneum?). Aceton konnte ich nicht nach-
weisen. Oft habe ich auch die Néhrfliissigkeiten, auf denen die
Pilze kurze oder lingere Zeit geziichtet wurden, auf Aceton
untersucht. In keinem Falle konnte ich mit Sicherheit Aceton
nachweisen. Uber die Ursache der Diskrepanz zwischen den
Angaben der englischen Autoren und meinen kann ich, genau
wie auch beim B. pyocyanewm, im Augenblick nichts Be-
stimmtes aussagen. Ich glaube aber, daB es sich nicht um ein
grundsitzlich verschiedenes Verhalten der verwendeten Asper-
gillus-Stimme handelt, und neige vielmehr zu der Annahme,
daB den englischen Forschern vielleicht irgendein — nach-
triglich schwer feststellbarer — methodischer Fehler unter-
laufen ist.

Walker und Mitarbeiter stiitzen ihr Citronensiure-
Abbauschema besonders auf den Nachweis und die Be-
stimmung des Acetons. Nachdem mir dieser Nachweis nicht
gelungen ist, bin ich der Ansicht, daB der Abbau der Citronen-
sdure iiber die Acetondicarbonsdure nicht bewiesen ist. Es
war daher zu untersuchen, wie nun die Citronensédure wirklich
abgebaut wird.

II. Versuche mit Methylenblau
als Wasserstoffacceptor.

Die Versuche mit Methylenblau als Wasserstoffacceptor
habe ich angestellt, um aus der Geschwindigkeit der Reaktion
mit verschiedenen Substraten Schliisse auf die evtl. Zwischen-
produkte des Citronensdureabbaus zu ziehen. Bei dieser Ge-
legenheit habe ich auch das Vorkommen verschiedener De-
hydrasen untersucht.

Von den Dehydrasen des Asp. niger wurde bis jetzt naher unter-
sucht nur die sog. Glucoseoxydase (Glucoseoxhydrase). D, Miiller*)

konnte diese isolieren. W. Franke und Lorenz®) haben sie als Dehydrase
(oxytrope) sichergestellt und W. Franke und M. Deffner?) als Gelbes

!) M. Deffner u. W. Franke, A. 541, 85 (1939).
*) Erg. Enzymforsch. 5, 2569 (1936).

%) A. 582, 1 (1937).

) A. 541, 117 (1939).
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Ferment erkannt. Milller konnte in seinen Glucoseozydase-priparaten
auch Apfelsiuredehydrase nachweisen.

A. Versuchstechnik. Die Methylenblauversuche wurden in eva-
kuierten Thunberg-Réhren nach Bertho!) angestellt. Zur Herstellung
vollkommen homogener Pilzsuspensionen wurden die feuchten Pilzfaden
mit der entsprechenden Menge Phosphatpuffer in einem Porzellanmérser
leicht verrieben. Der allgemeine Ansatz meiner Versuche war:

5,0 com Pilzsuspension in m/,.-Phosphatpuffer (py 6,8—7,1).
1,0 com ™/,- oder m/,,-Substratlésung (als Na-Salz).

0,6 com Methylenblau 1: 1000 (etwa ™/g,.).
Gesamtvolumen 6,5 ccm; Versuchstemperatur 34°.

Als Versuchsbeginn wurde der Zeitpunkt, zu dem das evakuierte
Rohrchen in den Thermostaten eingesenkt wurde, als Entfarbungszest t
— zwecks gréBerer Ablesegenaunigkeit — die Zeitpunkte einer 90- und
100 proc. Entfirbung (Vergleichsskala) notiert. Die meisten Ansitze
wurden doppelt ausgefiihrt.

B. Mycelalter und -aktvvatdt. Von groBer Bedeutung fiir
die Dehydrasenaktivitdt ist das Alter des Pilzes. Ich habe
vergleichend die Entfirbungszeit desselben Pilzstammes ver-
schiedenen Alters mit und ohne Substrat gemessen. Als Sub-
strate fiir diese Versuche wurden Milchsdure, Bernsteinsiure
und Citronensiure benutzt.

Tabelle 1,

Die Versuche wurden sofort nach der Ernte des Pilzes angestellt.
Pilzstamm 12 BAW Prag. Versuch 1: 3 Tage auf Citrat geziichtet, Aus-
beute 9 g feuchte Pilzfaden aus 1,6 Liter Nahrlosung. Versuch 2: Eine
andere dhnliche Pilzziichtung.

Entfarbung _Ler? Elf.hl_ L _Xe_l:,s‘uﬂ,,

90%/, | 100/, | 90°/, | 1009,
Pilztrockengewicht in Milligramm . . . . | 60 60 30 | 30
Entfarbungszeit in Min. ohne Substrat . . ' 9,6 | 12,6 31 | 47
- 5s 5 mit Citronenséure 6,6 8,6 22 | 31
ot »» s+ Milchsdure . . | 2,0 | 3,0 7 | 11
3 s s 5 Bernsteingdure ‘] 5,6 7,0 23 | 32

!) Methodik vgl. Bertho-GraBmann, Bio. Praktikum, S.152.
Leipzig 1926.

13*
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Tabelle 2.
Dieselben Pilzziichtungen wie in Tab. 1, nur wurden die Versuche
angestellt, nachdem die feuchten Pilzfiden im Eisschrank 2 Tage lang
aufbewahrt wurden.

Versuch 1 Versuch 2

Entfarbung el

90%, [ 1009/, | 90%, |100%
Pilztrockengewicht in Milligramm . . . . 35| 36 26 | 26
Entfarbungszeit in Min. ohne Substrat . . | >240| — [>240 | —
5 ,» 5, mitCitronensédure | >240| — >240 —
» v s s Milchséure . . 3 I35 10,6/ 14
5 ,s s 5 DBernsteinséure 18817 26 33

Tabelle 3.

Die Versuche wurden sofort nach der Ernte des Pilzes angestellt.
Pilzstamm 12 BWA Prag. Versuch 1: 4 Tage auf Citrat geziichtet, Aus-
beute 17 g feuchte Pilzfiden aus 1, b Liter Nahrlosung. Versuch 2: Eine
andere ahnliche Pilzziichtung.

Versuch 1 Versuch 2
Entfarbung e

90%/, | 100, | 90°/, | 100%/,

Pilztrockengewicht in Milligramm . . . . || 166 | 165 | 160 | 160
Entfarbungszeit in Min. ohne Substrat . . | 29 43 24 48
7 »» »» mit Citronensiure | 26 41 24 41

e s sy 3 Milchsdure . . 17 24 12 17

” s » » Bernsteinshure | 20 | 20 | 16 | 27

Tabelle 4.

Dieselben Pilzziichtungen wie in Tab. 3, nur wurden die Versuche

angestellt, nachdem die feuchten Pilzfaden im Eisschrank 2 Tage lang
avfbewahrt wurden.

Versuch 1 Versuch 2
Entfarbung

90°/, | 100°/, | 90%/, | 100%/,

Pilztrockengewicht in Milligramm . . . . || 160 | 160 165 | 166
Entfiarbungszeit in Min. ohne Substrat . . | 410 — | >240| —
o ,» ,, mit Citronensiure 216 — | >240| —

v ss 35 5, Milchs&ure . . 18 29 8| 11

= ,» s 5, DBernsteinsdure 48 81 36| 64

Pilze, die linger als 4 Tage geziichtet wurden, sind inaktiv. Fir
die Methylenblauversuche am giinstigsten sind die Pilze, die bei reich-
licher Sporenimpfung nur drei Tage auf Citronenséure gewachsen sind.
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Die Milchsiuredehydrase ist auch nach fiinftigigem Aufbewahren
im Eisschrank zum groBten Teil noch vorhanden. Die Bernsteinsdure-
dehydrace ist zwei Tage lang und die Citronensiuredehydrase hochstens
einen Tag im Eisschrank haltbar. Entsprechend der Citronensiure-
dehydrase verhalt sich auch die Leeratmung der Pilze. Darum sind Pilze,
die einen bzw. zwei Tage im Eisschrank aufbewahrt wurden, geeignet
fir die Ontersuchung verschiedener Dehydrasen, da sie kleine Leer-
entfarbung zeigen.

Um festzustellen, ob die Inaktivierung der &lteren Pilz-
fiden durch Permeabilititsinderungen der Zellwand ver-
ursacht wird, habe ich auch Versuche mit gefrorenen Pilz-
faden angestellt analog den Versuchen von Liynen bei Hefe
(a. a. 0.).

Tabelle 5.

Dieselbe Pilzziichtung wie bei Versuch 2 der Tab.3. Versuch I:
Pilz sofort nach der Ernte in flissige Luft eingetaucht und nach dem
Auftauen (dieser ProzeB dreimal wiederholt) zu den Versuchen benutzt:

Versuch 2: Der Pilz nach dem Auftauen mit Wasser gewaschen, ab-
filtriert und dann wie iiblich die Versuche angestellt.

V h
Entfarbung ersuch 1 Versuc! 277
90%/, | 100%, | 90°/, | 100/,
Pilztrockengewicht in Milligramm . . . . || 160 | 150 | 1560 | 150
Entfarbungszeit in Min. ohne Substrat . . | 40 57 9 | 122
» ,» 5, mit Citronensaure 40 57 82 116
W v s Milchséure . . 8 11 7 9
" . s , Bernsteinsiure 16 | 24 17 24

Aus diesen und anderen dhnlichen Versuchen, auch mit
noch dlteren Pilzen, siecht man, daB lingere Zeit geziichtete
Pilze, die nicht so aktiv sind wie die nur 3 Tage lang ge-
ziichteten, durch Einfrieren in fliissiger Luft nicht aktiviert
werden. Die gefrorenen und ausgewaschenen Pilze zeigen mit
Bernsteinsiure und Malchsiure dieselben Entfirbungszeiten
wie die normalen Pilze. Dagegen ist die Leer- und Citrat-
Entfarbungszeit bei den auf diese Weise behandelten Pilzen
bedeutend grofer. Man kann diese Tatsache erkliren durch
die Annahme, daB die Milchsiuredehydrase des Asp. miger im
Gegensatz zu der entsprechenden Dehydrase des Muskels, aber
analog der Mulchsiuredehydrase der Hefe, beim Umsatz mit
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Methylenblau als Wasserstoffacceptor kein Co-Enzym be-
notigt, da dieses unter den vorliegenden Bedingungen zum
groBten Teil ausgewaschen wiirde (vgl. analoge Versuche von
Lynen bei Hefe). Die Citronensiuredehydrase bzw. Iso-
ciironensiuredehydrase benotigt aber bekanntlich die Co-
Dehydrase 11, die unter den Versuchsbedingungen zum grofen
Teil ausgewaschen wird. Daher die groBeren Ent_ffirbungs-
zeiten mit gefrorenem und ausgewaschenem Pilz. Uber den
Stoffwechsel des Asp. niger und die Fermentsysteme desselben
sind weitere Versuche im Gange.

C. Ndhrlosungen. Die Ziichtung der Pilze auf Citronensdure ist
vorzuziehen, obwohl die Pilze auf Glucose oder Rohrzucker schneller
wachsen (schon am dritten Tag muB man sie dort ernten), denn man
erhdlt auf diese Weise einen sehr aktiven Pilz, der konstante Eigenschaften
besitzt.

D. Die pu-Abhdingigkeit. Die pa-Abhangigkeit der Entfarbungszeiten
der drei untersuchten Sauren kommt in der folgenden Figur zum Ausdruck.

—————— Leerentfarbunyg
sob Citronensdure
T - .l —c == — Bernstemnsavre
g | == Mi/chsdure
Seof
Sas] !
b3 '
-8 J01 '
.§
§ 251
™20k
S 20
'\s 75}
=
3 70+
St e

55 6 &5 7 75 8
pl7e——>
Fig. 1. Pilzstamm 12 BWA Prag. 3 Tage auf Citrat geziichtet. Normale
Anséitze mit dem entsprechenden Phosphatpuffer. 33 mg Pilztrooken-
gewioht. Es wurde die Zeit der 90-proc. Entfarbung gemessen.

E. Versuche mit verschiedenen Substraten. Es wurden Ver-
suche mit allen moglichen Substraten und Gemischen an-
gestellt, die als Zwischenprodukte des Citronensiureabbaus
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fungieren konnten. Parallel liefen jedesmal auch Versuche
mit Milchsdure und Bernsteinsiure, um die Aktivitdten ver-
gleichen zu konnen.

Bei den Ansitzen, in denen die Citronensdure bereits vor
der Zugabe des MB. mit dem Pilz in Beriihrung war, wurde der
Farbstoff schneller entfirbt als in den analogen Ansétzen, in
denen das Substrat erst mit dem Farbstoff zusammen zu-
gegeben wurde.

Tabelle 6.

Pilz: Stamm 12 BWA Prag, 30 mg trocknes Gewicht pg 6,9. Es
wurde die Zeit einer 90-proc. Entfarbung gemessen.

Leerentfarbungszeit . . . . . . . . . . . .. .. ... 31 Min.

Entfarbungszeit mit Citronensaure, die zusammen mit dem

MB. d. Pilz zugegeben wurde | 22 ,,
die 25 Min. vor dem

MB. d. Pilz zugegeben wurde | 17 ,,

,, Bernsteinsdure . . . . . . . . . .. 23 ..

o MEloHeRtDer. e - s e o e s e

’ » ”

Diese Tatsache kann mit allen drei zur Diskussion
stehenden Abbauschemata erklirt werden. Denn bei allen
dreien ist die erste Phase des Abbaus anaerob. Dann muB
aber gefordert werden, daB die in dem betreffenden Schema
angenommenen Zwischenprodukte, wenn man sie fiir sich als
Substrat zugibt, tatsidchlich schneller dehydriert werden als
die Citronensdure. Es wurde daher jede Abbaumoglichkeit
getrennt auf die Erfiillung dieser Forderung hin untersucht.

Die Versiiche wurden wie iiblich angestellt; nur um eine eventuelle
Hemmung bei den Ketoderivaten zu vermeiden, wurde statt 1 com nur
0,2 com ™/;-Losung von jedem Substrat pro Ansatz verwendet.

a) Abbau iiber Essigsiure + Oxzalessigsiure. Es wurden
die Entfarbungszeiten mit Citronenséure, Essigsdure, Oxal-
essigsdure und einem Gemisch von Essigsdure und Oxalessig-
sdure gemessen.

Nach diesem Versuch ist kein Grund vorhanden, den Abbau
iiber Essigsdure und Oxalessigsdure fiir wahrscheinlich zu
halten. Das Gemisch Essigsiure-Oxalessigsdure wird nicht
schneller, sondern langsamer dehydriert als die Citronen-
sdure.
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Tabelle 7.

Pilz: Stamm 12 BWA Prag, 33 mg Trooken-Gewicht pm6,9. Es
wurde die Zeit einer 90-proc. Entfirbung gemessen. Versuch 1: Der Pilz
sofort nach der Ernte verwendet. Versuch2: Nach 24 Stunden Auf-
bewahren desselben im Eisschrank.

Versuch 1 | Versuch 2

Leerentfarbungszeit . . . . . . . . . . . . . 17 Min. | 63 Min.
Entfarbungszeit mit Citronensdure. . . . . . . 10 ,, 26 ,,

5 ,» BEssigsiure + Oxalessigsaure | 11 ,, 70

> ,, BEssigsdure . . . . . . . . 17 ,, 58 ,,

o ,» Oxalessigsdure . . . . . . 14 ,, 68 ,,

5 ,» Bernsteinsdure . . . . . . 1SS 20 5,

"% ,» Milchsaure . . . . . . . . bavss ONgs

b) Abbau iiber Ameisensiure-Acetondicarbonsiure. Es
wurden die Entfirbungszeiten mit Citronensiure, Ameisen-
saure, Acetondicarbonsdure und einem Gemisch von Ameisen-
gdure und Acetondicarbonsidure gemessen.

Tabelle 8.
Ansétze wie bei Tab. 7, aber eine andere Pilzziichtung.

Versuch 1 | Versuch 2
Leerentfarbungszeit . . . . . . . . . . . .. 13 Min. | 39 Min.
Entfarbungszeit mit Citronenséure. . . . . . . 5 ,, 185,
55 ,» Ameisensdure 4 Aceton-
dicarbonsdure. . . . . . 15 ,, 40 ,,
. ,, Ameisensdure. . . . . . . 1355 39 ,,
v ,» Acetondicarbonsdure. . . . 16 5 39 ,,
vy ,, DBernsteinsdure . . . . . . 8 12 ,,
& +» - Milchsimre b, Fop e ssm, Al 4 el 4

Auch der Abbau der Citronensdure iiber Ameisensiure-
Acetondicarbonsdure erklart nicht die Tatsache, daB die
Citronensaure, die kurze Zeit mit dem Pilz in Berithrung war,
schneller dehydriert wird als diejenige, die zusammen mit dem
MB. dem Pilz zugegeben wurde, denn ein Gemisch von Ameisen-
saure und Acetondicarbonsdure wird langsamer dehydriert als
Citronenséure.

¢) Abbaw iiber e-Isocitronensiure. Es wurden die Ent-
farbungszeiten mit Citronensiure, cis-Aconitsdure und e-Iso-
citronensédure gemessen.
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Tabelle 9.
Ansitze wie bei der Tab. 7, aber eine andere Pilzziichtung.

Versuch 1 | Versuch 2
Leerentfarbungszeit . . . . . . . . . .. .. 18 Min. | 44 Min.

Entfarbungszeit mit Citronensdure. . . . . . . R 15 ,,

- ,, Cis-Aconitsdure . . . . . . 8,6 ,, 14 ,,

o ,» e-Isocitronensaure . . . . . s 12 5

55 ,, DBernsteinsdure . . . . . . 5 55 1305

o ,» Milchséure . . . . . . . . 4= ds

Die e-Isocitronensdure wird schneller als die cus-Aconit-
sdure und diese schneller als die Citronensdure dehydriert.
Damit ist bewiesen, daf die Citronensdure durch Asp. niger
iiber eis-Aconitsdure —»> e-Isocitronensiure abgebaut wird.
DaB die Unterschiede nicht groBer sind, beruht auf der Tat-
sache, daB das Ferment Aconitase, das die Citronensdure in
Isocitronensdure bzw. die cis-Aconitsdure in Isocitronensaure
und Citronensdure uberfithrt, sehr aktiv ist, wie folgender
Versuch beweist.

III. Nachweis der Aconitase.
Umwandlung der cts-Aconitsdure in Citronensiure.

Ich habe préiparative Versuche angestellt, um die Aco-
nitase nachzuweisen. Zugesetzte cis-Aconitsdure wurde bei
Gegenwart von Na,SeO; als Citronensdure isoliert. Es folgt
die Beschreibung eines dieser Versuche.

30 g feuchte, auf Citrat 4 Tage lang geziichtete Pilzfiden vom
Trockengewicht etwa 6 g wurden in einer Rollflasche in 200 ccm 0,85-
proc. NaCl + 30 cem m/,-Phosphatpuffer vom pg = 7,0 suspendiert. Es
wurden 550 mg cis-Aconitsdureanhydrid, das mit NaOH neutralisiert
wurde, und 10 cem ™/,-Na,SeO, hinzugesetzt. Die Flasche wurde mit
einem Gummistopfen, der mit einem Glashahn versehen war, geschlossen,
evakuiert und bei 30° auf einer Schiittelmaschine geschiittelt.

Nach 60 Minuten wurden 50 ccm der Suspension abpipettiert, in
diesen die gebildete Citronensidure nach Kometianil) als Pentabrom-
aceton bestimmt. Es waren im ganzen Ansatz 330 mg Citronensiure
gebildet worden. Die Flasche wurde sofort evakuiert und weiter ge-
schiittelt. Nach 3 Stunden wurde dasselbe wiederholt und 435 mg

1) Kometiani, Fr. 86, 359 (1931).
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Citronenséure gefunden. Nach 20 Stunden wurde der Versuch ab-
gebrochen. Es hatten sich 490 mg Citronensiure gebildet.

Die Citronensiure wurde auch als Chininsalz isoliert.

Bei einem Versuch, der ohne Aconitsaure parallel lief, wurden nach
2 Stunden 10 mg und nach 20 Stunden 4 mg Citronensaure gefunden.

Aus meinen Versuchen kann man den SchluB ziehen, daB
bei den Schimmelpilzen bzw. Asp. niger der Citronensdure-
abbau nicht iiber Ameisensiure-Acetondicarbonséiure verlauft,
wie Walker angenommen hat, sondern iiber die 1-Isocitronen-
sdure, Oxalbernsteinsdure, a-Ketoglutarsiaure usw.

Auch bei den Fischen wird die Citronensiure tber die
Isocitronensdure abgebaut, wie ich spiter in anderem Zu-
sammenhang berichten werde.

Zusammenfassend kann man iiber den biologischen Ab-
bau der Citronensaure jetzt sagen, daB dieser im tierischen
Organismus, den Schimmelpilzen und der Hefe iiber die
(—)-Isocitronensdure, Oxalbernsteinsdure, o-Ketoglutarsiure
usw. verlduft. Bei den Organismen, die auf Citronensdure als
einziger C-Quelle wachsen, entsteht aus der «-Ketoglutarsiure
durch Ammoniak die Glutaminsidure und aus dieser durch
Umaminierung die iibrigen Aminosiduren?!). Nur bei den Bak-
terien wird die Citronensdure aerob und anaerob iiber Essig-
sdure-Oxalessigsdure abgebaut. Bei den Bakterien, die auf
Citronenséure als einziger C- Quelle allein wachsen, wiirde dann
aus der Oxalessigsdure bzw. Fumarsiure (Aspartasereaktion)
durch Ammoniak die Asparaginsdure und daraus die iibrigen
Aminosduren entstehen. So kann man auch erkliren, daB in
gewissen Milchsaurebakterien nach Befunden der Euler-
schen Schule die Glutaminsduredehydrase nicht vorkommt.

1) Uber den biologischen Ab- und Aufbau der Aminosiuren vgl.
W. Franke, Z. Ang. 52, 695 u. 703 (1939).
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Ober Fumarat-Hydrase als gelbes Ferment”.
Biochemische Hydrierungen IX');
von F.G. Fischer, A. Roedig®) und K. Rauch.
Mit 1 Figur im Text.
[Aus dem Chemischen Institut der Universitdt Wiirzburg.]
Eingelaufen am 4. Juni 1942.

Schon die Versuche, welche zur Auffindung der Fumarat-
Hydrase fiihrten, hatten die Vermutung nahegelegt, daB
dieses Ferment entweder mit der Wirkung des damals einzig
bekannten ,,gelben Ferments* verkniipft sei, oder aber, daB
es selbst eine ,,gelbe Gruppe enthielte?). Denn die Fumarat-
Hydrase fand sich in den aus Hefe hergestellten Fraktionen
des ,,gelben Ferments* und bewirkte die Hydrierung von
Fumarsédure — im Gegensatz zur bekannten Succino-Dehydrase
— nur mit Wasserstoffspendern, deren Potentiale unter
—0,1 Volt lagen. Bei der weiteren Untersuchung der Fumarat-
Hydrase galt es daher vor allem drei Fragen nachzugehen:
der nach ihrem Verhiltnis zum ,,gelben Ferment*, der nach
ihrer eigenen prosthetischen Gruppe und schlieBlich jener nach
ihrer biologischen Funktion und ihren méglichen Beziehungen
zur Succino-Dehydrase.

Inhaltsibersicht.
I. Fumarat-Hydrase und ,,Flavinenzym®.

A. Methodik der Wirksamkeitsbestimmungen: 1. Fumarat-Hydrase.
2. Flavinenzym.

B. Gewinnung der Ausgangsstoffe.

C. Versuche zur Trennung durch 1. Einwirkung organischer Lésungs-
mittel. 2. Féllungen mit Ammoniumsulfat. 3. Adsorptionen an
Aluminiumhydroxyd. 4. Dialyse. 6. Elektrophorese.

*) Geh. H. Wieland zur Feier seines 65. Geburtstages gewidmet.

1) VIIL Mitteilung, Naturwiss. 80, 374 (1942).

?) Dissertation A.Roedig, Wiirzburg 1939.

3) F. G. Fischer u. H.Eysenbach, Biochemische Hydrierun-
gen VI, A. 580, 99 (1937).
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II. Co-Ferment und Aktivator der Fumarat-Hydrase.
A. Spaltung und Rekombination: 1. Fallung der Proteinkomponente.
2. Rekombination.
B. Aktivierung mit Lactoflavin und Lactoflavinphosphat.
III. Fumarat-Hydrase und Succino-Dehydrase.

A. Versuche mit Hefe und Praparaten aus Hefe: 1. Lebende und
plasmolysierte Hefe. 2. Trockenhefe und Macerationssafte.
3. Gereinigte Fermentpraparate.

B. Versuche mit tierischen Geweben.

IV. Zusammenfassende Bemerkungen.

I. Fumarat-Hydrase und ,,Flavinenzym*.

Zu der Zeit der ersten Versuche zur Darstellung der
Fumarat-Hydrase!) war nur das ,,alte” gelbe Ferment von
Warburg und Christian?) bekannt und seine Wirkung als
Katalyse der Oxydoreduktionen zwischen hydrierten Co-De-
hydrasen einerseits und Sauerstoff bzw. Methylenblau anderer-
seits nachgewiesen. Dieses Flavoproteid, rach der Warburg-
schen Bezeichnung ,,Alloxazin-Proteid o, Dinydropyriatn‘‘3), wird
in der vorliegenden Arbeit der Kiirze halber stets Flavinenzym
genannt.

Die Versuche zur Reinigung der Fumarat-Hydrase aus
Hefe-Macerationssiften ergaben, daB die ersten Schritte zur
Herstellung des Flavinenzyms auch zur Gewinnung der
Hydrase geeignet waren und daB bei der weiteren Reinigung
durch Fillungs- und Adsorptionsmittel beide Fermente sehr
haufig vergesellschaftet auftraten?).

Zur Kliarung ihres wechselseitigen Verhéltnisses war daher
zunichst notig, einen quantitativen Vergleich ihrer Wirksam-
keiten im Laufe verschiedener Reinigungsgange durchzufiihren.
Die Bestimmung der Fumarat-Hydrase erfolgte durch Messung
der Wiederfarbungsgeschwindigkeit eines geeigneten Leuko-
Farbstoffes (Methylenviolett) im System

Leuko-Farbstoff —» Fumarat-Hydrase —» Fumarat,
1) Vgl. Anm. 3, S. 203.

?) Bio. Z. 266, 377 (1933).
3) 0. Warburg u. W. Christian, Bio. Z. 298, 368 (1938).
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die des Flavinenzyms durch Geschwindigkeitsmessungen im
System

Neuberg-Ester Dehydrase + Methylenblau
oder —» Codehydrase I —»> Flavinenzym —»  oder
Robison-Ester er Sauerstoff
Codehydrase 11

A. Methodik der Wirksamkeitsbestimmungen.

1. Besttmmung der Fumarathydrase-Wurksamkest.

Als Farbstoff wurde Methylenviolett (£, = — 0,266 Volt) ver-
wendet, da es sich zeigte, daB es gewisse Vorziige gegeniiber dem frither
verwendeten Janusrot hat. Die Geschwindigkeiten der Reoxydation
beider Leukofarbstoffe sind gleich.

In ein Thunberg-Rohr werden einpipettiert: 1,0 com m/; 0 -Me-
thylenviolett - Lésung, 0,1 cem m™/;,- Kaliumfumarat-Losung, ein be-
stimmtes Volumen der Fermentlésung (0,1—0,4 ccm) und soviel ™/;-Phos-
phatpuffer von pg 7, daB das Gesamtvolumen 2 com betragt. Die Re-
duktion des Farbstoffes und die Ablesung der Geschwindigkeit seiner
Riickbildung wurden in der schon beschriebenen Weise ausgefiihrt?).
Meistens wurde mit der Stoppuhr die Zeit von einer 10-proc.bis zu einer
650-proc. Wiederfarbung bei 30° gemessen (Wiederfarbungszeit). Da sie
unter den angewandten Bedingungen ein unmittelbares MaB fiir die
Aktivitat der Fermentlésungen darstellt, 148t sich die Zahl X der Ferment-
Einheiten einer unbekannten Losung bestimmen aus dem Verhaltnis des
Produktes von Wiederfirbungszeit und Fermentmenge der Bezugsferment-
16sung zu jenem der zu bestimmenden Losung.

Als Bezugspraparat wurde ein nach frither gemashten Angaben
bergestelltes ,,gelbes Rohferment“ verwendet, welches trocken vdllig
haltbar und sowohl als Fumarat-Hydrase wie als Flavinenzym stark wirk-
sam war. Die in 0,2 ccm seiner Stammlésung (1 g in 10 ccm Wasser) ent-
haltene Fermentmenge wurde willkiirlich als 1 Fumarathydrase-Einheit
bzw. als 1 Flavinenzym-Einheit angenommen.

Wenn z. B. 0,2 com Lésung des Bezugsferments eine Wiederfarbungs-
zeit von 80 Sekunden haben, 0,4 com der unbekannten Ldsung eine solche
von 160 Sekunden, so enthilt diese Ldsung 0,25 Fumarathydrase-Ein-
heiten.

Bei pflanzlichen und tierischen Extrakten stort die Eigenfarbe und
die zuweilen vorhandene leichte Triibung den Vergleich. In solchen Fallen

wird eine entspreohende Menge der Extrakte in die Rthren der Vergleiohs-
skala gegeben.

1) Vgl. Anm. 3, S. 203.
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2. Besttmmung der Flavinenzym-Wirksamkext.

Bei gentigendem UberschuB der iibrigen Bestandteile der genannten
Systeme und konstanter Anfanggkonzentration an Farbstoff bzw. Sauer-
stoff ist der Gehalt an Flavinenzym allein geschwindjgkeitsbestimmend.
Nachdem gute Ubereinstimmung zwischen den verschiedenen Aus-
wertungsmethoden festgestellt worden war, wurde meistens die Dehydrie-
rung des Neuberg-Esters im Methylenblau-Versuch gemessen. Dieser
Ester wird ebenso rasch dehydriert wie Robison-Ester. Das Flavin-
enzym reagiert in Ubereinstimmung mit den Beobachtungen Warburgs?)
mit Sauerstoff etwas langsamer als mit Methylenblau. Aus der Methylen-
blau-Entfirbung berechneten sich z. B. in einem Falle 22 cmm O, in
6 Minuten, wihrend 10 cmm gemessen wurden.

Folgende Mengen der verschiedenen Losungen werden meistens zu-
sammengegeben: 0,26 com ™/, - Methylenblau, 0,2 cem Dehydrase,
0,2 com Cozymase, 0,1 com Neuberg-Ester, von 0,01 bis zu 0,2 ccm
Flavinenzym und soviel @/;-Phosphatpuffer von pg 7, daB die Gesamt-
menge der Fliissigkeit 1,6 com betrdgt. Thermostat-Temperatur = 30°,

Da die Wirksamkeit der Dehydrase-, zuweilen auch die der Co-
dehydrasen-Losungen schwankend ist, wird die zur maximalen Ent-
farbungsgeschwindigkeit notwendige Menge dieser Komponenten vor
jeder Bestimmungsgerie neu ermittelt. Ihre Konzentration wird also bei
gleichbleibendem Flavoproteid-Gehalt zunichst so lange variiert, bis
eine mdoglichst rasche Entfarbung erreicht ist. Dann wird versucht mit
wechselnder Menge an Flavoproteid-Stammlésung eine der zu bestim-
menden Flavinenzym -Ldsung entsprechende Zeit zu erreichen. Bei
gleicher Entfiarbungszeit stehen die Zahlen der Ferment-Einheiten im
umgekehrten Verhaltnis der angewandten Fermentmengen.

Hemmung durch Sulfat-Ionen. Gereinigte Priparate von Flavin-
enzym zeigten im System der Neuberg-Ester-Dehydrierung mit Methy-
lenblau als Acceptor oft eine viel geringere Wirksamkeit als erwartet.
Dialysiert man derartige Losungen bei 0° so steigt ihre Wirksamkeit.
Die Ursache dieser Hemmungserscheinungen ist der Gehalt der Ferment-
praparate an Ammoniumsulfat, das ihnen von der Darstellung her anhaftet
und bei der Dialyse entfernt wird. Setzt man den Versuchsansitzen mit
gelbem Rohferment Ammoniumsulfat in steigender Konzentration zu,
80 beobachtet man schon bei einem Salzgehalt von 1 Proc. eine Ver-
lingerung der Entfirbungszeit auf mehr als das Doppelte. Wenn die
Salzkonzentration etwa 8 Proc. betrigt, ist die Fermentwirkung vollig
unterbunden. Die hemmende Wirkung geht auf die Anionen zuriick; sie
ist eine allgemeine Eigenschaft der Sulfate. Fiir die Flavinenzym-
Bestimmungen ist diese bisher nicht beschriebene Beobachtung von
groBer praktischer Bedeutung, da alle benutzten Losungen frei von
Sulfationen sein miissen.

1) Vgl. Anm. 2, S. 204.
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B. Gewinnung der Ausgangsstoffe.

1. Zur Darstellung der T'rockenhefe wurde frische untergérige Brauerei-
hefe ausgewaschen, abgepreBt und bei 30° an der Luft getrocknet. Die
friker tiber die Trocknungsdauer gemachten Erfahrungen') konnten
wiederholt bestatigt werden.

2. Der Macerationssaft wurde gewonnen durch 4-stiindiges Belassen
von Trockenhefe mit der 3!/,-fachen Gewichtsmenge Wasser bei 36° In
der klar zentrifugierten tiefbraunen Lésung ist die Fumarat-Hydrase un-
besténdig; trocknet man den Saft i. V. ein, so lassen sich véllig halt-
bare Priparate gewinnen. Die Untersuchung eines von G.Buchner
im Jahre 1899 dargestellten Trockenpulvers dieser Art ergab jedenfalls
noch eine sehr hohe Fumarathydrase-Aktivitét.

3. Essigester-Autolysate wurden durch 12-stiindiges Riihren von
4 Gewichtsteilen abgepreBter, frischer Hefe mit 1 Gewichtsteil Essigester
bei Zimmertemperatur erhalten. Bei kurz dauernder Plasmolyse mit
Essigester wird keine Fumarat-Hydrase von der Hefezelle losgeldst.

4. Gelbes Rohferment wurde nach den fritheren Angaben!) aus
Trockenhefe hergestellt. Fumarathydrase- und Flavinenzym-Wirksam-
keit sind im Trockenpriparat jahrelang, in Losungen bei 0° mindestens
14 Tage unverandert haltbar. Die Losung von 1 g in 10 com Wasser wurde
als Stamml6sung fiir die Bestimmungen der Fumarathydrase- und Flavin-
enzym-Wirksamkeiten verwendet.

6. Zuckerphosphat-Dehydrasen muBten moglichst frei von gelben
Fermenten erhalten werden. Praparate, die dieser Anforderung hin-
reichend geniigten, wurden gewonnen durch Kohlenséure-Fallung von
Macerationssaft?). Sie waren im System der Neuberg-Ester-Dehy-
drierung ebenso gut wirksam wie in jenem der Robison- Ester-Dehydrie-
rung. Nur bei Bestimmung kleinster Flavinenzym-Mengen (etwa 0,01 E)
machte sich ihr Eigengehalt stérend bemerkbar. Viel einfacher her-
zustellen sind Dehydrasen-Praparate aus Bohnen, die durch Extraktion
von Bohnenmehl mit verdiinnten sek. Natriumphosphat-Losungen erhalten
werden kénnen. Sie dehydrieren Neuberg- Ester rasch, gar nicht jedoch
Robison-Ester. Im Methylenblau-Versuch betrigt die Entfarbungszeit
z. B. im Durchschnitt 3 Minuten mit, 40 Minuten ohne Flavinenzym-
Zugaben. Wagner-Jauregg und Rauen?) fanden den Gehalt an Fla-
vinenzym bedeutend héher. Vermutlich sind solche Unterschiede durch
das Alter der Bohnen bestimmt.

6. Reine Cozymase wurde als weiBes Trockenpulver erhaltent)
und in Lésungen mit 1 mg pro Kubikzentimeter verwendet. Ihre Reini-
gung braucht nicht unbedingt bis zur letzten Stufe durchgefiihrt zu werden.

1) Vgl. Anm. 3, S. 203. 2) Vgl. Anm. 2, S. 204.
%) H. 288, 215 (1935).
) H.v. Euler, H. Albers u. F.Schlenk, H.240, 113 (1936).
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Ofters wurde die nach Zerlegung der Phosphorwolframssure-Fillung er-
haltene, i. V. bei 30° eingeengte Losung verwendet; sie enthalt haupt-
giichlich Codehydrase I, daneben aber auch geniigend Codehydrase 11,
go daB sie auch im System der Robison- Ester-Dehydrierung verwendet
werden kann.

7. Robison-Ester wurde nach der von Warburg und Christian?)
modifizierten Robisonschen Methode hergestellt und als Bariumsalz
isoliert.

8. Neuberg-Ester ist aus Candiolin erhaltlich?). Bei der Uber-
fiilhrung des Bariumsalzes in das Kaliumsalz ist ein Uberschul von
Kaliumsulfat peinlichst zu vermeiden, da das dehydrierende Ferment-
system durch Sulfationen stark gehemmt wird.

C. Versuche zur Trennung von Fumarat-Hydrase und
Flavinenzym.

1. Einwirkung organischer Losungsmittel.

Schon bei friiheren Versuchen®) war festgestellt worden,
daf Umfallungen der Losungen roher Fermentpriparate aus
Hefe-Macerationssiften mit Aceton und Methanol, wie sie zur
Reinigung von Flavinenzym angegeben werden*), zu Wirksam-
keitsverlusten der Fumarat-Hydrase von 50 Proc. und dariiber
filhren. Auch eine Behandlung der Fermentlosungen mat Chloro-
form, die groBe Mengen unwirksamen Eiwei8es ohne Schidi-
gung des Flavinenzyms entfernt?), zerstort den Hauptanteil
der Fumarat-Hydrase.

Die Losungen von gelbem Rohferment wurden mit Chloroform und
einigen Tropfen Octanol im Thermostaten bei 36° geschiittelt und vor der
Auswertung vom ausgeschiedenen Eiweil zentrifugiert.

Tabelle 1.
' Versuchs-| Fumarathydrase-
Nr. | Fermentlésung | ccm CHCl, | dauer Einheiten
Stdn. vorher | nachher
1 20 com 1:20 0,26 4 | 050 0,25
2 20 , 1:20 0,60 20 | 0,60 0,10
3 16 ,, 1:10 0,40 9 | 1,00 0,15
4 16 , 1:10 0,80 19 | 1,00 0,16

1) Bio. Z. 254, 439 (1932).
?) C.Neuberg, Bio. Z. 88, 432 (1918).
*) Vgl. Aom. 3, S. 203. 4) Vgl. Anm. 2, S. 204.
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Wahrend die Fumarathydrase-Wirksamkeit bis auf 15 Proc.
zuriickgeht, bleibt jene des Flavinenzyms in allen Versuchen
mindestens 90 Proc.

Ahnliche Wirkungen sind bei der Autolyse der Hefe in
Anwesenhert von Essigester zu beobachten. Aus lebender Hefe
durch kurze Behandlung mit Essigester frisch hergestellte
Autolysate zeigen zwar eine Fumarathydrase-Wirksamkeit,
die auf das Hefe-Trockengewicht bezogen doppelt so groB ist,
wie die des Macerationssaftes; sie verlieren aber diese Aktivitit
in wenigen Stunden. Benutzt man daher zur Darstellung des
gelben Rohferments Essigester-Autolysate statt Macerations-
sifte, so erhilt man Préiparate, die das Wirksamkeitsverhéltnis
Flavinenzym/Fumarat-Hydrase zugunsten des ersteren stark
verschoben haben.

1 kg frisch abgepreBter Hefe wurde mit 250 com Essigester unter
haufigem Umriihren 2 Tage bei Zimmertemperatur belassen. Nach Zugabe
von 50 ccm Wasser und weiterem zweitdgigem Stehen wurde zentrifugiert
und die 270 ccm Saft nach der iiblichen Vorschrift durch Fallung mit
Bleiessig und Fraktionieren mit Aceton auf gelbes Rohferment weiter

verarbeitet. Es wurden jeweils 3 g als erste und zweite Acetonfallung
isoliert, also etwa gleichviel wie bei einer Darstellung aus Macerationssaft.

Tabelle 2.
Fermenteinheiten Wirksamkeits-
Praparat Flavin- Fumarat- verhaltnis
enzym l Hydrase FH:FE
2. Acetonfraktion . . 1,00 0,27 4:1
1. Acetonfraktion . . 0,63 0,022 29:1

Nach Angaben von E. Adler und Mitarbeitern?) soll bei
einer derartigen Autolyse das Flavinenzym groBtenteils ge-
spalten werden. In unseren Versuchen wurde es jedoch ohne
wesentliche Schiidigung erhalten, weitgehend von der empfind-
licheren Fumarat-Hydrase befreit.

Versucht man eine Reinigung der aus Macerationssiften
gewonnenen Rohpriparate durch Alkoholfillung nach der von
Haas?) fiir die Darstellung des

Alloxazin - Adenin- Proteids (uethyienblau), Dihydropyridin

') E. Adler, G. Giinther u. H. Evereth, H. 255, 29 (1938).
2) Bio. Z. 298, 378 (1938).

Annalen der Chemie. 562. Band. 14



210 Fischer, Roedig und Rauch,

gegebenen Vorschrift, so wird die Fumarat-Hydrase vollig
zerstort. Auch eine bei pm 7 (statt 4,6 wie Haas angibt)
ausgefiihrte Fédllung liefert unwirksame Praparate.

Aus allen diesen Versuchen zur Reinigung mit organischen
Losungsmitteln geht die Verschiedenheit von Flavinenzym und
Fumarat-Hydrase hervor, auPerdem die viel grofere Empfindlich-
keit des zweiten Ferments. Es ist daher schwieriger, das Flavin-

enzym zu entfernen und die Fumarat-Hydrase anzureichern
als umgekehrt.

2. Fillungen mit Ammoniumsulfat.

Aus friitheren Versuchen?) ging hervor, da durch Ammo-
niumsulfat-Fallungen sich leicht eine Abtrennung unwirksamer
Begleiter von der Fumarat-Hydrase erreichen 148t, nicht aber
eine solche des Flavinenzyms. Von wesentlichem Einflu8 sind
die Aciditit der Losung und die Anwesenheit von Begleit-
stoffen.

Ausfishrung der Fallungen. Bei Rohfermentlésungen wurde unter
Eiskiihlung eine bei Zimmertemperatur gesattigte Salzlosung hinzu-
gegeben; in gereinigten Fermentlésungen wurde hingegen, um eine allzu
groBe Verdiinnung zu vermeiden, die erwiinschte Sittigungskonzentration
durch Einriibren von festem Ammoniumsulfat erreicht. Die Ansitze
blieben durchweg vor dem Abzentrifugieren etwa 10 Stunden bei 0° stehen.

Ergebnisse. Bringt man die Losungen von Fumarathydrase-Pripa-
raten, die durch Adsorption gereinigt sind, mit 1 n-Essigsaure auf pg 5,2
und setzt Ammoniumsulfat bis zur 66-proc. Sattigungskonzentration zu,
so findet man in der iiberstehenden Lésung keine Fumarat-Hydrase mehr.
Die wiederaufgeléste Fillung enthélt aber nicht mehr als 50—60 Proc
der eingesetzten Wirksamkeit. Bei pg 7 beginnt das gereinigte Fermern
bereits bei 50-proc. Sittigung auszufallen; bei 55-proc. Sattigung lasse
sich dann 14 Proc., bei 66-proc. Sattigung 80—85 Proc. des Ferments ir.
Niederschlag nachweisen. Am giinstigsten sind die Ergebnisse in Lésungen,
deren pg mit 1 n-Ammoniak auf 9 eingestellt war: man findet bei 66-proc.
Sattigung zwischen 93 und 97 Proc. des Ferments im wiederaufgelosten

Niederschlag.
Da die Restlosungen in jedem Falle inaktiv sind, 1i8t sich
folgern, daB 66-proc. Sittigung die Fumarat-Hydrase zwar

vollstindig fallt, daf aber mit wachsender Aciditéit steigende
Fermentverluste auftreten.

1) Vgl. Anm. 3, S. 203.
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Beim Rohferment braucht man zur Fillung stéirkere
Sattigungen, wahrscheinlich infolge der Anwesenheit von Poly-
sacchariden, die in den gereinigten Priparaten bei der Ad-
sorption entfernt wurden:

50 Proc. bewirken bei pg 7 noch keinerlei Fallung; bei 60 Proc. ent-
steht ein unwirksamer Niederschlag; bei 66 Proc. werden 50 Proc. Fuma-
rat-Hydrase, bei 70 Proc. erst 76 Proc. des Ferments niedergeschlagen;
der iibrige Fermentanteil ist diesmal aber in den Restlosungen nachweis-
bar. Ein Sattigungsgrad von 66 Proc. reicht also bei pa 7 im Gegensatz
zu den Versuchen mit gereinigten Lésungen nicht zur vollstdndigen
Fillung der Fumarat-Hydrase aus; eine solche wird jedoch erreicht, wenn
bei gleicher Salzkonzentration ein pg von 5,2 eingestellt wird. Bei dieser
Aciditat findet man schon bei 60-proc. Sattigung ungefihr 70 Proc. des
Ferments im Niederschlag, bei 66-proc. Sattigung 90 Proc.

Das rohe Priparat ist also schwachsauren Ammonium-
sulfat-Lisungen gegeniiber viel weniger empfindlich als das
gereinigte. Erst bei einem ps von 4,6 zeigen sich auch bei
ihm Fermentverluste. Offenbar enthélt es die prosthetische
Gruppe noch im UberschuB.

Diese Versuche zeigen eine so weitgehende Ubereinstim-
mung der Féllungsverhdltnisse der Fumarat-Hydrase mit
jenen des Flavinenzyms, die H. Theorell untersucht hat?),
daB eine Trennung beider Fermente wunter Erhaltung der
Fumarat-Hydrase durch fraktionierte Ammoniumsulfat-Féallung
wenig aussichtsreich erscheint.

Ein Unterschied besteht darin, daB Flavinenzym von
pr 4,6—9, Fumarat-Hydrase jedoch mur wn schwach alkalischem
Gebiet ohne Warksamkeitsverluste sich fallen lapt. Dieser Unter-
schied ist bedeutungsvoll, verrit er doch, wie aus den weiter
unten geschilderten Versuchen hervorgeht, eine leichtere Disso-
ziierbarkeit der Wirkungsgruppe der Fumarat-Hydrase.

3. Adsorption an Aluminium-Hydroxyd Cy.

Zur Abtrennung der Fumarat-Hydrase von begleitenden
Polysacchariden sind Adsorptionen besser geeignet als Fil-
lungen. Mit Aluminiumhydroxyd Cy ldBt sich ohne wesent-
liche Verluste eine Anreicherung der Fumarat-Hydrase auf

1) Bio. Z. 278, 263 (1935).
14*
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etwa das 10-fache erreichen!). Kaolin adsorbiert die Hydrase
nicht; Frankonit nur schwach. Auch Granosil eignet sich
nicht, obwohl es das Ferment stéirker als Flavinenzym aus
Losungen entfernt, weil eine Elution nicht moglich ist.

Zur vergleichenden Priifung des Verhaltens von Fumarat-
Hydrase und Flavinenzym bei der Adsorption an Tonerde
wurden folgende Versuchsreihen ausgefiihrt:

Versuch 1. 10 g Rohferment in 100 ccm Wasser wurden 40 Stunden
bei 2° dialysiert (1. Dialyse) und dann an Aluminiumhydroxyd Cy ad-
sorbiert (2, 5 g in 100 ccm der Suspension, die in drei gleichen Portionen
zugegeben wurde). Eluiert wurde 3-mal mit einem Gemisch von sekun-
diarem Ammoniumphosphat und Ammoniak. Die vereinigten Elutionen
(1. Elution) wurden nach 48-stiindiger Dialyse (2. Dialyse) zum zweiten
Mal unter denselben Bedingungen adsorbiert und eluiert (2. Elution).
Nach erneuter 40-stiindiger Dialyse (3. Dialyse) wurde die Losung mit
Essigsaure auf pg 5,2 gebracht und 2-mal durch Zugabe von Ammonium-
sulfat bis zu einer Sattigungskonzentration von 66 Proc. umgefallt. Die
wiedergeloste Fallung wurde nach 24-stiindiger Dialyse (4. Dialyse) zum
dritten Mal adsorbiert und eluiert (3. Elution).

Tabelle 3.
. F.-Hydrase- Ausbeute in Proc.
Reinigungsstufe R, Einheiten
gung cem im bezogen auf die
Pro cem | ganzen | vorige Stufe
Ausgangslésung . . . | 100 1,00 — —
1. dialys. Lésung . . 100 0,90 100 100
1. Elution. . . . . 1256 | 0,73 90 90
2. dialys. Losung . . 135 | 0,564 72 80
2. Elution. . . . . 110 | 0,48 53 74
3. dialys. Lésung . . || 120 | 0,33 40 75
geloste Fallungen . 18 | 0,91 16 40
4. dialys. Lésung . . 22 ’ 0,33 7 44
3. Elution. . . . . | 20 | 0,21 4 57

Die Hauptverluste an Fumarat-Hydrase finden nicht bei
den Adsorptionen, sondern bei den Ammoniumsulfat-Féllungen
statt, zuletzt bei den Dialysen. Die Verluste an Flavinenzym
sind viel geringer.

Dieselbe Folge von Reinigungsoperationen ist von Wey-
gand und Stocker?) zur Darstellung des Flavinenzyms durch-

1) Vgl. Anm. 3, S. 203. %) H. 247, 167 (1937).
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gefiihrt worden. Sie sollte nach diesen Autoren zu einem
100-proc. reinen Ferment fiithren. Tatséichlich sind in den
Priiparaten, die nach dem Adsorptionsverfahren dieser Au-
toren hergestellt werden, stets, wie in Versuch 1, erhebliche
Mengen von Fumarat-Hydrase. Auch ein Original-Préiparat,
das wir Herrn Dr. Weygand verdanken, zeigte starke Fuma-
rathydrase-Wirkung.

Bei weiteren Adsorptionsversuchen wurde, umgekehrt wie
in Versuch 1, eine Verschiebung des Wirksamkeitsverhiltnisses
zugunsten der Fumarat-Hydrase erstrebt. Die Grundlagen
dazu bildeten zwei Beobachtungen: 1. daB die Fumarat-
Hydrase aus schwach phosphathaltiger Losung schwerer ad-
sorbiert wird als das Flavinenzym (Versuch 2), und 2., da8
sie mittels ihres Acceptors, mittels Fumarat-Losungen also,
leichter eluiert werden kann (Versuch 3).

Tabelle 4.
Fermenteinheiten . Ferment.-
Reinigungs- pro cem Wirk- | gggbeuten in Proc.
stufe oo = . saml_xeltg- .| -
Fumarat-| Flavin-|verhaltnis| Famarat-| Flavin-
Hydrase | enzym Hydrase | enzym
Ausgangs]sg 250 067 | 075 | 1:1 | 100 100
Lésung 1 340 0,44 | 0,50 1:1 I 90 90
Losung 2 . . 350 0,19 0,06 3l 40 12
Losung 3 . . 265 0,13 0,50 1:3,8 20 70
Losung 4 . . 70 0,18 1,00 1:5,4 42
Losung 5 . . || 21 0,018 3,00 1:165 34

Versuch 2. 20 g Rohferment werden mit 200 ccem Wasser verriihrt
und zentrifugiert; der Niederschlag wird mit 50 ccm Wasser nach-
gewaschen. Zur vollstandigen Adsorption der Fumarat-Hydrase sind
insgesamt 200 ccm Aluminiumhydroxyd-Aufschlimmung nétig, die in
3 Portionen von 100, 50 und 50 ccem zugegeben werden. Nach jeder
Zugabe wird vor dem Zentrifugieren 15 Minuten unter Eiskiihlung geriihrt.
Eluiert wird erst mit 100, dann mit 80, 60 und 50 cem ™/, -sek. Natrium-
phosphat. Die vereinigten Eluate werden bei 2° im Drchdialysator (Be-
schreibung weiter unten) fast vollstandig vom Phosphat befreit (12 Stun-
den, 20 Liter AuBenwasser). Die erhaltene Losung 1 wird einer zweiten
Adsorption unterworfen (60, 30 und 15 cem Adsorbens). Die Restlosung
dieser Adsorption (Ldosung 2) enthalt noch fast die Halfte der Fumarat-
Hydrase, wabrend der groBte Teil des Flavinenzyms schon am Adsorbens
haftet. Seine Elution (80, 65, 50 und 30 ccm Phosphat) ergibt eine
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Lésung 3, die mit Essigsaure auf pg 5,2 gebracht und mit Ammoniumgulfs:t
(66-proc. Sattigung) gefallt wird. Im Niederschlag ist das Verhaltmis
noch weiter zugunsten des Flavinenzyms verschoben, wie sich nach_ Ent-
fernung des Salzes durch Dialyse zeigt (Losung 4). Nach 2-maliger .Wled(’:l‘-
holung der Fillung in gleicher Weise und 6-wochigem Stehen im Els-
schrank triibt sich die salzhaltige Lésung und bildet bei der Dialyse einen
starken Niederschlag. Klar zentrifugiert ist diese Losung 5 stark gelb,
praktisch frei von Fumarat-Hydrase, jedoch als Flavinenzym im System
der Neuberg-Ester-Dehydrierung sehr aktiv.

Durch Adsorption des Flavinenzyms aus phosphathaltiger
Losung gelingt also eine Anreicherung der Fumarat-Hydrase.
Zur vollstindigen Adsorption des ersteren Ferments muf
jedoch durch eine lang dauernde Dialyse das Phosphat restlos
entfernt werden; dabei wird die Fumarat-Hydrase so stark
geschiadigt, daB sich das Verhiltnis wieder umkehrt. Die
Befreiung der Fumarat-Hydrase von Flavinenzym kann daher
nur beschrinkt erfolgen. Der Versuch zeigt aber, wie man
umgekehrt zu fumarathydrasefreiem, ziemlich reinem Flavin-
enzym gelangen kann, wobei Ammoniumsulfat-Fallungen in
schwachsaurem Gebiet und lange Dialysen wesentlich sind.

Die besten Ergebnisse wurden schlieBlich erzielt durch
Elution mit Kaliumfumarat-Losungen :

Versuch 3. 40 cem Rohfermentlésung 1: 10 werden mit Aluminium-
hydroxyd Cy adsorbiert (20, 15 und 10 ccm), und 4-mal mit je 35 cem
m/..Kaliumfumarat vom pg 7,2 eluiert. Die vereinigten, schwach gelben
Elutionen (Loésung 1) werden 24 Stunden bei 0° dialysiert (Lésung 2).
Aus dieser Losung wird das Ferment zum zweiten Male mit 25 ccm Alu-
miniumhydroxyd adsorbiert. Die vereinigten Eluate (Lésung 3, 3-mal je
256 cem Fumarat-Lésung) werden mit Ammoniak auf py 9 gebracht und
mit Ammoniumsulfat gefallt. Der Niederschlag wird abzentrifugiert und
in wenig Wasser wieder gelost (Losung 4).

Tabelle 5.
Fermenteinheiten Wirk Aiabeaten
Reinigungs- || Lésung gy samkeits- | in Proc. an
stufe ccm | Fumarat-| Flavin- | verhiltnis | Fumarat-

Hydrase | enzym | FH:FE Hydrase

Ausgangslsg. 40 1,00 1,00 L, 3l =
Losung 1 . . 150 0,20 0,08 2,56:1 75
Losung2 . .| 150 0,12 0,08 1,8:1 45
Losung 3 . . 75 0,10 0,03 5 :1 19
Losung 4 . | 17 0,41 0,07 6 =1 17

'
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Eine weitere Verbesserung des erzielten Verhiltnisses der
Wirksamkeiten ist nicht moglich, da sowohl die zur Entfernung
des Sulfats erforderliche Dialyse wie weitere Ammonium-
sulfat-Fallungen die Fumarat-Hydrase stirker als das Flavin-
enzym schidigen.

4. Beeinflussungen durch Dialyse.

Nach jeder Adsorption und Elution muBte zur Ent-
fernung anorganischer Salze eine Dialyse eingeschaltet werden.
Dabei tritt ein Unterschied im Verhalten der Fumarat-Hydrase
und des Flavinenzyms stark hervor: Wihrend das letztere
Ferment durchaus bestindig ist, verliert die Hydrase ihre
Wirksamkeit auch bei Temperaturen, bei welchen sie ohne
Dialyse véllig haltbar wire. Je reiner die Priparate sind, desto
schneller ist ihre Zersetzung: Gelbes Rohferment kann bis
48 Stunden in flieBendem Wasser ohne jeden Verlust dialysiert
werden und beginnt erst am dritten Tag seine Aktivitit zu
verlieren. Durch Adsorption oder Fillung gereinigte Pri-
parate biiBen, namentlich in stark verdiinnten Lésungen, ihre
Wirksamkeit in 24 Stunden bis auf 5—10 Proc. ein. Bemerkens-
werterweise geht dieser Aktivitdtsverlust auch nach Unter-
brechung der Dialyse weiter und fithrt im Laufe von 24 Stunden
bei 0° zu vélliger Inaktivitit.

In Wasser lang dialysiertes Rohferment, welches die
Fumarathydrase-Aktivitéit eingebiiBt hat, ist als Flavinenzym
vollwirksam, trotz Bildung eines starken Niederschlags. In
Phosphatlosung tritt keine Ausfillung ein, die Aktivitit gegen
Fumarat verschwindet aber ebenfalls. Die Zerstorung der
Fumarat-Hydrase ist also nicht auf eine Denaturierung von
EiweiB zuriickzufiihren. Ihre Ursache muB in der Entfernung
des dialysierbaren Co-Fermentes zu suchen sein.

Ausfihrung der Dialysen. Um Fermentzersetzungen dvrch Warme-
wirkungen zu vermeiden, wurden simtliche Dialysen bei 0—2° ausgefiihrt,
und zwar nach folgenden Methoden: a) Dialyse gegen stehendes destillier-
tes Wasser bei Ansitzen von 50 ccm und weniger. Die Fermentlosung
wird in einem Cellopbanschlauch in einem GefaB mit 10 Liter eiskaltem
Wasser eingehingt und im Eisschrank aufbewahrt; b) Dialyse gegen
flieBendes destilliertes Wasser fiir groBere Ansitze. Als DialysiergefaBe
dienen senkrecht stehende Glasrohre von 5—10 cm Durchmesser und
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20—30 cm Linge, die unterhalb des oberen Randes und unmittelbar tiber
dem Boden seitliche Rohre zum WasserabfluB und -zufluB haben. Aus
hochstehenden Vorratsflaschen flieBt durch ein System von Kiihlschlangen
in das untere Rohr destilliertes Wasser zu, in 12 Stunden etwa 30 Liter.
Dialysiergefa8 und Kiihlschlangen sind in einem wassergefiillten Bottich
mit Eisstiioken eingetaucht. Der oben und unten zugebundene Dialysier-
schlauch von kaum geringerem Durchmesser als das Dialysiergefa8 wird
elektromotorisch um seine vertikale Achse gedreht. Es kann so bequem
tiber lingere Zeiten hinweg eine sehr wirksame Dialyse bei 1—2° durch-
gefiihrt werden. c¢) Die Elektro-Dialyse. In einigen Fallen, besonders
wenn es sich darum handelte, Salze méoglichst rasch zu entfernen, wurde
auch im Apparat von Paulil) elektro-dialysiert, und zwar bei einer
Spannung von 220 Volt und einer Stromstarke von 10—20 Milliampére.
Das ganze Gerat wurde durch Eintauchen in eine Eis-Wasser-Mischung
gekiihlt. Sobald die Salze entfernt sind, verliert die Fumarat-Hydrase
besonders schnell ihre Aktivitit.

Durch Kombination der fiir die Fumarat-Hydrase schad-
lichen Behandlungen (Essigester-Autolyse, Ammonsulfat-
Fillungen in schwach saurem Gebiet, lang-dauernde Dialysen)
gelingt es leicht, ein zwar nicht sehr reines, aber von der
Fumarat-Hydrase volleg freies Flavinenzym herzustellen. Dazu
dienten zweckmiBig die aus Essigester-Autolysaten erhaltenen
Rohfermentpraparate, die schon sehr arm an Fumarat-Hydrase
sind.

4,6 g eines solchen Praparates z. B. werden in 45 ccm Wasser
72 Stunden im Drehdialysator dialysiert. Die klar zentrifugierte Losung
wird mit Essigsaure auf pg 5,2 gebracht und mit Ammoniumsulfat bis
zur 66-proc. Sattigung gefillt. Der Niederschlag wird nach 12 Stunden in
20 ccm Wasser gelést und nochmals 48 Stunden dialysiert. Nach er-
neuter Ammoniumsulfat-Fillung, Auflésung des Niederschlags und einer
letzten 24-stiindigen Dialyse enthalt die Losung auf 1,00 Einheit Flavin-
enzym nur noch 1,8-10~2 Einheiten Fumarat-Hydrase. Das Wirksam-

keitsverhaltnis ist also 550:1; die Ausbeute an Flavinenzym betragt
40 Proc.

5. Elektrophoretische Trennungen.

Aus den Versuchen der vorhergehenden Abschnitte geht
hervor, daB die Reinigung der Fumarat-Hydrase sehr er-
schwert wird durch ihre Ahnlichkeit mit dem Flavinenzym,
vor allem aber durch ihre Empfindlichkeit, die auf eine Disso-
ziation ihrer prosthetischen Gruppe zuriickgehen muB.

1) W. Pauli, Bio. Z. 162, 355 (1924).
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Daher wurde als wirksamste Methode zur Trennung von
Kolloiden die Elektrophorese herangezogen. Fiir die Reinigung
und priparative Herstellung von Flavinenzym ist sie von
H. Theorell untersucht und genau diskutiert worden'). In
unseren Versuchen kam es vor allem auf eine Priiffung des
Verhaltens der Fumarat-Hydrase im Vergleich zu dem des
Flavinenzyms und auf eine Trennung der beiden Fermente an.

Apparatur und Versuchsanordnunyg.

Verwendet wurde nach einigen praparativen Versuchen im groBen
Kataphoreseapparat nach Theorell?) die von Meyerhoff und Méhle?)
veranderte Ausfiihrung der kleinen Theorellschen Apparatur. Der Auf-
bau der Glaszellen erfolgt, anders als bei den genannten Autoren, derart,
daB die mit seitlichen Ansitzen versehenen Glasringe nicht in der Mitte
des U-Rohres, sondern unmittelbar iiber dem U-férmigen Verbindungs-
stiick eingesetzt werden. Das U-Rohr wird dann bis zum oberen Rand
der Zellen 6 + und 6 — mit der Fermentlésung beschickt und im iibrigen
mit Pufferlésung aufgefiillt. Es wird so eine Ersparnis an Ausgangs-
material und eine Verfeinerung der Trennungsméglichkeit durch Ver-
langerung des Wanderungsweges erreicht. Alle Versuche wurden in einem
Eis-Thermostaten bei 0° ausgefithrt. Leitfahigkeit und pg-Werte der
Ferment- und Pufferlosungen miissen recht genau iibereinstimmen. Die
Leitfahigkeit wurde mit einer Genauigkeit von 0,7 Proc. bestimmt, der
pr-Wert potentiometrisch mit der Chinhydronelektrode auf + 0,01 Ein-
heiten.

Ausgangsmaterial fiir alle Versuche war das gelbe Rohferment. Die
Leitfahigkeit einer Losung 1:10 dieses Priparates in reinem Wasser
betragt * = 2,0-10~*rez. Ohm, bei einer Lésung 1 : 20ist x = 1,2-10~3rez.
Ohm. Da noch Puffersalze hinzugefiigt werden miissen, wird zur Ver-
minderung der Leitfahigkeit die Rohfermentlésung vor dem Versuch einer
kurzen Elektrodialyse unterworfen, die das Ferment nicht schadigt und
in 70 Minuten ein Absinken ihrer Eigenleitfahigkeit um 0,5 . 10~3 rez. Ohm
bewirkt.

Zur Einstellung von Fermentlésung und Pufferlésung auf gleiche
Leitfahigkeit und gleichen pm-Wert wird eine Pufferlésung von ge-
wiingchtem pg-Wert mit einer Leitfahigkeit von 3—4-10~2 rez. Ohm her-
gestellt. Die Rohfermentlosung 1: 10 wird dann mit dieser Pufferlésung
auf 1: 20 verdiinnt. Dann wird die Pufferlésung so lange verdiinnt, bis
ihre Leitfahigkeit auf den Wert der Fermentlosung herabgesunken ist.
Als zulassig wurden noch eine Abweichung der Leitfahigkeit um 1 Proc.
und eine Differenz der pg-Werte um 0,03 Einheiten betrachtet.

1) Vgl. Anm. 1, S. 211.
?) Bio. Z. 278, 291 (1935). %) Bio. Z. 294, 249 (1937).
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Vorversuche iiber pa- Bestindigkeit. Die Wirksamkeit der gereinigten
Fumarat-Hydrase bleibt in Pufferlésungen bei 0° im pg-Bereich 5,2—9
mindestens 3 Tage voll erhalten. Unterhalb pg 5,2 nimmt die Wirksamkeit
des Ferments jedoch rasch ab, z. B. nach 7 Stunden und bei pm 4,6 auf
33 Proc. In starker Verdiinnung sind auch Rohpraparate der Fumarat-
Hydrase, sowie die gereinigten, erheblich empfindlicher. Eine Rohferment-
l6sung 1: 60 in Acetatpuffer vom pg 5,2 ist nach 24 Stunden bei 0° zur
Halfte inaktiviert. Mit Riicksicht auf die Inaktivierung der Fumarat-
Hydrase in saurer Losung wurden Kataphoresen von gelbem Rohferment
nur im pg-Bereich von 5,2—8,5 durchgefiihrt. Versuche bei pm 4,6, die
mit Flavinenzym erfolgreich sind, scheiden von vornherein aus; selbst
bei pr 5,2 hat man schon mit Verlusten an Fumarat-Hydrase zu rechnen.

Beispiele einiger Versuchsdaten und Ergebnasse.
Versuch 1.

Anfangsgrenzschicht zwischen den Zellen 5 und 6. Fermentlosung und
Acetatpufferlosung: pg = 5,24; % =3,64-10~2 rez. Ohm.
Spannung 120 Volt; Stromstirke 12 Milliampére; Zeit 10 Stunden.

Tabelle 6.
' Fermenteinheiten
. Vol. -
Lésung in cem Fumarat-Hydrase Flavinenzym
pro ccm |im ganzen | pro ccm |im ganzen
Ausgangslosung ! 31,5 0,44 13,86 0,40 12,60
U-Stick . . . | 27,5 0,25 6,60 0,40 8,25
Zelle6+ . . . ‘ 2,0 0,24 0,48 0,40 0,80
Zelle5+ . . . | 20 0,26 0,52 0,40 0,80
Zelled+ . .. | 20 0,27 0,54 0,40 0,80
Zelle3+ . . . I 20 0,20 0,40 0,40 0,80
Zelle2+ . . . |' 20 0, 0, 0,05 0,10
Zellel+ . .. | 20 — — — —
8,88 11,50
Verlust 36°/, Verlust 99/,

Ein weiterer Versuch bei pm 5,22 hatte entsprechende Ergebnisse.
Die Verluste an Fumarat-Hydrase sind auf die Dissoziation der prostheti-
schen Gruppe in der schwachsauren Lésung zuriickzufiihren; es trat nicht
die geringste Triibung ein.

Bei pr 5,24 findet also eine langsame anodische Wande-
rung beider Fermente statt; man erkennt, daB sie mit scharfen
Grenzflichen und ohne Konzentrationsinderungen verlaufen
ist. Die Wanderungsgeschwindigkeiten der zwei Fermente
sind kaum verschieden. Die Fumarat-Hydrase hat 3,5 cm,
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das Flavinenzym 3,1 cm zuriickgelegt. In Zelle 2+ ist daher
das Verhiltnis auf 2:1 zugunsten der Fumarat-Hydrase ver-
schoben.

Theorell hat den isoelektrischen Punkt des Flavinenzyms
bei pr5,25+0,03 bestimmt. Jener der Fumarat-Hydrase
kann sich um hochstens 0,01 Einheiten davon unterscheiden.

Die Kataphorese in der Nahe des isoelektrischen Punktes
(4,6—7,0) bewirkt also keine zureichende Trennung von
Flavinenzym und Fumarat-Hydrase. Die von uns durch
Elektrophorese in diesem ps-Bereich dargestellten Flavin-
enzym-Priparate enthielten stets noch Fumarat-Hydrase.
Auch ein Gelbes Ferment-Priparat ,elektrophoretisch ge-
reinigt‘‘, welches uns freundlicherweise von Herrn H. Theorell
zur Verfiigung gestellt wurde, zeigte starke Fumarat-Hydrase-
Wirkung.

In einem weiteren Versuch, auf dessen Wiedergabe im einzelnen
verzichtet wird, waren die Bedingungen gleich, nur daB Fermentlosung
und Phosphatpufferlosung ein py von 6,87 hatten. Der Unterschied in
den Wanderungsgeschwindigkeiten der beiden Fermente hatte sich
gegeniiber dem von Versuch 1 verstarkt, der Verlust an Fumarat-Hydrase
betrug nur 8 Proc. und in Zelle 5 + war das Wirksamkeitsverhiltnis
etwa 2: 1.

Versuch 2.
Anfangsgrenzschicht zwischen den Zellen 5 und 6. Fermentlosung und
Boratpufferlosung: pg = 8,41; % =1,55-10~2 rez. Ohm.
240 Volt; 10 Milliampére; 3,5 Stunden.

Tabelle 7.
Fermenteinheiten

1 Yoldll—nr——— 17—
Losung | in 2cm Fumarat-Hydrase \‘ Flavinenzym

t pro ccm [im ganzen | pro com |im ganzen

—_— .
Ausgangslésung ! 31,5 049 | 1544 ‘ 0,30 9,45
U-Stiick . . . 27,5 0,41 11,28 | 0,27 7,43
Zelle 6+ | 2,0 047 | 094 02 0,54
Zelle 5+ | 2.0 0,33 | 0,66 0,23 0,46
Zelled+ . . . | 20 0,32 0,64 0,15 0,30
Zelle3+ . . . | 20 | 0,33 0,66 0,15 0,30
Zelle2+ . . . | 20 ‘ 0,32 0,64 0,15 0,30
Zellel+ . . . | 20 | 032 | 064 0,05 0,10

15,46 943

kein Verlust kein Verlust
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Bei diesem ps-Wert treten keine Wirksamkeitsverluste
der Fumarat-Hydrase ein; der Unterschied in den ‘Wande-
rungsgeschwindigkeiten beider Fermente ist so groB (1,3: 1);
daB in Zelle 1+ sich das Wirksamkeitsverhaltnis bis auf 6: 1
zugunsten der Hydrase verschoben hat. Aus der Konstanz
der Fumnarathydrase-Werte in den Zellen 1+ bis 5+ ergibt
sich, daB das Ferment mit scharfer Grenzfliche und ohne
Konzentrationsinderung gewandert ist. Der Gehalt an Flavin-
enzym ist in den Zellen 44, 3+ und 2+ konstant, aber nur
noch etwa halb so groB wie in den vorhergehenden Kammern.
Daraus kamn man schliefen, daf das Flavinenzym wm wver-
wendeten Fermentpriparate micht ewnheitlich 1st, sondern aus
zwer Komponenten besteht, die beide im System der Neuberg-
Ester-Dehydrierung wirksam sind, aber im alkalischen Gebiet
eine verschiedene Wanderungsgeschwindigkeit haben. Da die
eine Komponente fast ebenso rasch wie die Fumarat-Hydrase
wandert, handelt es sich bei ihr moglicherweise um das Allox-
azin-Adenin-Proteid von E. Haas!), wihrend die langsamer
wandernde Komponente das ,,alte’‘ Alloxazin-Proteid dar-
stellen wird.

Fir die FPumarat-Hydrase ergibt sich aus den Versuchs-
daten, da ihr Weg 3,3 cm betrigt, eine Iomenbeweglichkeut

— . I COT
=+089-10~ ¥ sk -

In den folgenden Versuchen wurde, um eine bessere
Trennung zu erreichen, die Fermentlosung auf der kathodischen
Seite des U-Rohres und zwar in die Zellen 1 — bis 5 — ein-
gefiihrt. In alle iibrigen Zellen und das U-Verbindungsstick
wurde die Pufferlosung gegeben. Die spezifisch schwerere
Fermentlosung sinkt dann allerdings in kurzer Zeit bis in die
Mitte des U-Rohres hinab, wobei sie sich stark verdiinnt.
Trotzdem wird die zur Wanderung verfiighare Wegstrecke
auf etwa das 3-fache verlingert.

Versuch 3.

Fermentlésung und Boratpufferang: pg = 8,50; » = 3,40-10-2 rez. Ohm.
200 Volt; 14 Milliampére; 13 Stunden.

1) Vgl. Anm. 2, S 209.
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Tabelle 8.
Fermenteinheiten
Lésung mvg(l,m Fumarat-Hydrase Flavinenzym
pro cem |im ganzen | pro ccm 'im ganzen
Ausgangslésung 10,0 1,13 11,30 0,90 ’ 9,0
U-Stiack . . . || 27,6 0,37 10,17 030 | 8,2
Zelle6+ . . . | 20 0,33 0,66 0,29 ‘ 0,68
Zelle5+ . . . | 20 0,33 0,66 0,10 0,20
Zelled+ . . .| 20 0,21 0,44 0.01 ‘ 0,02
Zelle3+ . . . | 2,0 — = e
11,93 9,05
kein Verlust kein Verlust

In Zelle 4+ ist bei relativ hoher Aktivitit der Fumarat-
Hydrase eine Verschiebung des Verhiiltnisses threr Warksamkext
zu der des Flavinenzyms auf 20:1 eingetreten. Dieses Ver-
héltnis stellt den besten der bisher erreichten Werte dar.

In einem gleichartig durchgefiihrten Versuch wurde durch
Fillung mit Trichloressigsdure und nephelometrischer Be-
stimmung die EiweiBkonzentration in der Zelle mit starker
Fumarathydrase- und geringer Flavinenzym-Wirksamkeit be-
stimmt. Es ergibt sich dem Rohferment gegeniiber eine An-
rewcherung der Hydrase auf etwa das 20-fache, der Trockenhefe
gegeniiber auf etwa das 500-fache.

II. Co-Ferment und Aktivator der Fumarat-Hydrase.

Die auffallenden, in den vorhergehenden Abschnitten ver-
merkten Erscheinungen der Inaktivierung der Fumarat-
Hydrase bei der Dialyse und den Fillungen hatten schon friih
die Vermutung nahegelegt, daB dieses Ferment — und die
o, f-ungesittigte Alkohole hydrierende ,,Athylen-Hydrase* —
eine dissoziierende prosthetische Gruppe enthalten. Durch
Adsorptionen mit Tierkohle war es auch gelungen, starke Wirk-
samkeitsverminderungen zu bewirken, die durch Zugabe von
Lactoflavinphosphat wieder behoben werden konnten. Daraus
war Ende 1937 der Schluf gezogen worden!), daB Fumarat-

1) F. G. Fischer und A. Roedig, Vortrag am 20. Dezember 1937
im Colloquium des Kaiser-Wilhelm-Institutes fiir Medizinische Forschung
in Heidelberg, Z. Angew. 51, 82 (1938).
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Hydrase ein Lactoflavinphosphat-enthaltendes gelbes Ferment
sei. Es war die erste bekanntgegebene Feststellung, daB es
auBer dem von Warburg und Christian 1932 entdeckten'),
von Theorell 19352) niher untersuchten Ferment, welches
den Wasserstoff von den Dihydro-Codehydrasen ibernehmen
und an Sauerstoff oder Methylenblau abgeben kann, noch
andere gelbe Fermente gibt. :

Die vollige Spaltung der Fumarat-Hydrase in Protein
und prosthetische Gruppe und die Erkennung dieser als
Alloxazin-Adenin-Dinucleotid gelang aber erst®), nachdem
Warburg und Christian?) am Beispiel der d-Aminosauren-
Dehydrase die Spaltungsmethode der Fillung mit Ammonium-
sulfat in saurer Losung mitgeteilt und die Gewinnung des
Dinucleotids beschrieben hatten.

Die Wirkung des Lactoflavinphosphats ist in weiteren, im
iberndchsten Abschnitt erwdhnten Versuchen geklért worden.

A. Spaltung und Rekombination.

1. Fiallung der Protein-Komponente.

Die Proteinlésung wird, mit geringen Abanderungen der Warburg-
schen Vorschrift, durch 3-malige Behandlung mit saurem Ammonium-
sulfat erhalten. 30 ccm Rohferment 1: 10 werden unter Eiskiihlung mit
soviel bei Zimmertemperatur gesittigter Ammoniumsulfatlésung versetzt,
daB eben eine Triibung aufzutreten beginnt (30 ccm; Sattigungsgrad
50 Proc.). Dann kiihlt man auf — 5° ab und gibt unter starkem Riihren
tropfenweise eine eiskalte Mischung von 2 Teilen gesattigter Ammonium-
sulfatlosung mit 1 Teil 1 n-Salzsédure zu, wobei die anfiangliche Triibung
sich schlieBlich zu einem dicken Niederschlag verstarkt hat. Nach dem
Zusatz von 25—30 ccm wird Kongopapier deutlich geblaut (Sattigungs-
grad etwa 55 Proc.). Man laBt unter gelegentlichem Umriihren 1/, Stunde
bei — 5° stehen (wesentlich!) und zentrifugiert bei 0° mit 15000 U/Min.
ab. Die Lésung wird durch Zusatz von festem Natriumbicarbonat neu-
tralisiert und zu den Rekombinationsversuchen verwendet (Restlésung).
Der Riickstand wird mit 20 ccm 66-proc. kalt gesattigter Ammonium-
sulfatlosung nachgewaschen, zentrifugiert und dann in m/,-Phosphat-
puffer vom pm 7 auf 28 cem gelost (Proteinlésung A). Nach 1-maliger
Behandlung mit saurer Ammoniumsulfat-Losung ist die Inaktivierung der

1) Vgl. Anm. 2, S. 204. 2) Vgl. Anm. 1, S. 211.
3) Kurz mitgeteilt Naturwiss. 27, 197 (1939).
%) Bio. Z. 298, 150 (1938).
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Fumarat-Hydrase noch lange nicht vollstindig (20—40 Proc. vom An-
fangswert). Die Fillung wird daher unter den gleichen Bedingungen
wiederholt, wobei man dem geringeren Volumen der Ausgangslésung ent-
sprechend die Zusitze bemiBt, so daB wieder eine Sattigung von 66 Proc.
erreicht wird. Der Niederschlag wird nach dem Auswaschen auf 25 com
geldst (Proteinlésung B). Die Fumarat-Hydrase-Aktivitat betrigt dann
nur noch 5 Proc. der Rohfermentlésung. Fiihrt man die saure Ammonium-
sulfatfallung hierauf zum 3. Male durch, wobei sich der entstandene
Niederschlag fast riickstandslos 1dst, so erhilt man eine farblose, schwach
opalescierende Ldsung, in der nicht mehr als 1 Proc. der anfanglichen
Wirksamkeit nachweisbar ist (Proteinlésung C).

Die Ausbeute an kupplungsfahigem Protein betragt nach 3-maliger
Umfallung 50 Proc., nach 1-maliger iiber 90 Proc., wie sich aus dem Ver-
gleich der Wirksamkeiten der Fermentlésungen vor der Spaltung und
nach der Rekombination mit zureichenden Mengen Dinucleotid ergibt.

Im Kiihlschrank ist die Protein-Fallung wochenlang unveriandert
haltbar.

2. Rekombination.

Bei den Spaltungsversuchen fiel auf, daB die zunichst
geringe Wirksamkeit von partiell inaktivierten Protein-Nieder-
schligen jedesmal im Laufe einiger Stunden auf etwa das
Doppelte wieder anstieg. Das deutete darauf hin, daf die
Niederschlige noch abgespaltenes Co-Ferment enthielten,
welches sich in langsamer Reaktion mit der Proteinkomponente
zum wirksamen Ferment verband. Tatsdchlich zeigte sich
auch beim Zusatz der bei der Spaltung erhaltenen Restlosung
anfianglich nur,eine sehr geringe Aktivierung, die sich aber im
Laufe von 4—6 Stunden bei 0° bis auf den urspriinglichen Wert
der zum Spaltungsversuch verwendeten Fermentlosung ver-
stirkte. Die gleiche Erscheinung wurde auch nach Zugabe
von Allozazin-Adenin-Dinucleotid zu dem inaktiven Ferment-
protein beobachtet. Im Gegensatz dazu bedarf die mit Lacto-
flavin (LF) erreichbare Reaktivierung keiner Inkubationszeit.

Tabelle 9.
10y LF
Inkubationszeit Phas Ocom | 1o 1% | 104 com

Zusitze Restlésung Restlos.
Keme W58 e o 9 310" 2’ 50" ey
1 Stunde. . . . . 6’ 1’ 30” — S
3 Stunden . . . . 4’ 46" o o .
20 Stunden . . . . 5 1’ 16" 2 57 55"
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Die Zahlen geben die Zeiten der 10—50-proc. Leuko-
methylenviolett-Reoxydation in einem Versuch mit partiell
inaktiviertem Ferment (Proteinlosung A).

Die Rekombination von gefiilltem Protein und prosthetischer
Gruppe st eine langsam verlaufende Reaktion.

Vor Bestimmung der wiedererzeugten Fermentaktivitat
im Methylenviolett-Versuch miissen daher die Protein- und
Co-Ferment-Losungen nach dem Mischen bei 0° mindestens
4 Stunden stehen.

Gepriift wurde die Reaktivierung der Protein-Losung mit
Rohferment-Kochsiften, mit Codehydrase I und II, mit der
bei der sauren Salzfillung erhaltenen Restlosung, mit Lacto-
flavin und Lactoflavinphosphat (synthetische Praparate) und
mit Alloxazin-Adenin-Dinucleotrd [nach Warburg und Chri-
stian') aus Hefe als Bariumsalz rein dargestellt].

Nach Zugabe der beiden Codehydrasen tritt erwartungs-
gemiB keine Fermentwirksamkeit auf. Kochsifte aktivieren,
bei Verwendung entsprechender Mengen, nur unvollstindig,
die Restlosung jedoch bis nahe zu dem urspriinglichen Wert.
Lactoflavin und Lactoflavinphosphat, in Mengen zugesetzt,
die der gelben Farbe der urspriinglichen Fermentlosung ent-
sprechen, beschleunigen die Wirkung der Protein-Komponente
nur dann stark, wenn diese nicht ganz von der prosthetischen
Gruppe befreit worden ist. Darauf soll weiter unten noch
eingegangen werden.

Die Wirkung von Allozazin-Adenin-Dinucleotvd (AADN),
im Vergleich mat jener von Lactoflavinphosphat (LFP) und
kombiniert mat Lactoflavinphosphat ist aus folgendem Ver-
such zu erkennen:

Verwendet wurden jeweils 0,2 ccm der Proteinlésung C, die 14 Stun-

den bei 0° mit 0,1 ccm der Zusatze gemischt, gestanden hatte. Angegeben
sind die Zeiten einer 10—50-proc. Leuko-Methylenviolett-Reoxydation.

Die Zugabe von Dinucleotid (in der zur Erzielung einer
maximalen Geschwindigkeit zureichenden Menge) plus Rest-
losung fiihrt keine hohere Aktivitit herbei als die von

) Vgl. Anm., 4, 8. 222,
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Dinucleotid allein. Die Restlosung enthilt also aufer dem Di-
nucleotid keine weitere Komponente, die zur Aktivierung des
Fumarathydrase-Proteins befahigt ist.

Tabelle 10,

e dec yz‘“““’ AADN LFP 25y LFP + AADN
0,0000 120° 120° 120°
0,0004 85’ e 18’ 30”
0,0008 43’ = i
0,004 2’ - 930"
0,008 12/ E 430"
0,04 5’ 30 = .
0,08 3 45" " 2177
0.1 . 110 =
0.4 315" = 1 63"
0.5 i 102’ e
0.8 2 32" — 1 34"
10 . 9%’ -
4'0 1 50// o 1’5"
5,0 - 56’ il
8,0 ; l/ 30" i w//

10,0 L e 50’ -
25,0 s 51’ e
50,0 - 53’ -
100,0 . ny LK

Bei der Untersuchung des ,,alten‘“ gelben Ferments fand
Theorell?), daB bei Zugabe der Wirkungsgruppe die Wieder-
vereinigung augenblicklich eintritt und daB die Ferment-
wirksamkeit proportional den Zusitzen ansteigt. Ein Mol
Lactoflavinphosphat wird von einem Mol Ferment-Protein
gebunden. Dariiber hinaus bewirkt ein noch so groBer Uber-
schuB an prosthetischer Gruppe keine meBbare Erhiohung
der Wirksamkeit mehr. Auch das ,,neue‘ gelbe Ferment von
E. Haas?) und die Cytochrom c-Reduktase dieses Autors?®)
sind nur duBerst schwach dissoziiert. Im Gegensatz dazu,
und mehr der d-Aminosduren-Dehydrase dhnlich, st die Disso-

1) Vgl. Anm. 1, 8. 211.
?) Vgl. Anm. 2, S. 209,
3) E. Haas, B. L. Horecker und T. R. Hogness, J. biol. Chem.

186, 747 (1940).

Annalen der Chemie. §562. Band.
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ziation der Fumarathydrase in Protein und Wirkungsgruppe
betrichtlich, wie die Figur veranschaulicht (Kurve 1II).
Dadurch und durch die Erscheinung, da8 Spaltung und
Rekombination langsam verlaufende Reaktionen sind, werden
zahlreiche, bei der Fermentreinigung gemachte Erfahrungen
verstindlich: Die Wirksamkeitsverluste bei Fillungen mit
organischen Losungsmitteln und mit Ammoniumsulfat, die
Inaktivierungen bei der Dialyse, welche bei adsorbierten, an
Wirkungsgruppe drmeren Préiparaten am schnellsten erfolgen,
und adhnliches mehr. Eine Abnahme der Dissoziation mit
steigendem pr diirfte die optimale Stabilitit der Fumarat-
Hydrase in schwach alkalischem Medium bedingen, wie sie
bei Salzfiallungen und der Kataphorese beobachtet wurde.
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Bei sehr kleiner Konzentration des Alloxazin-Adenin-
Dinucleotids kann man annehmen, da8 seine Bindung an das
uberschissige Ferment-Protein nahezu vollstindig ist und
seine Lewstung als Ubertriger unter den gewihlten Versuchs-
bedingungen schitzen: 4-10—*y Dinucleotid, entsprechend
4,4-10-'3 Molen, bewirken z. B. die Reoxydation von 8-10-%
Molen Leuko-Methylenviolett in 65 Minuten, oder von 1,2-10~°
Molen pro Minute. 1 Mol Dinucleotid iibertrigt also in der
Minute 2800 Mole Wasserstoff vom Leuko-Farbstoff auf Fumar-
siure. Fir das Dinucleotid im System der Aminosduren-
Dehydrierung haben Warburg und Christian') eine Wir-

1) Vgl. Anm, 4, S. 222.
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kungsstirke von 1440 Molen , iibertragenen Sauerstoffs‘‘ pro
Minute berechnet.

B. Aktivierung mit Lactoflavin
und Lactoflavinphosphat.

Die Beobachtung, daB durch Dialysen und Adsorptionen
die Wirksamkeit der Fumarat-Hydrase stark sinken kann,
hatte schon friih zur weiteren Beobachtung der Wirksamkeits-
steigerung durch Lactoflavinphosphat gefiihrt. Zuerst unter-
sucht wurde sie an Fermentpriparaten, die durch Adsorption
an Tierkohle inaktiviert worden waren.

Beispiel: Nach dem Absaugen von 10 cem einer Rohferment-
lésung 1: 10, die !/, Stunde bei 0° mit 0,5 g Tierkohle geriihrt worden
war, bildet das Filtrat eine hellgelbe, durch feinste Kohleteilchen noch
getriibte Losung. Durch 1-stiindiges Zentrifugieren (5000 U./Min.) bilden
sich 2 scharf gegeneinander abgesetzte Schichten, die obere farblos, die
untere tiefgelb. Die farblose Schicht enthalt fast gar keine Fumarat-Wirk-
samkeit (weniger als 10 Proc. der urspriinglichen), die gelbe ist sehr aktiv.

Durch Ferment-Kochsifte oder durch Dinucleotid-Gaben
148t sich eine Reaktivierung der an Co-Ferment verarmten,
farblosen Schicht bis zur Wirksamkeit der urspringlichen
Losung herbeifiihren. Um mit Lactoflavinphosphat jedoch
ahnliche Aktivitaten zu erreichen, miissen Mengen zugesetzt
werden, wie sie nach colorimetrischen Messungen in der Lio-
sung vor der Adsorption nicht enthalten sein kdénnen.

Bei weiteren Versuchen zeigt es sich, daB auch die Wirk-
samkeit von Fermentlosungen, die von vornherein oder durch
Dinucleotid-Zugabe geniigend Co-Ferment enthielten, durch
Lactoflavinphosphat gesteigert werden kann. Dieselbe, in
dquivalenten Konzentrationen gleichstarke Wirkung wird auch
von Lactoflavin ausgeiibt.

In folgendem Versuch wurde gleichzeitig gepriift, ob Versuchs-
angatze mit, katalytisch reduziertem Methylenviolett gleiche Zeiten ergeben,
wie solche, in denen der Farbstoff iiblicherweise mit Hyposulfit reduziert
worden war. Denn es erschien méglich, daB die beschleunigende Wirkung
des Flavins auf einem Schutz des Ferments vor dem unvermeidlichen,

kleinen Hyposulfit-UberschuB beruhen wiirde [iiber die Schiadigung der
Fumarat-Hydrase durch Hyposulfit vgl.)).

1) Vgl. Anm. 3, S. 203.
15*
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Pro Rokr wurden 0,2 com Fermentlosung mit und ohne Zusatz von
10 y Lactoflavin (LF) verwendet.

Tabelle 11.
Katalytischer Hyposulfit-
Fermentlsung Versuch versuch

ohne LF | mit LF | ohne LF | mit LF

Rohferment1:10 . . . . . 1782 34 1’ 20” 40"
Durch Dialyse ab-
geschwachtes Ferment . .| 15'40” | 348" 14’ 345"

Der Betrag der stdchiometrischen, sofortigen Wiederfarbung des
Leuko-Methylenvioletts durch das Flavin ist sinngemaB in Abzug ge-
bracht.

Durch Hyposulfit wird also keine Fermentschidigung
verursacht; die Beschleunigung durch Lactoflavin duBert sich
in beiden Reihen gleich,

Aus den Werten von Tabelle 10 und der Figur ist weiter-
hin erkenntlich, wie sich die Aktivierung von Dinucleotid-
freiem Ferment-Protein (Kurve III) und von rekombiniertem
Ferment (Kurve I) durch Lactoflavinphosphat duBert. Die
auffallendste Steigerung wird erreicht, wenn eine zur Ent-
faltung der vollen Fermentaktivitit unzureichende Menge Di-
nucleotid vorhanden ist.

Diese Beschleunigung wird versténdlich durch die groSere
Geschwindigkeit der fermentativen Ozydoreduktion zwischen
Leuko-Lactoflavin und Fumarat. Die Umsetzung

Lactoflavin + Leuko-Methylenviolett = Leuko-Lactoflavin
+ Methylenviolett
verlauft ja augenblicklich.

In dem tiblichen Ansatz wurde die Methylenviolett-Losung
durch eine mit =/--Phosphat auf pa 7 gepufferte Losung von
100 y Lactoflavin pro Kubikzentimeter ersetzt (/sp00 M).
0,2 ccm einer Rohfermentlosung 1:10 bendtigen zur voll-
stindigen Reoxydation des Flavins nach sechs ibereinstim-
menden Versuchen 60 Sekunden, zur volligen Wiederfirbung
eines gleichen Volumens m™/5, Leuko-Methylenviolett aber
etwa 4 Minuten.
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Die Aktivierung der Fumarathydrase-Wirkung durch Lacto-
flavin und sein Phosphat kommt dadurch zustande, dap sich die
Ozydoreduktionen dieser Stoffe beschleunigend zwischen der von
Leuko-Farbstoff und Ferment einschalten.

Die Reaktion mit Leuko-Lactoflavin verliuft viermal
rascher als die mit Leuko-Methylenviolett. Auf Grund der
Redox-Potentiale (E, bei Lactoflavin = — 0,185V, bei Me-
thylenviolett = — 0,256 V) wiire eher das Umgekehrte zu er-
warten. Andere Leukofarbstoffe mit einera hoheren Potential
als —0,20 V werden nidmlich nur auBerordentlich langsam
dehydriert, Leuko-Nilblau z. B. (E, = — 0,15 V) etwa 30-mal
langsamer als Leuko-Methylenviolett!). Fiir die schnellere
fermentative Dehydrierung des Leuko-Lactoflavins miissen
daher andere Faktoren als das Potential maBgebend sein.

Fiir dve Rolle des Lactoflavins als matiirlicher W asserstoff-
wbertrager in Reaktionen mat gelben Fermenien diirfte diese
Beobachtung aufschlufreich sein.

Von K. Laki?) ist mitgeteilt worden, daB Succino-De-
hydrase die Oxydoreduktion zwischen Fumarat und der redu-
zierten Stufe des Flavinenzyms katalysieren kénne, Daraus
zog 1. Banga?®) den SchluB, daB Flavinenzym im Cyclus der
Cs-Dicarbonsduren die Wasserstoffverschiebung zwischen der
mit Apfelsdure aktivierten Malicodehydrase und der mit
Fumarsdure aktivierten Succino-Dehydrase bewirke. Diese
SchluBfolgerung ist abgeleitet worden aus einem Versuch mit
Succino-Dehydrase aus Tauben-Brustmuskel und gelbem Roh-
ferment aus Hefe, das nach unsereren Erfahrungen sicherlich
Fumarat-Hydrase enthielt.

Versuch mit fumarathydrasefreiem Flavinenzym.

Fiir die Succino-Dehydrase-Wirkung dienten frischer und kalt ge-
trockneter Tauben-Brustmuskel (vgl. S. 237). Phosphatpuffer pg 7. Je
Thunberg-Rohr: 0,1 cem m/,.-Fumarat, 1,0 ccm ™/;,,-Methylenviolett
oder 1,0 cem ™/y55,-Lactoflavin oder 3,0 cem Flavinenzym gleicher Farb-
starke (Herstellung S. 216).

1) Nach G. Barron, J. biol. Ch. 97, 287 (1932), besteht auch bei der
Autoxydation einer Anzahl von Dihydro-Farbstoffen eine direkte Be-
ziehung zwischen Reaktionsgeschwindigkeit und Normalpotential.

2) H. 249, 61 (1937). %) H. 249, 205 (1937).
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0—50- Vollstandige
l(l)-pro(f. ! Pro®- | parbung von
Fermentpriparate Reoxydation | Reoxydation T oilkos
v. Leuko-LF | v.Leuko-MV | Flavinenzym
0,04 g frischer Muskel . . 16—20” 30" keine
0,01 g getrockneter Muskel 30—40’ 1/ 30” keine

Leuko-Flavinenzym wird also von Fumarat + Succino-De-
hydrase micht dehydriert. Die von den ungarischen Autoren
gezogenen SchlupBfolgerungen sind daher hinfillig. Es war ja
zu erwarten, daB eine Reaktion zwischen den beiden Kolloiden
nur duBerst langsam erfolgen konne. Bemerkenswerterweise ist
aber auch die Oxydoreduktion mit dem freien Dihydro-Flavin
sehr trige; sie ist, bezogen auf gleiche Wirksamkeiten im
Leuko-Methylenviolett-Versuch, 30—40-mal langsamer als bei
der Fumarat-Hydrase.

II. Fumarat-Hydrase und Succino-Dehydrase.

Die in diesem Abschnitt geschilderten Versuche bezweckten
eine Klirung der Funktion und' der moéglichen Beziehungen
beider fumarathydrierenden Fermente. Die Unterschiede
zwischen ihren Wirkungen sind in fritheren Versuchen auf-
gezeigt worden?); sie sind, kurz zusammengefa8t, die folgenden :

1. Succino-Dehydrase katalysiert die Einstellung eines
echten, reversiblen Gleichgewichts zwischen Succinat und
Fumarat. Sie dehydriert daher Leuko-Farbstoffe mit Redox-
potentialen bis zu der vom Potential des Saurepaars gesetzten
Grenze (— 0,01 V). Fumarat- Hydrase vermag hingegen
Wasserstoff nur von Leuko-Farbstoffen mit einem negativeren
Normal-Potential als — 0,1 V zu iibernehmen; darin duBert sich
das negative Potential ihrer gelben Gruppe. Dementsprechend
ist ihre Wirkung nicht reversibel und sie dehydriert Succinat
nicht.

2. Die Wirkung der Succino-Dehydrase wird durch ver-
schiedene Gifte (Malonat, Oxalat, Fluorid usw.) stark ge-
hemmt, die auf Fumarat-Hydrase nicht oder nur sehr wenig
wirken.

1) Vgl. Aom. 3, 8. 203.
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3. Succino-Dehydrase gehort zu den unldslichen, fixierten
Fermenten; ihre Abtrennung von Zelltrimmern ist bis heute
nicht gelungen. Fumarat-Hydrase ist demgegeniiber ein 16s-
liches Enzym, das einer weitgehenden Reinigung zugéanglich ist.

Auch beziiglich des Vorkommens beider Fermente be-
stehen Unterschiede, die nachzupriifen waren: Succino-De-
hydrase ist in allen untersuchten tierischen Geweben, sowie
in Bakterien und einigen niederen Pilzen nachgewiesen. Ihr
Vorkommen in der Hefe ist dagegen noch umstritten; auch in
hoheren Pflanzen scheint das Ferment zu fehlen. Fumarat-
Hydrase ist bisher nur aus Hefe isoliert worden.

Verglewch der Geschwindigkeit beider Fermeni-Wirkungen.

In Anwesenheit von Fumarat ist Succino-Dehydrase
ebenso wie Fumarat-Hydrase zur Dehydrierung von Leuko-
Methylenviolett fihig:

a) Leuko-Methylen- = Fumar- Sﬂcclnngehydme Methylen- A Bernstein-
violett sfiure Fumarat-Hydrase  violett shiure

Im Testversuch mit diesem Farbstoff kann daher seine
Wiederfarbung nur dann der Fumarat-Hydrase zugesprochen
werden, wenn das gleiche Fermentpraparat im Methylenblau-
Versuch mit Bernsteinsdure als Substrat unwirksam ist.

b) Bernstein- , Methylen- Succino- | Fumar- Leuko-
siure T blau Dehydrase  siure T Methylenblau.

Zum Nachweis eines eventuellen Vorkommens der zwei
Fermente nebeneinander und zur Verfolgung beider Ferment-
wirkungen im Gang der Isolierungsverfahren war es daher
erforderlich, zunichst die Geschwindigkeit der Succino-De-
hydrase-Wirkung in beiden Testen zu vergleichen.

Bestv g der Succino-Dehydrase-Wirksamkeit: Die Versuche mit
Leuko- Methylenvmlett (Fumarat-Versuch) wurden genau wie bei der
Fumarat-Hydrase in der S. 205 schon beschriebenen Weise ausgefiihrt.
Die Entfarbung von Methylenblau (Succinat-Versuch) wurde ebenfalls in
Thunberg-Rohren beobachtet. Das pg-Optimum dieser Entfarbung ist
von K. Laki?) zu 8,76 bestimmt worden. Tatsachlich verlauft die Hy-
drierung bei diesem py 3-mal rascher als bei pg 7. In die einzelnen An-
sitze wird daher neben 0,2 ccm m/,,-Natriumsuccinat, 0,1—0,4 com

1) H. 264, 26 (1938).
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Fermentlosung und 0,25 com ®/,,,, - Methylenblau, stets noch so viel
m/.Boratpuffer vom pgm 8,74 gegeben, daB das Gesamtvolumen 2 com
betragt.

Succinodehydrase-Praparate aus frischem Taubenbrustmuskel iiber-
tragen in beiden Systemen a) und b) den Wasserstoff mit fast genau
gleicher Geschwindigkeit. Fithrt man (aus Griinden der methodischen
ZweckmaBigkeit) den Succinat-Versuch wie iblich bis zur vélligen Ent-
farbung des Methylenblaus, den Fumarat-Versuch aber, wie frither an-
gegeben, nur bis zur 50-proc. Reoxydation des Leuko-Farbstoffs, dann
erfolgt die Wasserstoff-Verschiebung im Succinat-Test 4-mal langsamer
als im Fumarat-Test. Da stets, unter genauer Einhaltung der angegebenen
Versuchsbedingungen, so verfahren wurde, muB zum Vergleich der Suc-
cinat-Wert mit 4 multipliziert werden. Derart ist dann das Wirksam-
kestsverhdltnis der verschiedenen Priparate vm Fumarat- und Succinat-
Versuch angegeben (abgekiirzt F : S). Fiir die Muskel-Succinodehydrase
ist F:8=1:1.

A. Versuche mit Hefe und Praparaten aus Hefe.

Uber den Nachweis einer Succino-Dehydrase in Hefe
liegen in der Literatur widersprechende Beobachtungen vor.
Einige Autoren halten ihr Vorkommen zumindest fiir zweifel-
haft?). Tatsdchlich 148t sich durch Zugabe von Succinat zu
frischer, ausgewaschener Hefe weder die Atmung wesentlich
erhohen, noch die Reduktion von Methylenblau beschleunigen?)
(vgl. Tabelle 11). Dieses Ergebnis ist nicht verwunderlich,
wenn man bedenkt, wie gering die Substrat-Konzentration ist,
die zur optimalen Wirkung dieses Ferments reicht, und wenn
man die wahrscheinlich sehr schlechte Permeabilitit lebender
Hefe fiir Bernsteinsdure beriicksichtigt. Zugesetzte Fumar-
sdure z. B. wird von lebender, girender Hefe nicht an-
gegriffen® ®), wihrend Trockenhefe, Acetonhefe und girende
Macerationsséifte eine sehr schnelle Hydrierung zu Bern-
steinsdure bewirken?).

Tatsdchlich 148t sich in phosphatfreien Hefeaufschlim-
mungen eine Verkiirzung der Entfirbungszeit von Methylen-
blau durch Succinat beobachten?), ebenso mit Hefezellen, die

1) F. Ogston u. D. Green, Bio. J. 29, 1983 (1935).

?) W. Robertson, Diss. Freiburgi. Br. 1937.

?) H. Wieland, M.Crawford u. H. Walch, A. 525, 119 (1936).
‘) T. Thunberg, Ar. exp. Zellforsch. 19, 238 (1937).
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vorher durch Einfrieren aufgeschlossen worden waren'). Bei
eingefrorener Hefe erhohen Succinat-Zusitze auch die Atmung.

1. Versuche mit lebender und plasmolysierter
Hefe.

Die lebenden Zellen bzw. die durch Plasmolyse erhaltenen Zell-
triimmer wurden 3-mal auf der Zentrifuge mit eiskaltem Wasser gewaschen
und in Wasser aufgeschlimmt, derart, daB 1 com der Suspension 0,6 g
frischer Hefe entsprach. Die Plasmolyse wurde durchgefiihrt durch Ein-
frieren in fliissiger Luft oder durch kurze Behandlung mit Essigester. Ihre
Herbeifiihrung mittels Kochsalz oder Rohrzucker lieferte eigentiimlicher-
weise nur unwirksame Praparate.

Tabelle 11.
Puffer-
Hefepraparate ccm li:\::g Su:)::: i3 Fa.rcl:s,x:loff Zeit
02 |08 PP | 0,1Fm | 1,0 MV 1’ 30”
02 |09 ]rﬁ: . 1,0 MV 3’ 30”
0,2 1,45 0,28c | 0,25 MB 12/
Lebende Hefe 02 |165BP| — |025MB 10
0,2 1,45BP | 0,28c | 0,256 DPI| 7’ 30"
0.2 1,65 BP — 0,25 DPI| 3’ 45"
Durch 0,1 08 PP | 0,1Fm | 1,0 MV 30"
S s 0,1 0,9 PP — 1,0 MV | 13 Std.
lEmf“le ) iR 0,1 1,45 BP | 0,28¢ | 0,25 MB 15’
RRRRILIG Y S 0,1 1,55 BP - 0,25MB | 60
0,1 0,8 PP | 0,1Fm | 1,0 MV ry
Mit Essigester 0,1 0,9 PP —_ 1,0 MV | >12 Std.
plasmolysiert 0,1 1,40BP | 0,28c | 0,25MB | >10 ,,
0,1 1,60 BP — | 025MB | >10 ,,

Abkiirzungen: Phosphatpuffer m/; pg 7: PP; Boratpuffer ®/; pg
8,75: BP; m/,,-Kaliumfumarat: Fm; m/,-Natriumsuccinat: Sc; Me-
thylenviolett ™/;0,: MV ; Methylenblau m/,,,,: MB; Dichlor-phenol-indo-
phenol ™/,40,: DPL

Bei eingefrorener und ausgewaschener Hefe wird also,
durch die Abwesenheit 16slicher Nahrstoffe, die Wirkung sowohl
Succinat wie Fumarat gegeniiber deutlich. Vergleicht man,
wie bei der Succino-Dehydrase aus tierischem Gewebe, die
Wirksamkeiten in beiden Testversuchen, so ergibt sich das
Verhiltnis F: 8 =24:1 (bei Tauben-Brustmuskel 1:1).

1) F. Lynen u. N. Neciullah, A. 541, 203 (1939).
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Die Aktivitit der mit Essigester plasmolysierten Hefe ist
im Vergleich dazu etwa 10-mal kleiner gegen Fumarat und
gegen Succinat so gering, daB sie nicht mehr genau bestimmt.
werden kann.

In beiden Priparaten plasmolysierter Hefe ist die ganze
Fermentwirksamkeit in den Zelltrimmern; die Zellsifte sind
vollkommen inaktiv.

Zur Priifung der Zusammenhinge zwischen dem F : S-Ver-
hélinis und der Vorbehandlung wurden drei verschieden her-
gestellte Trockenhefen und deren Macerationssifte untersucht.

2. Versuche mit Trockenhefe.

In der Kilte getrocknete Hefe ist nach der von M. Behrens?)
fiir tierische Organe gegebenen Vorschrift leicht herzustellen:

10 g gewaschene, abgepreBte Hefe werden mit fliissiger Luft ein-
gefroren, in einen mit Phosphorpentoxyd beschickten Exsiccator gebracht
und rasch mit einer Hochvacuum-Pumpe evakuiert. Nach 24-stiindigem
Stehen im Eisschrank ist die Hefe ohne aufzutauen getrocknet (kalt
getrocknete Hefe). Warm getrocknete Hefe wurde in gewohnlicher Weise
mit Hilfe eines Luftstromes von 30° hergestellt. 1g der Trockenhefe
wurde 3-mal mit je 20 cem eiskaltem Wasser auf der Zentrifuge gewaschen
und auf 8 cem geschlaimmt. Da 0,5 g frischer Hefe 0,125 g Trockenhefe
entsprechen, sind die Werte der folgenden Tabelle mit denen von Tab. 11
annihernd vergleichbar. In jedes Thunberg-Rohr kam 0,1 ccm Hefe-
aufschlammung.

Tabelle 12.
Mole iiber-
o Puffer- | Sub-| Farb- : tragenen .
Hefepraparate 16sung- | strat | stoff Zeit We ot F:S
stoffs
0,8 PP (0,1Fm| 1,0 MV | 30” | 15,6-10—8
Kalt getrock- (| 0,9 PP | — | 1,0 MV | 3Std. — 10:1
nete Hefe 1,45 BP (0,2 Sc | 0,25 MB | 62’ 0,4-10—8 ¥
1,56 BP | — | 0,25 MB | 6Std. —
0,8 PP [0,1Fm| 1,0 MV | 9 | 0,89-10-8| . d
Warm getrock- || 09 PP | — | 1,0 MV |38td| —  [%o0°
nete Hefe 1,45BP (0,2Sc | 0,25 MB [12Std.| — 1021
1,65 BP — | 0,25 MB |12 Std. — :
0,8 PP (0,1Fm| 1,0 MV 1’45 | 4,6-10—8
Aceton- 09 PP | — | 1,0 MV | 6Std. — 23:1
Dauerhefe 1,45 BP 0,2 Sc | 0,25 MB | 8 Std.| 0,05-10-8 3
1,56 BP | — | 0,25 MB |24 Std. —

1) H. 209, 59 (1932).
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rTerten Bl iy
0 Py ‘“:; Es zeigt sich, daB beim Trocknen der Hefe aus dem ge-
=4 frorenen Zustand die gesamte Aktivitit vm Fumarat-Versuch
erhalten bleibt, wihrend die Succinat-Wirksamkert groftentels
I Bl it die gung verschwindet. Die gewohnliche Art des Hefetrocknens hingegen
Telitte i vernichtet fast die gesamte Wirksamkeit in beiden Test-
e versuchen. Was tibrig bleibt, sind nur etwa 5 Proc. der Fuma-
rat-Wirkung, die in den durch Einfrieren gesprengten Zellen
nachweisbar ist, also keinesfalls mehr als 5 Proc. der Wirkung
lebender Zellen. Der zugehorige Succinat-Wert ist zu gering,
um noch mit Sicherheit bestimmt zu werden. Die Behandlung
mit Aceton und Ather fiihrt ebenfalls zu einer nahezu volligen
Aufhebung der Succinat-Wirkung, wihrend die Fumarat-
Wirkung zu ungefahr 25 Proc. erhalten bleibt.
Auch bei diesen Préiparaten sind die Fermente noch vollig
an die Zelltrimmer fixiert. Eine Loslosung findet erst bei der
Maceration statt. Vergleicht man die Fumarat-Wirksamkeiten
von unter sonst gleichen Bedingungen hergestellten Macera-
tronssdften aus warm und kalt getrockneter Hefe, so erweist
sich der Saft aus warm getrockneter Hefe, die nur etwa 5 Proc.
der Fumarat-Aktivitdt von kalt getrockneter Hefe besitzt, als
etwa 3—4-mal wirksamer. Aus warm getrockneter Hefe
kénnen ungefidhr 60 Proc. der in ihr noch enthaltenen geringen
Fumarat-Aktivitit durch Maceration herausgelost werden,
wihrend die kalt getrocknete Hefe nur einen winzigen Bruch-
teil ihrer hohen Wirksamkeit in léslicher Form abgibt. (Auf
die Wiedergabe der Versuchsdaten sei verzichtet.) Offenbar ist
also die proteolytische Zersetzung der Hefe, die beim lang-
samen Trocknen bei Raumtemperatur eintritt!), unerldBliche
Vorbedingung fiir das Losldsen der Fumarat-Hydrase.
Der Anteil der Fumarsdure-hydrierenden Wirkung leben-
der Hefe, der nach geeigneter Vorbehandlung in Losung ge-
bracht werden kann, ist auBerordentlich gering. Wenn z. B.
eingefrorene Hefezellen von 0,05 g Frischgewicht im Fumarat-
Versuch 28 Sekunden ergeben, der beste Macerationssaft aus
0,08 g Trockenhefe (= 0,32 g frische Hefe) aber 2 Minuten
20 Sekunden, so berechnet sich aus diesen Daten der n lislicher

< e bestimpt

1) R. Nilsson u. F. Alm, H. 239, 179 (1936).
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Form erhaltene Anteil der Wirksamkeit mit 3 Proc. eher zu hoch
als zu niedrig.

3. Gereinigte Fermentlésungen.

Noch deutlicher werden die Verschiebungen zwischen
Fumarat- und Succinat-Wirkung bei der Priifung der ge-
reinigten Fermentlosungen. Verwendet wurden die S. 207 bzw.
209 und 222 in ihrer Herstellung beschriebenen Praparate.

Tabelle 13
Mole iiber-
Ferment- Puffer- | Sub- : tragenen _
praparate oo l6sung | strat Farbstoff Zeit Wasser- F:8
stoffs
Gewdshnl. (| 0,2 | 0,7 PP (0,1 Fmi 1,0 MV | 110”7 | 6,9.10-%
Roh- 02 (08 PP | — |1,0 MV | > 36 Std. — 10:1
ferment 0,4 | 1,15BP (0,3Sc | 0,25 MB |1 Std. 15’ | 0,34-10-8 ;
1:10 04 |135BP | — | 025MB| 5Std. =
Rohferm. 02 |07 PP (0,1Fm| 1,0 MV 17 40” 4,8-10-8
aus Essig- 0,2 | 0,8 PP — | 1,0 MV | > 36 Std. — 27.1
esterauto- 04 | 1,15 BP 10,2 Sc | 0,25 MB |4 Std. 30’ |0,09-10-8 .
lysaten 0,4 1,25 BP — 0.25 MB —_ —
0,2 | 0,7 PP 0,1Fm| 1,0 MV 2’ 56" 2,7-10-8
Protein- 0,2 | 0,8 PP o 1,0 MV | > 36 Std. — 32.1
lésung A 0,6 | 0,95BP [0,2Sc! 0,25MB |6 Std. 30’ | 0,06-18—8 .
06 | 1,16BP | — | 0,25MB | 12 Std. —
Protein- 0,2 | 0,7 PP [0,1Fm| 1,0 MV 1% 8,0-10-8
losung A )| 0,2 [ 0,8 PP | — | 1,0MV | > 36 Std. — 80:1
+ 5y 0,6 | 0,95BP 0,2 Sc| 0,25MB |5 Std. 30 |0,076-10-8 | ~5!"
AADN 0,6 | 1,15 BP — [ 0,25MB | 12 Std. —-

Das ,,gelbe Rohferment‘* ist bei

genauer Prifung gegen

Succinat noch schwach wirksam, viel weniger schon das Roh-
ferment nach Essigester-Autolyse. Das in Proteinanteil und
prostethische Gruppe gespaltene, mit Dinucleotid wieder er-
ginzte Ferment hat nur noch die starke fumarathydrierende
Wirkung, wihrend die gegen Succinat praktisch vollig ver-
schwunden ist.

Zur Deutung der geschilderten Feststellungen tiber die
Verschiebungen des F:S-Verhéltnisses sind zwei Moglich-
keiten naher zu erwigen:

1. Hefe kann Fumarat durch zwei verschiedene Fermente
hydrieren: Durch die Succino-Dehydrase (in umkehrbarer
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Reaktion) und durch die Fumarat-Hydrase (in nicht umkehr-
barer Reaktion). Beim Trocknen, Macerieren usw. wird die
Wirkung der Succino-Dehydrase in steigendem MaBe zerstort,
die der Fumarat-Hydrase bleibt am ehesten erhalten.

2. In der Hefe ist nur ein Ferment zum Stoffwechsel von
Succinat-Fumarat: Eine Succino-Dehydrase (F:S=1:1).
Beim Trocknen und Macerieren der Hefe, aber auch schon
beim Gefrieren, wird diese Dehydrase in wechselndem MaBe
so verdndert, daB sie nur noch zur nicht umkehrbaren Hydrie-
rung von Fumarat fihig ist. Sie wird zur Fumarat-Hydrase.

Es ist nicht moglich, durch Vergleich der Wirkung ein-
gefrorener Hefe und des loslich gewordenen Ferments in
Macerationssdften zwischen den beiden Moglichkeiten zu ent-
scheiden; denn dazu sind die Ausbeuten an diesem zu gering.
Die véllige Erhaltung der Wirksamkeit gegen Fumarat und der
gleichzeitige starke Verlust der Wirksamkeit gegen Succinat
in Hefe, die in eingefrorenem Zustand getrocknet wurde, spricht
jedoch fiir die zweite Deutung.

Vor ihrer ndheren Diskussion seien weitere Versuche er-
wihnt, in denen das Verhalten tierischen Gewebes im Succinat-
und Fumarat-Test gepriift wurde.

B. Versuche mit tierischen Geweben.

Verwendung fand die Beinmuskulatur von Froschen oder die Brust-
muskulatur von Tauben; die Tiere wurden unmittelbar vor dem Versuch
getotet. Zur Herstellung der Gewebe- Prefsifte und Suspensionen wurden
5g der feinst zerschnittenen Muskulatur mit physiologischer Kochsalz-
l6sung gewaschen, in 10 ccm Wasser aufgenommen und eingefroren. Nach
dem ZerstoBen der gefrorenen Masse im Morser wurde der Brei kurz
zentrifugiert. Die iiberstehende Losung war leicht getriibt und meist
schwach rosa gefirbt (Gewebe-PreBsaft). Der Riickstand wurde in 10 cem
Wasser suspendiert (Gewebe-Suspension).

Zur Trocknung der Muskeln wurde verfahren, wie bei der Hefe an-
gegeben ist und entweder die gefrorene Muskelmasse bei 0° getrocknet
(kalt getrockneter Muskel) oder in diinnster Schicht mit Luft bei 35°
innerhalb 2—3 Stunden (warm getrockneter Muskel). Zur Herstellung
der Macerationssifte wird der Trockenmuskel nach dem Auswaschen mit
Wasser in °/;-sek. Natriumphosphat-Lésung 3 Stunden bei 35° maceriert.

Samtliche Praparate mit Ausnahme des Trockenmuskels werden
eingefroren bei — 80° aufbewahrt. Nur so sind sie wochenlang unverandert
haltbar; bei 0° verschwindet die Aktivitat in kurzer Zeit vollstindig.
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Tabelle 14
Je Thunberg-Robr 0,1 ccm der PreBsafte bzw. 0,2 com Suspension
Gemessene Zeiten und Mole Ver-
Praparat iibertragenen Wasserstoffs haltnis
: S
Fumarat-Vers. | Succinat-Vers. F

PreBsaft aus Frosch- 3 0’

muskel 1 . . . . . .. 2,7-10-2 Mole| 0,83-10~8Mole | 1:1,3
PreBsaft aus Frosch- 2’10 f

muskel 2 . . . . . . . 3,7-10~8 Mole | 0,71-10-8 Mole | 1,3:1
PreBsaft aus Tauben- 3730 41’

mugkell " - TS S 2,4-10—2 Mole | 0,61-10—8 Mole 1:1
Gewebesuspension 8’ ¢

(Froschmuskel) 1,0-10—8 Mole | 0,41-10~8 Mole | 1,6:1
Gewebesuspension 20" 4’ 20"

(Taubenmuskel) . . . .| 24:10-°Mole | 6,10-10~% Mole| 1:1
Suspension aus kalt ge- 55" 15" 30

trocknet. Muskel (frisch)( 7,5-10~8 Mole | 1,6-108Mole | 1,2:1
Mac.-Saft aus kalt ge- 10’ 30" 8 Std.

trocknetem Muskel .|| 0,76-10—% Mole | 0,05-10~8 Mole | 3,8:1

Ohne Fumarat- bzw. Succinat-Zusatz ist keine Reaktion wahr-
nehmbar.

Man erkennt, daf die untersuchten Fermentwirkungen des
Muskelgewebes sich anders verhalten als ber der Hefe. Das F : S-
Verhiltnis bleibt auch bei verschiedener Vorbehandlung
anndhernd 1:1.

Etwas abweichende Verhéltnisse zugunsten der Fumarat-
Hydrierung findet man in den Macerationssiften [nidhere
Angaben?)]; doch ist ihre Aktivitit so gering, und ihre Un-
bestdndigkeit so groB,- daB sich kein sicherer SchluB daraus
ziehen 14Bt. Die auBerordentliche Unbestindigkeit der Fer-
mentlosungen, die selbst bei 0° in 3—4 Stunden die Hilfte
ihrer Wirksamkeit verlieren konnen, erschwert ihre nihere
Untersuchung. Zugaben von Alloxazin-Adenin-Dinucleotid
bewirkten keine Reaktivierung.

Auch die Untersuchung der Extrakte verschiedener
pflanzlicher Materialien ergab ein F: S-Verhiltnis = 1. Bei

1) Vgl. Anm, 2, S. 203.
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seinen Arbeiten iiber die Pflanzen-Dehydrasen hat T. Thun-
berg!) zwar eine Donator-Wirkung der Bernsteinsiure so gut
wie immer vermiBt; lediglich verschiedene Bohnenarten
schienen ihm Succino-Dehydrase in geringen Konzentrationen
zu enthalten?®). Mit Hilfe der empfindlicheren Reaktion mit
Leuko-Methylenviolett ist jedoch ein sicherer Nachweis einer
Fumarat-Hydrierung nicht nur in Bohnen, sondern auch in
anderen Materialien pflanzlicher Herkunft und in héheren
Pilzen moglich?®).

IV. Zusammenfassende Bemerkungen.

Die Schwierigkeiten der Reindarstellung gelber Fermente
spiegeln sich in den Versuchen des 1. Teils dieser Arbeit.
Wesentlich bedingt sind sie bei der Fumarat-Hydrase durch
die Dissoziation von Protein und prosthetischer Gruppe, die
wiederholte Fillungen mit organischen Losungsmitteln oder
mit Ammoniumsulfat, besonders in schwach saurer Losung,
wiederholte Adsorptionen und langdauernde Dialysen ver-
bietet. Es ist moglich, da8 Verfahren zur Reinigung des Protein-
anteils und die Rekombination nach erfolgter Reindarstellung
weiterfilhren kénnen.

Die Ergebnisse mahnen zur Vorsicht in der Beurteilung
der Reinheit (im Sinne einer einheitlichen enzymatischen
Wirkung und einer Einheitlichkeit des Proteinanteils) auch bei
anderen gelben Fermenten. Nach der Erkenntnis der Viel-
zahl gelber Fermente geniigt es nicht, wenn das Verhéltnis von
gelber Gruppe und Eiweitriger die weitgehende Anreicherung
eines Flavoproteids anzeigt.

Die ,,Reindarstellung‘* des Flavinenzyms nach der Adsorp-
tionsmethode von Weygand und Stocker?) fiihrt z. B., wie
gezeigt wurde, nicht zum einheitlichen Lactoflavin-Proteid,
sondern zu einem Gemisch von diesem mit dem Dinucleotid-
Proteid der Fumarat-Hydrase, vermutlich auch mit anderen
Flavo-Proteiden.

1) Rev. Biol. 5, 318 (1930).
2) T. Thunberg, Ar. int. physiol. 18, 601 (1922).
3) Vgl. Anm. 2, S. 203. ) Vgl. Anm. 2. S. 212.
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Auch nach der elektrophoretischen Methode von Theort_’,ll
gelingt in der Néahe des isoelektrischen Punktes des Flavin-
enzyms (p=5,25) keine Trennung von Flavinenzym und
Fumarat-Hydrase. Erst im schwach alkalischen Medium
(p= 8,5) werden die Tonenbeweglichkeiten der beiden Fermente
8o verschieden, daB eine weitgehende Scheidung gelingt. Dabei
zeigt sich, daB auch das auf Codehydrasen eingestellte gelbe
Ferment uneinheitlich ist und mindestens zwei im Methylen-
blau-Versuch wirkende Proteide verschiedener Wanderungs-
geschwindigkeit enthilt. Wahrscheinlich handelt es sich um
das ,,alte’‘ gelbe Ferment von Warburg und Christian?)
und um das ,,neue* von E. Haas?).

Als prosthetische Gruppe der Fumarat-Hydrase ist aus-
schlieBlich das Alloxazin-Adenin-Dinucleotid zu betrachten,
wie aus den Versuchen der Rekombination mit dieser gelben
Gruppe nach der Abtrennung des Protein-Anteils hervorgeht,
die im 2. Teil der Veroffentlichung beschrieben sind. Vielleicht
hilft die Beobachtung, daB diese Wiedervereinigung eine lang-
sam verlaufende Reaktion ist, auch fiir die Synthese anderer
gelber Fermente, deren Rekombination bisher nicht erreicht
werden konnte.

Dem Lactoflavinphosphat kommt lediglich eine, sich in
den Versuchen der Ferment-Auswertung mit Leuko-Farb-
stoffen duBernde, beschleunigende Wirkung zu, die auch vom
nicht phosphorylierten Lactoflavin ausgeiibt wird. Allerdings
deutet die schnelle Reaktion zwischen dem freien Flavin und
der gelben Gruppe des Ferments auf eine mogliche physio-
logische Bedeutung dieser Oxydoreduktion hin.

Mit einem anderen der bisher bekannten gelben Fermente
ist Fumarat-Hydrase nicht identisch. Xanthin-Dehydrase,
d-Aminosduren-Dehydrase und Aldehyd-Dehydrase fehlen
schon in dem als Ausgangsprodukt dienenden ,,gelben Roh-
ferment**. Durch Elektrophorese gelang die nahezu véllige
Abtrennung der auf Dihydro-Codehydrasen eingestellten
Flavinenzyme. Das ,,alte‘* gelbe Ferment unterscheidet sich
von der Fumarat-Hydrase nicht nur in der prosthetischen

1) Vgl. Anm. 2, S. 204. %) Vgl. Anm. 2, S. 209.
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Gruppe, sondern auch im Protein-Anteil : Vereinigt man nach der
Spaltung sein Protein mit Alloxazin-Adenin-Dinucleotid, wie das
schon Warburg und Christian®)gemacht haben, so erhilt man
ein Ferment, das keine Fumarathydrase-Wirksamkeit zeigt.

Von der neuerdings gekennzeichneten Cytochrom c-Re-
duktase?), die Lactoflavin als gelbe Gruppe enthilt, unter-
scheidet sich die Fumarat-Hydrase ja schon durch die pros-
thetische Gruppe; es ist aber bisher nicht gepriift worden,
ob Fumarat-Hydrase mit Cytochrom ¢ reagiert oder nicht.

Von Green, Knox und Stumpf?) ist in jingster Zeit
die Gewinnung eines Flavo-Proteids aus Hefe-Macerationssaft
mit Alloxazin-Adenin-Dinucleotid als gelbe Gruppe beschrieben
worden. Von den Autoren wird angegeben, daB die Ferment-
Wirkung dieses Proteids noch unbestimmt sei, da es mit
keinem der gepriiften Substrate reagierte.

Befolgt man die Vorschrift zur Gewinnung dieses Flavo-
proteids, die im wesentlichen eine Reihe von Ammoniumsulfat-
Fallungen mit Adsorptionen an Tonerde kombiniert, so erhélt
man ein Ferment-Priparat, welches eine Fumarathydrase-
Aktivitat zeigt, die etwas stirker ist als die des in der vor-
liegenden Arbeit verwendeten ,,gelben Rohferments. Auf
andere Fermentwirkungen haben wir nicht gepriift.

Da eine Abtrennung der auf Codehydrasen wirkenden
Flavinenzyme von der Fumarat-Hydrase gelungen ist, steht
es fest, daB sie zur direkten Reaktion mit den Codehydrase-
bediirftigen Systemen nicht befdhigt ist und eines Mittlers
bedarf. Durch ihre Wirkung kionnen jedenfalls alle zur Hydrie-
rung ihrer gelben Gruppe tauglichen Oxydoreduktionen zur
Hydrierung der Fumarsidure fithren und so in den Kreislauf
der C,-Dicarbonsduren einmiinden.

Zur Hydrierung der Athylenbindung «,B-ungesittigter
Alkohole ist Fumarat-Hydrase nicht fahig. Von dem ,,Athylen-
Hydrase“‘genannten Ferment ist sie also sicherlich verschieden?).

Bestimmte Vorstellungen iiber ihre Funktion bei den Vor-
gingen der Girung werden durch die Versuche der vorliegen-

1) Vgl. Anm. 3, S. 204. ?) Vgl. Anm. 3, S. 225.
8) J. biol. Chem. 188, 776 (1941). 4) Vgl. Anm, 3, S. 203.

Annalen der Chemle. 5562. Band. 16
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den Arbeit nicht nahegelegt; sie wiirden auch, in Anbetracht
der Unkenntnis des Zusammenwirkens gelber Fermente, durch-
aus verfriilht sein. Wesentlich sind jedoch in dieser Richtung
die im 3. Teil dargelegten Versuche zum Vergleich der Wirkung
der Fumarat-Hydrase mit jener der Succino-Dehydrase. Sie
weisen darauf hin, daB beim Verschwinden des Vermogens der
Hefe zur Succinat-Dehydrierung jenes zur Fumarat- Hydrierung
erhalten bleiben kann und lassen vermutlich die Fumarat-
Hydrase als ,,verdorbene Succino-Dehydrase erscheinen.
Schwer verstindlich wire dabei die Funktion der nach-
gewiesenen gelben prosthetischen Gruppe und die Intensivie-
rung des zur Fumarat-Hydrierung zumindest erforderlichen
Reduktionspotentials.

Man konnte vermuten, daB die Succino-Dehydrase aus
Hefe ebenfalls ein Flavoproteid sei, aber in unverindertem
Zustand von hoherem Potential. Alle bisherigen Unter-
suchungen iiber Succino-Dehydrase betreffen die des tierischen
Gewebes, die sich ja in unseren Versuchen anders verhalt.
Keine deutet auf die Zugehorigkeit dieses Ferments zu den
gelben; in einigen ist eine Metall-Proteid-Natur diskutiert
worden'), in anderen ist die Anwesenheit von Sulfhydryl-
Gruppen fir die Fermentwirkung als wesentlich angenommen
worden2). Das verlorengegangene Vermdogen zur Succinat-
Dehydrierung beim Trocknen und Macerieren der Hefe 148t
sich jedenfalls durch Behandlung mit Thiolen nicht wieder
erlangen, wie es fir die tierische Succino-Dehydrase be-
schrieben ist?).

Mit der Frage nach den Beziehungen der Fumarat-Hydrase
zur Succino-Dehydrase ist eine Frage beriihrt, die fir die ge-
samte Fermentchemie Bedeutung hat: Inwiefern némlich
durch die Isolierung von Fermenten, insbesondere durch das
Loslichmachen fixierter Fermente ihr Wirkungsvermogen ver-
dndert wird. Es hiufen sich die Anzeichen, die auf solche, zum
Teil sehr weitgehende Spezifititsverdnderungen deuten.

1) L. Massart, H. 2568, 190 (1939).
?) F. G. Hopkins, E. J. Morganu. C. Lutwak-Mann, Bio. J. 82,
1827 (1938).
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Zur Kenntnis der pflanzlichen
Aldehyd-Dehydrasen. 17;

von Wailhelm Franke und Fritz Schumann?).
Mit 8 Figuren im Text.

[Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie
der Wissenschaften zu Miinchen.]

(Eingelaufen am 4. Juni 1942,

Bekanntlich existieren zwe: Enzyme tierischer Herkunft,
welche Aldehyde zu den entsprechenden Saduren oxydieren:
einmal das lange bekannte und iiberaus eingehend untersuchte
Schardinger-Enzym der Milch und Leber, dessen Substrat-
spezifitit sich nicht nur auf Aldehvde, sondern auch auf
Oxypurine erstreckt; dann die neuerdings von Gordon,
Green & Subrahmanyam? in der Leber aufgefundene
Aldehyd-dehydrase (oder abgekiirzt Aldehydrase), der bei im
ibrigen dhnlichen KEigenschaften 'diese Doppelspezifitit ab-
geht. Bei beiden Fermenten handelt es sich um Aero-dehydrasen®)
und ,,gelbe Fermente*, in deren prosthetische Gruppe Flavin-
adenin-dinucleotid eingeht? %).

Im Gegensatz zu der umfangreichen Literatur, die iber
tierische Aldehydrasen vorliegt, beschrinkt sich diejenige tiber
das pflanzliche Enzym auf einige wenige Arbeiten, deren letzte
zudem mehr als 10 Jahre zuriickliegt.

Als erster erhebt A. Bach®) (1913) den Befund, daB roher Kartoffel-
saft bei Gegenwart von Aldehyd Nitrat zu Nitrit zu reduzieren vermag,
nicht hingegen Methylenblau zum Leukofarbstoff.

Erst 9 Jahre spiter macht Smorodinzew®) einige erginzende An-
gaben iber die Léslichkeit des Ferments in Wasser und Elektrolyt-

*) Herrn Geheimrat Wieland zum 65. Geburtstag.

1) Dissertation, Universitdt Miinchen, 1942.

%) Biochem. J. 84, 764 (1940).

8) Zur Nomenklatur vgl. z. B. W.Franke, Angew. Chemie 58,

580 (1940).

%) E. G. Ball, J. biol. Chem. 128, 51 (1939).

5) Bio. Z. 62, 412 (1913). ) H. 128, 130 (1922).
16*
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lésungen, die Kinetik der Nitratreduktion, den EinfluB des Sauersto'ffs,
die Abhangigkeit der Enzymausbeute vom Alter des Ausgangsmaterials
und dergleichen mehr.

1927 stellt Michlinl) Acetonpraparate des Kartoffelenzyms dflr,
an denen die Befunde Bachs hinsichtlich Acceptorspezifitat bestatigt
werden und die auf Aldehyde beschrinkte Donatorspezifitit des pflanz-
lichen gegeniiber dem tierischen Ferment hervorgehoben wird.

Ein Jahr spater fallt Bernheim?) KartoffelpreBsaft mit Ammon-
sulfat und gewinnt aus dem Niederschlag Enzymlosungen, die unter be-
stimmten Bedingungen in Aldehydgegenwart sowohl Nitrat wie Methylen-
blau als Acceptoren verwerten konnten. Wihrend fiir die Nitratreduktion
vine breite pg-Zone zwischen 3 und 8,6 mit dem Optimum bei 6 existierte,
fand er mit Methylenblau nur zwischen py 5,6 und 7,8, mit c¢inem Op-
timum bei py 7, enzymatische Wirkung. Ferner wurde fiir eine Reihe
der Clarkschen Redoxindikatoren von definiertem Potential sowié fiir
Chinon Acceptoreigenschaft angegeben. Die Rolle des Sauerstoffs muBte
ungeklirt bleiben, da er in Gegenwart von Aldehyd schadigend auf das
Enzym wirkte.

Im selben Jahre kam Michlin®) in der Frage der Verwertung von
Nitrat und Methylenblau durch das Enzym im wesentlichen zu den
gleichen Befunden wie Bernheim. Er #uBert die Vermutung, daB die
auffallenden Unterschiede im Verhalten von tierischer und pflanzlicher
Aldehydrase (Spezifitit, pg-Abhangigkeit, Wirkung von Alkali und
HCN usw.) ,,im mangelnden Gehalt des pflanzlichen Fermentsystems an
irgendeinem Coenzym zu suchen ist‘‘.

Bei den im einzelnen zum Teil mangelhaften, zum Teil
widerspruchsvollen Angaben iiber die Natur der pflanzlichen
Aldehydrase schien eine nochmalige Nachpriifung ihrer Eigen-
schaften nicht ohne Interesse, um so mehr, als systematische
Reinigungsversuche am Ferment offenbar iiberhaupt noch
nicht angestellt worden sind.

Leider stieBen wir dabei auf unerwartet grofie Schwierig-
keiten. Einmal zeigte sich schon nach den ersten Versuchen,
daB die Ergebnisse der édlteren Autoren, auf denen weiter-
gebaut werden sollte, groBenteils nicht reproduzierbar waren.
Schlimmer noch waren die durch Kartoffelsorte, Aufbe-
wahrungsdauer, Jahreszeit und dergleichen bedingten sehr
bedeutenden Aktivitédtsschwankungen des Ausgangsmaterials,
das in der Kriegszeit héufig nicht in der erforderlichen Menge

') Bio. Z. 185, 216 (1927).
?) Biochem. J. 22, 244 (1928). %) Bio. Z. 202, 329 (1928).
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und Beschaffenheit erhiltlich war. Andere Pflanzenspezies
kamen infolge Enzymarmut bzw. -mangels als Ausgangs-
material iiberhaupt nicht in Frage.

Aus diesen und anderen Griinden ist die beabsichtigte
weitgehende Reinigung des Enzyms nur teilweise geglickt.
Immerhin gelang eine Anreicherung auf das iiber 100-fache
des Enzymgehaltes der Kartoffel. Als wesentliche Feststellung
mub der Nachweis der Globulinnatur des Ferments betrachtet
werden. AuBerdem wurden weitere Eigenschaften der
Aldehydrase durch zahlreiche Versuche iiber die Abhingigkeit
der enzymatischen Aktivitidt von der Ferment-, Substrat- und
Wasserstoffionen-konzentration, von der Art der Pufferung,
von der Temperatur usw. weitgehend klargestellt und die
zum groBen Teil falschen Angaben der fritheren Autoren
widerlegt.

Die Frage der Verwertbarkeit von Sauerstoff als Wasser-
stoffacceptor konnten auch wir infolge der schon frither beob-
achteten Enzymschddigung nicht einwandfrei beantworten;
der augenblickliche Stand der Lage spricht allerdings fiir eine
Einreihung der pflanzlichen Aldehydrase in die Gruppe der
Anaero-dehydrasen.

Die starke Vorliebe des Enzyms fiir den sonst bei Dehy-
drasen nicht alltdglichen Acceptor Nitrat ist auffallend. Ganz
abgesehen vom Unterschied des pa-Optimums fiir Nitrat- und
Farbstoffreduktion 18t die mehrfach gemachte Feststellung,
daB gewisse Enzymlosungen zur Methylenblaureduktion nicht
befdhigt waren, wihrend die Fihigkeit zur Nitratreduktion
sehr stark ausgebildet war, auf die Existenz eines zur Farbstoff-
hydrierung notwendigen ,,Zusatzfaktors® schlieSen.

Versuche,
1. Aktivitatsbestimmung.
1. Nitratreduktion.

Wie Bernheim und Michlin bedienten auch wir uns
zur Messung von Enzymaktivititen im allgemeinen der schon
von Bach verwendeten colorimetrischen Methode, bei der das
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durch Reduktion entstandene Nitrit nach P. Griess als
intensiv gelbroter Azofarbstoff zur Bestimmung gelangt?).

In einem Thunberg-Rohrchen wurde 1 com der zu untersuchen-
den (eventuell entsprechend verdiinnten) Enzymlésung mit

2 ccm ™/;-Phosphat-Citronensaurepuffer (pa 6,6),

1 com m/,-NaNO, sowie

1 com ®/,,-Croton- bzw. Aocetaldehyd
versetzt, bis zum Sieden der Reaktionsfliissigkeit evakuiert und das
Vakuumréhrchen anschlieBend in einen Thermostaten von 30,0° gebracht.
Nach 2 Stunden wird Reagenzlésung nach Lunge-Ilosvay (5 ccm) zu-
gesetzt, der dabei entstehende EiweiBniederschlag nach 15 Minuten langem
Stehen abzentrifugiert und das in der Losung enthaltene Nitrit durch
Einordnung des Rohrchens in eine um je 0,02 mg Nitrit ansteigende
Vergleichsskala bestimmt.

Um vergleichbare Farbténe zu erhalten, war es unbedingt erforder-
lich, auch die Farbstofflésung in der Vergleichsskala mit je 1 ccm der
als Substrat verwendeten Aldehydlésung zu versetzen. Dagegen konnte
und muBte auf die von Bach angewandte EnteiweiBung mittels Blei-
acetat verzichtet werden, da die durch den Puffergehalt der Enzym-
l1osung bedingten Bleiphosphatniederschlage unbestimmte Nitritmengen
adsorbierten.

In einigen Fillen wurde die colorimetrische Nitrit-
bestimmung durch die neuerdings von Brooks und Pace?)
angegebene manometrische Methode auf ihre Zuverldssigkeit
gepriift. Das Prinzip dieser Methode liegt in der Zersetzung
der salpetrigen Saure durch iiberschiissige Amidosulfonsdure
nach der Gleichung

HNO, + NH,SO,H = H,S0, + H,0 + N,
und Messung des entbundenen Stickstoffs in der van Slyke-
oder Warburg-Apparatur. Die Genauigkeit wird bei ~ 0,1 mg
NaNO, zu 4 10 Proc. angegeben.

Bei Ermittlung des Einflusses der Enzymkonzentration
auf die Reaktionsgeschwindigkeit lieferten beide Methoden im
wesentlichen dieselben Werte (vgl. Fig. 1, S. 252). Deshalb
wurde im Verlauf der Untersuchungen der bequemer durch-
fiihrbaren colorimetrischen Nitritbestimmung zumeist der Vor-
zug gegeben.

1) Vgl. z. B. F. P. Treadwell, Lehrb. d. anal. Chem. II, S.295
(Leipzig und Wien 1922).
%) Biochem. J. 84, 260 (1940).
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Als MaB enzymatischer Aktiwititen dient im folgenden der
der bekannten ,,AtmungsgroBe’ nachgebildete Quotient

4 — emm 0, (Reduktionsiiquivalent)
~  mg Trockengewicht.Stunden

als MaB von Enzymmengen das Produkt
E = A -mg Trockengewicht.

Die Quotienten A/4, und E/E, stellen den auf das Aus-
gangsmaterial bezogenen Anreicherungsgrad bzw. die Enzym-
ausbeute dar.

2. Methylenblaureduktion.

Die Durchfithrung dieser Versuche erfolgte nach der be-
kannten Thunberg-Methodik?), gleichfalls bei 30°.

Im allgemeinen bestand der Ansatz aus

1 ccm Enzyml6sung,

2 cem m/;-Puffer (meist py 8,7),

1 cem Methylenblau 1: 10000 (etwa m/,..),
1 ccm ™/ -Acetaldehyd.

Wo es sich um den leichteren Vergleich von Nitrat- und
Methylenblauversuchen handelte, wurden die Entfirbungs-
zeiten ¢ der letzteren in relative Reaktionsgeschwindigkeiten

Ju iy
1 = 1000 (7 S t;)
umgerechnet ({, = Entfarbungszeit des substratfreien Kon-
trollansatzes, die meist vernachldssigt werden konnte).

Da infolge der zumeist starken Eigenfirbung der Enzymlésungen

der Zeitpunkt vollstandiger Entfarbung schwer zu bestimmen war,

wurden unter ¢ bzw. ¢, die zu 80-proc. Farbstoffreduktion notwendigen
Zeiten verstanden.

II. Ausgangsmaterial.

Wie schon Wieland u. Sutter®) friiher gezeigt haben,
ist es fiir die Aktivitdt der extrahierbaren Aldehydrase — im

1) Vgl. neueste Zusammenfassung von C.G.Holmberg bei
Bamann-Myrbéick, D.Methoden d. Fermentforsch. III, §.2278
(Leipzig 1941).

2) B. 63, 66 (1930).
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Gegensatz zur Polyphenoloxydase — belanglos, ob man von
den Schalen- oder Kernteilen der Kartoffelknolle ausgeht.

Dagegen sind Kartoffelsorte und Jahreszeit von ausschlag-
gebender Bédeutung. Der Aktivitdtswert 4 von Kartoffel-
rohsiften.variierte innerhalb eines Jahres zwischen 0,3 und 1,6.
Im allgemeinen 148t sich avf Grund unseres sehr umfangreichen
Versuchsmaterials sagen, daB friih geerntete Sorten (Mai—Juli)
enzymarm, spit geerntete (September—November) enzymreich
sind ; doch ist diese Regel nicht ohne Ausnahme, da sich auch
unter typischen ,,Winterkartoffeln‘‘ enzymarme Sorten finden.
Bei lingerer Lagerung nimmt auch der Enzymgehalt sehr
enzymreicher Sorten ab, am stiarksten offenbar im Spatwinter
und Frihjahr.

AuBer in der Kartoffel, einer typischen SproBknolle,
wurde auf das Vorhandensein einer nitratreduzierenden
Aldehydrase noch in folgenden anderen Pflanzen — meist
ebenfalls Wurzel- und Spro8knollen — gepriift:

Zuckerriibe Sellerie
Runkelriibe Rettich
Gelbe Riibe Dahlie
Kohlrabi Herbstzeitlose

Lowenzahn (getrennt nach Wurzeln und Bléittern)
Aspergillus oryzae
Bierhefe (getrocknet)

Von einer geringfiigigen Nitratreduktion im Falle des
Schimmelpilzes abgesehen, erwiesen sich die Phosphatextrakte
samtlicher untersuchten Pflanzenmaterialien als.enzymatisch
unwirksam.

III. Reinigung.

Schon die ersten orientierenden Versuche zeigten, daB
es fiir die Enzymisolierung vorteilhafter ist, mit Salzlésungen
statt, wie bisher meist geiibt, mit Wasser zu extrahieren oder
sich gar mit der Herstellung eines PreBSsaftes zu begniigen.
Tab. 1 orientiert iiber das KErgebnis einiger Extraktions-
versuche?).

Es wurden jeweils 100 g durch die Fleischhackmaschine getriebener
Kartoffelbrei 1 Stunde lang in der Kugelmiihle mit 100 com der Extrak-

!) Vgl. auch F. Kubowitz, Bio. Z. 202, 221 (1937).



Zur Kenninis der pflanclichen Aldehyd-Dehydrasen. 1. 249

tionsfliissigkeit geschiittelt, die Masse durch ein Koliertuch gepreBt, zen-
trifugiert und die Aktivitit der erhaltenen Enzymlssungen nach der
Nitratmethode (2 Stunden Reaktionszeit bei pg 5,8 und 30°) bestimmt.
Die Zahlen der letzten Spalte von Tab.1 geben den Enzymgehalt der
Ldsungen in relativen Einheiten an, wobei derjenige der m/;,-Na,HPO,-
Lésung willkiirlioh gleich 100 gesetzt worden ist.

Tabelle 1.
Extraktions- | Konzen. | PE 9 Extrak- g d. Enzym- | Relativer

fliissigkeit tration tmnii:;::mg- . lbsungym Enzymgehalt
Na,HPO, m/o 8,0 6,9 60
" m/ 8,15 7,0 100
» m/ 8,15 7,26 120
» ™/ 8,2 7,65 60

Na,HPO,-

KH,PO, m/o 8,75 6,6 50
Na-Acetat m/ 7.0 6,2 50
KNO, m/g 6,06 6,05 50
NaCl m/; 6,8 6,3 0
Na,-Citrat m/e 7,26 6,7 0
NH,C] m/e 6,85 6,2 0
NH,CI-NH, m/ o 9,4 7,6 100
Wasser — etwa 7 5,9 10

Der Enzymgehalt der Losungen und — da das Trocken-
gewicht mit diesem im wesentlichen parallel geht — die Lds-
lichkeit des Enzyms héngt ersichtlich von drei Faktoren ab:
1. dem p=, 2. der Salzkonzentration und 3. der Art der Ionen.
Die Enzymloslichkeit steigt mit dem ps und — bis zu einer
gewissen Grenze — mit der Salzkonzentration; Phosphat
erweist sich als zur Extraktion besonders geeignet. Die Los-
lichkeitseigenschaften des Enzyms sprechen fiir ein Globulin.

Alle weiteren Extraktionsversuche wurden mit ™/,
Na,HPO,-Losung durchgefiihrt, da das pflanzliche Material ja
selbst noch Salze enthdlt und zu hohe Salzkonzentrationen
offenbar Aussalzeffekte mit sich filhren konnen.

Folgender Reinigungsgang erwies sich als vorteilhaft:

1. Phosphatextraktion. Kartoffelbrei — dessen spezi-
fische Wirksamkeit bei guten Kartoffeln

4 = 0,04
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betriagt — wird, wie oben niher beschrieben, mit ®/;-NagHPO,
(1 ccm/g) extrahiert. Der klarzentrifugierte, dunkelbraune
Rohsaft vom pr 7—7,5 zeigt die Aktivitit

A=08—-14

bei einer Enzymausbeute von 40 Proc.

Versuche, durch noch weitergehende Aufteilung des Zellgefiiges
(z. B. Zerreiben mit Quarzsand, Frieren in fliissiger Luft und Wieder-
auftauen, Autolyse) zu héheren Enzymausbeuten zu gelangen, waren
erfolglos.

2. Dialyse. Der Rohextrakt wird zweckméiBigerweise
der Dialyse gegen Wasser unterworfen, wodurch niedermole-
kulare Stoffe entfernt werden, die beim Verbleib in der Losung
das Enzym progressiv inaktivieren wiirden. Aus der praktisch
elektrolytfrei gewordenen dialysierten Liosung fallt das Ferment
als Globulin quantitativ aus.

Die Dialyse wurde einmal gegen flieBendes Leitungswasser von 12°
durochgefiihrt, wobei sich der Extrakt in ruhenden Cellophanschléuchen
befand, das andere Mal gegen flieBendes destilliertes Wasser von 49,
wobei der Schlauch in fortwihrender Schaukelbewegung erhalten wurde.
Nach beendigter Dialyse wurde das ausgefallene Enzym mit /,,-Na,HPO,-

Losung wieder in Losung gebracht und Aktivitat und Ausbeute bestimmt
(Tab. 2).

Tabelle 2.
- A
AuBenfliissigkeit Dialysen- éusbeute
dauer | yor Dialyse | nach Dialyse| in Proc.
. Leitungswasser (12°) . || 3 Tage 1,08 2,3 58
dest. Wasser (4%) . . | 2 Tage 1,08 2,6 90

Eine gleichfalls versuchte Dialyse (bei 4°) gegen Phosphat von der
Konzentration der Innenfliissigkeit, bei der das Enzym in Lésung blieb,
brachte keine Anreicherung mit sich #ind wurde daher wieder aufgegeben.

Nach den Erfahrungen der Vorversuche wurde zur
praparativen Enzymdarstellung stets bei 4° im Schiittel-
thermostaten 2 Tage lang gegen flieBendes destilliertes Wasser
dialysiert und der dabei ausgefallene Globulinniederschlag in
einem Viertel des urspriinglichen Phosphatvolumens wieder
aufgenommen.
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3. Ammonsulfatfillung. Eine in der beschriebenen
Weise vorgereinigte Fermentlosung von der Wirksamkeit
A =26 wurde mit festem Ammonsulfat bis zu 30-proc.
Séttigung versetzt, die abzentrifugierte und in wenig Wasser
aufgenommene Fillung einen Tag lang gegen flieBendes
destilliertes Wasser dialysiert und der Enzymniederschlag
wiederum in ™/,;-Na,HPO, gelost. Fir die resultierende
Enzymlosung war P

bei einer Ausbeute des letzten Schrittes von 45 Proc.; der
gesamte Anreicherungsgrad A/A4, war demnach 125-fach, die
Gesamtausbaute E/E, 16 Proc. Wesentlich aktivere Enzym-
losungen oder bessere Enzymausbeuten wurden bisher nicht
erzielt. Die erhaltenen Losungen sind vollkommen klar, zeigen
aber noch die tiefbraune Farbung der Kartoffelrohsafte.

Die Aldehydrase fallt im wesentlichen bei einem Sattigungsgrad
zwischen 10 und 30 Proc. Ammonsulfat aus; eine Fraktionierung in diesem
Gebiet war — offenbar infolge der bei verlangerter Berithrung mit Ammon-
sulfat eintretenden Fermentschadigung — ohne Erfolg.

4. Weitere Versuche und Kritik der éalteren
Methoden. Orientierende Versuche zu weiterer adsorptiver
Reinigung des Ferments haben einstweilen noch kein be-
friedigendes Ergebnis gezeitigt.

Es gelingt zwar, das Enzym bei pa 6 an Kaolin zu adsorbieren und
mit ®/,,-Na,HPO, bei pg 8,2 wieder zu eluieren. Doch stieg dabei die

Aktivitat nur geringfiigig an (z. B. von 4,0 auf 5,0) bei einem Ferment-
verlust von rund 50 Proc.

Unbrauchbar erwies sich zu Reinigungszwecken die von
Michlin (a. a. O., S. 244) angegebene Acetonfillung.

Selbst bei raschestem Verarbeiten kleiner Volumina bei tiefer Tem-
peratur (z. B. innerhalb 10 Minuten bei — 20°) war das mit dem 3-fachen

Volumen Aceton geféllte Enzym nur mehr halb so aktiv als der urspriing-
liche Rohextrakt.

Ebenso unvorteilhaft ist die von Bernheim (a. a. O.,
S. 244) angewandte direkte Ammonsulfatfillung von Pref-

siften, bei der gleichfalls keine Anreicherung, sondern weit-
gehende Inaktivierung des Ferments erfolgt.
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Entgegen den Behauptungen sowohl von Michlin wie
von Bernheim wurde ferner immer wieder festgestellt, da8
das auf irgendeine Weise ausgefillte Enzym nie mit Wasser,
sondern immer nur mit Salzlésungen — am besten Phosphat —
wieder in Losung zu bringen war.

Haufig blieb sogar hierbei ein nicht unbeachtlicher, offenbar de-
naturierter Anteil ungelést zuriick.

IV. Kinetik.
1. Nitratreduktion.

Die Mehrzahl der kinetischen Untersuchungen wurde am
frither (S. 247) gegebenen ,,Normalansatz“ durchgefiibrt, in
dem nach Bedarf die eine oder andere Komponente variiert

014}
iarz— /
~0,10 e
o 7
S|
m -
€ ao2}
23 45678 91011213
Enzymimenge in mg ——»
Fig. 1. Einflup der Enzymkonzentration
T = colorimetrisch, 7] = manometrisch bestimmt.

wurde. Wir iiberzeugten uns zundchst mit Hilfe der spéiterhin
fast ausschlieflich angewandten colorimetrischen Methode
(S. 246) davon, daB zwischen 1/, und 2/, Stunden lneare
Abhiingigkeit der Nitrithildung von der Reaktionszeit besteht.
Fiir die weiteren Versuche wurden als Reaktionszeit durchweg
2 Stunden gewahlt.

Der Eunflup der Enzymkonzentration geht aus vor-
stehender Fig. 1 hervor, in welcher die im Normalansatz ge-
bildete Nitritmenge gegen die Enzymmenge aufgetragen ist.
Die Versuchsreihe diente zugleich zum Vergleich der colori-
metrischen (Kurve I) mit der manometrischen Methode
(Kurve II). 1In befriedigender Ubereinstimmung beider
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Methoden (8. 247) ergibt sich im untersuchten Konzentrations-
gebiet sehr annidhernde Proportionalitit zwischen Reaktions-
geschwindigkeit und Fermentkonzentration.

Bei noch gréBeren Fermentmengen scheint diese Proportionalitat
nicht mehr zu bestehen, indem dann, wie auch Smorodinzew (a.a. 0.,
S. 243) angibt, die Nitritbildung stark hinter der Zunahme der Enzym-
menge zuriickbleibt (vgl. auch 8. 256); allerdings ergibt die colorimetrische
Methode bei den auftretenden groBen Farbintensititen keine zuverlassigen
Werte mehr.

Bei Anderung der Substratkonzentration im Normalansatz
wurden fir Acetaldehyd und Crotonaldehyd die Aktivitdts-
kurven I und IT der Fig. 2 erhalten.

1 1 1 1
002 005 o1 012 02 0,25
Molaritdt des Croton- bezw. Acetaldehyds —=
Fig. 2. Einflup der Substratkonzeniration
I bei Acetaldehyd, II bei Crotonaldehyd.

Fiir beide Aldehyde liegt das Konzentrationsoptimum in
der Nédhe von ™/,, das Verhiltnis ihrer optimalen Dehy-
drierungsgeschwindigkeiten ist etwa 3 :4, dhnlich wie bei der
Leber-aldehydrase (a. a. 0., S. 243). Die Substrataffinitit des
pflanzlichen Enzyms erweist sich hingegen 4—5-mal groBer
als die des tierischen®). Der Hemmungseffekt hoherer Aldehyd-
konzentrationen tritt bei beiden wieder in dhnlicher Weise auf?).

Die pu-Abhdingighkest der Aldehydrasewirkung ist bereits von
Bernheim und Michlin (a. a. O., S. 244) untersucht worden,
wobei ein Aktivitdtsbereich zwischen ps 8 und 8,6 sowie ein
Optimum bei pr 5,5 bzw. 5,9 ermittelt wurde.

1) H. Wieland u. Rosenfeld, A. 477, 32 (1930).
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Wir stellten erginzend fest, daB die Lage der Aktivitats-
pr-Kurve und insbesondere des Optimums stark durch die
Wahl des Puffers beeinfluBt wird, wie die folgende Fig. 3
dartut.
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Fig. 3. Aktivitats-pr-Kurve
I mit Veronal-Acetat-Puffer, 71 mit Phosphat-Citronensiure-Puffer?).

N°

Der Ewnfluf der Temperatur ist in Fig. 4 zur Darstellung
gebracht. Der Temperaturkoeffizient 4, ,0/4, sinkt von 3,0
zwischen 10 und 20° auf 1,4 zwischen 30 und 40° ab; das
Temperaturoptimum der Reaktion liegt bei 40°.
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Fig. 4. Temperaturabhangigkeit.

2. Methylenblaureduktion.

Die Prifung der Beziehung zwischen Reaktionsgeschwin-
digkeit und Enzymkonzentration erfolgte im , Normalansatz'*
der S.247 unter Pufferung mit Borat-HCl-Gemisch von
Pr 8,7, wobei diesmal erheblich hohere Enzymmengen zur

') Vgl. z. B. Bamann-Myrbiack, Meth. d. Fermentforsch. I, 760f.
(Leipzig 1941).
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Anwendung kommen konnten als in den Nitratversuchen
(Fig. 5).

Wie Fig. 5 zeigt, schlieBt sich an ein Gebiet, in dem auch
hier annihernde Proportionalitit zwischen Enzymkonzen-
tration und Umsatzgeschwindigkeit herrscht, ein solches an,
in dem letztere von der Enzymmenge unabhéingig wird. Dieses
Verhalten ist iiberraschend, besonders im Hinblick auf die
Homogenitidt des Systems, findet sich aber in dhnlicher Weise
z. B. bei der pflanzlichen Oxaloxhydrase'). Eine befriedigende
Erklirung kann einstweilen nicht gegeben werden. Es er-
scheint immerhin denkbar, daB8 die Bildung eines reversiblen

A70
| 60t
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i
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N
~%20 ¥
s ’0 : I
0 5 1015 20 25 30 35 4045 50 55 60
Enzymmenge in mg ——»

Fig. 5. Einfluf der Enzymkonzentration im Methylenblauversuch

Ferment- Hemmungskérper-Komplexes bei hoherer Enzym-
konzentration die Zunahme der Entfirbungsgeschwindigkeit
mit steigender Enzymmenge gerade kompensiert.

Jedenfalls ergibt sich die Notwendigkeit, bei Aktivitits-
bestimmungen nach der Methylenblaumethode die Enzym-
menge so zu wihlen, daB man sich im linear ansteigenden Ast
der Aktivititskurve befindet.

Die Abhiéngigkeit der Enzymwirkung von der Substrat-
konzentration ist — von einer etwas breiteren optimalen Zone
zwischen ™/, und @/,, abgesehen — im wesentlichen die
schon im Nitratversuch (8. 253) festgestellte.

Hingegen zeigen sich in der pu-Abhdngigkeit sehr erheb-
liche Unterschiede zwischen Methylenblau- und Nitratreaktion,
auf die grundsitzlich schon Bernheim aufmerksam gemacht

1) W. Franke u. Hasse, H. 249, 231 (1937).
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hat; allerdings weicht die von uns gefundene und wiederholt
reproduzierte Aktivitits-ps-Kurve der Methylenblaureduktion
wieder stark von der Bernheimschen ab, wie dies in Fig. 6
zum Ausdruck kommt.

Die von uns gefundene ps-Abhéngigkeit entspricht der bei
Dehydrasen meist beobachteten!). Eine Diskontinuitdt der
Aktivititskurve, wie sie Bernheim angegeben und durch das
Vorliegen einer enzymatischen und einer nichtenzymatischen
Farbstoffreduktion — letztere oberhalb p=s 8 stattfindend —
interpretiert hatte, konnten wir nie feststellen.

T

S 70
Q60
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'5.'30 - ,1,"
S0 g
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PH ——>
Fig. 6. Aktivitits-pa-Kurve der Methylenblauversuche
I nach Bernheim, II nach eigenen Versuchen (mit Boratpuffer).
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Um ganz sicher zu sein, daB die Methylenblauentfiarbung bei Gegen-
wart von Acetaldehyd auch im alkalischen Gebiet einen rein enzymatischen
Vorgang darstellt, wurden einige Kontrollversuche mit gekochtem Ferment
durohgefiihrt, die in Tab. 3 zusammengestellt sind.

Tabelle 3,
t Entfarbungszeiten
PH Substrat mit gekochtem mit nicht
Enzym gekochtem Enzym
7,1 m/ -Acetaldehyd > 1440 Minuten 41 Minuten
8)8 » ” ~ 360 ” 16 ”
8,8 ohne % > 1440 > 1440
10,3 m/lO' ” ~ 300 ” 14 55

1) Vgl. z. B. W. Franke bei H. v. Euler, Die Katalasen und die
Enzyme der Oxydation und Reduktion, S. 495ff. (Miinchen 1934).
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Die nichtenzymatische Reaktion erweist sich demnach als so un-
erheblich, daB sie gegeniiber der enzymatischen vollkommen vernach-
lissigt werden kann.

V. Zur Charakteristik des gereinigten Enzyms.

Die Kartoffel-aldehydrase ist, soweit sich nach dem bis
jetzt erreichten Reinheitsgrad beurteilen liBt, offenbar ein
Globulin, wofiir kennzeichnend ist

a) die Unléslichkeit in Wasser, weshalb sie bei der Dialyse

gegen destilliertes Wasser aus ihren Losungen ausféllt,

b) die Leichtloslichkeit in Salzlisungen.

Am geeignetsten zu Loésungszwecken erweisen sich schwach
alkalische Lésungen, z. B. sekundédres Phosphat, aus denen
das Enzym beim Ansduern wieder ausfillt. Sein usoelektrischer
Punkt liegt — nach orientierenden Féllungsversuchen bei ver-
schiedenem pm — zwischen pr 4,0 und 4,5.

Die Lislichkeit in wasserhaltigem Glycerin ist unbedeutend.

Durch organische Solventien (Aceton, Methylalkohol) wird
das Ferment auch bei tiefen Temperaturen (— 10°) innerhalb
kurzer Zeit stark geschidigt.

Eines duwalysierbaren Co-Ferments bedarf die Aldehydrase
nach unseren Reinigungsversuchen offenbar nicht.

Was die Stabilitit des Enzyms beim Aufbewahren be-
trifft, so fanden wir, daf die Aktivitéit einer durch Dialyse und
Ammonsulfatfillung gereinigten Enzym-Phosphat-lésung von
pu 7,5 bei 4% im Verlaufe von 4 Wochen um die Hilfte sank.
Der gleiche Aktivititsverlust tritt schon nach 12 Stunden ein,
wenn man das durch halbgesittigte Ammonsulfatlésung aus-
gefillte Enzym unter dieser im Eisschrank von 4° aufbewahrt.

Uber die pu-Stabilitit der pflanzlichen Aldehydrase unter-
richtet Fig. 7.

Das Enzym wurde jeweils 10 Minuten in Citratpuffer bei dem mit
der Wasserstoffelektrode kontrollierten py inkubiert und anschlieBend
nach Einstellung des pa-Wertes 5,5 und Zugabe von Aldehyd die Aktivitit
nach der Nitratmethode bestimmt.

Wie ersichtlich, ist das Enzym gegen verdiinnte Sdure
sehr empfindlich, gegen verdiinntes Alkali unempfindlich, was
gerade bei einem Pflanzenenzym und in Anbetracht der

Annalen der Chemie. 552. Band. 17
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bekannten Alkaliempfindlichkeit des Schardinger-Enzyms®)
iberrascht.

Der Vergleich mit Fig. 3 (8. 254) legt nahe, daB der Abfall der
Aktivitits-pg-Kurve nur auf der sauren Seite durch irreversible Enzym-
schidigung bedingt ist, wihrend derjenige nach der alkalischen Seite zu
auf reversible Faktoren — etwa den Ladungszustand des Fermentmolekiils*)
zuriickgeht. Die Verh&ltnisse liegen genau umgekehrt wie im eingehend
studierten Fall der tierischen Tyraminozydased).
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Fig. 8. Thermostabilitit der Aldehydrase
I nach der Nitrat-, I nach der Methylenblaumethode bestimmt.

Die Thermostabilitit des Ferments wurde sowohl nach der
Nitrat- als auch nach der Methylenblaumethode bestimmt
(Fig. 8). Beide MefBreihen ergaben iibereinstimmend die fiir

1) M. Dixon u. Thurlow, Bio. J. 18, 976 (1924). — D. Michlin,
Bio. Z. 202, 329 (1928).

2) Vgl. die Theorie von B. Woolf, Bio. J. 25, 342 (1931). — Ferner
R.P.Cook u. Alcock, Bio. J. 26, 523 (1931).

8) M. L.C. Bernheim-Hare, Bio. J. 22, 968 (1928).
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eine Dehydrase recht hohe , Tétungstemperatur* [nach
v. Euler?)] von 74°.

DefinitionsgemdB wurde bei optimalem pg (5,6 mit Phosphat-
Citronenséure bzw. 8,7 mit Borat-HCl) 1/, Stunde auf die betreffende
Temperatur erwiirmt und dann bei 30° nach Zugabe von Acceptor und
Aldehyd in den iiblichen Konzentrationen die Aktivitétshestimmung
vorgenommen.

Zur Orientierung sei erwahnt, daB nur zwei typische Aerodehydrasen
— Glucose- und Oxaloxhydrase — fast gleiche (73°) bzw. héhere (90°)
Totungstemperaturen aufweisen * %),

VI. Versuche zur Acceptorspezifitit.
1. Chinoide Farbstoffe und Chinon.

Bernheim (a. a. 0., S.244) hat zwar schon beigegeben, da
auBer Methylenblau auch gewisse Derivate der Indigo- und
der Indophenolreihe sowie Chinon als Acceptoren der pflanz-
lichen Aldehydrase zu fungieren vermdogen. Die von ihm be-
obachteten vielstindigen Entfirbungszeiten (3—18 Stunden)
schlieBen aber einerseits die Moglichkeit bakterieller Infek-
tionen, andererseits die der Enzymschiddigung ein. Es schien
uns daher von Interesse, derartige Acceptorversuche mit
unseren offenbar weit aktiveren Enzymlosungen unter sauberen
Versuchsbedingungen zu wiederholen.

In der folgenden Tab. 4 sind die Entfarbungszeiten nebst
den ,,Normalpotentialen* E,’ verschiedener Farbstoffe bei pua 7
zusammengestellt.

Die Ansiitze enthielten:

1 cem Enzymldsung

2 com m/,-Veronal-Acetat-Puffer (pu 7,6)
1 cem ™/y.0-Farbstofflosung

1 com m/,,-Crotonaldehyd.

Die substratfreien Kontrollen waren auch nach 24 Stunden noch nicht
entfarbt.

i) H.v.Euler, Allgem. Chemie d. Enzyme, 8. 272 (Miinchen 1925).
2) D. Miiller, Bio. Z. 205, 127 (1929).
5) W. Franke u. Schumann, unverdffentlicht,

17>
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Tabelle 5.
Acceptor-farbstoff By Entfirbungszeit (in Min.)
2, 6-Dichlorphenol-indophenol 0,217 26
Toluylenblau . . . . . . . 0,115 23
Methylenblau . . . . . . . 0,011 106
Pyocyanin . . . . . . . . — 0,034 200
Indigo-disulfonat. . . . . . - 0,126 > 200
SafreninT . . . . . . . . — 0,289 > 200

Wiihrend Bernheim aus seinen Ergebnissen folgerte, da
die Entfarbungszeiten vom Potential des verwendeten Farb-
stoffs unabhédngig seien, folgen sie in unseren Versuchen im
wesentlichen den Redoxpotentialen, wie dies neuerdings auch
fiir andere Dehydrasen [z. B. die Glucose-oxhydrase!)] nach-
gewiesen ist.

Die von Bernheim aus potentiometrischen Versuchen
erschlossene Acceptoreigenschaft des Chinons konnten wir mit
titrimetrischer Methodik nicht bestétigen.

Die verwendeten Ansiitze enthielten:

1 cem Enzymldsung (im Methylenblauversuch auf Aktivitit
gepriift)
2 ccm ™/;-Phosphat-Citronenséure-Puffer (pg 7,5)

1 ccm ™/;,-Chinon
1 cem m/;.-Acetaldehyd.

Nach verschieden langer Inkubation in evakuierten Thunberg- Réhrchen
bei 30° wurde mit 5 cem 2 n-H,SO, und 5 ccm 10-proe. KJ-Losung ver-
setzt, 15 Minuten stehengelassen und das ausgeschiedene Jod mit Thio-
sulfat titriert. Das Resultat der Versuche gibt Tab. 6 wieder.

‘Wie aus der Tabelle ersichtlich, ist der Chinonverbrauch
schon ohne Substrat nicht unerheblich; ausschlaggebend ist
indes der Befund, daB im vollstdndigen Ansatz mit gekochtem
Enzym (Enzymlosung zur Trockne eingedampft und durch
Wasserzugabe wieder auf das urspriingliche Volumen gebracht)
fast dieselben und im Vergleich zur substratfreien Kontrolle
betréachtlich erh6hten Chinonschwunde beobachtet werden wie
mit unvorbehandeltem Enzym. Wir halten hierdurch die
Bernheimschen Versuche, die im iibrigen nur eine Abnahme

') W.Tranke u. Deffner, A. 541, 117 (1939).
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des Chinons'), nicht dessen Acceptoreigenschaft beweisen, fiir
widerlegt. Fiir die Ursache des Versagens von Chinon — das
nach fritheren Erfahrungen mit diesem Acceptor eigentlich
liberraschend kommt2) — geben spitere eigene Beobachtungen
(S. 267) einen Hinweis.

Tabelle 6.

Reaktionszeit | cem 2/;-Chinon

Ansatz (in Minuten) | noch vorhanden
Enzym + Aldehyd . . . . . . . 0,62
»  gekocht + Aldehyd . . . . ; 10 0,60
o 8llein ., L o St ‘ 0,80
Enzym + Aldehyd . . . . . . . i 0,48
»  gekocht 4+ Aldehyd . . . . | 15 0,46
» allein . . . . ... ... | 0,74
Enzym + Aldehyd . . . . . . . 1 0,32
,, gekocht + Aldehyd . . . . 1 30 0,38
, allein . . . .. .. ... i 0,68
Enzym + Aldehyd . . . . . . . ‘ 0,08
»  gekocht + Aldehyd . . . . | 60 0,12
, allein . . . . . . .. .. I 0,56

2. Sauerstoff.

In der Frage nach der Verwertbarkeit des Sawerstoffs als
Acceptor konnten auch wir zu keiner endgiiltigen Klarheit
kommen. Mit Sicherheit lieB sich hingegen feststellen — im
Widerspruch zu den Angaben Smorodinzews und im Ein-
klang mit denjenigen Bernheims —, da8 Sauerstoff unter
gewissen Bedingungen stark schidigend wirkt. Da diese Sché-
digung auch im Nitrat- und Methylenblautest auftritt, kann
fehlender Sauerstoffverbrauch naturgemifB in doppelter Weise
interpretiert werden: als Folge der Inaktivierung und als
typische Enzymeigenschaft.

Die Versuchsreihen der Tab.7 und 8 sollen den EinfluB voraus-
gehenden Luftzutritts auf den Ausfall der Aktivititshestimmung nach
der Nitrat- und nach der Methylenblaumethode belegen.

1) Etwa durch Reaktion mit Aminosiduren bzw. Protein; vgl. hierzu
W. Franke, A. 480, 1 (1930).
2) Vgl. z. B. W. Franke u. Lorenz, A. 582, 1 (1937).
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Tabelle 7.
Nitrattest
18td. Inkubation/mg NaNO, im anaerob. Test

Grundansatz (px 5,5) vor d. Test |mit 1 com ™/,-NaNO, gef.
0,6 com Enzymlésung -
2,0 com ™/,-Puffer ') . } anaerob 0,15
1,0 ccm Wasser . . . . .
0,6 ccm Enzymlésung . .
2,0 com m/;-Puffer . . . . } aerob 0,14
1,0 com Wasser . . . . .
0,6 ccm Enzymlésung :
2,0 com m/;-Puffer . . } anaerob 0,13
L 0 ocm Ill/lo Crotonaldehyd
0,56 com Enzyml6sung . . .
2,0 com m/..Puffer . . } aerob 0,07
1,0 com ™/~ Croton&ldehyd

Hierher gehért auch die Beobachtung, daB eine nach der Nitrat-
methode unter Luftzutritt ausgefiihrte Aktivitatsbestimmung nur etwa
1/, der #m Vakuum gefundenen enzymatischen Aktivitat liefert.

Tabelle 8.
Methylenblautest.
Zusatz nach 1/,-stiindigem | Entfarbungszeit
Grundansatz (px 8,3) Luftdurc tlelten (in Minuten)
2,0 com m/,-Puffer?) . . 1,0 com Enzymlésung .
1,0 ,, m/,-Acetaldehyd 0,6 ,, Methylenblau . } 28
1: 5000
1,0 ,, Enzymlésung . . 0,6 ,, Methylenblau .
2,0 ,, m/;-Puffer 1: 5000 } 26
1,0 .. m/,,-Acetaldehyd
1,0 ,, Enzymlésung . .
2,0 ,, m/.-Puffer . . . 0,6 ,, Methylenblau . ’ 90
1,0 ,, m/;-Acetaldehyd 1: 5000

Die angestellten Versuche beweisen, da Enzyminakti-

vierung nur dann eintritt, wenn Sauerstoff und Aldehyd gleich-
zettg anwesend sind. Es liegt nahe, an die spurenweise Bildung
eines hoch aktiven Aldehydperoxyds zu denken, um so mehr,

1) Phosphat-Citronensaure. 3) Borat-HCI.
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als das Enzympriparat katalasehaltig und Hydroperoxyd-
bildung nicht nachweisbar ist.

Die manometrische Messung der Sauerstoffaufnahme in der
Warburg-Apparatur ergab auch bei Variation des pa-Wertes
nur minimale Absorptionen.

Dies geht aus Tab. 9 hervor, in der die O,-Aufnahmen bei 30° in
Kubikmillimeter verzeichnet sind.

Tabelle 9.
Zeit 1 com Enzymlésung + 2 com ™/,-Acetaldehyd
i
in Min. ||+ 2com m/;-Puffer!) | 4 2ccm m/;-Puffer!) | 4 2com m/,-Puffer?)
pu 6,0 pu 6,6 Pu 8,2
85y | 0 13 9
10 | 3 } 17 10
15 | 3 i 18 10
30 | 6 i 20 { 12
60 | 9 i 20 | 13
90 10 | 20 ; 15
120 12 ; 20 : 16
150 12 | 20 \ 16

Kontrollen mit gekochtem Enzym liefen zur Ermittlung der Korrek-
tionen stets mit. Da auch dem hoohsten O,-Wert der Tab. 9 nur ein
Manometerausschlag von 5—6 mm Wasser entspricht, ist die Genauigkeit
der Angaben natiirlich begrenzt.

Zusatz von Leber-katalase verbesserte das Ergebnis nicht.

Erkliren sich die minimalen O,-Aufnahmen durch Fer-
mentschiadigung, dann ist diese jedenfalls von anderer Natur
als die beim Schardinger-Enzym beobachtete und auf H,0,-
Bildung zuriickgefiihrte®). Sie ist auch von anderer Art als die
von Wieland und Sutter?) bei pflanzlichen Polyphenoloxy-
dasen gefundene, die in Abwesenheit von Substrat stiarker auf-
tritt als in dessen Gegenwart.

Da bisher bei Unféhigkeit eines Ferments zur Sauerstoff-
reaktion nur in Ausnahmeféillen auf Fermentschidigung

1) Phosphat-Citronenséure. 2) Borat-HCI.

3) M. Dixon, Bio. J. 19, 175 (1925). — H. Wieland u. Mitarbeiter,
A. 477, 32 (1929); 488, 217 (1930).

4) B. 68, 66 (1930).
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gepriift worden ist und die Zulissigkeit dieser Erklarung auch
im vorliegenden Falle nicht einwandfrei erwiesen ist, soll die
pflanzliche Aldehydrase einstweilen ex eventu als Anaero-
dehydrase im System der desmolytischen Fermente?) gefiihrt
werden.

3. Zur Frage der Einheitlichkeit von nitrat- und
methylenblaureduzierendem Enzym.

Der erhebliche Unterschied in der ps-Abhingigkeit von
Nitrat- und Methylenblaureaktion legt die Vermutung nahe,
daB es sich um cin komplexes Fermentsystem handeln konnte,
da die Annahme eines Gemisches zweier streng acceptorspezi-
fischen Aldehydrasen wohl nur geringe Wahrscheinlichkeit fiir
sich hat.

Die Frage, ob hier zwei verschiedene Enzyme vorligen, hat schon
Bernheim durch gleichzeitige Anwendung beider Acceptoren nach dem
Prinzip der ,,kompetitiven Hemmung‘‘ zu beantworten versucht. Die von
ihm beobachtete Verlingerung der Methylenblau-entfirbungszeit in
Gegenwart von Nitrat liegt aber innerhalb der Fehlergrenzen der Methodik,
co daB sein SchluB auf Einheitlichkeit des Enzyms nicht stichhaltig ist.

Eigene orientierende Versuche, mit Hilfe von Dialyse,
Ammonsulfatfallung und selektiver Adsorption eine Aufteilung
der Aldehydrase in Nitrat- und Methylenblau-komponente
durchzufiihren, lieferten kein eindeutiges Resultat.

Als zweites Kriterium zur Entscheidung der Frage nach
der Einheitlichkeit der Aldehydrase wurde das Verhdltnis der
Wirksamkeiten gegen Nitrat und Methylenblau in Enzym-
16sungen aus verschiedenen Kartoffelsorten herangezogen. Das
Ergebnis enthidlt Tab. 10.

Die an sich wiinschenswerte Bestimmung des Aktivititsverhaltnisses
in Kartoffel-roheatrakten lieB sich infolge deren erheblicher Eigenreduk-
tion im Methylenblauversuch nicht durchfiihren, weshalb in allen Fillen
durch Dialyse und Ammonsulfatfillung gereinigle Fermentlésungen ver-
wendet wurden. Um sicher zu sein, dal man im Gebiet der Proportionali-
tit zwischen Enzymmenge und Umsatzgeschwindigkeit arbeitete (vgl.

1) Zur Fermentsystematik vgl. z. B. W. Franke bei Nord-Weiden-
hagen, Handbuch d. Enzymologie, S. 673ff. (Leipzig 1940); ferner FuB-
note 3), S. 243,
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S. 2563 und 255), wurden stets wenigstens zwei verschiedene Ferment-
konzentrationen gepriift.

In Tab. 10 sind die durch jeweils 0,56 ccm Enzymlésung von be-
stimmtem Trockengewicht in ,,Normalversuchen‘ (8. 246/247) gebildete
Nitritmenge und die damit beobachtete Entfiarbungszeit einander gegen-
iibergestellt; die letzte Spalte enthilt den Quotienten von Nitritbildungs-
und Entfarbungsgeschwindigkeit.

Tabelle 10.
mg Trockengew. | Nitratreduktion bei | Methylenblaureduk- NaNO
i. 0,6 com P 5,5. mg NaNO, [tion bei pg 8,5. Ent- | & NAAND. |
Enzymlésung gebildet farbungszeit ¢ (Min.) ‘ hys
14 0,05 | 15 91’/05 =0,75
15
11 0,07 15 997 _ 0,08
0ld}
2 0,02 67 — = 1,30
otk
2,6 0,08 26 ]' =2,1
0/i°
3,6 0,10 26 —— =205
0,08
1 0,03 99 — = 3,0
065
1 0,06 82 ~1'7— = 4,1
82
25 0,08 60 808 a8
0.8
9,6 0,07 86 | —l’~— = 8,0
o8
7,5 0,06 200 | =120
/200

Selbst unter Beriicksichtigung des beschrdnkten Wertes
lingerdauernder Entfdrbungsversuche fir Aktivitdtsbestim-
mungen (Enzymschidigung usw.) steht die betrichtliche
Variation des Geschwindigkeitsverhéltnisses von Nitrat- und
Methylenblaureduktion um wenigstens eine GroBenordnung
auBer Zweifel. Dabei ist noch die Tatsache zu beriicksichtigen,
daB der letzte Versuch der obigen Reihe typisch ist fiir rund
die Hilfte aller untersuchten Enzymlésungen verschiedener
Herkunft. Die Verhiltnisse lassen sich wohl einstweilen am
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einfachsten durch die Annahme erkliren, daB fiir das Zustande-
kommen der Methylenblaureduktion ein noch unbekannter
Zusatzfaktor zur , Nitratreduktase*“ hinzutreten muB.

Wir vermuteten, daB vielleicht Codehydrase I (Cozymase) — bei
der Dialyse des Rohextrakts entfernt — diesen ,,Aktivator* darstelle.
Doch war der Zusatz von 0,5 mg!) eines nach v. Euler, Albers und
Schlenk?) dargestellten Priparats vom Reinheitsgrad 0,4 auf die Ent-
farbungsgeschwindigkeit des Methylenblaus — sie betrug ohne Zusatz
25 Minuten — ohne jeden EinfluB.

Dieses Versagen der Cozymase konnte nun darauf beruhen, daB in
dem gereinigten Fermentsystem auBerdem noch die Dehydrase der Di-
hydro-cozymase, die Diaphorase, fehlte, die nach der heutigen Auf-
fassung?®) den Wasserstoff des Dihydro-co-ferments auf Acceptoren von
der Art des Methylenblaus iibertragt. Aber auch Zugabe von 10 mg eines
Diaphorase-praparats — nach der Vorschrift von Haas®) bis zu Stufe 3
gereinigt — énderte die Entfirbungszeit mit und ohne Cozymasezusatz
nicht.

VII. Beeinflussung der Aldehydrase durch verschiedeme Stoffe.

Versuche der genannten Art wurden zur schérferen
Charakterisierung der in mancher Hinsicht noch nicht ganz
geklarten Stellung des Kartoffelenzyms unter den Dehydrasen
angestellt; sie schienen um so wiinschenswerter, als von
typischen ,,Effektoren der Enzymreaktion bisher nur die
Blausdure ndher gepriift worden ist.

Zum genannten Zwecke wurden zunédchst charakteristische
Inhibitorgruppen untersucht, und zwar in ,,Normalversuchen**
sowohl der Nitrat- als auch zum Teil der Methylenblau-
reduktion, dies in der Hoffnung, die oben geduBerten Ver-
mutungen iber das Verhiltnis beider Reaktionsformen doch
noch in der einen oder anderen Richtung niiher prézisieren
zu konnen. Diese Erwartung hat sich allerdings nicht
erfiillt.

Die nachfolgenden beiden Tabellen fassen das Ergebnis
dieser Versuche iibersichtlich zusammen.

1) Zur Dosierung vgl. F. Lynen u. Franke, H. 270, 271 (1941).
?) H. 240, 113 (1938); 246, 6 (1937).

%) Vgl. z. B. W. Franke, FuBnote 1, S. 264.

¢) Bio. Z. 298, 378 (1938).



Zur Kenntnis der pflanzlichen Aldehyd-Dehydrasen. 1. 267

Tabelle 11.
Nitratreduktion (py 5,4).
Konzen- ! |
s tration | m | Proc.
SN Inhibitor bzw. NaNgO, hir e
it  Menge efunden | mun,
in 5 cem | & ’ g
— 5 o UpRgae e L
HCN m/ 0o 0,06 25
»» m/ 000 0,06 38
H“g '";soo 0,04 50
Schwermetall- = ':l 500 g 4
komplexbildner “ L(?.(I;T, ,l‘/:\qt?m. 8.08 108
K,P,0, L 0,08 26
8-Oxychinolin- |
5-sulfosaure m/ o0 006 | 25
. NaF m/ 008 | 0
Spezifische De- : = ’
hydrasegifte ]' Na-Jofl‘acetat :;Ir 3,03 | 1(6)8
Phenylull;ethan oo 0,08 0
o Phenylharnstoff m/ 0,08 0
%’;‘f’;‘ﬁ“:“:ﬁ ) Chloralhydrat m/::,"' 0,08 0
N ! ; sag s Octylalkohol 0,1 cem 0,08 0
(Narcotica) l Toluol L 0,08 | 0
\ Chloroform o1 ., 0,08 0
; i Chinon m/ 0 100
»Antioxygene { Hydrochinon "'/:,.n: 0,03 | 63
Kontrollversuche ohne Enzym
0,1 mg NaNO, +HCN : m/, 0,08
“-l ” " + H,S m/:.nn 0

Beachtlich und fiir beide Acceptor-reaktionen .charak-
teristisch ist zunéchst die schon von Bernheim und Michlin
beobachtete Blausdaure - Empfindlichkeit der pflanzlichen Al-
dehydrase. Sie tritt beim tierischen Enzym in dieser Form
nicht auf und wird unter anaeroben Bedingungen bei De-
hydrasen tberhaupt nur in seltenen Féllen gefunden (z. B.
bei der pflanzlichen Formico-dehydrase!) und der tierischen
Fettsiure-dehydrase)?). Wenngleich die Hemmungseffekte
kleiner sind als bei den typischen Oxydasen, kénnte man doch

1) E. Adler u. Sreenivasaya, H. 249, 24 (1937).
2) K. Lang, H. 261, 240 (1939).
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an einen Schwermetallgehalt der pflanzlichen Aldehydrase
denken, dies um so mehr, als auch Azid im schwach sauren
Milieu der Nitratansdtze stark hemmend wirkt; die fehlende
Hemmung der Methylenblaureduktion besagt nichts, da im
Neutralgebiet auch typische Schwermetallkatalysen durch
Azid nicht beeinfluBt werden!). Ohne Beweiskraft sind auch
die Versuche mit Schwefelwasserstoff, dessen reduzierende
Wirkung eventuell vorhandene Hemmungseffekte tiberdeckt.

Tabelle 12.
Methylenblaureduktion (pg §,6).

Konzentrat. | Ent- Proc.
Inhibitorgruppe Inhibitor bzw. Menge | firbungs-| Hem-
in 5 com |zeit (Min.) mung
— = e | 15 —
. HCN m/o 000 25 40
’ s m/ 600 35 57
Schwermetall- i m/oo 50 70
komplexbildner NHI’\? m/ooo etwa 2 | i
| 8iNg ™/500 14 0
K,B,0; m/ 15 0
Spezifische T
Dehydrasegifte {\ Ll g /o 16 »
Phenylurethan m /o0 i 156 0
Unspezifische Chloralhydrat | m/ie 22 30
Dehydrasegifte I Octylalkohol 0,1 ccm 15 0
(Narcotica) | Toluol 0,187 15 0
Chloroform 0N, | 16 0
Kontrollversuche okne Enzym
H,S | LY/ | etwa 2 |

Interessanterweise ist auch die neuerdings von Yamagata?) iso-
lierte Nitratreduktase aus Bakterien HCN-empfindlich, so daB wir zeit-
weilig an Beziehungen zwischen diesem Enzym und unserer Aldehydrase
dachten. Durch einen duBeren Umstand wurden wir zu cinigen orientieren-
den Versuchen in der genannten Richtung veranlaBt. LBt man Kartoffel-
rohextrakt 1—2 Tage bei Zimmertemperatur stehen, so scheidet sich
unter leichter Siuerung ein intensiv nitratreduzierender Niederschlag ab,
den wir anfangs fiir aktives Kartoffelenzym hielten. Er besteht aber bei
mikroskopischer Priifung zum gréBten Teil aus Bakterien, die sich beim

1) D. Keilin, Proc. Roy. Soc. (B) 121, 165 (1936).
2) Acta phytochim. 10, 283 (1938); 11, 145 (1939).
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Ausstreichen auf Bovuillon-Agar ziemlich leicht in Reinkultur (kurze,
dicke, nichtsporenbildende Stéibchen) gewinnen lassen. In der iiblichen
Weise auf demselben Nihrboden priparativ durchgefiihrte Ziichtungs-
versuche!) lieferten ein einbeitliches Zellmaterial von hohem Nitrat-
reduktionsvermégen, das aber im Gegensatz zu dem des Kartoffelenzyms
nicht donatorspezifisch ist, sondern sich in Gegenwart unter-
schiedlicher Substrate (Glucose, Lactat, Malat usw.) &uBert. Da
zudem Aldehyd die (betrachtliche) Eigen-Nitratreduktion des Bakte-
riums deutlich hemmt, scheinen Bakterien- und Pflanzenenzym nicht
niher verwandt zu sein.

Unter den spezifischen Dehydrasegiften fillt die starke
Hemmung durch Jodessigsiure auf, die im hier beobachteten
AusmaB bisher nur bei der Alkohol- und der Triosephosphat-
dehydrase sowie der Aldehyd-mutase festgestellt worden ist?).

Die unspezifischen Narcotica als typische Dehydrase-
inhibitoren erweisen sich hingegen, mit einer wenig belang-
vollen Ausnahme, als vollig wirkungslos. Bei diesem fiir eine
Dehydrase nicht erwarteten Verhalten ist indes zu beriick-
sichtigen, daB 1. die bisher in der Literatur festgestellten
Hemmungseffekte dieser Art sich fast ausschlieflich auf
tierische Dehydrasen beziehen®); 2. unter den wenigen bisher
eingehender untersuchten pflanzlichen Dehydrasen sich einige
von geringer (Glutamino- und Citricodehydrasc?) Glucose-
aerodehydrase®), ja praktisch fehlender Narkotisierbarkeit
(Oxalo-aerodehydrase)®) befinden.

Von Interesse ist schlieBlich noch die bei der Nitrat-
reaktion festgestellte starke Chinonhemmung (neben der etwas
schwicheren des Hydrochinons), weil sie die Erklirung dafiir
liefert, warum Chinon der pflanzlichen Aldehydrase nicht als
Wasserstoffacceptor zu dienen vermag (S. 260/261).

Bei kiinftigen weiteren Reinigungsversuchen wird man diesem erst zu-
letzt entdeckten Umstand in Anbetracht des erheblichen Polyphenol- und
Oxydasegehalts der Kartoffelknolle stirkere Beachtung schenken miissen.

1) Vgl. z. B. W. Franke u. Peris, Bio. Z. 295, 61 (1937).

2) M. Dixon, Nature 140, 806 (1937).

3) Literaturzusammenstellung bei C. Oppenheimer, Die Fermente
und ihre Wirkungen, Suppl. II, S. 1560 (Den Haag, 1939).

4) Vgl. T. Thunberg, Skand. Arch. Physiol. 75, 49 (1936).

5) W. Franke u. Lorenz, A, 532, 1 (1937).

) W. Franke u. Hasse, H. 249, 231 (1937).
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Anhangsweise sei noch ein Aktivierungseffekt erwiihl_lt,
der sich bei der Nitratreduktion auf Zugabe von SS—Glutathwp
in ®/,0-Konzentration beobachten lieB und in einer Stei-
gerung der Nitrithildung um /3 bestand. Im Methylenblau-
versuch trat die Wirkung allerdings nicht auf, was aber mit den
Potentialverhiltnissen bzw. dem pu-Unterschied zusammen-
héngen konnte. SH-Verbindungen (Glutathion, Cystein, Thio-
glycolsidure) lieferten infolge Reduktionswirkung kein ein-
deutiges Resultat, doch scheinen auch bei ihnen gewisse
Aktivierungseffekte aufzutreten.

Der Bayerischen Akademie der Wissenschaften sind wir fiir die finan-
zielle Unterstiitzung der vorliegenden Untersuchung zu groBem Dank
verpflichtet.

Zum biologischen Abbau der Essigstiure”).
I. Uber die ,,Induktionszeit bei verarmter Hefe;
von Feodor Lynen.

Mit 22 Figuren im Text.

[Aus dem chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der
Wissenschaften zu Miinchen.]

(Eingelaufen am 31. Juli 1942.)

Inhaltsiibersicht.
Versuche mit Alkohol und Glucose (,,Priméreffekt) . . . . . 272
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Die Essigsaure stellt ein wichtiges Zwischenprodukt des
biologischen Zucker- und Fettabbaues dar. Im ersten Fall
stammt sie aus der Brenztraubenséure, die durch Dehydrierung
in Essigsiure iibergeht. Dabei kann die Wasserstoffver-

*) Herrn Geheimrat Wieland zum 66. Geburtstag.
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schiebung, wie in tierischen Geweben und vielen Bakterien, an
der Brenztraubensiure selbst, oder, wie in der Hefe, erst an
dem durch Decarboxylierung gebildeten Acetaldehyd ein-
setzen'). Von den Fettsiuren her, gelangt man auf dem Weg
der von F. Knoop?) aufgefundenen f-Oxydation zur Essig-
sdure.

Die Frage nach dem Weg des oxydativen Abbaus der
Essigsdure ist jedoch noch nicht endgiiltig geklart. Wohl
haben die Untersuchungen von H. Wieland und R. Sonder-
hoff®) Bernsteinsiure und Citronensiure als Zwischenprodukte
dieser Abbaufolge in der Hefe einwandfrei nachgewiesen, aber
iiber die Reaktionen, die von der Essigsdure zu diesen Inter-
medidrprodukten fithren, vor allem was den ersten Angriff der
Enzyme auf die Essigsdure betrifft, bestehen noch einige
Zweifel. Wieland und Sonderhoff nehmen an, da8 der
erste Angriff in einer unmittelbaren Dehydrierung von zwei
Molekeln Essigsdure zu Bernsteinsdure besteht, und daB die
Citronenséure, die aus Essigsdure und Oxalessigsdure, einem
Dehydrierungsprodukt der Bernsteinsidure, durch Konden-
sation entstanden ist, nur die Rolle eines Nebenproduktes
gpielt. F. Lynen und N. Neciullah?) kamen in einer spéteren
Arbeit dagegen zu der SchluBfolgerung, daB diese Konden-
sation der Essigsaure zu Citronensidure die Primérreaktion des
Abbaus darstellt, und da8 die Bernsteinsdure im Zuge des
Abbaus aus Citronensdure gebildet wird.

Um moglicherweise eine Entscheidung in dieser Frage
treffen zu konnen, und um ganz allgemein dem Mechanismus
des biologischen Acetatabbaues ndher zu kommen, wurde das
Studium dieser Reaktion in Angriff genommen. Dabei erschien
es mir besonders aussichtsreich, durch Anwendung von weit-
gehend ,,verarmter'* Oberhefe, welche Essigsdure erst nach
einer gewissen Induktionszeit umzusetzen vermag, etwas iber
diese Abbaufolge zu erfahren.

1) F. Lynen, Naturwiss. 80, 398 (1942).

2) Oxydationen im Tierkdrper. Sammlung chemischer Vortrége.
FEnke, Stuttgart 1031, S. 12; H. 274, 204 (1942).

3) A. 499, 213 (1932).

4) A. 541, 203 (193).
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H. Wieland, O.Probst und M. Crawford?) haben
gefunden, daB bei Oberhefe, die 15—20 Stunden unter Sauer-
stoff geschiittelt wurde, die Wirksamkeit gegen Acetat sehr
stark verringert ist, und daB erst nach einem mehr oder
weniger langen Zeitraum, einer , Induktionszeit*, die normale
Aktivitit zuriickkehrt. Gleichzeitig machten die Autoren die
Beobachtung, daB diese Induktionszeit durch Spuren von
Alkohol sehr stark verkiirzt werden kann. Nach Ansicht von
Wieland und seinen Mitarbeitern soll die Wirkung des
Alkohols darin bestehen, daB ,,die bei der Dehydrierung des
Alkohols intermediér gebildete Essigsdure den Zustand des
Enzyms zur Reaktionsbereitschaft hin umgestaltet, eine
Wirkung, die von vornherein der Hefe zugefiigtes Acetat erst
nach einiger Zeit hervorzubringen vermag.‘

In der vorliegenden Untersuchung wurde Branntweinhefe der
Sinner A.-G., Karlsruhe-Griinwinkel benutzt, die in wéiBriger Suspension
mehrere Stunden unter Sauerstoff geschiittelt, und dabei an Inhaltsstoffen
verarmt worden war. Die verarmte Hefe wurde abzentrifugiert und vor
den Versuchen in frischem Leitungswasser suspendiert.

Die Atmungsversuche wurden in flachen, etwa 50 ccm fassenden
Barcroft-Warburg-GefiBen durchgefiithrt. Im allgemeinen enthielten
die Versuchsansitze 100 mg Hefe (Feuchtgewicht) und 0,5 cem M/;-
KH,PO,, die mit den entsprechenden Zusitzen und Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 3,0 ccm, bzw. 2,0 cem (Fig. 5 und 17) gebracht
wurden. Eine Ausnahme machen die Versuche mit Bernsteinsaure-
Succinatpuffer (Fig. 8—12), bei denen kein KH,PO, zugesetzt wurde,
und die Versuche von Fig. 13, bei denen 200 mg Hefe in Anwendung
kamen. ITm Hauptraum der GefaBe befand sich jeweils die Hefesuspension
und die Pufferlésung, in den SeitengefaBen etwaige Zusitze, die, wenn
nichts anderes angegeben, nach SchlieBen der Manometerhidhne ein-
gekippt wurden. Im Gasraum war Luft. Der Einsatz der GefaBe ent-
hielt zur Absorption des Kohlendioxyds Natronlauge und einen Streifen
Filtrierpapier. Die ReaktionsgefiBe wurden im Thermostaten bei 256°
geschiittelt. Im Text zu Fig. 1 ist die Zusaummenstellung eines Versuches
ausfiihrlich wiedergegeben.

Versuche mit Alkohol und Glucose
(,Primareffekt").

Wie aus Fig. 1 zu ersehen ist, vermag diese Hefe, in Be-
stidtigung der Versuche von Wieland, Probst und Craw-

1) A. 536, 55 (1938).
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ford, erst nach Ablauf einer Induktionszeit von etwa 4 bis
6 Stunden die zugesetzte Essigsiure mit maximaler Geschwin-
digkeit zu dehydrieren. Alkohol verkiirzt diese Induktions-
zeit, und zwar, je nach der zugesetzten Menge, um verschieden
groBe Betrige. Schon mit 37 y Alkohol ist eine deutliche
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Fig. 1. Wirkung von Alkohol.
Gas: Luft; T = 25° 2: 3,0cem.
Hauptraum: 100 mg Hefe (17 Stunden verarmt)
in 1,5 cem ®/,.-KH,PO,-Losung.

Seitengefifi: 1 1I III 8% v VI
m/,-Na-Acetat . . . 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 —
m/ s-Alkohol . .. 1,0 0,5 025 0,1 — —
HO ........ 04'"'09 1,15 13 14 15

15 Minuten nach Beginn der Ablesungen der Inhalt der Seitengefile
zugekippt (y).

Wirkung zu sehen, wiahrend die 10-fache Menge die Induktions-
periode nahezu vollstindig zum Verschwinden bringt. Auf
die eigenartige Form der Kurven, die am ausgeprigtesten im
Versuch mit der groBten Alkoholmenge, aber auch in denen
mit 184 und 92 y Alkohol noch deutlich in Erscheinung tritt,
werde ich spiter S. 289 noch zu sprechen kommen.

Annalen der Chemie. 562. Band. 18
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Aus Fig. 2 ist zu entnehmen, daB Glucose dieselbe Wirkung
wie Alkohol hat. Dies war nach der Vorstellung von Wieland
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Fig. 2. Wirkung von Glucose.
Bedingungen wie in Fig. 1. Hefe 14 Stunden verarmt.
Mit Zusitzen auf 3 cem Gesamtvolumen.
0——o0 ®/y-Acetat.

Vergleich der Wirkungen
von Alkohol und Glucose.
Hefe 20 Stunden verarmt.

m/ -Acetat.

0 60 120 180
—— Minuten

Fig. 3

und Mitarbeitern auch zu erwarten. Der Abbauweg des
Zuckers miindet ja beim Acetaldehyd in die Reaktionsfolge der
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Alkoholdehydrierung ein, so daB aus beiden Nahrungsstoffen
dieselbe Essigsiure ,,in statu nascendi entsteht, die ja fiir die
Verkiirzung der Induktionszeit verantwortlich gemacht wurde.
Mit den quantitativen Beziehungen war aber diese Theorie
nicht in Einklang zu bringen. Als namlich die Wirkung von
Alkohol und Glucose verglichen wurde (Fig. 3), stellte sich
uberraschenderweise heraus, daB, in #quivalenten Mengen

201
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L 1 ]
20 300 360
——— Minuten
Fig. 4. Vergleich der Wirkungen von Alkohol,
Glucose und Milchsiure.
Hefe 16 Stunden verarmt; Acetat @/,
Zusatze: 1 II
2 x 10~® Mmol Na-Lactat. 2 x 10~* Mmol Glucose.
+ 2 x 10~% Mmol Alkohol.

11 | % \'
4 x 10—% Mmol Alkohol. 4 x 10~* Mmol Na-Lactat. ohne,

1 1
0 60 120 180

angewandt, der Zucker dem Alkohol bei weitem iiberlegen

ist. In diesem Versuch war das molekulare Verhiltnis von

Glucose zu Athanol wie 1 : 2 gewihlt worden, so daB also aus

beiden Substraten die gleiche Menge HEssigsdure entstehen

muBte. Trotzdem war im Ansatz mit Zucker die maximale

Wirksamkeit gegen Acetat schon nach 60 Minuten, im Ansatz
18*
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mit Alkohol dagegen erst nach 130 Minuten erreicht. So oft
auch dieser Versuch wiederholt wurde, immer lieferte er quali-
tativ das gleiche Ergebnis. Besonders deutlich trat dieser
Unterschied in der Wirkung von Glucose und Alkohol immer
dann in Erscheinung, wenn eine weitgehend verarmte Hefe
in Anwendung kam, die mit Essigsdure allein eine Induktions-
zeit von mehr als 5 Stunden zeigte.

Die Erklarung fiir diesen Unterschied bot sich dar, als
der EinfluB von M:ilchsiure auf die Dehydrierung der Essig-

Vergleich der Wirkungen
von Alkohol,
Glucose und Milchséiure.

Hefe 18Std. verarmt; Acetat™/,,.

Zusdatze:

I. 2 x 10~% Mmol Na-Lactat
+ 2 x 10~% Mmol Alkohol.

II. 2 x 10~ Mmol Glucose.
III. 4 x 10—3 Mmol Alkohol.
IV. 4 x 10— Mmol Na-Lactat.
V. ohne.

VI. 4 x 10~ Mmol Na-Lactat
(ohne Acetat).

Q5

0 60 120 180
—— Minuten

Fig. 5.

sidure untersucht wurde. Dabei ergab sich (Fig. 4), daB Milch-
saure allein (IV) in der Wirkung auf die Induktionszeit dem
Alkohol (III) deutlich unterlegen ist; eine Mischung von &qui-
valenten Mengen Alkohol und Milchsdure (I) aber stellt die
Wirksamkeit der Hefe gegen Acetat in kiirzerer Zeit wieder
her als Alkohol allein, und ist etwa ebenso wirksam, manch-
mal sogar noch wirksamer als die entsprechende Menge Glu-
cose (II, vgl. auch Fig. 5).

Man wird nicht fehl gehen, wenn man die Uberlegenheit
von Glucose und der Kombination Milchsidure-Alkohol gegen-
iber Alkohol allein auf die Bildung von Brenztraubensdure
zuriickfiihrt, die aus dem Zucker iiber die bekannten Zwischen-
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produkte der Garung, aus Milchsiure durch direkte Dehy-
firierung entsteht. Das Experiment steht mit dieser Annahme
in bester Ubereinstimmung. Wie aus Fig. 6 zu entnehmen ist,

ccm 0

Vergleich der Wirkungen
von Alkohol
und Brenztraubensiure.
Hefe 198td. verarmt; Acetat™/q,.
Zusatze:

I. 2 x 10~ Mmol Pyruvat
+ 2 x 10~ Mmol Alkohol.

II. 4 X 10~° Mmol Alkohol.
III. 4 x 10~2 Mmol Pyruvat.
IV. ohne.

~
=
T

i ¢ ]
0 60 120 180 240
—— Minuten
Fig. 6.

rufen Brenztraubensiure allein (III) und eine Mischung von
Brenztraubensdure und Alkohol (I) dieselben Effekte hervor,

|

Vergleich der Wirkungen|
von Alkohol, Glucose,

S Milchséiure und Brenz-
g traubensiure.
UlO Hefe 20 Std. verarmt; Acetat ®/,,.
I Zusdtze:
v I. 2 x 10~ Mmol Glucose.

II. 2 x 10~° Mmol Pyruvat
+ 2 x 10~ Mmol Alkohol.

III. 2 x 10~° Mmol Na-Lactat
+ 2 x 10~® Mmol Alkohol.

T ’12‘072!0 IV. 4 x 10~* Mmol Alkohol.
— Minuten V. ohne.
Fig. 7.

wie Milchsdure und die entsprechende Mischung in den
schon besprochenen Versuchen. Auch hier tritt uns wieder die
Tatsache entgegen, daB Brenztraubensdure allein nur eine
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schwache Wirkung auf die Induktionszeit ausiibt, die erst in der
Mischung mit Alkohol kriftig wird.

Fig. 7 gibt zuletzt einen Versuch wieder, bei welchem die
Wirkungen von Glucose (I), Milchsaure-Alkohol (III), Brenz-
traubensdure-Alkohol (IT) und Alkohol allein (IV) miteinander
verglichen werden. In den Ansitzen, die Brenztraubensidure
selbst, oder ihre Vorstufen enthalten, ist die maximale Atmung
nach 1 Stunde erreicht, wihrend im Versuch mit Alkohol allein
dies erst nach 2 Stunden der Fall ist.

Sucht man nach einer Deutung fir diese spezifische
Wirkung der Brenztraubensdure, dann muf man der Beob-
achtung Rechnung tragen, daB Brenztraubensdure allein,
ebenso wie auch Milchsdure allein, wenig wirksam sind, und
erst in Gegenwart von Alkohol den Abbau der Essigsiure
aktivieren (vgl. Fig. 4 und 6). Eine Erklirung dafir bietet
die Annahme, daB unter der Wirkung des Alkohols aus Brenz-
traubenséure eine Substanz gebildet wird, die beim Abbau der
Essigsdure notwendig ist. Es liegt nahe, daB es sich dabei um
Ozalessigsiure handelt, deren Aufbau aus Brenztraubensiure
und Kohlendioxyd nach folgendem Schema

002 + CH3—CO—002H e HOzC—CHz—CO_Cc)gH

von H. G. Wood und C. H. Werkman') an Propionsiure-
bakterien entdeckt worden ist, und das neuerdings von
A. Kleinzeller?) auch fir Hefe wahrscheinlich gemacht
werden konnte.

Es eriibrigt sich im Falle der Hefe, das fiir diese Reaktion
notwendige Kohlendioxyd als solches, oder in Form von Bi-
carbonat zuzusetzen, da ja die Hefe nach den Untersuchungen
von H. Wieland und F. Wille?) groBe Mengen Kohlendioxyd
gebunden enthilt. Da aber die ,,Carboxylierung'‘ der Brenz-
traubensdure unter Energieaufnahme vor sich geht, ist die
Zugabe von Alkohol notwendig, dessen Abbau diese Energie-
menge aufbringt. Im Versuch mit Glucose eriibrigt sich die

1) Bio. J. 80, 48 (1936); 32, 1262 (1938); 34, 7, 129 (1940); vgl. auch:
H. A. Krebs, Nature 147, 560 (1941).
%) Bio. J. 35, 495 (1941). 3) A. 503, 72 (1933).
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Zugabe von Alkohol, da er ja durch die Gdrung daraus gebildet
wird. Welche Stufe beim Abbau des Alkohols die Carboxy-
lierungsenergie liefert, soll spiter besprochen werden (S. 301).
Es sei aber schon vorweggenommen, daB es sich dabei wahr-
scheinlich um die Dehydrierung des Acetaldehyds zur Essig-
sdure handelt.

DaB Milchsaure und Brenztraubensaure allein, obwohl ihr Abbau
beim Acetaldehyd in die Abbaufolge des Alkohols einmiindet, weniger
wirksam als dic entsprechenden Mischungen mit Alkohol sind, kann vorder-
hand noch nicht erklart werden. Moglicherweise hangt die Erscheinung,
daB lebende Hefe Brenztraubensaure unter anaeroben Bedingungen iiber-
haupt nicht, oder nur in sehr beschrinktem Umfang decarboxylieren
kann!), ursachlich damit zusammen. Die Annahme, wonach dieses
Unvermégen auf die langsame Diffusion der Brenztraubensaure ins Innere
der Zelle zuriickzufiihren ist, kann den aeroben Umsatz der Brenztrauben-
sdure nicht verstandlich machen, und wird daher durch eine andere
Deutung zu ersetzen sein.

Versuche mit Bernsteinsdure
(,,Sekundireffekt*).

Als néchstes wurde die Wirkung von Bernsteinsdure auf
die Induktionsperiode untersucht. Diese Sdure ist durch enzy-
matische Reaktionen, die auch in der Hefe anzutreffen
sind, mit der Oxalessigsdure verkniipft. Dabei war von
vornherein damit zu rechnen, daB im Gegensatz zu den Ver-
suchen mit Alkohol oder Glucose erst bei einer relativ hohen
Substratkonzentration ein Effekt zu sehen ist, da ja die
Membran der lebenden Hefezelle fiir Bernsteinsdure nur wenig
durchlissig ist?). Wie aus Fig. 8 zu ersehen ist, haben dem-
entsprechend ™/y- (IV) und ™/,;-Succinat (III) gar keinen,
oder nur einen geringen EinfluB, und erst bei den hoheren
Konzentrationen m/;4 (IT) und ™/4 (I) tritt eine starke Ver-
kiirzung der Induktionsperiode in Erscheinung. Aber selbst
in dem Ansatz, der m/4-Bernsteinsiure-Succinatpuffer (p= 4,8)
enthilt, und der, damit sich das Gleichgewicht zwischen dem
Innern der Hefe und der AuBenflissigkeit einstellen kann,

1) F. Lynen, A. 539, 15 (1939); J. Runnstrém u. E. Sperber,
Ark. Kem. Mineral. Geol. 156 A, Nr. 5 (1941).
2) Vgl. Anm. 4, S. 271.
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11/, Stunden in dieser Losung vorgeschiittelt wurde?!), wird
nach dem Einkippen der Essigsdure nicht sofort die maximale
Dehydrierungsgeschwindigkeit beobachtet. Es verstreicht eine
Induktionsperiode von etwa 60 Minuten, bis die Hefe ihre volle
Wirksamkeit gegen Acetat entfalten kann. Durch Alkohol
oder Glucose kann auch hier wieder diese reaktionsarme Zeit-

201

cecm 0;

300 360 <420
> Minuten
Fig.8. Wirkung von Bernsteinsiure.
Im Seitengefif: 1,5 cem ™[;-Na-Acetat, die 90 Minuten nach Ver-
suchsbeginn zugekippt wurden (V).
Im Hauptrawm: 100 mg Hefe (17!/, Stunden verarmt), 0,66 m-Bern-
steinsfiure-Natriumsuccinat, pg = 4,84, und zwar in:
I: /g Mmol. II: !/ Mmol. III: !/;; Mmol. IV: '/;, Mmol. V: ohne.
Gesamtvolumen 3 cem.

@ 60 120 180 220

spanne abgekiirzt werden (Fig.9). Dabei ist besonders zu
beachten, daBl nunmehr der Alkohol (I) ebenso wirksam, wenn
nicht sogar etwas wirksamer als der Zucker (IT)ist. Diesist ein
direkter Beweis dafiir, daB die Uberlegenheit der Glucose iiber

!) Die Succinatkonzentration wahrend der Vorbehandlung betrug
sogar m/, . (vgl. Text zu Fig. 8).
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den Alkohol, die in den Versuchen ohne Bernsteinsdure beob-
achtet wurde (vgl. Fig. 3 und 7), nur darauf zuriickzufiihren
ist, daB aus dem Zucker Brenztraubensiure und weiterhin
Oxalessigsiure entsteht. In Gegenwart von Bernsteinsdure
wird die Oxalessigsiure durch direkte Dehydrierung iber die
Zwischenglieder Fumarsiure und Apfelsiure gebildet, so daB
die zusatzlich aus Glucose entstehende Oxalessigsiure nicht
mehr ins Gewicht fillt.

Die bisherigen Versuche machen also klar, daB zum Abbau
der Essigsiure in der Hefe Oxalessigsiure unbedingt notwendig

F Alkohol und Glucose
- in Gegenwart
y von Bernsteinsiure.
i Hauptraum: 100 mg Hefe
(16 Stdn. verarmt) + 0,5 cem
0,66 m-Bernsteinséiure-Succinat,
Pr = 4,84, mit H,0 auf 1,5 cem.
Seitengefdf (mit H,O auf
1,5 cem):
1. 5 x 1072 Mmol Na-Acetat
05r + 2 x 10—° Mmol Alkohol.
II. 5 X 10~2 Mmol Na-Acetat
+ 10~° Mmol Glucose.
III. 5 x 10~? Mmol Na-Acetat.
IV. ohne.
1 L 45 Min. nach Versuchsbeginn
0 60 120 180 240 (¥) Inhalt der SeitengefiBe
—> Minuten zugekippt.
Fig. 9.

15

—— ccm 0,

ist, daB aber damit allein die Dehydrierung des Acetats noch
nicht in Schwung kommt. Erst wenn kleine Mengen Alkohol
oder Zucker oxydiert werden, kann die Hefe ihre volle Wirk-
samkeit gegeniiber Essigsiure entfalten. Den Beleg dafiir,
daB diese Wirkung von Alkohol oder Zucker nicht etwa darauf
zuriickzufithren ist, daf die Hefe unter den angewandten
Versuchsbedingungen ihr enzymatisches System mit der zu-
gefiigten Bernsteinséiure nicht séittigen konnte, und daher nur
auf Oxalessigsdure anspricht, die beim Abbau des Alkohols oder
der Glucose gebildet wird, bringt Fig. 10. In diesen Versuchen
wurde die Hefe einmal 10 Minuten, das andere Mal 250 Minuten
lang in ™/,-Bernsteinsidure-Succinatpuffer unter Sauerstoff
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geschiittelt, bevor das Acetat (I, I'), bzw. das Acetat und
eine Spur Glucose (II, II') eingekippt wurden. Obwohl
die Hefe in den zweiten Ansitzen sehr viel mehr Zeit gehabt
hat, um sich mit der Suspensionslosung ins Gleichgewicht
zu setzen, waren nach dem Einkippen der Substrate die-
selben Verinderungen wahrzunehmen wie bei den nur
10 Minuten vorbehandelten Proben. Essigsiure allein zeigt in
beiden Fillen eine Induktionsperiode von etwa 90 Minuten,

0 60 120 180 240 300 360
—— Minuten

Fig. 10. Glucose in Gegenwart von Bernsteinsiure.
Hauptrawm: 100 mg Hefe (21 Stunden verarmt) + 0,5 ccm 0,66 m-Bern-
steinsiiure-Succinatpuffer, pg = 4,84, mit H,O auf 1,5 cem.
Sestengefdfi: I, I': 5 x 10-* Mmol Na-Acetat + 2 X 10~ Mmol Glucose.

I EI e 6l 1072 »
In I und IT 10 Minuten nach Versuchsbegmn (¥),

in I* ,, I’ 250 %, ,, i (y) den Inhalt
der SeitengefiiBe zugekippt.

die durch 360 y Glucose um mehr als ein Drittel abgekiirzt
wird. Dies beweist wohl zur Geniige, daB eine kurze Vor-
behandlung in der konz. Succinat-Bernsteinsiure-Puffer-
losung geniigt, um das dehydrierende System der Hefe mit
Oxalessigsdure zu sittigen. Dem Zucker muB daher eine
andere, spezifische Wirkung zukommen.

In Fig. 11 ist ein Versuch wiedergegeben, bei welchem die
Wirkung von Alkohol und Glucose in Phosphatpuffer mit der
in Bernsteinsidure-Succinatpuffer verglichen wurde. Dabei kam
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mit Absicht eine niedrigere Pufferkonzentration als in den
vorhergehenden Versuchen in Anwendung. Trotzdem wird die
Hefe dabei geniigend mit Oxalessigsiure versorgt, so daB
Glucose (II) und Alkohol (I) gleich wirksam sind, wihrend
in der phosphatgepufferten Losung die Glucose (II') dem
Alkohol (I’) deutlich iiberlegen ist. Wenn aber eine Vor-
behandlung in der verdiinnten Succinatlosung geniigt, um das

" ——
0 60 120 180 240 300
— Minuten

Fig. 11. Vergleich der Wirkungen von Alkohol und Glucose
in Phosphatpuffer und in Bernsteinssiurepuffer.

Hauptraum: 100 mg Hefe (19'/, Stdn. verarmt) + 0,5 ccm 0,33 m-Bern-
steinsfiure—Succinat, py = 4,84 (I, II, II)
bzw. 0,5 cem ®/,-KH,PO,-Lésung (I, II’, III) mit H,0 auf 1,5 cem.
Seitengefaf:
I, I': 5x10~* Mmol Na-Acetat + 4 x 10~* Mmol Alkohol } mit H,0

Io, Ir’: 5x10* ,, " + 2 x 10~® Mmol Glucose auf
IO Or: 5x10-* ,, % 1,5 cem.

120 Min. nach Versuchsbeginn ({) Inhalt der SeitengefiBle zugekippt.

Fermentsystem der Hefe mit Oxalessigsidure zu séittigen, — so
daB die aus Glucose gebildete Oxalessigsdure nunmehr ohne
Wirkung ist —, wieviel eher muf3 dies dann in der konz. Lé-
sung der Fall sein? Wir kommen also auch auf Grund dieses
Versuches zu der SchluBfolgerung, daB Alkohol und Glucose
auch, noch in anderer Beziehung bei der Einleitung des Acetat-
abbaus von Bedeutung sein miissen.



284 Lynen,

Um dieser Wirkung des Alkohols oder der Glucose, — die
ich vorderhand, um sie von der Bildung von Oxalessigsdure,
dem ,, Primdreffekt', abzugrenzen, den ,,Sekundireffekt'* nennen
mochte —, nidherzukommen, wurde eine Reihe von Substanzen
in Gegenwart von Bernsteinsidure auf ihre Eignung als Akti-
vatoren des Acetatabbaus untersucht (Fig. 12). Dabei wurde
die Beobachtung gemacht, daB nicht nur Alkohol (IV) und
Glucose (III), sondern auch Brenztraubensiure (V) und, was

Wirkung verschiedener
Zusitze in Gegenwart von
Bernsteinsiure.

Hauptraum: Hefe 17 Std. verarmt, in
1,5 cem ™/,- Bernsteinsiure-Succinat.
Die Hefe war 1!/, Stunden in diesem
Puffer unter Luft vorgeschiittelt
worden, bevor die Substrate (zur
Zeit 0 der Figur) aus dem Seiten-
gefiB zugekippt wurden.
Seitengefdaf: 5 X 102 Mmol Na-Acetat
mit Zusitzen auf 1,5 ccm, und zwar
I. 8 x 10~° Mmol Propanol.
1I. 8 x 102 ,,  Butanol.
III. 2x10* ,, Glucose.

G IV. 4x10~° ,,  Alkohol.
0 60 120 180 V. 4x10~* ,, Pyruvat.
—— Minuten VI. ohne.

Fig. 12.

uns den Schliissel zum Verstindnis des ,,Sekundireffekts“ in
die Hand gibt, auch Propyl- und Butylalkohol (I, II) die In-
duktionsperiode abkiirzen.

Wihrend Athylalkohol von der Hefe vollstéindig verbrannt
wird, fihrt die Dehydrierung der Homologen mit 3 bzw.
4 C-Atomen nur bis zu den entsprechenden Sduren. Den Beweis
liefert Fig. 13, die einen Atmungsversuch mit Athyl-, Propyl-
und Butylalkohol wiedergibt. Wihrend pro Mol Athanol mehr
als 2 Mole Sauerstoff verschwinden, was auf eine weitgehende
Verbrennung des Alkohols schlieBen 148t, macht die Sauerstoff-
aufnahme bei Propanol und Butanol nach Verbrauch von
1 Mol Sauerstoff halt, wie man dies beim Ubergang in die
Sdure erwarten mus.
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Es sei darauf hingewiesen, daf Propylalkohol mit etwa derselben
Geschwindigkeit wie Athylalkohol, Butylalkohol dagegen nur mit halber
Geschwindigkeit durch Sauerstoff dehydriert werden.

Nachdem also Propyl- und Butylalkohol den ,,Sekundér-
effekt‘* hervorrufen konnen, ihr Abbau in der Hefe aber nur
bis zu den entsprechenden Siduren fiihrt, darf man annehmen,
daB auch beim Athylalkohol dieser Effekt mit der Oxydation
zur Essigsdure zusammenhingt. Diese Dehydrierung erfolgt
in zwei Stufen, in der ersten zum Aldehyd und in der zweiten
zur Saure, so daB noch zu entscheiden ist, welche der beiden

Atmung der verarmten Hefe mit
Athanol, Propanol und Butanol
Je 200 mg Hefe (7 Stunden verarmt)
+0,3 cem 0,66 m-Phosphatpuffer, pg= 6,8,
mit Zusiitzen auf 3 cem Gesamt-Volumen.
I: =/,-Athylalkohol.

II: ®/,,-Propylalkohol.

III: =/,,-Butylalkohol.

IV: ohne.

——— Minuten

Fig. 13.

Stufen die wirksame ist. Die Tatsache, daB auch Brenztrauben-
saure, die in der Hefe zu Acetaldehyd decarboxyliert, und von
dort weiter zu Essigsdure dehydriert wird, den ,,Sekundir-
effekt‘‘ zeigt, macht es sehr wahrscheinlich, daB die Reaktion

Aldehyd =25, Siiure

den wirksamen Schritt darstellt. Athylalkohol, Glucose und
Brenztraubensiure haben bei der Oxydation zur Essigsiure
nur mehr die Dehydrierung des Acetaldehyds gemeinsam.

Der Abbauweg der Essigsdure.

Bevor ich zu den weiteren Versuchen iibergehe, soll ein
Reaktionsmechanismus fiir den Angriff der Hefe auf das Acetat
in Vorschlag gebracht werden, der dem bisherigen Versuchs-
material Rechnung trigt. Dem Beweis dieser Vorstellung und
ihrem Ausbau sollen dann die folgenden Experimente dienen.
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Die Tatsache, daB zum Abbau der Essigsiure Ozalessig-
siure notwendig ist, kann wohl als Beweis dafiir angesehen
werden, daB der erste Angriff auf die Essigsiure in einer
Kondensation mit Oxalessigsdure zu Citronensdure besteht, wie
dies schon in einer vorhergehenden Arbeit!) angenommen
wurde. DaB eine derartige Reaktion in der Hefe moglich ist,
wird durch die Experimente von H. Wieland und R. Sonder-
hoff?), vor allem aber auch durch die ausgezeichnete Unter-
suchung von R. Sonderhoff und H. Thomas®) mit deu-
teriumhaltiger Essigsdure hinreichend bewiesen. '

Das Besondere an dieser Reaktion ist aber, und dies scheint
mir die Ursache des ,,Sekundireffekts‘ zu sein, daB diese
Kondensation in der Hefe nur dann zustande kommt, wenn
glewchzeitrg ein Aldehyd zur Siure dehydriert wird. Die all-
gemeinste Formulierung des ersten Angriffs der Hefe auf die
Essigsdure ist demnach folgende:

Essigsiiure

5 } — Citronensiiure
Oxalessigstiure

Aldehyd =2H,  Siure

Dabei soll die Umrahmung bedeuten, daf beide Vorginge
in irgendeiner Weise miteinander gekoppelt sind.

Damit Essigsdure von der Hefe abgebaut werden kann,
miissen also zwei Voraussetzungen erfiillt sein. Zum ersten
muB Oxalessigsdure vorhanden sein, und zum zweiten muB
ein Aldehyd zur Sdure dehydriert werden. Die Wirkung einer
Substanz auf die Induktionszeit ist demnach unter zwei ver-
schiedenen Gesichtspunkten zu betrachten: 1. wie trigt der
Stoff zur Bildung von Oxalessigsdure bei, und 2. in welcher
Weise erméglicht er die Kondensation von Essigsdure mit Oxal-
essigsdure ?

Beziiglich der Wirkung des Alkohols erhebt sich hier zu-
nichst die Frage, wie in seiner Gegenwart die Synthese der
Oxalessigsdure zustande kommt. Von vornherein war damit
zu rechnen, daB aus dem Alkohol bei der Dehydrierung eine

1) F. Lynen u. N. Neciullah, A. 541, 215 (1939).
?) A. 499, 213 (1932). %) A. 580, 195 (1937).
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Essigsiure ,in statu nascendi* nach H. Wieland?) entsteht,
aus der dann durch paarweise Dehydrierung Bernsteinsiure
und weiterhin Oxalessigsdure gebildet werden.

Die vergleichenden Versuche mit Athyl-, Propyl- und
Butylalkohol sprechen aber gegen diese Annahme (Fig. 14).

2,0’-

2

———= ¢cm O,

1 1 )
180 240 300
— Minuten
Fig. 14. Wirkung von Athanol, Propanol und Butanol.
Hefe, 16 Stunden verarmt + 0,5 cem ®/,-KH,PO,-Losung
+ 0,1 cem ®/,-Na-Acetat mit Zusiitzen auf 3 ccm Gesamt-Volumen.
Iuo T: 8x10~® und 4 x 10~* Mmol Athylalkohol.

1
0 60 120

OHu I': 8x10~® ,, 4x10~®* , Propylalkohol
Il w. IIT": 8x10~® ,, 4x10~°® , norm. Butylalkohol.
IV: ohne.

Es ist ja ohne weiteres einzusehen, daB nur aus einer Essig-
siure ,in statu nascendi Oxalessigsdure entstehen kann,
nicht aber aus einer angeregten Propionsiure oder Buttersaure.
Wenn die Oxalessigsdure in der Hefe also dieser Reaktion ihre
Entstehung verdankt, dann miiBte Athylalkohol die Aktivitit
der verarmten Hefe gegen Acetat schneller wiederherstellen als

1) Helv. chim. Acta 15, 521 (1932).
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die homologen Alkohole. Die Figur zeigt aber, da8 die ver-
schiedenen Alkohole bei gleicher Konzentration die Induktions-
zeit in genau derselben Weise beeinflussen. Die Oxalessigsdure
muB daher in diesen Versuchen einer anderen Reaktion ihre
Entstehung verdanken, einer Reaktion, bei der die verschie-
denen Alkohole einander qualitativ und quantitativ vollstindig
ersetzen konnen. Diese Bedingung ist erfiillt, wenn auch hier
die Carboxylierung von Brenztraubensdure, die aus den
Inhaltsstoffen der Hefe stammt, die Oxalessigsiure liefert.
Die Versuche von H. Wieland und F. Wille!) an verarmter
Bierhefe haben ergeben, da8 die geringe Sauerstoffzehrung, die
eine solche Hefe noch zeigt, zu einem groBen Teil zur Oxydation
von Kohlehydraten dient, und neuere Versuche von T. J. B.
Stier und J. N. Stannard?®), wie auch von H. Borei®) an
verarmter Béckerhefe hatten dasselbe Ergebnis. Nachdem
beim Abbau des Kohlehydrats die Stufe der Brenztrauben-
sdure durchschritten wird, bedeutet dies aber, daB in der ver-
armten Hefe, — wenn auch der geringen Atmung entsprechend
nur in geringem Umfang, — dauernd Brenztraubensdure ge-
bildet, und auch wieder abgebaut wird. Wird der Hefe Alkohol
dargeboten, dann kann ein Teil der bei seiner Oxydation frei-
werdenden Energie zur Carboxylierung dieser Brenztrauben-
sdure herangezogen werden (vgl. S. 278). Die Tatsache, daB
Propyl- und Butylalkohol dieselbe Wirksamkeit wie Athyl-
alkohol besitzen, weist darauf hin, daB auch hier der ent-
scheidende Vorgang beim Ubergang des Alkohols in die Siure
zu suchen ist. Aus den Versuchen von Fig. 6 und 7 (8. 277),
wonach Zugabe von Brenztraubensiure in Gegenwart von
Alkohol eine zusitzliche Verkiirzung der Induktionsperiode
mit sich bringt, darf man die SchluBfolgerung ziehen, daB bei
Zusatz von Alkohol allein die bei der Leeratmung der ver-
armten Hefe gebildete Brenztraubensdure die aktivierende
Wirkung des Alkohols tatsichlich begrenzt. Erst wenn Oxal-
essigsdure vorhanden ist, kann der ,,Sekundireffekt‘ des
Alkohols zur Geltung kommen.

1) A. 515, 262 (1935).
2) J. Gen. Physiol. 19, 461, 479 (1936).
3) Naturw. 30, 260 (1942); Bio. Z. 312, 160 (1942).
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Nun sind wir auch in der Lage, fiir die eigenartige Form der Atmungs-
kurven, die in den Versuchen mit Alkohol (Fig. 14 und Fig, 1) zu sehen
sind, eine Erklarung zu geben. Fiir den Abbau der Essigsaure ist Oxal-
essigsiure notwendig. Dabei ist es gleichgiiltig, ob die Essigsaure als solche
Zugesetzt wurde, oder aus Alkohol intermediir entsteht. Da in den Ver-
suchen mit Alkohol allein die Bildungsgeschwindigkeit der Oxalessigsiiure
den begrenzenden Faktor darstellt, d. h. weniger Oxalessigsaure vorhanden
als zur Sattigung des dehydrierenden Systems nétig ist, kann nur ein
kleiner Teil der intermediar entstandenen Essigsiure weiter abgebaut
werden. Die Hauptmenge dieser Essigedure bleibt wie die zugesetzte
Essigsaure zunichst liegen. Nach Zugeben der Substrate tritt daher in
der Atmungskurve der erste Knick dann auf, wenn der zugesetzte Alkohol

Wirkung von Athylalkohol,
Acetaldehyd u. Propionaldehyd.

Hefe 16 Stunden verarmt + 0,5 ccm
m/-KH,PO, + 0,1 ccm ™/,-Na-Acetat
mit Zusitzen auf 3 cem Ges.-Vol.

I uu I': 810~ und 4 x 10— Mmol
Athylalkohol.
: 16 X 10~° und 8 x 10~*Mmol
Acetaldehyd.
III u. IIT": 16 x 10~% und 8 x 10~*Mmol
Propionaldehyd.
IV: ohne.

——— ccm 0
3
T

as

T
—
—
=
—
]

0 60 120 180
——= Minuten

Fig. 15.

zur Essigsiure dehydriert ist. Der theoretische Sauerstoffverbrauch fiir
diese Reaktion berechnet sich fiir 8 x 10~2 Millimol (= 378 y) Alkohol
zu 179 emm Sauerstoff, fiir 4 x 102 Millimol (= 184 y) Alkohol zu
90 cmm Sauerstoff. Die berechneten Werte stimmen mit den beobachteten
Werten gut iiberein (vgl. Figuren).

In Gegenwart von Bernsteinséure verschwindet dieser Knick voll-
standig (Fig. 9), oder tritt zumindest sehr viel weniger ausgeprégt in
Erscheinung (Fig. 11 und 12), da nunmehr geniigend Oxalessigsiure vor-
handen ist, und daher der Abbau des Alkohols nicht bei der Essigsaure
halt macht. Dasselbe ist auch in Gegenwart von Milchsdure oder Breng-
traubensaure der Fall (vgl. die entsprechenden Figuren).

DaB alle diese Wirkungen des Alkohols eigentlich dem
Aldehyd zukommen, ist aus Fig. 15 zu ersehen, in welcher die
Apnalen der Chemie. 552. Band. 19



290 Lynen,

Wirkung des Athylalkohols mit der von Acetaldehyd und
Propionaldehyd verglichen wurde. Wie die Alkohole bringen
auch die Aldehyde die reaktionslose Periode beim Essigsdure-
abbau zum Verschwinden. Allerdings muB man, um die
gleiche Wirkung zu erzielen, gréSere Konzentrationen in
Anwendung bringen.

Dies ist aber kein Argument gegen die Annahme, daB auch bei den
Alkoholen einzig und allein die durch Dehydrierung daraus entstehenden
Aldehyde wirksam sind. Die Aldehyde stellen ja im Gegensatz zu den
Alkoholen auBerordentlich reaktive Verbindungen dar, die in der an-
gewandten Konzentration in Nebenreaktionen verbraucht werden kdnnen?),
80 daB nur ein Teil des zugesetzten Aldehyds in der Hefe auch wirklich
zur Saure dehydriert wird. Beim Abbau der Alkohole dagegen treten die
Aldehyde nur in minimalen Konzentrationen in Erscheinung?). Fiir die
Richtigkeit dieser Annahme scheint zu sprechen, daB in Fig. 156 bei der
hoheren Konzentration (I—III) die Aldehyde nur etwa halb so wirksam
sind wie der Alkohol, wahrend bei der kleineren Konzentration (I'—III’)
dieses Verhaltnis zogunsten der Aldehyde verschoben ist.

Die Versuche mit Milch- und Brenztraubensaure, die weiter unten
(S. 303) besprochen werden, machen es auch sehr wahrscheinlich, daB nur
die Dehydrierung des Aldehyds zur Saure wirksam ist.

Die Wirkung des Aldehyds besteht darin, daB bei seiner
Dehydrierung gleichzeitig Essigsdure und Oxalessigsdure zu
Citronensaure kondensiert werden. Die Dehydrierung des
Aldehyds und die Synthese der Citronensaure sind demnach
irgendwie energetisch gekoppelt. Da den bis jetzt in ihrem
Mechanismus aufgekliarten Energietibertragungen in der Zelle
ausnahmslos ein stofflicher Mechanismus zugrunde liegt3), darf
man erwarten, daf auch diese Koppelung iiber stochiometrische
chemische Reaktionen erfolgt. Man muB daher annehmen,
daB als Folge der Dehydrierung eines Aldehyds einer der beiden,

1) Z. B. Reaktionen mit Aminogruppen des HefeeiweiBes.

2) Die Messungen von H. v. Euler, Adler u. Hellstrom [H. 241,
239 (1936)], sowie E. Negelein u. Wulff [Bio. Z. 298, 351 (1937)] an der
Alkoholdehydrase der Hefe haben ergeben, daB das Gleichgewicht der
Wasserstoffverschiebung : Alkohol + Codehydrase == Aldehyd + Dihydro-
codehydrase, ganz auf der Seite des Alkohols liegt. Die Alkohole kénnen
also in der Zelle nur mit der Geschwindigkeit dehydriert werden, mit der
die Aldehyde weiter umgesetzt werden.

3) F. Lynen, Naturw. 80, 398 (1942).
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oder moglicherweise auch beide Kondensationspartner eine
stoffliche Verinderung erfahren, und daB erst diese abgewan-
delten Essigsiure- oder Oxalessigsduremolekeln, die ich ganz
allgemein als ,,aktiviert* bezeichnen méchte, die Kondensation
zu Citronensiure, bzw. einer Vorstufe der Citronensdure ein-
gehen.

Beriicksichtigt man nur die Wirkung des Athylalkohols oder des
Acetaldehyds, dann ist die Annahme naheliegend, daB bei ihrer Dehy-
drierung eine ,,aktivierte'‘ Essigsdure entsteht, die dann mit normaler
Oxalessigsiure reagiert. Nachdem aber Propyl- und Butylalkohol quali-
tativ und quantitativ dieselbe Wirkung wie der Athylalkohol besitzen,
muB man auch mit der Moglichkeit rechnen, daB die Oxalessigsaure in
eine ,,aktivierte” Form iibergefithrt wird.

Betrachtungen iiber die Art dieser Verdnderungen an-
zustellen, erscheint mir im Hinblick auf die Tatsache, daB der
Dehydrierungsmechanismus des Acetaldehyds und seiner
Homologen noch vollig unbekannt ist, verfritht. Da auch
hier die Phosphorsiure eine wichtige Rolle spielt®?), ist es
vielleicht moglich, daB phosphorylierte Produkte dabei im
Spiele sind.

Von groBter Bedeutung ist die Beobachtung, da8 Propion-
und Butyraldehyd dieselbe Wirkung wie der Acetaldehyd
haben, daB also ganz allgemein jeder Aldehyd, der von der
Hefe dehydriert wird, die Kondensation von Essigsiure mit
Oxalessigsdure auslosen kann. Diese Tatsache erklirt namlich,
warum die Essigsiure, die ja nach der eben entwickelten Vor-
stellung gewissermaBen nur ,,im Feuer eines Aldehyds™ an-
gegriffen werden kann, von der verarmten Hefe iberhaupt
verbrannt wird. Dazu miissen wir die Reaktionsfolge be-
sprechen, die sich beim Abbau der Essigsdure an die Bi]dqng
der Citronensiure anschlieBt. In einer vorhergehenden Arbeit?)
konnten wir zeigen, daB die Citronensdure in der‘ Hefe nach
C. Martius*) abgebaut wird, d. h. iber cis-Aconitsdure und
Isocitronensiure schlielich durch Dehydrierung in o-Keto-

1) Vgl. Anm. 3, S. 290.
?) F. Lynen, A. 546, 120 (1941).
3) F. Lynen u. N. Neciullah, A. 541, 203 (1939).
«) H. 247, 104 (1937); 257, 29 (1939).

19*
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glutarsidure iibergeht!). Uber den weiteren Abbau dieser
a-Ketosdure sind wir durch die Untersuchungen von C. Neu-
berg und M. Ringer?), wie auch durch eigene Experimente?)
unterrichtet. Die o-Ketoglutarsdure wird zuniichst decarb-
oxyliert, und der dabei entstehende Bernsteinsiurehalbaldehyd
(= p-Aldehydopropionsidure) zu Bernsteinsiure dehydriert.
Beim Abbau der Essigsdure entsteht also ein Aldehyd, dessen
Dehydrierung die Kondensation einer neuen Essigsduremolekel
mit Oxalessigsdure ermoglicht. Die Oxalessigsdure entstammt
nunmehr der aus dem Bernsteinsdurehalbaldehyd gebildeten
Bernsteinsiure, aus der sie in der bekannten Reaktionsfolge
iiber Fumarsiure und Apfelsiure entsteht,

1) In dieser Untersuchung, die mit gefrorener Hefe ohne Zugabe
besonderer Hemmstoffe ausgefiihrt wurde, konnte beim Abbau der
Citronensaure die «-Ketoglutarsaure selbst nicht direkt nachgewiesen
werden, sondern nur ihr Dehydrierungsprodukt, die Bernsteinsaure. Es
gelingt aber die a-Ketoglutarsaure abzufangen. wenn man den Versuchs-
losungen ™/, -arsenige Saure zusetzt [vgl. H. A. Krebs, H. 218, 157 (1933)].
Im folgenden ist das Protokoll eines derartigen Versuches wiedergegeben;
die Bereitung der gefrorenen Hefe und des Kochsaftes ist in der zitierten
Arbeit (S. 205 bzw. 207) beschrieben.

5 g gefrorene Hefe, in 5 cem Kochsaft suspendiert, wurden nach
Zugabe von 510 mg festem Na-citrat und 0,5 ccm ™/, -Arsenitldsung
1 Stunde lang bei 30° unter Sauerstoff geschiittelt. Am Ende des Versuchs
10 cem 20-proc. Trichloressigsiurelosung zugesetzt und mit Wasser auf
50 cem verdiinnt. Die Zelltrimmer wurden abzentrifugiert, und 10 ccm
der klaren Loésung mit 1,5 cem einer heiBen Dinitrophenylhydrazin-
HCl-16sung (200 mg 1,4-Dinitrophenylhydrazin +:20 cem 2 n-HCI) ver-
setzt. Nach 24-stiindigem Aufbewahren im Eisschrank wurde der aus-
gefallene Niederschlag abzentrifugiert und getrocknet. Ausbeute: 23,3 mg.

Das gelbe Dinitrophenylhydrazon war bis auf einen verschwindend
kleinen Rest in Natriumbicarbonatlosung 1éslich, und zeigte nach ein-
maligem Umkrystellisieren aus verdiinnter Salzsiaure den Schmelzp. 2189,
Mischschmelzpunkt mit dem 1,4-Dinitrophenylhydrazon der «-Keto-
glutarsiure: 218°.

Auf die Gesamtmenge umgerechnet entspricht das isolierte Hydrazon :
52 mg a-Ketoglutarsaure = 0,357 Millimol.

In einem Parallelversuch ohne Citronensdure wurde kein Dinitro-
phenylhydrazon erhalten.

%) Bio. Z. 71, 226, 237 (1915); 91, 131 (1918).

3) Vgl. Anm. 3, S. 291.



Zum biologischen Abbau der Essigsiure. 1. 293

Dieser KreisprozeB hat also zum Ergebnis, daB fir jede
Molekel Essigsiure, die dabei zu Kohlendioxyd und Wasser
oxydiert wird, eine neue Molekel Essigsiure in den Kreislauf
eintritt, daB also die Essigsiure gewissermaBen in ,,ihrem
eigenen Feuer* verbrennt. Das folgende Schema gibt diesen
KreisprozeB im stationdren Zustand wieder, wobei die Um-
rahmung wiederum auf die gekoppelten Reaktionen hin-
weisen soll.

: Bernstein-
Fusuntire <= 28 Bernstein- 21 siurehalb- | <= C0:a-Ketoglutar-
= sidure > sidure
aldehyd ~
-2H
- Co,
Isocitronen-
l it sdure
‘)‘ +H,0
z ’ —2H_ | Oxalessig- Citronen- | —-H,0 cis-Aconit-
Apfelsiiure > séure > giure ; siure
+
Essigsiiure

Der ,,Sekundiireffekt* der Alkohole, der Aldehyde und des
Zuckers besteht nun einfach darin, daB ihre Oxydation diesen
KreisprozeB auslésen kann. Es ist daher nicht weiter ver-
wunderlich, daB schon sehr geringe Substanzmengen diesen
Effekt zeigen.

Die einleitende Reaktion lautet dann:

Brenztrauben- + CO,

Kohlehydrat —> e \X
i Glntaminstare " Oxalessig- .
EiweiB ") _’bzw.gsgla:;;nsﬁure - 95_‘;"6 —_— Clgrﬁ(;nzn—
T
Bernsteinsiiure —— Essigsiiure
Aldehyd —2H, Siure

*
Alkohol, Zucker

wobei im Falle der Alkohole und des Zuckers der Aldehyd erst
durch andere Reaktionen gebildet werden muB. Ist aber

1) Vgl. S. 296.



294 Lynen,

einmal Citronensiure entstanden, dann sorgt ihr Abbau iiber
a-Ketoglutarsiure und Bernsteinsdurehalbaldehyd dafiir, daB
bis zum vollstindigen Verbrauch der zugesetzten Essigsiure
immer wieder von neuem Citronensiure gebildet wird.

20y

-~
o
T

ST Y L L ' '
0 60 120 180 240 300
—= Minuten
Fig. 16. Vergleich der Wirkungen
von Bernsteinsiiurehalbaldehyd und Bernsteinsiure.

Hauptraum: Je 100 mg Hefe (18 Stunden verarmt)
+ 0,5 cem ®/,-KH,PO,-Losung mit Zusitzen auf 2 cem.
I: 5% 10~? Mmol Bernsteinsiiurehalbaldehyd.

II: 2 x 10~2 Mmol n
III: 2 x 10~2 Mmol Bernsteinssiure. IV: ohne.

Seitengefaf: 1,0 cem ™/y-Na-Acetat.
20 Minuten (Zeit 0 in der Figur) nach Einpipettieren der Hefe Mano-
meterhihne geschlossen und den Inhalt der SeitengefiBe zugekippt.

Es ist leider nicht moglich, diese Wirkung der Citronensiure
an der lebenden Hefe experimentell nachzuweisen, da die Hefe-
membran fiir Citronensdure nahezu vollstindig undurchlissig
ist!). Dagegen ist es moglich, den Wert dieser Vorstellung

1) Vgl. Anm. 3, S. 291.
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durch Versuche mit Bernsteinsiurehalbaldehyd®), der Schliissel-
substanz dieses ganzen Kreisprozesses zu priifen. Fig. 16 gibt
einen derartigen Versuch wieder. In einer Lésung, die
™/g-Bernsteinsiurehalbaldehyd (I) enthilt, setzt die Oxydation
der Essigsdure sofort mit maximaler Geschwindigkeit ein, und
auch in einer fast 3-mal verdinnteren Losung (™/;s, II) wird
die Induktionszeit, die ohne Zusatz 3—4 Stunden dauert, auf
1 Stunde verkiirzt. DaB die Wirkung des Bernsteinsidurehalb-
aldehyds auf die Aldehydgruppe zuriickzufiihren ist, und nicht

IS¢

ccm 02

Atmung der verarmten Hefe
mit
Bernsteinsiurehalbaldehyd.
I ™o TL: ™ 100~ TL: =/ -Bern-
steinsurehalbaldehyd.

IV: ohne Zusatz.

05

0 60 120 180 240 300 360 420
——= Minuten

Fig. 17.

etwa nur auf die Bernsteinsiure, bzw. Oxalessigsiure, die durch
Dehydrierung daraus entstehen, wird durch den Ansatz mit
m/ so-Bernsteinsiure (III) aus Fig. 16 bewiesen. Bei gleicher
Konzentration ist der Halbaldehyd der Sédure bei weitem tiber-
legen.

Gegeniiber Alkohol oder Glucose besteht aber der Unter-
schied, daB Bernsteinsidurehalbaldehyd in verhéiltnismaBig
hoher Konzentration zugesetzt werden muB, damit ein Effekt
zu sehen ist. Dieser Unterschied ist durch.die Kinetik der
enzymatischen Oxydation bedingt. Im Gegensatz zur Dehy-

1) Der Bernsteinsaurehalbaldehyd wurde von Herrn cand. chem.
E. Fischer nach der Vorschrift von E. Carriére, A. ch. [9] 17, 70 (1922)
bereitet.



296 Lynen,

drierung von Zucker, Alkohol und Essigsdure, bei denen es sich
bis zu sehr kleinen Substratkonzentrationen durchweg um
,,Reaktionen nullter Ordnung‘* handelt?), ist die Oxydatiohs-
geschwindigkeit von Bernsteinsiurehalbaldehyd, wie Fig. 17
zeigt, sehr stark konzentrationsabhéingig. Ob diese Besonderheit
darauf zurickzufihren ist, daB die Diffusion des Bernstein-
sdurehalbaldehyds in das Innere der Hefe, ein in seiner Ge-
schwindigkeit sicher konzentrationsabhidngiger Vorgang, den
Umsatz begrenzt, miissen weitere Versuche ergeben.

Tatsdchlich geniigt es auch im Falle des Bernsteinsiure-
halbaldehyds, daB eine Spur der Substanz dehydriert wird,
damit der Abbau der Essigsiure in Gang kommt. Die ver-
haltnisméaBig hohe Konzentration ist nur ndtig, damit diese
Dehydrierung rasch genug vor sich geht. So ist es auch zu
verstehen, daB am Ende des Versuchs (Fig. 16) der groBte
Teil des zugesetzten Bernsteinsidurehalbaldehyds wieder-
gefunden wurde. Uber diese quantitativen Versuche soll dem-
nichst ausfithrlich berichtet werden.

Die ,Induktionszeit‘.

Die Induktionszeit beim Abbau der Essigsidure durch ver-
armte Hefe ist nun darauf zuriickzufiihren, da es auf Grund
des geringen Stoffumsatzes in einer solchen Hefe einige Zeit
dauert, bis aus ihren Reservestoffen geniigend Oxalessigsiure
(,Priméreffekt') und Aldehyde (,,Sekundéreffekt) gebildet
werden. Ob die Oxalessigsiure dabei durch Carboxylierung von
Brenztraubensiure, die ihrerseits aus den Kohlehydratreserven
stammt, oder beim Abbau der Eiweilstoffe der Hefe gebildet
wird, mag dahingestellt bleiben. Im letzteren Falle wire vor
allem an den Abbau von Asparaginsiure oder Glutaminsiure
zu denken, deren oxydative Desaminierung entweder direkt,
oder iber a-Ketoglutarsiure zu Oxalessigsdure fiihrt. Die
Oxalessigsdure wird normalerweise abgebaut, wobei sie als
p-Ketosiure Kohlendioxyd abspaltet und in Brenztraubensiure
ibergeht. In Gegenwart von Essigsiure kann sie aber in
Citronensaure iibergefiilhrt werden. Die Oxalessigsidure wird

1) H. Wieland u. R. Sonderhoff, A. 499, 219 (1932).
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also durch die Ess1gsaure gewissermaBen konserviert, d. h. vor
dem Ubergang in den Cy-Korper (= Brenztraubensiure) be-
wahrt, und zwar dadurch, daB,sie zum Aufbau eines Cq-korpers
(= Citronensiure) herangezogen wird, dessen Abbau iiber einen
Cs-kirper (= a-Ketoglutarsiiure) dann wieder in die Reihe der
Cy-Dicarbonsiuren einmiindet. Die Voraussetzung fiir die
Bildung der Citronensiure aus Essigsidure und Oxalessigsiure,
die Dehydrierung eines Aldehyds, ist bei der Leeratmung der
verarmten Hefe der sogenannten ,,endogenen Atmung‘?), ge-
geben, bei der es sich ja um eine Verbrennung von Kohlehydrat
iber Acetaldehyd handelt. Die Folge davon ist, daB nach
MaBgabe der Oxalessigsiure- bzw. Acetaldehydbildung das
dehydrierende System der verarmten Hefe allmihlich mit
Cy-Dicarbonsduren aufgefiillt wird, und damit der Abbau der
Essigsaure erfolgen kann.

Es ist nun ohne weiteres verstindlich, daB die Linge der
Induktionsperiode vom Verarmungsgrad der Hefe abhiingt. In
einer nur kurze Zeit verarmten Hefe, die noch verhiltnismiiBig
viel an Reservestoffen enthiilt und daher einen entsprechenden
Stoffumsatz zeigt, wird die maximale Aktivitit gegen Essig-
saure schon nach ganz kurzer Zeit erreicht, wihrend eine weit-
gehend erschopfte Hefe mehrere Stunden dafiir bendtigt. Die
Lénge der Induktionsperiode steht also in direkter Beziehung
zur Leeratmung der untersuchten Hefe, wie dies schon von
Wieland, Probst und Crawford?) beobachtet worden war,
und in Fig. 18 noch einmal deutlich vor Augen gefiihrt wird.

Ich muB an dieser Stelle auch noch ein Versaumnis nachholen, das
den Versuch mit verschiedenen Mengen Bernsteinsiure betrifft (Fig. 8,
S. 280). Es war bei der Besprechung dieses Versuches angenommen
worden, daB die Wirkung der Bernsteinsiure einzig und allein darin
besteht, die fiir den Abbau der Essigsiure notwendige Oxalessigsdure zu
liefern, d. h. das enzymatische System der Hefe mit C,-Dicarbonséuren
zu sittigen. In spiteren Experimenten (Fig. 11, 8. 283) konnte dann
nachgewiesen werden, daB dies unter den angewandten Bedingungen bei
m/ .-Bernsteinsaure der Fall ist. Demnach sollte man also .erwarben, d_aB
zwischen den Ansatzen mit @/,.- und ™/,-Bernsteinsaure kein Unterschied
besteht. Tatsichlich wurde aber beobachtet (Fig. 8), daB die Hefe in der
konzentrierteren Succinatlosung etwa 1 Stunde nach Einkippen der Essig-

1) Vgl. Anm. 3, S. 288. %) Vgl. Anm, 1, 8. 272.
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sdure die maximale Aktivitdt erreicht hatte, wihrend in der verdiinnteren
Lésung die Induktionszeit doppelt so lang war, Die Erklarung fiir dieses
Ergebnis ist, daB in der konz. Losung der Abbau der Bernsteinsiure bei
der Oxalessigsiure picht halt macht, sondern iiber Brenztraubensaure,
Acetaldehyd. usw. zu einer vollstandigen Oxydation der Saure fiihrt!).
Den Beweis dafiir liefert die Atmung der Hefe vor dem Einkippen der
Essigsaure, die in ™/,-Bernsteinsiurepuffer etwa doppelt so groB ist als
in m/,.-Puffer. Die Bernsteinsaure zeigt also in dieser Konzentration auBer
dem ,,Primireffekt*, da sie zur Entstehung von Acetaldehyd den AnlaB
gibt, auch den ,,Sekundareffekt‘. DaB auf Zugabe von Alkohol oder
Gluocose in der konz. Succinatlésung trotzdem der ,,Sekundareffekt*
wahrnehmbar ist (Fig. 9 und 10), muB dem gliicklichen Umstand zu-
geschrieben werden, daB die Decarboxylierung der Oxalessigsiure in

Leeratmung
und Induktionszeit.
L II, III: ™/4-Na-Acetat.
I, I': Hefe 1'/; Std. lang verarmt.
) 10 0 (S (R 3
IoL Ir: ,, 24 , ¥

diesen Versuchen einen verhaltnismaBig langsamen Vorgang darstellt. Um
diese Uberlagerung der beiden Effekte nach Méglichkeit auszuschalten,
wurde in den spateren Versuchen (ab Fig. 11) bei der niedrigen Succinat-
konzentration gearbeitet, oder die Bernsteinsaure ganz weggelassen.

Versuche mit Brenztraubensidure und Milchsiure.

Es war schon bei Besprechung der ersten Versuche mit
diesen Siuren, die zur Aufkldrung des ,,Priméreffekts‘ gefiihrt
hatten, auf die merkwiirdige Tatsache hingewiesen worden,
daB diese Sauren allein, obwohl ihr Abbau zum Acetaldehyd
fiihrt, als Aktivatoren des Acetatabbaus nur wenig wirksam

1) Es wird hier angenommen, daB in der verdiinnteren Succinatlésung
die Oxalessigsiure iiberhaupt nicht, oder nur sehr langsam, auf jeden Fall
aber langsamer zu Brenztraubensaure decarboxyliert wird als in m/,-Suc-
cinat. Esist aber auch méglich, daB die Diffusion der Bernsteinsaure durch
die Hefemembran, ein Vorgang, dessen Geschwindigkeit sicher von der
Succinatkonzentration abhangt, der begrenzende Faktor ist.
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sind, und erst in Kombination mit etwas Alkohol zu einer
starken Verkiirzung der Induktionszeit fihren. Diese Ver-
hiltnisse werden durch Fig. 19 noch einmal deutlich vor
Augen gefiihrt. In dem zugrunde liegenden Versuch wurden

20
s |
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0 60 120 180 20 300
Minuten

Fig. 19. Wirkung von Brenztraubensfure.
Hauptraum: Je 100 mg Hefe (17!/, Stunden verarmt)

+ 0,5 cem ®/;-KH,PO,-Losung mit H;O auf 1,5 cem.
Seitengefifi: Je 0,1 cem ™/,-Na-Acetat mit Zussitzen auf 1,5 cem.
30 Minuten nach Versuchsbeginn (y) Inhalt der SeitengefiBe zugekippt.

I: 8 x 10~* Mmol Na-Pyruvat

m: 4x10° ,, " } + 2 x 10~% Mmol Alkohol.
250500 »,, ”

I’: 10 x 10~* Mmol Pyruvat. III': 4 x 10~* Mmol Pyruvat.
II': 6x10— » IV: ohne Zusatz.

der acetathaltigen Hefesuspension verschieden groBe Mengen
Brenztraubensaure zugesetzt, und zwar einmal mit Alkohol
und einmal ohne Alkohol'). Bei den Versuchen ohne Alkohol

') In den Ansatzen ohne Alkohol wurde eine dem Alkoholgehalt des
Parallelansatzes aquivalente Menge Brenztraubensaure mehr zZugesetzt.

z. B.: IL: 0,5 com m/,;-Na-pyruvat + 0,25 ccm m/,,, - Alkohol; II':
0,75 ccm ®/,,. - Na-pyruvat.
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(I'y I, III') fallt auf, daB in den ersten 2—3 Stunden
zwischen den verschiedenen Ansitzen kein Unterschied zu
sehen ist, und daB sich erst von der 3. Stunde ab die Pyruvat-
konzentration auswirkt. Man hat also auf Grund dieses Ver-
suches den Eindruck, als ob die zugesetzte Brenztraubensaure
zunichst unangegriffen liegen bliebe, und erst durch einen
Vorgang, der von der vorgelegten Pyruvatmenge unabhingig
ist, und womoglich mit der endogenen Atmung der verarmten
Hefe zusammenhingt, angreifbar gemacht wird. In der ersten
Phase verhalten sich deshalb die Versuche mit den verschie-
denen Pyruvatmengen villig gleichartig. Erst in der zweiten
Phase kommt der groferen Pyruvatmenge auch eine stirkere
Aktivierung des Acetatabbaus zu, wie man auf Grund der Tat-
sache, daf bei ihrer Decarboxylierung mehr Acetaldehyd ge-
bildet wird, auch erwarten sollte. Durch 92 y Alkohol kann die
erste Phase zum Verschwinden gebracht werden (I, IT und
IIT), so daB sich von vornherein die Menge der zugesetzten
Brenztraubensédure auswirkt. Wie Fig. 20 zeigt, kann auch in
diesem Fall der Athylalkohol, von dem 37 » (I') schon einen
starken Effekt zeigen, durch Propyl- (1) oder Butylalkohol (1IT),
wie auch durch Acetaldehyd (IV) oder Propionaldehyd (V)
ersetzt werden.

Vorderhand habe ich fiir diese Beobachtung keine Er-
klarung, es sei denn, daB auch hier wieder die Oxalessigsdure,
die bei der Oxydation eines Alkohols oder Aldehyds aus Brenz-
traubensdure gebildet wird, oder eines ihrer Umwandlungs-
produkte im Spiele sind. Eine schon frither erwidhnte Beob-
achtung (Fig. 12), daB in Gegenwart von Bernsteinsdure die
Brenztraubensiure nahezu ebenso wirksam wie Alkohol oder
Glucose ist, konnte als Stiitze dieser Annahme angefiihrt
werden. Trotzdem mochte ich diese Frage vorerst noch offen
lassen, bis ein umfangreicheres Versuchsmaterial vorliegt.

Hinsichtlich der Wirkung des Alkohols in Gegenwart von
Brenztraubensiiure war angenommen worden, daB seine Oxy-
dation die fir die Synthese der Oxalessigsiure notwendige
Energie liefern soll (8. 278). Die Tatsache, daB auch hier
wieder der Athylalkohol durch Propyl- und Butylalkohol, wie
auch durch die entsprechenden Aldehyde ersetzt werden kann
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(Fig. 20, vgl. auch S.288), macht es recht wahrscheinlich,
daB auch bei der Carboxylierung der Brenztraubensiure die
Dehydrierung eines Aldehyds der energieliefernde Vorgang ist.
Wie diese Koppelung zwischen Dehydrierung und Carboxy-
lierung im einzelnen aussieht, muB offen bleiben; es darf aber
erwartet werden, daB dieser Energielibertragung auch hier
wieder ein stofflicher Mechanismus zugrunde liegt.

20-
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240 300 360
— Minuten
Fig. 20. Brenztraubensiure und verschiedene Zusitze.
Acetat iiberall m/,,.
I I', II—VI- 8 x 10~® Mmol Na-Pyruvat.
I, I”: 2%10-* Mmol Athylalkohol.  I': 0,8 x 10~* Mmol Athylalkohol.

o 60 W0 180

IT: 2x10~* ,  Propylalkohol. III: 2x10~° ,» norm. Butyl-
alkohol.
IV: 4x10~* |, Acetaldehyd. V: 4x10—2 ,» Propionaldehyd.

H. G. Wood und C. H. Werkman, welche die Carboxylierung der
Brenztraubensaure entdeckt haben, und sich am eingehendsten mit dieser
Reaktion befaBt haben, nehmen an, daB Phosphorylierungen dabei eide
wichtige Rolle spielen'). Macht man sich diese Annahme zu eigen, dann
konnte man daran denken, daB bei der Dehydrierung des Aldehyds eine
phosphorylierte Kohlensiure gebildet wird, die dann in der Art 'eines

1) Bio. J. 34, 13 (1940); 85, 602 (1941).
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Kohlensiaureesters mit Brenztraubensiaure eine Kondensation etwa fol-
gender Art eingeht!):

HO\ 0—PO,H,

+ H;PO, .

0 60 120 180 240 300 360
—— Minuten
Fig. 21. Vergleich der Wirkungen von Alkohol
und Brenztraubensiure.

™ /so-Acetat.
I: 8 x 10~2 Mmol Alkohol + 2 x 10~® Mmol Na-Pyruvat.
T2 %10 o +8x10—% %
I="4% 102 o 2 1022 o
T7E02 % 10=> A ix0=0 -
THL: 5200t 1055 o s +2x10°3 3

1V: ohne Zusatz.

In Fig. 21 ist ein Versuch wiedergegepen, in dem die
Wirkung von Brenztraubensdure mit der von Athylalkohol ver-

1) Vgl. im Zusammenhang damit die Arbeiten von V. H. Walling-
ford, A.H. Homeyer u. D.M. Jones [Am. Soc. 63, 2252 (1941)], welche
die Anwendbarkeit der Kohlensaureester zur Synthese von f-Ketosauren
in vitro an einem umfangreichen Material nachweisen konnten.
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glichen wurde. Um dabei vergleichbare Bedingungen zu
schaffen, — der Alkohol kann nicht als Baustein fiir die Oxal-
essigsdure dienen, wahrend die Brenztraubenséiure hinwiederum
nur in Gegenwart einer Spur Alkohol angegriffen wird, —
enthielt jeder Ansatz neben einer groferen Menge Alkohol oder
Brenztraubensiure, deren Wirkung auf die Induktionsperiode
gemessen werden sollte, noch eine Mischung von je2 x 10-3 Milli-
mol Alkohol und Brenztraubensiure. Es wurde also nur der

c— )
c 60 120 180 240 300 360
— Minutem

Fig. 22. Wirkung von Milchsiure.
I—V: 5 x 1072 Mmol Na-Acetat. 1,1/, II—IV: 2 x 10~2 Mmol Alkohol.
I,1": 4 X 10~® Mmol Na-Lactat.
II: 2 x 10~ Mmol Na-Lactat. III: 0,8 x 10~% Mmol Na-Lactat.

zusatzliche Effekt von Alkohol und Brenztraubensiure ver-
glichen. Wie aus Fig. 21 zu ersehen ist, macht es kaum einen
Unterschied, ob Brenztraubensiure oder Alkohol zugesetzt
wurde. Unter bestimmten Bedingungen kénnen also Alkohol
und Brenztraubensiure einander ersetzen. Dies fithrt aber zu
der notwendigen SchluBfolgerung, daB die Wirkung von Alkohol
und Brenztraubensiure mit der Dehydrierung des intermediér
gebildeten Acetaldehyds zusammenhiingt. Die Reaktionen, die
zum Acetaldehyd fiihren, — beim Alkohol ein Dehydrierungs-
vorgang, bei der Brenztraubensiure die Decarboxylierung, —
sind so grundverschieden, da8 ihnen wohl kaum ein und dieselbe
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Wirkung zukommen kann. Und gerade das wiirde ja ver-
langt werden, wenn man den spezifischen Effekt dieser Sub-
stanzen auf die Induktionszeit nicht dem daraus entstehenden
Acetaldehyd zuschreiben wollte.

Der Vollstindigkeit halber ist in Fig. 22 noch ein Versuch
mit Milchsiure angefiihrt, der in den wesentlichen Punkten dem
Versuch mit verschiedenen Mengen Brenztraubensiure (Fig. 19)
entspricht. Auch dieser Versuch 148t sich mit der Annahme in
Einklang bringen, da8 der iiber Brenztraubensidure gebildete
Acetaldehyd den Abbau der HEssigsdure auslost.

Besprechung der Ergebnisse.

Die Betrachtungen iiber den Abbau der Essigsiure geben
eine Erkliarung dafiir, daB Acetat nur durch intakte Zellen an-
gegriffen wird, nicht aber durch Zellpriparate, oder gar durch
isolierte Enzyme. Dieser Abbau spielt sich in einem derartig
komplizierten System ab, dessen Komponenten in geeigneter
Weise miteinander reagieren miissen, daB bisher nur in einer
Zelle mit intakter Struktur die Voraussetzungen dafiir gegeben
scheinen.

Auch die Beobachtungen von K. Heicken?) beim Umsatz
von Acetaldehyd durch verarmte Hefe erfahren nunmehr eine
plausible Deutung. Heicken machte die Feststellung, daB
Hefe auch unter aeroben Bedingungen Acetaldehyd zunéchst
dismutativ in Alkohol und Essigsiure tiberfithrt. Wihrend der
Alkohol unverdndert liegen bleibt, wird die Essigsdure voll-
stidndig oxydiert. Wird der Hefe aber an Stelle von Acetaldehyd
eine Mischung von Alkohol und Essigsiure angeboten, dann
wird ausschlieBlich der Alkohol umgesetzt, wihrend die Essig-
sdure keinerlei Verdnderungen erfihrt.

Entsteht die Essigsiure aus dem Acetaldehyd, dann sind
alle Bedingungen dafiir gegeben, daB sie iiber Citronensiure
auch weiter abgebaut wird. Die der Synthese von Citronen-
saure zugrundeliegenden gekoppelten Reaktionen vereinfachen
sich ja in dem besonderen Fall, daB Acetaldehyd das Substrat
darstellt, in folgender Weise:

1) A. 534, 68 (1938).
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—> | Oxalessigstiure
+ }—> Citronensiiure

Essigstiure
K —3H ) cetaldehyd

Gleichzeitig tritt der in verhiltnisméBig hoher Konzen-
tration zugesetzte Acetaldehyd mit dem Sauerstoff um den
Wasserstoff der Dehydrierungsreaktionen in Konkurrenz, so
daB sein Hydrierungsprodukt, der Athylalkohol, auftreten mu8.
Ist aber der Athylalkohol einmal entstanden, dann kann er,
solange noch Acetaldehyd vorhanden ist, nicht mehr dehydriert
werden?). Wird der Hefe dagegen eine Mischung von Alkohol
und Essigsdure zugesetzt, dann liegen die Verhéltnisse fiir den
Abbau des Alkohols, und der daraus unter Wasserstoff-
verschiebung intermedidr gebildeten Essigsdure ungleich
giinstiger, als fir die zugesetzte Essigsdure, so daB letztere
quantitativ liegen bleibt. Wird dabei mehr Essigsdure aus dem
Alkohol gebildet, als iiber Citronensidure auch wieder abgebaut
werden kann, dann nimmt die Essigsiure sogar zu, wie dies
von Heicken in mehreren Versuchen beobachtet wurde.

Ob schlieBlich auch in anderen Zellen der Abbau der
Essigsdure in dieser Form vor sich geht, muB die weitere
Forschung ergeben. Es ist aber vorderhand nicht auszu-
schlieBen, daB auch in den Zellen der tierischen Gewebe beim
Kohlehydratabbau intermedidr Essigsdure entsteht, die dann
iber Citronensdure vollstindig verbrannt wird. Die Tatsache,
daB beim Abbau der Brenztraubensdure in Niere*®), Leber3),
Hoden®), Hirn**) und Jensen-Sarkom®) Essigsidure nach-
gewiesen werden konnte, und die Feststellung von H. A.
Krebs®), daB die Brenztraubensiure in den tierischen Ge-
weben iiber Citronensidure abgebaut wird, konnten dafiir als

1) Vgl. Anm. 2, S. 290.

2) H.Wieland, O. Probst, H. Walch, W. Schwarze u. K. Rauch,
A. 542, 157 (1939).

3) H. A. Krebs u. W. A. Johnson, Bio. J. 81, 645 (1937).

4) H. Weil-Malherbe, Bio. J. 31, 309, 2202 (1937); C. Long,
Bio. J. 82, 1711 (1938).

5) Unveroffentlichte eigene Versuche.

6) Enzymol. 4, 148 (1937); Bio. J. 34, 442, 1234 (1940).

Annalen der Chemle. 552. Band. 20
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Hinweise dienen. Der negative Ausfall der Versuche auf
enzymatischem Wege aus Essigsdure und Oxalessigsdure Ci-
tronensdure aufzubauen, kann nicht mehr als Argument gegen
diese Annahme angefiihrt werden. Andrerseits kann aber auch
die Tatsache, da8 unter anaeroben Bedingungen aus Brenz-
traubensdure und Oxalessigsdure durch das komplexe System
einer Zelle Citronensdure gebildet wird!), nicht als endgiiltiger
Beweis dafiir angesehen werden, daB die Citronensiure iiber
Oxalcitramalsdure?) entstanden ist. Es ist durchaus moglich,
daB auch hier durch Dismutation®) oder Dehydrierung?) der
Brenztraubensdure Essigsdure gebildet wird, die dann mit
Oxalessigsdure die Kondensation zu Citronensédure eingeht. Die
Voraussetzung fiir diese Kondensation wiirde in diesem Falle
durch den Ubergang der Brenztraubensiure in Essigsiure
gegeben, einen Vorgang, der in seinem Chemismus groBe
Ahnlichkeit mit der Dehydrierung des Acetaldehyds durch
Hefe zeigt?).

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft mochte ich fiir die Gewahrung
eines Stipendiums meinen besten Dank aussprechen. Der Bayerischen
Akademie der Wissenschaften bin ich fiir finanzielle Unterstiitzung der
vorliegenden Arbeit verpflichtet.

1) H. A. Krebs u. Mitarb., Enzymol. 4, 148 (1937); Bio. J. 84,
1234 (1940); F. L. Breusch, Bio. J. 33, 1762 (1939).

?) F. Knoop u. C. Martius, H. 242, T (1936).

3) Vgl. Anm. 3, S. 305.

4) In diesem Fall wird der Wasserstoff der Brenztraubensiure auf
Oxalessigsaure verschoben.

5) Vgl. Anm. 1 und 2, S. 291.
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