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Neuere Richtungen der Glykosidsynthese.
Von GEzA ZEMPLEN, Budapest.

I. Alkylglykosidsynthesen aus freiem Zucker
und Alkohol mit chemischen Mitteln.

Sie erfolgen unter katalytischer Wasserabspaltung in Gegenwart
von geringen Mengen wasserfreien Chlorwasserstoffs (meist 0,25%, oder
darunter) in der L8sung des Zuckers, in dem betreffenden wasserfreien
Alkohol (1). Die Synthese fiihrt vorwiegend zu a-Glykosiden, nebenbei
entstehen auch f-Glykoside, z. B. mit Methanol:

H—C—O0—CH, CH,—0—C—H
H—(IZ—-OH H—(‘Z—OH
Ho—<|:—H 0 HO—-(l)—H o
H—(]‘,—OH H—é—on
H- s
<I:H,—0H (IZH,—OH
a-Methyl-glykosid. B-Methyl-glykosid.

Beim Eindampfen der Losung nach dem Erwirmen im Rohr, oder
bei groBeren Mengen im Autoklaven, kristallisiert das x-Methyl-glykosid
aus, wihrend aus den Mutterlaugen die f-Form zu gewinnen ist.

Das Arbeiten im Bombenrohr erwies sich als iiberfliissig, denn im
Fall des «-Methyl-glykosids kann durch einfaches Kochen am RiickfluB-
kiihler ein tadelloses Priparat mit hoher Ausbeute gewonnen werden (2).
Die Methode ist fiir die Gewinnung der Oligosaccharid-glykoside wegen
ihrer Hydrolyse nicht anwendbar.

II. Biochemische Synthesen.

Sie erfolgen ebenfalls aus den freien Zuckern, in Gegenwart des be-
treffenden Aglykons, mit Hilfe von Emulsin bzw. Hefeglykosidase (3).
Fortschritte d. Chem. org. Naturst. I.
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III. Synthesen aus Acetohalogenverbindungen.

Weitaus die meisten Glykosidsynthesen gehen von den «-Acetohalogen-
derivaten (besonders Bromverbindungen) der einfachen Zucker und Oligo-
sacchariden aus. Sie werden in vielen Fillen in Gegenwart von Silber-
carbonat oder Silberoxyd in die f-acetylierten Glykoside verwandelt,
weil bei der Umsetzung eine WALDENsche Umkehrung eintritt. Durch
Abspaltung der Acetylgruppen, am besten durch katalytische Verseifung
mit geringen Mengen Natriummethylat (4}, gewinnt man dann die freien
Glykoside. Die Methode ist auf Aglykone von verschiedenstem Typ
anwendbar.

Wie wir uns {iberzeugt haben (5), kann man in manchen Fillen statt
Silberoxyd Quecksilberoxyd oder Zinkoxyd verwenden.

In anderen Fillen kann man in den Besitz des gewiinschten Glykosids
gelangen, indem man den Acetohalogenzucker in Ather l6st und mit
dem Natriumsalz des Aglykons (in Wasser gelost) schiittelt (z. B. Vanillin-
d-glykosid (6), Picein (§), p-Oxyacetophenonglykosid, Arbutin [Hydro-
chinon-monoglykosid (7)]. Bei in Ather schwer Ioslichen Acefobromver-
bindungen, wie z. B. Acetobrom-biosiden, nimmt man statt Ather als
Losungsmittel Aceton (g).

FiscHER und MECHEL (10) versuchten, das Alkali, das bei der Synthese
in wiBriger oder alkoholischer Lésung stérend wirken kann, durch or-
ganische Basen zu ersetzen und haben mit Chinolin aus Acetobromglykose
und Phenol ein Gemisch von Tetraacetyl-o- und B-phenolglykosid erhalten.

Durch Kombination der Chinolin- mit der Silberoxydmethode konnte
man acetylierte f-Glykoside und -Bioside des Alizarins und veirwandter
Oxyanthrachinone darstellen (11), z. B. Tetraacetyl-8-2-alizaringlykosid.

(")H

co.

C{ \l/\_o—c,,H,o,(co.CH,).
CO/\

Tetraacetyl- 8-2-alizaringlykosid.

IV. Umwandlung von g-Glykosiden in ihre «-Form.

Wiahrend die Umwandlung der vollig acetylierten f-Zuckerderivate
in die x-Form in Gegenwart von geringen Mengen Zinkchlorid in Essig-
sdureanhydridlosung ziemlich allgemein stattfindet (12), so war die
Uberfiihrung eines g-Glykosidderivats im Laufeiner chemischen Operation
in die x-Form lingere Zeit voéllig unbekannt.

Zuerst teilten HELFERICH nnd SCHNEIDEMULLER (r3) mit, daB beim
Schmelzen des Triacetyl-[triphenylmethyl]-f-methyl-d-glykosids mit
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1 Mol. Phosphorpentabromid ein unerwartetes Ergebnis eintrat. Statt
des f[-Methyl-d-glykosid-6-bromhydrins lieB sich neben Zersetzungs-
produkten nur das x-Methy]-d-glykosid-6-bromhydrin fassen (Ausbeute
nur 12%):

CH;—O—CH H—C—0—CH,
] ]
H—C—0—CO-CH, { H—C—OH
l I
CH,-CO—0—C—H (o} HO—C—H O
| PBrg |
H—C—0—CO-CH, 7 H-—C—OH
I |
H—C ———i H—C————
i I
CH;—O—CH(CgH;),4 CH,—Br
Triacetyl-{triphenylmethyl]}-f-methyl-d-glvkosid. «-Methyl-d-glucosid-6-bromhydrin.

Bald nachher empfiehl Pacsu (r4) die Anwendung von Stannichlorid
in Chloroformlosung fiir die Umwandlung der acetylierten 8-Glykoside
in die a-Formen und zeigte die Anwendbarkeit der Methode am Beispiel
des Tetraacetyl-f-methyl-glykosids, das in miBiger Ausbeute in Tetra-
acetyl-a-methyl-glykosid iberfilhrbar war. Die Dunkelfirbung der
Losungen, verkniipft mit damit begleiteten Zersetzungen, veranlaBte
mich zur Suche nach einem geeigneteren Umlagerungskatalysator, und
ich schlug Herrn Pacsu die Anwendung des ebenfalls chloroformloslichen
Titantetrachlorids zu demselben Zweck vor.

Schon bei dem ersten Versuch stellte es sich heraus, daB Titantetra-
chlorid ein hervorragend kriftiges Mittel darstellt, mit dessen Hilfe man
imstande ist, die Umwandlung des acetylierten f-Methyl-glykosids in
die entsprechende «-Form in einigen Stunden quantitativ zu bewerk-
stelligen (r5). Das resultierende Tetraacetyl-a-methyl-glykosid ist
schneeweil, die Umwandlung verliuft ohne Zersetzung und ist nach
4- bis s5stiindigem Erwirmen unter Riick{luB auf dem Wasserbad
beendet.

Als Besspiel sei folgender Versuch aufgefiihrt:

78 Tetraacetyl-f-methyl-glykosid (Schmelzp. 104—105° [&]]) = —18,5° in
Chloroform) werden in 83 g absolutem, alkoholfreiem Chloroform gelést und mit
5,7 g Titantetrachlorid in 56 g Chloroform versetzt. Der sofort ausgefallene, gelbe
Niederschlag 16st sich auch beim Erwirmen nicht auf. Unbeschadet dieser Un-
loslichkeit wird das Reaktionsgemisch 5 Stunden auf dem Wasserbade unter
FeuchtigkeitsausschluB erwirmt, dann mit Eiswasser zerlegt, wobei eine farblose
Chloroformlésung entsteht. Sie wird mehrmals mit Eiswasser gewaschen, mit
Chlorcalcium getrocknet, unter vermindertem Druck zur Trockne verdampft, der
Riickstand in Alkohol geldst, mit etwas Wasser versetzt und stark gekiihlt. Beim
Reiben beginnt die Kristallisation des reinen Tetraacetyl-a-methyl-glykosids. Aus-
beute 6 g, Schmelzp. 100°, {a]ﬁ’: + 131,0° in Chloroform.

1*
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In Fortsetzung dieser Untersuchungen wurde die Umlagerungs-
fahigkeit des Titantetrachlorids auf weitere Objekte gepriift. Es stellte
sich heraus, daB Tefraacetyl-f-n-hexyl-glykosid in die x-Form tiberfiihrbar
ist (26), desgleichen Tetraacetyl-f-cyklohexyl-glykosid in die x-Form (17).
Dagegen tritt bei Pemfaacetyl-salicin keine Umlagerung in «;-Form,
sondern eine Bildung von Telraacetyl-salicinchlorid (18) ein, nach folgenden

Symbolen:
CH,
cH \CH—0—C—H
'\CH / I
—CH, H—C—0—CO-CH,
I
CH,-CO—0—C—H 0 TiC|,
| —
H—C—0—CO-CH,
I
H—C————
|
CH,—0—CO-CH,
Tetraacetyl-f-cyclohexyl-glykosid.

H—C—0—CO-CH,
l
H-C—
I
CH,—0—CO-CH,
Tetraacetyl-a-cyclohexyl-glykosid.

CH,—0—CO-CH, CH,—Cl
_ ’
- N
EVAN
0—C—H 0—C—H

I 1
H—C—0—CO-CH, H—C—0—CO-CH,
! |

CH, CO—0—C—H O TiCl, OH,"CO—0—C—H )
H—(l}—O—CO-CH, H—(“,—O—CO-CH,
H-c H_%_—_
(I‘,H,—-.O——CO-CH, CH,—0—CO-CH,
Peataacetyl-g-salicin. Tetraacetyl--salicinchlorid,
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Diese Reaktion 148t sich auf die acetylierten Alkylbioside ebenfalls
iibertragen, wie dies die Umlagerung von Heptaacetyl-f-methyl-cellobiosid

in die a-Form zeigt (19).

Die Reaktion ist aber, wie wir es spiter beobachteten, nicht unbe-
grenzt bei Glykosiden der hoheren Oligosaccharide anwendbar. Als wir
die Umlagerung der von uns synthetisch nach der Quecksilberacetat-
methode dargestellten Dekaacetyl-1-f-methyl-a-cellobiosido-6-glykose mit
Titantetrachlorid versuchten, erhielten wird statt des erwarteten Deka-
acetyl-1-a-methyl-o-cellobiossdo-6-glykose unter Abspaltung der Methyl-

glykosidacetatgruppe «-Acefochlor-cellobiose (20):

CH,—O0—C—H

H—C—0—CO-CH,

l

CH,-CO—O0—C—H

H—C—0—CO-CH,

g |
CH,—0—0C-CH, |

(o)

I H-C —
] o
H—C————o0—cH, l_—?—H
H—C—0—0C-CH, | BH—c—0-o0c-cH,
0 CH,-CO: 0——(|)—H o CH,-CO—O—(l)—H
H—(': — H——(I}—O—OC-OH,
H———(IZ H—(|:

|
CH,—0—O0C-CH,

Dekaacetyl-1-g-methyl-a-cellobiosido-6-glykose.

|
| TiCl,
‘

]

H—C—Cl
H——("/—O—OOCH,
o CH,-CO—O—(I}-H ?
et~
et
cln,—o—oc.cn,

C—H

H—é—o—oc-cn,
CH, CO—-O-—'(IZ—H

H—c-—o—ocl -CH,

.

|
CH,—0—O0C-CH,

a-Acetochlor-cellobiose.
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Dieses Verhalten ist deshalb auffallig, weil die Hendekaacetyl-ver-
bindung der Cellobiosido-6-glykose mit Titantetrachlorid, ohne auf-
gespalten zu werden, leicht die Acetochlorverbindung dieses Trisaccharids
liefert (21), die dann auch gegen lingere Einwirkung von Titan-
tetrachlorid ganz bestindig ist.

V. Quecksilbersalz-methode.

Bei Versuchen, iiber Reduktionen mit Aluminium-amalgam in wasser-
freien Medien stellte es sich heraus, dal beim Erwirmen von Aceto-
brom-cellobiose in Benzollésung mit Aluminiumgrie8 und trocknem Queck-
silber(II)-acetat in kurzer Zeit das Brom abgespalten wird und aus dem
Reaktionsgemisch in guter Ausbeute Heptaacetyl-cellobiose zu isolieren ist.
Wenn man denselben Versuch in absolutem Alkohol ausfiihrt, so gewinnt
man Heptaacetyl-&-dthyl-cellobiosid. Lost man aber in dem Benzol Phenol
auf und erwirmt das Reaktionsgemisch von Acetobrom-cellobiose,
AluminiumgrieB und Quecksilberacetat kurze Zeit auf dem Wasserbad,
so entsteht Heptaacetyl-a-phenyl-cellobiosid. Die Substanz ist auf diesem
Weg in voller Reinheit zu erhalten. Dafl die Cellobiose dabei keiner Um-
wandlung oder Umlagerung anheimgefallen ist, 148t sich leicht dadurch
beweisen, dafl die Verbindung, mit Bromwasserstoff in Eisessig be-
handelt, mit Leichtigkeit unter Bildung von Acetobrom-cellobiose ge-
spalten wird. Ganz ahnlich 1i8t sich Heplaacetyl-o-cykiohexyl-cellobiosid
darstellen (22).

Die Nacharbeitung des Verfahrens fithrte zu dem Resultat, daBl die
Reaktion, die bei Einhaltung der friiher angegebenen Bedingungen immer
gelingt, beim Wechseln der Menge des Quecksilberacetats oft nicht zur
Cellobiosidbildung fithrt. Es muften deshalb die Bedingungen der Cello-
biostd-Synthese niher kennengelernt werden. Zu diesem Zwecke fithrten
wir eine groBere Anzahl von Versuchen mit je 10 g Aceto-bromcellobiose +
+ 4 g Phenol aus, bei denen wir folgendes feststellen konnten: Um-die
Cellobiosidbildung hervorzurufen, ist die Gegenwart des Aluminiums
iiberfliissig, denn sie erfolgt in Anwesenheit von Quecksilberacetat
allein (23). Die Menge des Quecksilberacetats ist aber von entscheiden-
dem Einflu auf die Cellobiosidbildung, und zwar tritt diese nur
dann ein, wenn die Quecksilberacetatmenge unter derjenigen bleibt,
die dem aus der Aceto-bromcellobiose und Phenol abspaltbaren Brom-
wasserstoff dquivalent ist. Diese Menge ist bei 10g Aceto-bromecello-
biose 2,27 g. Oberhalb dieser Grenze tntt die Bildung der Heptaacetyl-
cellobiose in den Vordergrund, unterhalb dieser Grenze wichst mit
der Menge des Quecksilberacetats die Ausbeute an Heptaacetyl-phenyl-
cellobiosid. Diese Zusammenhinge sind sehr gut aus der Tabelle 1
zu ersehen.
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Tabelle 1.
Acetobrom- Phenol Quecksilber- | Dauer des A:so:eﬂu::nan olz Rﬁ‘:&z‘f
Nr. cellobiose acetat Erwirmens Schmelz-
® Produkten punkt (Glykose =
® (&) (Man.) (® = 100)
35 10 4 1,00 60 1,6 214° o
36 10 4 1,50 60 2,1 207° o
32a 10 4 2,00 60 3,8 213° [
40 10 4 2,20 60 4,9 208° o
41 Io 4 2,25 30 5.2 175° 9,3
42 10 4 2,30 30 5.4 167° 12,9
43 10 4 2,40 30 6,1 192° 27,7
33 10 4 2,50 60 6,6 185° 28,3

Die Bildung des Cellobiosids erfolgt demnach am besten, wenn die
Menge des Quecksilberacetats nicht ausreicht, um den gebildeten Brom-
wasserstoff vollig in Quecksilberbromid zu tiberfithren, sondern ein wenig
freier Bromwasserstoff vorhanden ist. Eine gr6Bere Menge Bromwasser-
stoff erniedrigt durch seine zersetzende Wirkung die Ausbeute an Cello-
biosid. Sobald soviel Quecksilberacetat zugegen ist, daB kein freier Brom-
wasserstoff anwesend sein kann, wird die Bildung des Phenyl-cellobiosids
verhindert.

Nach Aufklirung der Bildungsbedingungen des Heptaacetyl-a-
phenylcellobiosids wollten wir dieselbe Reaktion auf weitere Fille aus-
dehnen, wobei wir fanden, daB auch die Heptaacetyl-n-alkyicellobioside
aus dem Reaktionsgemisch in tadelloser Reinheit isolierbar sind, dagegen
waren die Versuche oft nicht reproduzierbar. Diese Beobachtung zwang
uns, die Bildingsbedingungen des Heptaacetyl-ithylcellobiosids niher zu
studieren. da gerade beim Heptaacetyl-dthylcellobiosid die Gewinnung
der reinen a-Form nicht immer gelang (24). Wir fanden auch, daB die
Qualitit des isolierbaren Biosids mit der Menge des angewendeten Al-
kohols stark wcchselt. Deshatb stellten wir systematische Versuche an,
indem wir d'c Menge der Acetobrom-cellobiose und des Quecksilber-
acetats konstant hielten und nur die Menge des angewandten absoluten
Athylalkohols wechselten. Auch die Aufarbeitung des Reaktionsprodukts
war bei simtlichen Versuchen die gleiche:

Nach }/;stiindigem Kochen auf dem Wasserbade in Gegenwart von Benzol
{60 ccm) wuschen wir das abgekiihlte Reaktionsgemisch 4mal mit Wasser, trockneten
die Benzollésung mit Chlorcalcium, verdampften das Filtrat unter vermindertem
Druck, danr noch 2mal mit absolutem Alkohol, um das Benzol zu entfernen, und
l6sten den Riickstand in 50ccm heiBem Alkohol. Nach 6stiindigem Stehen bei
Zimmertemperatur wurde das Kristallisat abgesaugt, mit Alkohol gewaschen
und nochmals aus 50 ccm heiBem Alkohol umbkristallisiert, dann wurden die Kristalle
abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und getrocknet.
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Die so gewonnenen Heptaacetyl-dthylcellobiosidpriparate wurden
auf Reduktionsvermdgen, Drehung in Chloroformlésung und Schmelz-
punkt gepriift. Die Resultate sind in Tabelle 2 zusammengestellt.

Tabelle 2.

L . .3 : £73

: | £ Eo | BT ek | 8| &

2g | B 2= <§s £ L 9 =

22 | im 2. ] §m| 2 g S

2 g 23 2. (23| E3 s RS
o %38, <5 | BEs |spc| R 2 &7
Z | .3 : gz acy (g£28| 23 o e g

e 8| % | 24 (333 8| = £=

o3 & © 2 cee 1B3av| €. 8

% % g3 E2g |8% 35 )

g ol 225 (<E | 8 o

= = | =3 3 8
1| 1o 2,0 0,66 o 3.1 | 6,08 | + 53,99 | 182,5—183,5°
2| 10 2,0 0,69 5 2,4 | 537 | + 54,30 | 180,5—181,5°
3| 10 | 20 0,73 10 3.0 | 3.37 | + 54,01 | 177,5-—178,5°
4| 10 § 20 0,76 15 2,3 | 2,93 | + 5536 | 176,5—~177,5°
50 10 | 20 0,82 25 | 28 | 259 | + 5594 | 176,5—177,5°
6| 10 | 20 0,99 50 2,3 | 1,16 | + 56,34 | 175,5—176,5°
71 10 2,0 1,32 100 2,2 | 0,28 | + 57,23 | 174,5—175,5°
8, 10 2,0 1,98 200 1,9 | 0,21 | 4+ 56,20 | 174,0—174,5°
9| 10 2,0 2,64 300 09 | 1,10 | + 50,86 | 174,0—~174,5°
10| 10 2,0 3,30 400 28 | 3,74 | —18,26 | 181,5—182,5°
11| 10 2,0 3,96 500 3,2 | 589 | —18,35 ! 182,5—183,5°
12| 10 2,0 7,26 1000 5.4 ' 862 | —20,72 | 185,5—186,5°
I3 10 2,0 13,86 2000 6,0 ; 5,83 | —22,36 ‘ 185,5—186,5°
14| 10 2,0 33,66 5000 6,7 | 481 | —23,46 | 185,5—186,5°

Die Tabelle 2 zeigt deutlich, daB bei der Reaktion mit Quecksilber-
acetat die Isolierbarkeit der &- oder der f-Form einfach durch die richtige
Wahl der Alkoholmenge regulierbar ist. Im Fall des Athyl-cellobiosids
kann man z. B. die a-Form sicher fassen, wenn man mit einem Uberschufl
in der Nihe von 1009, an Athylalkohol arbeitet; selbst bei 2009, Uber-
schuB ist das Produkt noch ziemlich rein, doch ist die Ausbeute dann
nicht mehr befriedigend. Das Praparat, das man z. B. bei 100%, Uberschu83
gewinnt, ist, was Ausbeute und optische Réinheit betrifft, ebenbiirtig
mit dem durch Umlagerung des Heptaacetyl-f-biosids mit Titantetra-
chlorid (25) gewonnenen, die Arbeitsmethode ist jedoch in der jetzt
angegebenen Ausfilhrung bedeutend einfacher.

Uberraschend ist aber, daB das Reduktionsvermégen der gewonnenen
Priparate nach Erreichung eines Uberschusses an Athylalkohol von etwa
300%, wiederum ansteigt, und daB zwischen 300 und 4009, ein schroffer
Ubergang in der Richtung zur 8-Form stattfindet. Bei 10 g Acetobrom-cello-
biose geniigt eine Differenz von 0,74 g Athylalkohol, um bei den isolierten
Priparaten das Drehungsvermégen von + 50,86° auf — 18,26° zu
bringen. Es versteht sich so, daB, wenn man zufillig innerhalb dieser
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verdnderlichen Zone arbeitet und auf die Alkoholmenge keine besondere
Riicksicht nimmt, keine reproduzierbaren Resultate erhalten werden kén-
nen. Vermutlich entstehen bei der Einwirkung von Quecksilberacetat stets
beide Formen, aber in wechselnden Mengen. Unterhalb eines Uberschusses
von 3009, tiberwiegt die x-Form, oberhalb 400%, die #-Form. Aus Tabelle 1
ist auch zu ersehen, daB bei unserem Arbeitsgang eigentlich die §-Ver-
bindung in optischer Reinheit schwerer darzustellen ist als die «-Ver-
bindung.

Mit Isopropylalkohol stehen uns ebenfalls geniigende Daten zur
Verfiigung, um den Verlauf der Biosidbildung der - und f-Form verfolgen
zu konnen. Aus den Versuchisergebnissen ist zu ersehen, daB man die
«-Form des Heptaacetyl-isopropyl-cellobiosids leichter als die Athyl-
verbindung gewinnen kann, denn bei einem UberschuB von 20—200%,
ist das Priparat in guter Ausbeute und in vorziiglicher optischer Reinheit
zu gewinnen. Wieder sehr auffallend und noch deutlicher als bei den Ver-
suchen mit Athylalkohol zeigt sich mit der weiteren Erhéhung der Iso-
propylalkoholmenge ein Maximum des Reduktionsvermégens der iso-
lierten Produkte.

Um ein gréBeres Vergleichsmaterial zu gewinnen und die allgemeine
Anwendbarkeit der Methode zu priifen, stellten wir die x-Heptaacetyl-
cellobioside noch folgender Alkohole dar: n-Propyl, n-Butyl, Isobutyl,
sek. Butyl, sek. Amyl, n-Hexyl und f-Phenyl-dthyl. Bei diesen Versuchen
zeigte sich ebenfalls, daB in der Nihe eines Uberschusses von 100%, Alko-
hol in vielen Fillen auch die hochste optische Drehung der isolierten
a-Formen zu beobachten ist.

Bei der Darstellung der Heptaacetyl-f-alkyl-cellobioside mit Queck-
silberacetat ist demnach ein grofer Uberschupf an dem betreffenden Alkohol
zu verwenden. Bei den niedrigeren Gliedern ist es vorteilhaft, als Reak-
tionsmedium den betreffenden Alkohol selbst zu verwenden, da hierbei
sehr leicht vollkommen reduktionsfreie Produkte zu erhalten sind.
Optische Reinheit wird aber erst nach wiederholtem Umkristallisieren
erreicht. Als Beispiel ist die Darstelluing des Heptaacetyl-f-methyl-
cellobiosids und Heptaacetyl-f-isopropyl-cellobiosids beschrieben. In
Gegernwart von Benzol sind die meisten Heptaacetyl-cellobioside ebenfalls
mit Quecksilberacetat gewinnbar, falls man einen geniigenden Uberschufl
an den entsprechenden Alkoholen anwendet. Als Beispiel wurde die Dar-
stellung des Heptaacetyl-f-n-butyl-, -f-hexyl- und -f-phenylithyl-cello-
biosids beschrieben (26).

Man gewinnt auBlerdem die Heptaacetyl-B-cellobioside oft leicht durch
Umsetzung der Acetobrom-cellobiose in den betreffenden Alkoholen
selbst oder in Benzollésung mit Hilfe von Quecksilbercyanid. Als Beispiele
sind die Darstellungen des Heptaacetyl-f-methyl-, -f-isopropyl-, -f-n-
butyl-, -B-isobutyl- und -f-sek -butyl-cellobiosids beschrieben (27).
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Auf Grund obiger Resultate wurden noch die in der Tabelle 3 auf-
gezdhlten, neuen wa-Cellobiosid-heptaacetate dargestellt (28).

Tabelle 3.
o Schmelz- [lp
Mol.-Gewicht punkt in Chloroform
Heptaacetyl-a-cetyl-cellobiosid . .......... 861,14 | 128° + 44.25° (27)
. -a-ricinusél-cellobiosid . ....... 2788,91 99,5° | + 26,24° (27)
" -x-mandelsiure-athylester-cello-
biosid ......cco0iiueiiiann 798,97 | 192° + 86,93° (27)
” -x-glykolsiure-athylester-cello-
biosid .....ovviiiiiininnn 722,93 | 156° + 47,12° (27)
" -x-guajacol-cellobiosid ........ 742,33 138° + 72,80° (28)
" -B-naphthol-a-cellobiosid ..... 762,33 | 251° + 106,6° (28)
v -a-naphthol-a-cellobiosid ..... 762,33 | 203° +  43,07° (28)
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Heptaacetyl-a-nicinuso!-cellobiosid,
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Es konnte noch gezeigt werden, daB die Quecksilberacetatmethode
bei Trisacchariden ebenfalls anwendbar ist, wie dies am Beispiel der
Darstellung des Dekaacetyl-o-1-dthyl-B-cellobiosido-6-glykose bewiesen
wurde (29).

Aus Acetobromglykose und Benzylalkohol konnten KLAGES und
NIEMAN (31) mit Hilfe von Quecksilberacetat p-Tefraacetyl-benzyl-
glykosid in einer Ausbeute von 60—80Y%, isolieren.

Um den Reaktionsmechanismus aufzukliren, haben wir ausgedehnte
Versuchsreihen nach mehreren Richtungen vorgenommen (30).

Zunichst wurde bei der Bildung von Heptaacetyl-a-dthyl-cello-
biosid gepriift, ob die Variierung der Anionen beim Quecksilber-
salz den Reaktionsverlauf indert. Es stellte. sich heraus, daB auch
andere organische Quecksilbersalze, z. B. Quecksilbersuccinat, Queck-
silberstearat usw., imstande sind, a-Athylcellobiosid-acetat zu bilden,
jedoch sind die Ausbeuten bei Benutzung von Quecksilberacetat
die besten.

Dann wurde der EinfluB von 15 verschiedenen Kationen in Bezug auf
«-Cellobiosidbildung untersucht. AuBer Uranyl und Antimon, die als
Oxalate verwendet wurden, waren die iibrigen durchwegs essigsaure
Salze. Aus diesen Versuchen hofften wir, irgendeinen Zusammenhang des
Kations zwischen seiner «-Cellobiosid-bildungsfihigkeit und Stellung im
periodischen System finden zu kénnen. Die ersten Versuche wurden mit
Zinksalzen ausgefiithrt, weil Zink in dieselbe Gruppe wie Quecksilber
gehort. Zinksalze sind ebenfalls befihigt zur Synthese von «- sowie g-
Cellobiosiden. Cadmiumacetat ergab nur geringe Mengen eines Gemisches
aus «- und 8-Cellobiosid, es zeigte sich aber, so wie nahezu alle tibrigen dafiir
gepriiften Kationacetate, als befihigt zur 8-Cellobiosidbildung. Magnesium-,
Calcium- und Bariumacetat geben keine x-Verbindungen. Silber-, Uranyl-,
Antimon-, Mangan-, Chrom-; Nickel-, Natrium- und Lithiumacetat geben
ebenfalls keine x-Cellobioside. Demnach scheint die «-Cellobiosidbildung
nur auf Quecksilber- sowie auf Zinksalze beschrinkt zu sein. Diese Beob-
achtung gewinnt eine Stiitze durch die «-Glykosid-herstellungsmethode
von HELFERICH (32), der aus den acetylierten Zuckern mit Hilfe von
Zinkchlorid zu «-Glykosiden gelangte.

Als Ausgangspunkt weiterer Versuche dienten Uberlegungen, die aus
den Erfahrungen der Quecksilberacetatmethode ableitbar sind. In dem
Reaktionsgemisch bilden sich aus der Acetobromverbindung Mercuri-
bromid und Essigsiure. AuBerdem bleibt noch freier Bromwasserstoff
in der Benzollosung, denn man verwendet zweckmiBig um 3%, weniger
Quecksilberacetat als zur Bindung simtlichen Bromwasserstoffs nétig
wiére.

Demnach versuchten wir, «-Okfaacetyl-cellobiose in Gegenwart von
Mercuribromid und Athylalkohal in Benzollssung in Gegenwart von
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Essigsdure, spiter Bromwasserstoff enthaltender Essigsdure, in Reaktion
zu bringen. Die Cellobiosidbildung blieb jedoch aus.

Ganz andere Resultate wurden erhalten, als wir die Oktaacetyl-cello-
biose in Gegenwart von Mercuribromid nur mit Bromwasserstoff und
Athylalkohol in Benzollssung in Reaktion brachten. Dabei konnten wir
das a-Heptaacetyl-dthyl-cellobiosid gewinnen. Um die Menge des Brom-
wasserstoffs genau dosieren zu konnen, bereiteten wir eine titrierte Losung
von trocknem Bromwasserstoff in Benzol. Die Versuche wurden ausge-
filhrt, indem wir die Oktaacetyl-cellobiose mit Benzol iibergossen, dann
die nétige absolute Alkoholmenge und zuletzt den Bromwasserstoff in
Benzollésung zusetzten. Nach erfolgter Reaktion durch Kochen im Wasser-
bad wurde das Reaktionsgemisch mit Wasser mehrmals gewaschen, die
Benzollésung mit Chlorcalcium getrocknet, mit Kohle geklirt, unter
vermindertem Druck abgedampft, der Riickstand mehrmals mit Alkchol
verdampft, dann in Gegenwart von wasserfreiem Natriumacetat acety-
liert und in Wasser gegossen. Das ausgeschiedene Produkt wurde isoliert,
gewaschen, getrocknet und aus Alkohol umkristallisiert. Aus den Ergeb-
nissen zahlreicher Versuche konnten wir folgende Schliisse ableiten:

1. EinfluB der Mercuribromidmenge. Nimmt man weniger als 1/, Mol.
Mercuribromid auf 1 Mol. Oktaacetyl-cellobiose, so ist die Cellobiosid-
bildung unvolistindig. In Gegenwart von !/, Mol. tritt sie immer und
mit guten Ausbeuten ein.

2. EinfluB der Bromwasserstoffmenge. Die Cellobiosidbildung #ndert
sich stark mit der Bromwasserstoffmenge. Die besten Ausbeuten und die
reinsten Priparate wurden gewonnen, falls wir auf 1 Mol. Oktaacetyl-
cellobiose (100%,) 23—349Y Bromwasserstoff anwandten. Unter- oder
oberhalb dieser Grenze werden stark reduzierende Produkte erhalten.
Die optimale Bedingung ist in Benzol- sowie auch in Chloroformlésung:
34% Bromwasserstoff.

3. EinfluB der Alkoholmenge. Optimale Ergebnisse werden erhalten,
wenn man auf 1 Mol. Oktaacetyl-cellobiose 2 Mol. Alkohol nimmt.

4. Kochdauer. Optimum 1 Stunde.

5. Benutzt man als Ausgangsmaterial S-Oktaacetyl-cellobiose, so ist das
Resultat dasselbe.

Auf Grund obiger Versuche ist folgender Reaktionsmechanismus
denkbar. Die Acetobrom-cellobiose erleidet unter dem Einflu8 von Wasser-
spuren in dem Reaktionsgemisch eine Hydrolyse, wobei Bromwasserstoff
und Heptaacetyl-cellobiose entstehen. Ein Teil des Bromwasserstoffs
wird von dem Quecksilberacetat in Form von Quecksilberbromid ge-
bunden, wobei Essigsiure frei wird. Die entstehende Heptaacetyl-cello-
biose wird dann unter der gemeinsamen Einwirkung von Quecksilber-
bromid und Bromwasserstoff unter Wasserabspaltung in Heptaacetyl-
cellobiosid iiberfiihrt, laut folgendem Schema:
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H—C—Br ——CH
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H—C—0-Ac H—C—O0- Ac Queck-
o { silber-
‘ acetat

Ac-O—C—H Ac-O—C—H O + HBr -

CH,—O0- Ac CH,—O0-Ac

Heptaacetyl-cellobiose.
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CH—OR —CH
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(!‘,H,—O *Ac (.l‘,H,——O +Ac

Heptaacetyl-cellobiosid.

Diese Auffassung gewinnt dadurch eine Stiitze, daB aus Acetobrom-
cellobiose mit Hilfe einer einfachen Umsetzung nur ein B-Cellobiosid
entstehen kann, weil bei der Glykosidbildung eine WALDENsche Um-
kehrung eintritt. Dasselbe gilt fiir die Uberfiihrung von a-Oktaacetyl-
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cellobiose in a-Heptaacetyl-cellobiosid. In beiden Fillen muB daher ein
Zwischenprodukt entstehen, das seine Konfiguration in beiden Richtungen
(x» und B) wechseln kann, und

Tabelle 4. dies gilt nur fiir die Hepta-

Menge des Quecksilber. | (21D der isolierten acetylcellobiose.

bromids Pcféll;:?;;;n Ist aber dieser Gedankengang

richtig, so muB man aus Hepta-

120 Aquivalent-%. . ... + 57,01° acetylcellobiose, mit Hilfe von
100 b e + 57.13° Quecksilberbromid, Bromwasser-
90 b e +56.33° stoff und Aglykon in Benzol-
2: i :;:2;, l6sung ebenfalls a-Heptaacetyl-
40 i + 18,31° cellobiosidbildung erwarten. Die
20 v eeees + 40,75° Versuche bestitigten diese An-

nahme, indem aus Heptaacetyl-
cellobiose, in Gegenwart von go Aquivalentprozenten Quecksilberbromid und
10 Aquivalentprozenten Bromwasserstoff, mit Athylalkohol a-Heptaacetyl-
ithyl-cellobiosid erhiltlich ist.
Tabelle 5. Um die Rolle des Queck-
Menge des Bromwasser- Ausbeute f [a]p in silberbromids bei dieser Re-
stoffs @ | Chloroform ko aufzukliren, wurde eine
5 Aquivalent-%. ... .. 144 |+ s0,25° Versuchsreihe angesetzt, wobei
10 P, 1,03 -+ 57,13° die Menge des Quecksilber'-
20 w e 0,63 | +56,31°  bromids zwischen 120 bis
20 Aquivalentprozenten wech-

selte. Dabei wurden folgende Priparate erhalten (Tabelle 4).
Aus den Resultaten ist ersichtlich, dafl die Reaktion nur in Gegenwart
einer bestimmten Quecksilberbromidmenge eintritt. Oberhalb dieser
besteht dann ein Op-

Tabelle 6. - timum, wobei sich ein
Ausbeute | Schmelz- | [alp m reines, §-freies Praparat
Aglykone ® punkt | Chl i 4 ird di

oroform - gewinnen 1a8t. Wird die

Propvialkohol . *‘+ . Quecksilbermenge dat-
n-Propylalkohol ... 1,07 191 I+ 57,71 o R . «

n-Butylalkohol .... | 1,05 174° |+ 43.40°  Oper erhoht, so wachst

1-Butylalkohol. . ... 1,29 185° | 4 46,68° das Drehungsvermogen

sek. Butylalkohol . . 1,23 194° -+ 5495° nicht mehr, jedoch sinkt

i-Amylalkohol. .. .. 1,45 176: + 40,95: die Ausbeute.

sek. Amylalkohol .. 0,93 176o ) -+ 55,94o Weiterswurde, unter
n-Hexylalkohol ... 1,03 193 '} 52,06 Einhal a t

n-Heptytatkohol . . . 1,23 181° |+ 53,75° finhaltung . €r op ur_xa—

n-Oktylalkohol . . . . 0,64 167° |+ 52,33° len Quecksﬂberbrq_mld-

Phenol ........... 0,90 224° |-+ 77.91° menge von 100 Aqui-

valentprozenten, die
Menge des Bromwasserstoffs variiert. Die Resultate sind in der
Tabelle 5 zusammengestellt.
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Die Tatsache, daB das Quecksilberbromid und der Bromwasserstoff
in genau einzuhaltenden Mengen zur Anwendung gebracht werden
miissen, spricht ebenfalls dafiir, daB sie ein komplexes System bilden, das
zur Katalyse der «-Biosidbildung notwendig ist.

Als Endergebnis simtlicher Beobachtungen sind die Quecksilber-
acetat- sowie die Quecksilberbromid + Bromwasserstoff-Methode eben-
biirtig und beruhen auf einer Wasserabspaltung aus den Komponenten,
unter der Einwirkung des Bromwasserstoffs. In dieser Beziehung #hnelt
das Verfahren der Kklassischen Glykosidsynthese von EMIL FISCHER,
mit Hilfe der katalytischen Wirkung des Chlorwasserstoffs (33).

Ein Unterschied zwischen den beiden Methoden besteht darin, daB die
FiscHERsche Methode bei Anwendung nur von Siure Glykosidbildung
hervorruft, dagegen bei unserem Verfahren das Quecksilberbromid eben-
falls eine entscheidende Rolle neben der Saurewirkung spielt.

Unter Beriicksichtigung der oben angegebenen Versuchsbedingungen
haben wir die in der Tabelle 6 verzeichneten x-Heptaacetyl-cellobioside
dargestellt (unverdffentlicht).

VLI Darstellung der Bioside der a-Reihe ohne Anwendung
der Acetohalogenverbindungen.

Mich interessierte es, das Verhalten des sublimierten Ferrichlorids
gegen die acetylierten Zucker in Chloroformldsung kennenzulernen, und
deshalb stellte ich ausgedehnte Untersuchungen in dieser Richtung an (34).
Es zeigte sich, daB Eisenchlorid nicht in der Lage ist, einen acetylierten
Zucker in das Acetohalogen-derivat iiberzufiithren. Dagegen erhielt ich
immer von der Ausgangssubstanz verschiedene Priparate, die ein auf-
fallend niedriges Reduktionsvermégen besaen, jedoch nach Verseifung
und Hydrolyse mit Mineralsiuren wiederum in hochreduzierende Sub-
stanzen iibergingen. Besonders eingehend wurde das Verhalten der
a-Oktaacetyl-cellobiose und der f-Oktaacetyl-maltose untersucht. Durch
systematische Trennung der Reaktionsprodukte erhielt ich Priparate,
deren Reduktionsvermdgen zwischen z und' 3%, lag (Glykose = 100).
Zunichst dachte ich an irgendeine Kondensation zu hochmolekularen
Verbindungen, doch zeigte das niedrige Molekulargewicht der Substanzen,
daB es sich nur um einfache Verbindungen handeln konnte. SchlieBlich
brachte dann eine Methoxylbestimmung, die als Blindversuch im Ver-
gleich zur vollstindig methylierten Substanz ausgefiihrt wurde, Klarheit.
Es stelite sich heraus, daB bei der Einwirkung des von Haus aus alkohol-
haltigen Chloroforms die Oktaacetyl-cellobiose und -maltose in Gegenwart
von Ferrichlorid Essigsdure abspalien und Heptaacetyl-ithyl-cellobiosid
bzw. Heptaacetyl-dthyl-maltosid bilden, eine Reaktion, die immerhin
ziemlich merkwiirdig ist. Dal} tatsichlich der im Chloroform vorhanden
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gewesene Alkohol die Athylierung herbeifiihrt, lieB sich leicht dadurch
beweisen, daB vollkommen alkoholfreies Chloroform keine Spur der
Bioside entstehen 148t, wihrend es, sobald ihm die nétige Alkoholmenge
zur Verfiigung gestellt wird, wiederum imstande ist, die Bioside zu bilden.

Sehr auffallend war aber, daB die so entstehenden Bioside der x-Reshe
angehéren, Nach dieser Methode ist man demnach imstande, eine Okta-
acetylbiose direkt in ein acetyliertes «-Biosid umzuwandeln, was vor
meinen Arbeiten nicht méglich war. Uberhaupt kannte man meines
Wissens damals noch keine Bioside der a-Reihe. Zwar finden sich in der
Literatur Angaben iiber ein Heptaacetyl-a-methyl- bzw. -x-ithyl-
maltosid (35), doch sind beide Verbindungen vermutlich g-Derivate,
denn sie wurden dargestellt durch Einwirkung von Methylalkohol und
Silbercarbonat auf Acetochlor-maltose, wobei erfahrungsgemiB, wie bei
simtlichen anderen x-Acetohalogen-derivaten, der Austausch des Halogens
gegen Methoxyl mit einer WALDENschen Umkehrung verbunden ist und
zu B-Derivaten fiihrt.

Zur Darstellung der «-Phenol-bioside ist die Behandlung mit Eisen-
chlorid aus leicht zu verstehenden Griinden unbrauchbar, dagegen gelingt
dies nach der Quecksilberacetatmethode.

Nachdem wir spiter durch zahlreiche Versuche iiber die L osidbildung
aus "Acetobrom-cellobiose in Gegenwart von Quecksilberacetat niher
orientiert worden waren und den ausschlaggebenden EinfluB der ver-
wendeten Quecksilberacetat- und Alkoholmenge erkannt hatten, unter-
suchten wir die Biosidbildung in Gegenwart von sublimiertem Eisen-
chlorid nochmals niher. Diese Reaktion bietet in manchen Fillen besondere
Vorteile, da man sich die Uberfithrung der Acetylverbindungen in die
Aceto-halogenverbindungen erspart und dadurch in wenigen Oper.tionen
zum Ziel gelangen kann (36).

Die Versuche wurden meistens mit 10 g Oktaacetyl-cellobiose ausgefiihrt, die
in 75 ccm alkoholfreiem Chloroform gelést wurden. Zu dieser Losung setzten wir
die gewogenen Mengen von absolutem Alkohol sowie sublimiertes Eisenchlorid
zu und kochten die Lésung in einem mit Chlorcalciumrohr verschlossenen Apparat
1 Stunde am RiickfluBkiihler. Dann wurde die Ldsung 4—s5mal mit Wasser ge-
waschen, getrocknet, mit Kohle geklirt, das Filtrat unter vermindertem Druck
verdampft, mit Alkohol wiederum mehrmals abgedampft und der Riickstand schlieB-
lich 2mal aus heiem Alkohol umkristallisiert.

Aus den Ergebnissen von vielen Versuchen geht deutlich hervor,
daB bei Anwendung von weniger als 1 Mol. Ferrichlorid auf 1 Mol. Okta-
acetyl-cellobiose die Biosidbildung in Gegenwart eines 50%igen Uber-
schusses an Athylalkohol schlecht verliuft, weil dabei viel Oktaacetyl-
cellobiose unveridndert bleibt, weshalb die isolierten Produkte ein hohes
Reduktionsvermégen aufweisen.

Nach Erreichung der Ferrichloridmenge von 1 Mol. tritt die «-Biosid-
bildung sprungartig in den Vordergrund. Bei Anwendung von 1 Mol.
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Ferrichlorid erhilt man die besten Ausbeuten (rund 209, d. Th.) an
a-Athyl-heptaacetyl-cellobiosid. Eine Erhéhung dieser Ausbeute war
uns bisher nicht méglich, weil bei der Reaktion eine erhebliche Desacety-
lierung des primir gebildeten Cellobiosids vonstatten geht und viel
Substanz in den Mutterlaugen der beiden Kristallisationen, in der alko-
holischen Losung verbleibt. Die desacetylierende Wirkung des Eisenchlorids
zeigt sich noch deutlicher bei weiterer Erhohung der Ferrichloridmenge,
wodurch die Ausbeute an «-Heptaacetyl-dthyl-cellobiosid sinkt, ohne
daB die Qualitdt der isolierten Substanz sich verschlechtert. In ver-
schiedenen Versuchen wurden die alkoholischen Mutterlaugen im Vacuum
verdampft und re-acetyliert. Dabei wurden groSe Mengen (33—45%, d. Th.)
an Heptaacetyl-dthyl-cellobiosid gewonnen, das aber optisch nicht mehr
rein war ([«Jp in Chloroform = 4 37—46°), ein Zeichen, dalB} auch die
B-Form des Heptaacetyl-dthyl-cellobiosids in den Mutterlaugen vorhanden
ist. Die Cellobiosidbildung ist bei der Reaktion erheblich, an Reinprodukt
ist jedoch nur wenig isolierbar. Beriicksichtigt man aber, daB iiber die
Aceto-bromcellobiose mit Hilfe von Quecksilberacetat im besten Fall
189, d. Th. an «-Heptaacetyl-dthyl-cellobiosid zu gewinnen sind, (falls
man die Ausbeute auf die Oktaacetyl-cellobiose umrechnet und die Ver-
luste bei der Darstellung der Acetobrom-cellobiose mitkalkuliert), so
ersieht man, daB di¢e Methode eigentlich derzeit doch die bequemste,
ergiebigste und kiirzeste ist.

Wir versuchten dann, die Desacetylierung durch Abkiirzen der
Kochzeit bei der Reaktion zu verhindern, aber man erhilt, nach Y/,stiin-
digem Kochen noch sehr stark reduzierende Produkte, die viel unver-
dnderte Oktaacetyl-cellobiose enthalten.

Man kann die Reaktion auch in Benzollosung ausfithren, jedoch ist
die Ausbeute schlecht (10%, d.Th.), weil die Oktaacetyl-cellobiose in
Benzol schwer I6slich ist, deshalb wdhrend des 1stiindigen Erwirmens
teilweise ungelést bleibt und eine starke Verharzung erleidet.

Die Menge des Athylalkohols ist von entscheidendem EinfluB auf die
Cellobiosidbildung; sie erreicht das Optimum bei einem Athylalkohol-
iiberschul von 20—50%,. GroBe Alkoholmengen verursachen keine Ver-
schiebung der Biosidbildung in der Richtung der §-Form, sondern ver-
hindern einfach die Reaktion.

Nimmt man als Lésungsmittel wasserfreies Aceton, so kann keine Cello-
biosidbildung beobachtet werden. Ebenfalls negative Ergebnisse wurden er-
halten, als wir, statt Ferrichlorid zuzusetzen, die Reaktion in Gegenwart von
Quecksilberchlorid, Zinkchlorid oder Chrom(11I)-chlorid ausfiihren wollten.

Wird statt Athylalkohol Isopropylalkohol verwendet, so geht die
Reaktion mit einer Ausbeute von 249, vonstatten und das gewonnene
«-Heptaacetyl-isopropyl-cellobiosid ist rein. Mit Methylalkohol sowie mit
tert. Butylalkohol konnte bisher keine Biosidbildung beobachtet werden.

Fortschritte d. Chem. org. Naturst. L. 2
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VII. Phenol-glykosid- bzw. Phenol-biosid-synthesen
nach Hevrericx, mit' Hilfe von Zinkchlorid bzw.
p-Toluol-sulfonséure (37).

Diese Synthese beruht auf der Beobachtung, daB die Acetate der
reduzierenden Zucker sich mit Phenolen bei maBiger Temperatur ziemlich
rasch, unter der Einwirkung saurer Katalysatoren, zu acetylierten Phenol-
glykosiden und Essigsiure umsetzen.

Die Reaktion ist von sehr allgemeiner Anwendbarkeit. Sterisch ver-
lauft sie am reduzierenden Kohlenstoffatom nicht einheitlich. Es ent-
stehen wohl stets nebeneinander «- und f-Formen, die dann in geeigneter
Weise getrennt werden miissen. Héufig iiberwiegt die eine Form aber so
stark, daB diese Trennung keine Schwierigkeiten macht. Deutlich beein-
fluBt die Natur des Zuckers und des Phenols die sterische Richtung. Bei
o-substituierten Phenolen erscheint die Neigung zur Bildung von 1,2-cis-
Verbindungen (wie z. B. a-Glykosiden) als besonders gering. Wenig
EinfluB, hiufig gar keinen, scheint die Wahl zwischen «- und §-Acetaten
als Ausgangsmaterial zu haben. Besonders wichtig und erfreulich ist es,
daB durch die Bedingungen der Kondensation, vielleicht durch die Menge
des Phenols, iedenfalls durch die Art und Menge des Katalysators, die
Reaktion vorwiegend in der einen oder anderen Richtung sterisch be-
einfluBt werden kann. Das ist ein Hinweis dafiir, daB bei der Reaktion
die Bildung von Komplexverbindungen eine entscheidende Rolle spielt.
So l4Bt sich aus Pentaacetyl-d-glucose (x oder B) bei Verwendung von
Chlorzink vorwiegend das Acetat des Phenol-x-d-glykosids, bei Verwendung
von p-Toluol-sulfonsiure das Phenol-B-d-glykosid-acetat ohne Schwierigkeit
isolieren, wie dies folgende Beispiele beweisen:

Darstellung von Tetraacetyl-x-phenol-glykosid. 508 [S-Pentaacetyl-d-gly-
kose (1 Mol.) werden mit 46 g Phenol (4 Mol.) und 12,5 g Chlorzink in einem Bad
von 125—130° unter dauerndem, kraftigem Riihren 45 Minuten erhitzt. Die dunkle,
nach Essigsiure riechende Schmelze wird nach dem Erkalten mit etwa 300 ccm
Benzol aufgenommen, die Ldsung mit Wasser, dann mehrfach mit Natronlauge
und wieder mit Wasser gewaschen, mit Chlorcalcium getrocknet und nach dem
Klaren mit Kohle zur Trockne verdampft. Der schon meist kristalline Riickstand
wird durch 2maliges Umbkristallisieren aus 40 ccm absolutem Alkohol rein erhalten.
Ausbeute 13,3 g (25% d. Th.); Schmelzp. 114—115°; [«]}) = + 168° in Chloroform.

Darstellung von Tetraacetyl-f-phénol-d-glykosid. 292g FPhenol (4 Mol.)
werden mit 3,9 g p-Toluol-sulfonsiure auf dem Wasserbade zusammengeschmolzen
und nach Zugabe von 300g (1 Mol.) §-Pentaacetyl-d-glykose 1!/, Stunden unter
kraftigem mechanischem Rithren auf dem siedenden Wasserbade erhitzt. Die Auf-
arbeitung geschieht, wie bei Tetraacetyl-x-phenol-d-glykosid beschrieben. Das Roh-
produkt wird aus etwa 11 Alkohol umkristallisiert. Ausbeute 139 g (42% d. Th.);

Schmelzp. 124—125°; [a]f) = — 71° in Chloroform.

Eswurde eine ganze Reihe von Katalysatoren ausprobiert. Alle erfolgrei-
chen sind Sduren, saure Salze oder Salze, die zu Komplexbildung neigen und



Neuere Richtungen der Glykosidsynthese 19

mit hydroxylhaltigen Substanzen saure Komplexe liefern. Am bequemsten
haben sich bisher wasserfreies Chlorzink und p-Toluol-sulfonsiure erwiesen.

Die Kondensation kann in der Schmelze oder im geeigneten Losungs-
mittel ausgefiihrt werden. Die besten Bedingungen, besonders auch der Tem-
peratur und Zeitdauer, sind je nach dem Ausgangsmaterial verschieden. Die
Ausbeuten wechseln bei den verschiedenen Objekten zwischen 20 und 809%,.

Das Verfahren macht eine grofie Zahl von Phenol-glykosiden einfacher,
rascher und billiger zuginglich als nach den bisherigen Methoden. Dies
gilt besonders fiir die «-Derivate, die meist nur miihselig, zum Teil tiber-
haupt nicht herstellbar waren.

Fiir Pentosen seien als Beispiele erwihnt : Die Darstellung von Triacetyl-
phenol-B-d-xylosid (38), Triacetyl-o-kresol-B-d-xylosid (39), Triacetyl-o-kre-
sol-a-l-arabinosid (40).

Fiir Hexosen seien als Beispiele angefithrt: Die Darstellung von Tetra-
acetyl-phenol-o-d-glykosid (37), Tetraacetyl-phenol-f-d-glykosid, Tetraacetvi-
(B-naphtol)-B-d-gliykosid, Tetraacetyl-(ou-naphiol)-p-d-glycosid, Tetraacetyl-
methyl-arbutin, Tetraacetyl-guajacol-B-d-glycosid (37), Tetraacetyl-o-kresol-
o-d-glykosid, woraus durch Bromierung und Bromabspaltung mit Silber-
carbonat in wiBrigem Aceton bzw. Desacetylierung das «-Salicin als
amorphes, hygroskopisches Pulver zu erhalten war (41).

CH,\ Br—CH,
ai—c-o—{ > HC—0— O
| N AN _H_
H—C—0—0C:CH, H—C—0—0C-CH; |
| Br, l | Ag,CO,
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| . | | + wasser-
H—C—~0—0C:CH, H—C—0—O0C-CH,| haltiges
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H-C — H—C
| i
CH,—0—0C-CH,4 CH,—0—0C-CH,
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" CH,—OH
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Durch Verschmelzen von Brenzcatechin mit Pentaacetylglykose in
Gegenwart von p-Toluolsulfonsdure konnte Tefraacetyl-brenzcatechin-f-d-
glykosid dargestellt werden, daraus durch Verseifung das freie Glykosid.
welches infolge seiner freien Phenolgruppe sich mit Diazoverbindungen
kuppeln lieB (¢43). Ferner konnte Tefraacetyl-brenzcatechin-g-d-glykosid
durch Kupplung mit Acetobrom-glykose in Brenzcatechin-octaacetyl-bis-d-
glykopyranosid(8,B) iiberfilhrt werden (44). Hydrochinon gab durch
Verschmelzen mit §-Pentaacetylglykose und p-Toluolsulfonsiure Hydro-
chinon-octaacetyl-bis-d-glykopyranosid (8,8) (44).

Weitere Beispiele sind Tetraacetyl-phenol-x-d-galaktosid, Tetraacetyl-
p-d-galaktosid, Tetraacetyl-o-kresol-f-d-galaktosid.

Aus f-Pentaacetyl-d-mannose, Phenol und Chlorzink entstand vor-
wiegend Tetraacetyl-f-phenol-d-mannosid (45).

Weitere Beispiele sind Tetraacetyl-phenol-B-d-fructosid (42) und Tetra-
acetyl-o-kresol-B-d-fructosid (46).

Fir Bioside seien folgende Beispiele der Darstellung angefiihrt:
Heptaacetyl-phenol-x-cellobiosid (¢47), Heptaacetyl-phenol-B-gentiobiosid (47),
Heptaacetyl-phenol-x-maltosid, Heptaacetyl-o-kresol-o-maltosid,  daraus
durch Bromierung und Austausch des Broms durch Hydroxyl: Hepta-
acetyl-saligenin-x-maltosid, Heptaacetyl-p-kresol-o-maltosid usw. (48).
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The Component Glycerides of Vegetable Fats.

By T. P. HILDITCH, Liverpool.
With 1 Figure.

Natural fats are mixtures (frequently complex mixtures) of mixed
triglycerides. Simple triglycerides, such as triolein or tripalmitin, are
rarely present in quantity unless one particular fatty acid happens to
form a very large proportion of the total fatty acids of a natural fat.
This characteristic feature has been generally appreciated only within
comparatively recent years, owing to the practical difficulties of experi-
mental attack by either physical or chemical methods. It is now possible,
nevertheless, to indicate the glyceride structure of many fats which have
been the object of recent investigation, and in a number of cases to state,
at least approximately, the proportions and mature of the chief mixed
glycerides present. This is especially true of the seed fats of many plants
and for this reason, and also because a survey of the glyceride structure
of fats from all natural sources forms too wide a subject to be dealt with
in a single review, seed and frust-coat (pericarp, etc.) fats have been
selected for consideration in this communication. Moreover, seed fats
display particularly well the marked tendency in nature for the elaboration
of triglycerides in which the fatty acids are distributed as widely and
evenly as possible amongst the molecules of glycerol.

The natural fats, of course, lend themselves to examination in two
ways: not only may we consider the individual mixed triglycerides, but
the composition of the whole of the fatty acids in combination in the
glycerides may be examined separately. As a matter of fact, considerably
more information is available as to the proportions of the component
acids of a wide variety of natural fats than with regard to the component
glycerides therein present. So far as component fatty acids are concerned,
it has been established that, in both vegetable and animal kingdoms,
fats from species which have morphological or anatomical relationships
very frequently display similarities in the kinds, and even in the pro-
portions, of the different fatty acids which may be present [HILDITCH (29)].
It has been pointed out by HiLDITCH and LOVERN (36) that a progressive
change in the character of the mixed acids from natural fats follows,
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to a marked extent, the evolutionary development of plant and animal
species. In the seed fats of land plants this parallelism is particularly
prominent; in many cases the occurrence of a specific fatty acid as an
important component is almost wholly confined to members of the same
botanical family (e. g., petroselinic acid in the Umbelliferae), or to those
of only a few families (e. g., stearic acid), while in some others only
species of a particular genus seem to give rise to a special fatty acid (e. g.,
ricinoleic acid in Ricinus sp.) in their seed fats. It should perhaps be
added that, in nearly all fruit fats, oleic, palmitic and usually linoleic
acids are to be found, frequently in important proportions. Practically
a]l fruit-coat fats, and many seed fats, contain only these three acids as
major components, their individual proportions of course varying within
wide limits; but in many other seed fats, as has just been mentioned,
another specific acid may also be present in quantity (e.g., lauric,
myristic, stearic, arachidic in the saturated series, or petroselinic, lin-
olenic, elaeostearic, erucic, ricinoleic, tariric, chaulmoogric, etc., in the
unsaturated series of acids).

As regards the #riglycerides themselves, however, this specificity is
absent, and the mode of distribution of the fatty acids amongst the
molecules of the latter is almost wholly and strikingly independent of the
nature of the individual acids. This statement applies, not only to vegetable
seed fats, but throughout nature, so far as our present knowledge takes us;
and it appears important to stress this fundamental distinction.

I. Attempts to Isolate Individual Triglycerides from
Fats by Crystallisation.

Following these general introductory remarks, it is next proposed
to review briefly the earlier, mainly qualitative, investigations which
gradually led to the conclusion that mixed triglycerides are the rule, rather
than the exception, in seed fats, a conclusion which has since been sub-
stantiated by the results of studies of a more quantitative character.

Although BERTHELOT (5) pointed out in 1860 the possibility of the
existence of mixed triglycerides in natural fats, it is curious that the
tacit assumption that they must necessarily be mixtures of simple tri-
glycerides—tripalmitin, triolein, etc.—has persisted so long, and is still
occasionally encountered in otherwise well-informed text books on organic
chemistry. In 1899 HENRIQUES and KUNNE (28) repeated the work of
HEISE (26) who, two years previously, had stated that he had obtained
considerable amounts of an oleodistearin by simple crystallisation of the
seed fat of Allanblackia stuhimannii from suitable solvents. HENRIQUES
and KUNNE (28) regarded this as ‘““‘unusual”’; at the present time it would
appear very unusual if a seed fat which, like that of A. stuhklmannii,
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contains about 529, of stearic and 459, of oleic as its component acids,
did not consist to a large extent of oleodistearin. In xgor HOLDE and
STANGE (52) separated a solid glyceride fraction from olive oil by crystalli-
sation from ether-alcohol at —40° and showed that it contained both
palmitic and oleic acids in the approximate ratio of 2:1. (As we now
know that olive oil contains about 2%, of tripalmitin, the other components
of this fraction must have been largely palmitodiolein with some oleo-
dipalmitin.) This is the first recorded experimental evidence showing
that olive oil is not, as is sometimes still stated, substantially triolein.

Fractional crystallisation from simple organic solvents of solid vege-
table fats such as cacao butter was attempted by several workers in the
early years of the present century. FRITZWEILER (24) thus succeeded in
isolating about 6%, of oleodistearin from cacao butter in 1902, whilst
KLIMONT (53-58) similarly obtained small yields of oleodistearin, oleo-
dipalmitin and oleopalmitostearin from cacao butter, Borneo tallow and
Stillingia tallow. KrLiMONT deduced that triolein was not present in
appreciable amounts in any of these fats, and ascribed their characteristic
texture and other physical properties to thé presence of considerable
proportions in each case of oleodistearin and oleodipalmitin.

BOMER, with BAUMANN (6) and SCHNEIDER (7) studied coconut and
palm kernel oils, the acids in which consist largely of lauric (C;,) with
some capric {Co) and caprylic (Cg) acids. Before proceeding to fractional
crystallisation, these oils were partially separated by distillation in the
vacuum of the cathode light, which CALDWELL and HURTLEY (13) had
already shown to lead in this case to a partial separation of the triglycerides
of lowest molecular weight. In spite of many hundreds of separate
crystallisations, BOMER did not obtain any trilaurin in either case, the
only definite glycerides isolated-including dilauromyristin, laurodimyristin
and dimyristopalmitin. On the other hand, BOMER and EBACH (8) showed
some years later that, when trilaurin or trimyristin is present in ap-
preciable amounts in a fat, isolation by their crystallisation procedure
presents no difficulty; for they obtained about 30%, of trilaurin from the
seed fat of Laurus nobilis and about 40%, of trimyristin from nutmeg butter.

The evidence obtained from simple fractional crystallisation, up to
this point, therefore points clearly to the absence of simple triglycerides
from any of the fats mentioned above, with the exception of laurel oil
and nutmeg butter.

II. Crystallisation of Hydrogenated or Brominated Fats.

Other workers, however, have similarly attempted the resolution of
fats into their components after the fats have been modified by chemical
treatment. In 1920 AMBERGER (I) showed that completely hydrogenated
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rape oil was a mixture of stearobehenins (from oleo- or linoleo-erucins)
and that it contained no detectable quantity of either tristearin or tri-
behenin; in 1924 he made a similar study (2) of hydrogenated cacao butter
and confirmed KLIMONT’s conclusion (53-58) that it was made up largely
of oleopalmitostearin and oleodistearin. BOMER and ENGEL (g) carried
out a similar examination of hydrogenated chaulmoogra oil.

Some of the more unsaturated seed fats, the components of which
are of course mainly liquid at room temperature, have been converted
into their bromo-additive products, which have then been submitted to
crystallisation from appropriate solvents. Thus, in 1927, EIBNER éf al. (22)
isolated crystalline bromo-additive products of linoleo-dilinolenin and of
oleodilinolenin from linseed oil, while Suzukr and YokovaMa (60) ob-
tained in addition from linseed oil the bromo-additive products of a
dilinoleo-linolenin, two dioleolinoleins, and an oleodilinolein. The latter
investigators similarly recorded, in the case of soya bean oil, evidence
of dilinoleolinolenin, linoleodilinolenin, oleodilinolenin, dioleolinolein and
oleolinoleostearin. There was no evidence, in either of these oils, of the
formation of the bromo-adduct of a simple tri-unsaturated glyceride such
as trilinolein or triolein.

The whole of the investigations referred to above were based essenti-
ally upon attempted separation of triglycerides by the physical method
of crystallisation; the results obtained were almost wholly qualitative
in character, and only in a few instances led to even an approximate
statement of the proportion of any individual mixed triglyceride present
in a fat. Nevertheless they are in themselves sufficient to demonstrate
conclusively the generalisation that seed fats are mixtures of mixed
triglycerides, and that the occurrence of simple triglycerides is
quite exceptional.

III. Quantitative Studies of the Component Glycerides
in Natural Fats.

Since about 1927 more definitely chemical methods of attack on the
problem of glyceride structure have been devised, and these lend them-
selves to more quantitative treatment as regards the amount of the
different component glycerides present. These methods, which have been
developed at the University of Liverpool by the writer and his colla-
borators, have evolved somewhat as follows:

I. Determination of the proportion of fully-saturated glycerides
present in natural fats.

I1. Determination of the tri-unsaturated Cq glycerides (oleic - linoleic,
etc.) in liquid fats:
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(a) by estimation of the tristearin content of the completely hydro-
genated fat;

(b) by study of the glyceride composition of the fat after hydro-
genation to varying extent.

ITI. More detailed examination of the component glycerides in solid
seed fats by separating the latter into fractions varying in solubility in
acetone, each fraction being examined separately for its fatty acid com-
position, fully-saturated glyceride content, content of tri-unsaturated C,q
acids, etc,

Method I has led to full confirmation of the tendency to mixed
glyceride formation revealed by the physical studies of previous investi-
gators (v. supra), and to the generalisation that the fatty acids are distri-
buted in general remarkably evenly and widely amongst the glycerol molecules.
In the liquid fats in which aleic and other unsaturated acids predominate,
the absence of fully-saturated glycerides merely establishes one aspect
of this “even distribution”, but the application of methods II (a) or (b)
to these cases has shown that the proportion of tri-unsaturated C, gly-
cerides is uniformly much closer to the lowest possible than to the highest
possible values (calculated from the fatty acid compositions), thus again
establishing a maximum degree of association between saturated and
unsaturated acids in the form of mixed saturated-unsaturated tri-
glycerides. Finally, the preliminary resolution of some of the simpler
solid seed fats by crystallisation from acetone at. 0° into fractions in
which either the miono-oleo-disaturated or the dioleo-monosaturated
glycerides respectively predominate (method III) has permitted detailed
quantitative statements to be given for the proportions of at least the
major component mixed glycerides present. The compositions thus
arrived at experimentally are in fair agreement with those which cah be
deduced from certain simple arithmetical considerations from the com-
positions of the total fatty acids in these fats, and it would appear that,
so long as a fat containing only three or four major component acids
is known to be assembled on the lines of what has been termed “even
distribution”, the proportions of the chief mixed glycerides present may
be capable of prediction within approximate limits without recourse to
the lengthy experimental determination of its glyceride structure.

Determination of the Fully-saturated Glyceride Content of a Fat.

In 1927 HiLpIiTCH and LEA (35) showed that when a fat is oxidised
in acetone solution with powdered potassium permanganate, all glycerides
containing one or more unsaturated acyl radicals are ultimately conver-
ted into the corresponding azelao-glycerides (in the case of oleo-, linoleo-,
linoleno- or elaeostearo-glycerides), whilst the completely saturated
glycerides remain unattacked. If the possible combinations of glycerol
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with a saturated fatty acid (“S-CO,H"’) and an unsaturated (e. g. oleic)
acid (“U-CO,H") be considered, it will be seen that the following pro-
ducts may arise:

Original glyceride Glyceride product of oxidation
Fully-saturated ....... C3H (O-CO-S), C3Hi(O-CO-S),
(0-CO-S), (0-CO-S),
- / /
Mono-oleo-derivative . .. C3H5\ C;H;
(0-CO-U) (O-CO-[CH,4), COH)
(0-CO-S) (0-CO-S)
. _— / /
Dioleo-derivative ...... C3Hy C;H,
(0:CO-U), (O-CO-[CH,],"CO,H),
Triolein .............. C3Hz(0-CO-U), C3H4(O-CO-[CH,],-CO,H),

The acid azelaic glycerides usually form a complex mixture which
is somewhat difficult to separate from the unchanged fully-saturated
glycerides, because the alkali salts of the azelao glycerides are very
strong emulsifying agents (especially those of the monoazelao-derivatives,
which in addition are soluble in ether as well as in water). By taking
suitable precautions during the removal of the acid azelao-glycerides by
washing with alkali it is, however, quite possible to recover quantitatively
the unchanged fully-saturated glycerides.

If the component glycerides of a fat are considered with respect to
the two groups of fatty acids, saturated (S) and unsaturated (U), it is
evident that the following types of triglyceride (G = glyceryl residue)
may be present:

GS;, GS,U, GSU,, GU,.

The proportion of fully-saturated glycerides (GS,) having been
ascertained, three possible group components remain to be estimated.
If the component acids of the original fat and of the fully-saturated
portion are known, the amounts of various saturated acids linked in
mixed glycerides with unsaturated acids can be deduced; the molecular
proportion (conveniently termed the ‘‘association ratio”) of saturated
to unsaturated acids in the mixed saturated-unsaturated glycerides
can therefore be determined. The ‘‘association ratio” of saturated to
unsaturated acids in this non-fully-saturated portion of the fat permits
the proportions of any two of the groups GS,U, GSU,, GU, to be
calculated if one of them is absent or its amount known; or, alternatively,
indicates limiting values between which the content of each of these
groups must lie.

In the communication referred to, HiLpiTcH and LEa (35) stated
that cottonseed oil, with 259, of saturated acids in its total fatty acides,
contained negligible amounts of fully-saturated glycerides; and that the
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respective fully-saturated glyceride contents of cacao butter and a speci-
men of mutton tallow were 2%, and 26%,, although their component
fatty acids were very similar, namely, about 259%, palmitic, 359, stearic
and 40%, oleic (including 1-29, of linoleic) acids.

The much higher content of fully-saturated components (relative to the pro-
portion of saturated acids in the total acids of the whole fat) in the case of the sheep
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Figure 1. Fully-saturated glycerides in vegetable fats.

depot fat was subsequently found to be characteristic for the depot fats,
and also for the milk fats, of most of the common herbivorous mammals (oxen,
buffalo, sheep, pigs, goats). These represent special cases of glyceride struc-
ture which form a distinct group by themselves, and cannot be considered within
the limits of the present review.! It may, however, be pointed out that they represent
a particular development of the general lines of glyceride structure illustrated in the

1 References to communications dealing with animal fats of this kind will be
found in the bibliography under Banks and HiLpircH (3, 4), HiLpiTcH and LONGEN-
ECKER (37, 38), HiLpitcH and PauL (40), HiLDITcH and SLEIGHTHOLME (45), Hir-
pITCH and STAINSBY (47), HiLpiTcH and THOMPSON (50).
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present communication, and not in any sense a contradiction to the case of vegetable
fruit fats. For instance, in spite of the frequently high proportion of fully-saturated
glycerides, the latter are almost wholly still of the mixed type, e. g., palmitostearins,
and simple triglycerides such as tripalmitin or tristearin are almost completely
absent.

Similar studies of coconut and palm kernel oils, and of other seed fats
of high total saturated acid content, were next made by CoLLIN and
HiLpircH (17, 18); out of a total number of eleven seed fats examined,
all but two! conformed with the “rule of even distribution” in that
fully-saturated glycerides did not appear in quantity unless the proportion
of saturated acids in the total fatty acids exceeded about 60-65%,. Since
then, the fully-saturated glyceride contents of many other seed and
fruit-coat fats have been determined, and no further marked exceptions
to the general rule enunciated have been found. The results of these
studies are expressed graphically in Figure 1, and a summary of the
quantitative data on which the graph is based is given in Table 1.

Table 1
- 1 Saturat- !
o ed | “Assoctation
i acids Fully-sat 4 ratio”? n
H 1 Speci F | in total ully-saturate | mixed satur-
& pecies at fatty %]/ycend;es 1 ated-unsat-
-é acids lo (mol) urated gly-
3 ol | cendes
Z {mol.) '
Seed fats
1! Cocos nucifera Coconut oil ...... 93.9 86 b1,3—1.4
2i Cocos nucifera Coconut oil ...... 92,9 84 14
3| Irvingia Barteri Dika fat...... ... 9,7 81 ' 1,3
4 Manicara saccifera — 91,6 82 i 1,2
5‘ Mynistica fragrans Nutmeg butter ...| 90,2 73 ! 1,6
6. Astrocaryum Tucuma| Tucuma fat...... 88,0 . 73 | 1,25
7; Acrocomia sclero- :
! carpa Gru-gru fat ...... 86,3 69 1,3
8| Elaers guineensis Palm kernel oil....| 85,3 | 66 ©1,3—1.4
9 i Shorea stenoplera Borneo tallow ....| 62,9 . 5,1 . 1,6
xoi Shorea stenoptera Borneo tallow ....' 62,8 ‘ 45 i 1,5
11 Madhuca butyracea Phulwara butter ..: 62,4 8 1,4
12 | Palaquium oblong:- ‘ .
folium Taban Merah fat ..| 60,2 | 1,8 1,5

1 The exceptions were the seed fats of Laurus nobilis and Myristica malabarica.
The latter is also exceptional in its content of resin acids, some of which appear to
be in combination with glycerol. In laurel oil, the abnormally high quantity of fully-
saturated components is substantially trilaurin, and the remainder of the acids pre-
sent (chiefly palmitic and oleic) appear to be ‘‘evenly distributed” in the usual
manner.

2 ,,Assoctation raiio*: Mols. saturated acid associated with one mol unsaturated
acid in mixed saturated-unsaturated glycerides.
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Continuation of the table 1.
- Satur-
) ated ‘““Association
p _ imtota | Pelysatursted | 0070
: Species Fat fatty golycendes ated-unsat-
2 acids /o (mol.) urated gly-
g UN ceridese
Z {mol.)
13| Theobroma cacao Cacao butter ..... 59,8 2,5 1,4
14| Mynistica malabarica -— 59,2 19 1,0
15| Myristica malabarica — 50,2 16 1,0
16| Laurus nobilis Laurel kernel ....! 58,5 40,5 0,4
17| Allanblackia Stuhl-
mannii Mkanwi fat ...... 55,6 1,5 1,2
18| Nephelium mutabile Pulasan fat ...... 55,3 1,5 1,2
19| See footnote 2 —_ 53,4 1,8 1,1
20| Caryocar villosum Piqui-a .......... 53,1 2,5 1,1
21| Pentadesma butyracea — 51,6 3 1,0
22 | Nephelium lappaceum | Rambutan fat....| 49,0 1,4 0,9
23 | Butyrospermum 5
Parkii Shea fat......... 46,3 4.5 : 0,8
24 | Butyrospermum I
Parkii Shea fat......... 45,1 2,5 0,8
25 Madhuca latifolia Mowrah fat ...... 43.4 1,2 0,8
26| Sehleichera trijuga Kusum fat....... 34,6 1—2 \ 0,0
27 | Gossyprum hirsutum | Cottonseed oil ....| 27,3 less than 1 | 0,3
28| Arachis hypogaea Ground nut oil...| 15,5 lessthan1 ' 0,2
29 | Sesamum indicum Sesame oil ....... 14,9 less than 1 0,2
30| Thea sinensis Teaseed oil ...... 10,0 less than 1 o,I
31| Brassica campestris Rape oil ......... 3,6 less than 1 | —
Fruit-coat fats
a | Stillingia sebifera Stillingia tallow ...| 72,5 28,4 1,0
b | Stillingia sebifera Stillingia tallow ...| 68,4 23,9 1,4
¢ | Elaeis guineensis Palm oil, Belgian
Congo ......... 50,9 10,3 © 08
d | Elaeis guineensis Palm oil, Belgian |’
Congo ......... 49,6 6,5 0,8
e | Elaeis guineensis Palm oil, Malay ...| 49,2 9,5 0.8
f | Elaeis guineensis Palm oil, Came-
TOONS ¢vvvnnnnns 49,1 8,3 0,8
g | Elaeis guineensis Palm oil, Drewin ..| 46,6 7.4 0,7
h | Elaeis guineensis Palm oil, Cape
Palmas ........ 41,5 3.4 0,7
i | Caryocar villosum Piqui-a Pericarp ..| 45.9 | 2,3 0,8
j | See footnote 2 Pericarp ......... 38,7 f I 0,6
k | Laurus nobihs Laurel berry...... 25,4 3 0,3
1 | Olea europaea Oliveoil ......... 13,8 2 0,1

acid in mixed sat.iated-unsaturated glycerides.

1, Association ratio*: Mols. saturated acid associated with one mol. unsaturated

2 Species of uncertain identity, probably belonging to Dipterocarpaceae.
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It will be seen from Figure 1 and Table 1 that, until the saturated
acids in a seed fat amount to about 60%, of the total fatty acids, the pro-
portion of fully-saturated triglycerides is insignificant. It so happens
that there are few seed fats in which saturated acids form between
609, and 809, of the total fatty acids, but eight examples have been
studied in which these form from 85%, to 94%, of the total acids. In each
of these cases the proportion of fully-saturated glycerides is large, but at
the same time it is such that the molar ratio of saturated to unsaturated
acids in the mixed saturated-unsaturated part of the fat is approximately
constant at about 1,3 or 1,4 to I. In other words, in the mixed saturated-
unsaturated glycerides the saturated acids amount to nearly 609, or
slightly less, of the mixed fatty acids present in this part of the fat. In
Figure 1, the broken line represents the relationship between the fully-
saturated glyceride content and the proportion of saturated to unsaturated
acids in the whole fat which would obtain if the acids were distributed
{(when the proportion of saturated acids exceeds about 58%,) so that as
great an amount as possible of the triglycerides contained an average
proportion of 1,4 mols. of saturated to 1 mol. of unsaturated acid in
combination, the excess above this ratio of saturated acids appearing,
of course, in the form of fully-saturated triglycerides. (This ratio corre-
sponds with a mixture of about 3—4 mols. of mono-unsaturated-disaturated
glycerides with 1 mol. of di-unsaturated-monosaturated glycerides.)

The general regularity with which the experimental findingsapproximate
to this relationship in the seed fats indicates the strikingly uniform manner
in which the constituent acids are assembled in these natural triglycerides,
and also illustrates very well the operation of what has come to be termed
the “rule of even distribution” in glyceride structure.

In the frust-coat (pericarp, etc.) fats the generalisation appears not
to hold so completely as in the seed fats. In the fruit-coat or pericarp
fats of Caryocar, Stillingia, and some other species, the data accord exactly
with the “‘even distribution’ rule, but in olive, laurel berry, and palm oils
there is usually a somewhat higher content of fully-saturated triglycerides
(in these cases tripalmitin, since palmitic forms almost the whole of the
saturated acids present) than is consistent with the operation of this
principle to the extent usually observed in the seed fats. On the other
hand, as will be seen later, the remainder (i. e., the mixed saturated-
unsaturated part) of these fats appears to be assembled on the usual
lines. Relatively few examples of fruit-coat fats have yet been available
for study, and it is hardly possible to say, on the evidence at present to
hand, whether the strictly “evenly-distributed” type is more common,
or not, in this group of vegetable fats.

It has already been said that glyceride structure appears to be quite
independent of the particular acids which are present. This is particularly

Fortschritte d. Chem. org. Naturst, I, 3
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well shown by the seed fats quoted in Table 1 which contain from 439, to
63%, of saturated acids in the total fatty acids, and which also, it so
happens, include several different saturated acids amongst their major
component acids. It is therefore interesting to consider these fats in
somewhat greater detail (Table 2).

Table 2.
Component saturaied acids Fully-
% (mol.) Saturated sae‘tiur;lt:
acids in gy
Seed fat total acids ?endes
9% (mol.) molfat
Ci Cis Cie Cao N
(mol.)
!

Borneo tallow ......... — 19,5 42,4 1,0 62,9 5,1
Borneo tallow ......... 1,8 23,3 37,5 — 62,8 45

Phulwara butter ....... 1,6 57,4 3.4 — 62,4 8
Palaquium oblongifolium.| o,2 6,5 53,5 — 60,2 1,8
Cacao butter .......... — 24,3 35,5 — 59,8 2,5
Allanblackia Stuhimannii.| — 3.4 52,2 — 55,6 1,5
Nephelium mutabile . . . .. — 3.3 31,4 20,6 55,3 1,5
See footnote 2, p. 32 ....| — 11,7 39.8 L9 53,4 1,8

Caryocar villosum. . ..... 1,6 50,7 0,8 — 53,1 2,5

Pentadesma butyracea ...| — 5.9 45,7 — 51,6 3
Nephelium lappaceum ...} — 2,3 14,2 32,5 49,0 1,4
Shea butter............ — 6,3 40,0 — 46,3 4,5
Shea butter............ — 9,3 35.4 — 45,1 2,5
Mowrah fat............ — 24,1 19,3 — 43.4 1,2

In the group of fats illustrated in Table 2, the amount of fully-saturated
glycerides is for the most part insignificant, irrespective of whether the
43-63%, of saturated acids in the whole fat consist very largely of
one acid (either palmitic or stearic), or of a mixture of two saturated acids
in quantity (either palmitic and stearic, or stearic and arachidic).

Similarly, of the fats numbered 1-8 in Table 1 (which conform to the same
generalisation, since their fully-saturated glycerides represent the satur-
ated fatty acids in excess of the amount necessary to give the approxi-
mately constant ratio of about 1,4 mols. of saturated per mol. of unsatur-
ated acids combined together as mixed glycerides), the predominating
saturated acids are lauric (45-50%,) and myristic (about 20%,) in the
Palmae seed fats (nos. 1, 2, 4, 6, 7, 8), myristic acid (about 759%,) in nutmeg
fat, and myristic and palmitic in dika fat.

The Glyceride Structure of Seed Fats in which Oleic and Linoleic
Acids are the Chief Component Acids.

There are; of course, a very large number of liquid seed fats in which

the amount of saturated acids is relatively small. In these cases (of which

the fats numbered 26—31 in Table 1 are typical instances) fully-saturated
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glycerides are practically absent or, at least, present in exceedingly small
proportions. Whilst this indicates the usual tendency towards “‘even
distribution” in so far as the minor amounts of saturated acids in these
liquid fats are thereby shown to be almost wholly present in the form of
mixed saturated-unsaturated triglycerides, it does not furnish very much
direct information as to the composition of the latter. Other methods
must therefore be devised for this purpose. The isolation of various
crystalline mixed glycerides formed by addition of bromine to unsaturated
fats has, as already mentioned, served in the hands of Ei1BNER (22, 23),
SuzukI (6o, 61) and their collaborators to give a qualitative demonstration
of the presence of many mixed glycerides of oleic, linnleic, and linolenic
or saturated acids in linseed oil and soya bean oil; but this procedure has
so far not proved adaptable to even an approximately quantitative
treatment. The writer and his co-workers have been able to put forward
a certain amount of general quantitative evidence by investigating the
mixture of glycerides produced from liquid seed fats when completely
or partly hydrogenated. In all the instances studied the unsaturated acids
of the fats belonged practically exclusively to the Cq series (oleic, linoleic,
linolenic), and of course hydrogenation methods (involving ultimately
the determination of stearic glycerides) afford no evidence as to whether
the unsaturated glycerides, finally determined in the form of stearic
glycerides, were derived from oleic, linoleic or linolenic acids.
Nevertheless, two independent experimental methods have been
worked out which lead to an approximate estimate of the triglycerides
present in such fats in which all three acyl groups are those of C, acids.
Consequently, just as in the more saturated fats it has proved possible
to obtain quantitative evidence of the distribution of the saturated acids,
as a class, in contradistinction to the unsaturated acids, so it was found
feasible to determine, at all events approximately, the content of tri-
glycerides wholly made up of C; acids in a number of liquid seed fats.
Since the amount of stearic acid in the fats studied was extremely small,
the results obtained represent, within near limits, the proportions of
triglycerides made up wholly of unsaturated C,4 acids which are present.
If X is the molar percentage of acids of the Cq series (almost entirely
oleic and linoleic) in the total acids of a liquid seed fat of this type, and
if 2y is the molar percentage of the saturated, non-Cy4 acids,! the pro-
portion of mixed saturated-unsaturated glycerides must be either 3y
or 6y (or between these limits), according as to whether there are two
acyl groups of the non-Cyq series associated with one of the (unsaturated)
Cyg series, or vice versa. The amount of triglycerides wholly made up of C;g

! Determination of the fully-saturated glycerides either shows the latter to
Le absent, or permits allowance to be made for the small proportion of saturated
acids which may be present in this form.

3.
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acids (“tri-C;3 glycerides”) must therefore lie between the limits of
X-3y end X -6y (mol. per cent. of the fat). Since, in the fats under
consideration, the unsaturated C,q acids are greatly in excess of the satur-
ated non-C4 acids, the principle of “even distribution” would result in
the latter being mainly present as monosaturated-di-unsaturated (Cy)
glycerides, so that we should expect the amount of unsaturated C,; acids
present in these mixed glycerides to be much nearer the maximum than
the minimum. Correspondingly, the amount of tri-C,; glycerides would
then be nearer the minimum (X - 6 y) than the maximum (X - 3 ¥).

One method of determining the content of tri-C,q glycerides in a fat
consists [HILDITCH and JONES (33)] in completely hydrogenating a specimen
of the fat and-separating the product into a series of fractions by systematic
crystallisation from anhydrous ether. Tristearin and palmitodistearin
are thus concentrated into the least soluble fractions, and the proportion
of tristearin in each can be approximately ascertained from the respective
saponification equivalents of the fractions. This procedure has been
proved to be fairly reliable for saturated fats containing less than about
49%, or more than about 759, of tristearin, but is liable to give erratic
results when the tristearin content lies between these limits. It has,
however, been applied to the cases of hydrogenated cottonseed, soya bean,
and linseed oils with the results shown in Table 3; in the table are in-
cluded the possible limiting values for tri-C,y glycerides, derived from
the component acids and the known absence of fully-saturated glycerides,
according to whether the non-C,q acids are associated with Cg acids in the
ratio of one of the former to two of the latter, or conversely. It will be
seen that, in each of the three oils studied by this method, the observed
content of tri-Cyq glycerides is close to the minimum possible, indicating
close conformity with the “‘rule of even distribution”.

Table 3. Proportion of tri-C;3 (mainly oleic and linoleic) glycerides in
certain liquid seed fats.

Component acds (% mol.) Possible hmats . Tri-((j:“ gly-

o for tri-C,y | Cemdes (es-

Seed fat \ycerides tmated as

Non-C,41 Stearic Unsatur- E/Y( 1 tristearin)

18 ated Cjq o (mol) 9/ (mol.)
Cottonseed oil.......... 25,4 | 1,7 72,9 24—62 24
Soya bean il ......... 8,4 5,7 85,9 75—87 75
Linseed oil ............ 6,2 4,0 89,8 81—o1 83

An alternative method, probably less liable to experimental error
but very tedious in execution, is to prepare a series of partly hydrogenated

1 Almost wholly palmitic acid.
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fats from the liquid seed fat and to determine the proportion of fully-
saturated glycerides, and the component acids present in the latter, in
each hydrogenated fat. From the component acids in the whole hydro-
genated fat and the data thus obtained, the proportion of each com-
ponent acid in the non-fully-saturated glycerides of each fat follow by
difference. Now, it has been established [HiLpITCH and JONES (32);
BusHeLL and HILDITCH (10)] that in a fat in which disaturated-mono-
unsaturated glycerides are present in relatively small quantities, these
reach the state of complete saturation, during hydrogenation, before
any originally monosaturated-di-unsaturated or tri-unsaturated glyce-
rides become completely hydrogenated. There follows a period in which
the remaining non-fully-saturated glycerides consist of a mixture of
glycerides corresponding with monosaturated (non-C,g) di-unsaturated
(Cs) glycerides and tri-unsaturated (C) glycerides in the original fat;
whilst at a later stage, and before all of the former have become com-
pletely hydrogenated (mono-non-Cy, di-C g-saturated glycerides), tristearin
commences also to appear in the fully-saturated portion of the hydro-
genated fat. If, therefore, the component acids of the mixed saturated-
unsaturated glycerides of each partly-hydrogenated fat are calculated
in the form. of a mixture of mono-(non-Cy)-di-C;s glycerides with
tri-C,3 glycerides, the values obtained for the latter will be correct
only over the second stage of the hydrogenation process referred to
above. In the earliest stages, when for example dipalmito-olein
may still be present, the result of such a calculation will be to
give a lower value than the truth for tri-Cj glycerides, since such
dipalmito-olein will have been calculated as palmito-di-C;q glycerides;
in the final stages, some tristearin will already have passed into
the fully-saturated glycerides, and the estimated content of Cg
glycerides will therefore again be low. Over the whole series, there-
fore, the estimates of tri-C;; glyceride content will first rise to a
maximum, then remain constant for a time, and finally again fall.
The maximum values, which are usually in good agreement, represerit
the true content of tri-Ciq (mainly oleic and linoleic) glycerides present
in the original fat.

This method has been applied in the cases of cottonseed, groundnut,
sesame, and teaseed oils, and of the liquid fruit-coat fat olive oil [HiL-
pITCH with JONES (33), THOMPSON (51), ICHAPORIA and JASPERSON (31)]
with the results shown in Table 4. In every case the estimated tri-C,q
glyceride content is close to the minimum possible value, again indicating
the tendency to “even distribution”, i. e., maximum production of mixed
triglycerides.

It may be added that the results in the case of cottonseed oil confirm
those obtained from the tristearin content of the completely hydro-
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genated fat. In groundnut oil, the presence of saturated acids of higher
molecular weight than stearic acid prevented the application of the latter
method, whilst difficulties were encountered in the determination of
tristearin in hydrogenated olive and teaseed oils. With the exception of
olive oil, none of the fatty oils in Table 4 contained appreciable amounts
of fully-saturated glycerides; the 29 of fully-saturated glycerides in olive
oil has been allowad for before calculating the limiting values possible
for the contents of tri-C,g glycerides.

Table 4. Estimation of tri-C,y glycerides in liquid vegetable fats by
progressive hydrogenation.

Hydro- | Saturated Fully- Mized saturated-unsaturated glycerides Tri-C,q gly-
acids in Component acids (mols.) cerides int
gel;ated total fatty ntmted whole fat!
at R glycerides "
Iod. val. o acids % (mol.) o | X . Eosumated
% (mol.) % (mol.) | Cye (+Cyq) | Stearic Oleic % (mol.)
{(I) Cotlonseed oil
103,4 | (Original — 100,0 25,3 1,8 72,92 —
oil)
63,1 31,6 L5 98,5 25,3 4,8 68,4 22,5%
49,6 44,6 7.1 92,9 22,7 14,8 554 24,5
42,8 52,2 15,9 84,1 20,0 16,3 47.8 24,0
29,8 67,1 33,5 66,5 13,8 19,8 32,9 25,0
20,1 78,1 44,0 56,0 11,2 22,9 21,9 22,44
13,2 86,0 65.3 34,7 57 15,0 14,0 17,54
% (mol.)
Maximum tri-C,g glycerides observed .............oiiiiiiiiniiniainn, 24—25
Estimated by crystallisation of completely-hydrogenated fat........... 24
Possible limits (from content of non-C;g acids in mixed acids).......... 24—62
(II) Groundnut oil
93,3 | (Original — 100,0 14,8 3,0 82,22 —
oil) ‘
71,0 19,6 0,6 99,4 14,3 47 | 804 56,5
51,0 40,4 6,1 93,9 12,4 21,9 ’ 64,6 56,7
39.5 53.8 15,9 84,1 9,1 28,8 46,2 56,8
30,8 64,0 32,9 67,1 4.8 26,3 | 360 52,74
% (mol.)
Maximum tri-C,; glycerides observed ............coivvvenniinnnnan, 56,5—56,8
Possible limits (from content of non-C,; acids in mixed acids) ......... 55.5—78

! Assuming only mono-C,q4 (or C;,) glycerides in mixed saturated-unsaturated
glycerides.

% In the original oils, these figures refer to the total unsaturated acids (oleic 4-
linoleic).

3 Small amounts of dipalmito-glycerides still present in mixed part.

4 Some tristearin has commenced to be produced at these points.
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Continualion of the table 4

| saturated . Mixed saturated-unsaturated glycerides Tri-Cyq gly-
Hydro: . Fully : ides i
genated acids in saturated Component acids (mols.) cerxl es ml
fat total fatty | o cerides whole fat
Tod. val acids % (mol.) . ] Estimated
e % (mol.) ° . % (mol) | Cyq(+ Cpg) | Stearic Oleic % (mol.)

(II1) Sesame oil

109,6 | (Original — 100,0 10,7 4,2 ' 85,12 —
oil)
75,8 17,5 — 100,0 10,9 6,6 82,5 67,32
48,1 45,2 7.0 93.0 7.9 303 | 548 69.3
27,7 69,7 32,7 67,3 50 | 320 | 303 52,3
% (mol.)
Maximum tri-C;g glycerides observed ..................coiiiiiiiiian, 69,3
Possible limits (from content of non-C,q acids in mixed acids).......... 68—84
(IV) Teaseed oil
85,6 | (Original —_ 100,0 85 | 22 } 89,32 —
oil)
39.9 53,6 14,3 85.7 57 | 336 46.4 68,6
% (mol.)
Tri-C;g glycerides observed...........c.ooiiiiiiiiiiiiiiiii .., 68,6
Possible limits (from content of non-C,q acids in mixed acids)............. 71—86
(V) Tuscany olive oul
83,5 | (Original 2,0 98.0 11,0 1 2,8 | 84,22 —
oil) |
61,4 30,7 3.9 96,1 11,2 15,6 69,3 62,58
50,2 43,6 11,2 88,8 8,2 24,2 56,4 64,0
37.6 581 | 250 75,0 3.2 29,9 41,9 65.5
31,7 65,1 30,8 61,2 1,4 32,9 34.9 57,04
% (mol.)
Maximum tri-C,g glycerides observed:...............coovviiinnnnen... 64—65,5
Estimated by crystallisation of completely-hydrogenated fat .......... 57
Possible limits (from content of non-C,; acids in mixed acids) ......... 65—82
(VI) Palestine olive oil
84,0 | (Original 2,0 98,0 | 106 3.3 84,12 —
oil)
49,0 45.9 10,8, 89,2 | 65 28,6 54,1 69,7
% (mol.)
Tri-C,q glycerides observed ...........oiiiiiiiiiiiiiiiiiii i, 69,7
Possible limits (from content of non-C,y acids in mixed acids).......... 66—82

1 See footnote 1, p. 38.
2 See footnote 2, p. 38.
3 See footnote 3, p. 38.
4 See footnote 4, p. 38.
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It is quite evident, from the data in Tables 3 and 4, that the principle
of “even distribution” of fatty acids in the mixed triglyceride molecules
is as generally operative in seed fats in which oleic and linoleic acids
predominate as in those more saturated fats in which high proportions of
palmitic, stearic and other saturated acids are present.

MorgreLL and DAvVIS (59) have proved that a similar state of affairs
holds in tung and oiticica oils, in which large proportions respectively
of elaeostearic acid and licanic (keto-elaeostearic) acid occur. These acids
contain a trebly conjugated system of ethenoid linkings and, as is well
known, the naturally-occurring (*“«-") form of each acid or its glycerides
is readily isomerised by the action of light or suitable catalysts into a
geometrically-isomeric (“f-") form of higher melting point and sparing
solubility. MORRELL and DAvIs (59) found that the isomerised, crystalline
“B-elacostearin” from tung oil (in which elaeostearic acid forms 959,
of the component acids) is almost pure tri-8-elaeostearin; on the other
hand, the component acids of oiticica oil include only about 789, of
licanic acid, and, correspondingly, these authors observed that the “g-lica-
nin” similarly obtained by isomerisation of the oil contained but little
tri-f-ketoelaeostearin, but was chiefly a mixture of glycerides in which
two ketoelaeostearic groups were associated with one saturated, or non-
conjugated unsaturated, acid group. This is a further example of the fact
that glyceride structure is independent of the particular component acids
which may be present in a seed fat.

More Detailed Determination of Glyceride Structure in Solid
Seed Fats.

The most recent developments in this field are the determination,
within approximate limits, of the proportions of each of the most abundant
mixed glycerides present in fats derived from comparatively simple
mixtures of acids (i. e., palmitic, stearic, oleic and linoleic), together with
the discovery of a formula by means of which the proportions of the major
component glycerides in an “‘evenly-distributed” fat can be roughly calcul-
ated from the composition of the mixed fatty acids alone. The procedure
involved has been applied to cacao butter, mowrah fat, shea butter, phulwara
butter, borneo tallow, and kepayang oil and is being employed in several
other cases. It depends on the fact that systematic crystallisation of such fats
from acefone at 0°, although usually incapable (as earlier investigators found)
of yielding definite individual mixed glycerides, affords with comparative
ease a division of the fat into sparingly soluble portions in which mono-
unsaturated-disaturated glycerides predominate, and more soluble portions
in which the di-unsaturated glycerides (and tri-unsaturated glycerides
when present) are concentrated. The fat is thus divided into two, or at
the most three, fractions, each of which is investigated as follows:
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(a) the component acids are determined,by ester fractionation;

(b) a portion is hydrogenated and the tristearin content of the product
determined ;

(c) where necessary, the fully-saturated glyceride content (and its
component acids) of the fraction is determined.

From (a) and (c), the proportions of mono-unsaturated and of di-
unsaturated glycerides (or of di- and tri-unsaturated glycerides) in each
portion of the fat follow by simple calculation. From the tri-C,4 glyceride
content [determined as tristearin in (b)], coupled with the component
acid analyses (), there follows also the proportions of mono-Cy- and
di-C,¢- mixed glycerides in which the other homologous acid (palmitic)
is present. With these data, and knowing the general order of solubility
in acetone of, for example, oleodistearin, dioleostearin, oleopalmitostearin,
oleodipalmitin and palmitodiolein, it is usually possible to give with
some confidence a detailed, approximately quantitative statement of the
component glycerides in each portion of the fat, and therefrom to deduce
that of the original fat.

The procedure is naturally rather complicated, and it is proposed
here to offer only general illustrations of the method; for details of the
technique and the interpretation of the data the reader is referred to
recent communications by the writer with STAINSBY (48), ICHAPORIA (30),
BusHELL (1) and GREEN (25).

It is of interest, perhaps, in the first place to illustrate the
separation achieved by crystallisation from acetone in different cases.
Table 5 shows the proportions of each fat obtained in different
fractions, and the proportions of the component acids in each fraction
and in the whole fat. For simplicity of calculation, all data employed
in these investigations are referred to a molar (and not weight)
percentage basis.

Table 5. Separation of solid seed fats by crystallisation from acetone.

Fractions obtained from acetone
crystallisation
Whole fat
Least l Inter- Most
soluble f mediate soluble
Cacao butter: ’ 1
! T
Glycerides (mol. 90)......cooovvuuinn. 26,7 ' 488 | 245 100
Component acids (mol. %) ! ‘
Palmitic .......coaveiiniinnnnnn.. 8,6 l 32,3 . 32,9 24.3
(] T 5 T 55,1 | 32 185 35.4
L) 1 T 348 | 360 42,5 38,2
Linoleic ......ovvniniininnannan 1,5 1 0,5 6,1 2,1
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Continuation of the table 5.

Fractions obtained from acetone
crystallisation
Whole fat
Least Inter- Most
Mowrah fai:
Glycerides (mol. 9%)......ovvvvuennnn 21,2 33,3 45,5 100
Component acids (mol. %)
Palmitic.....oovvvvveeniininnen, 26,3 24,9 22,5 24,1
SteariC ......cvevevevrrnnnrennns 32,1 20,8 12,1 19,3
OleiC oo v vviveiiienn i ieieiianonns 40,1 39,8 47,7 43.4
Linoleic ....vvviiiiieriiiiiiinn, L5 14,5 17,7 13,2
Shea butter:
Glycerides (mol. 9%).........c.ouvttn 49,3 — 50,7 100
Component acids (mol. %)
Palmitic .....covvvivieeiviiinnss 5.5 — 7.1 6,3
Stearic ....ovviiiiiiiiiiiiine, 57,1 — 23,2 40,0
[0 1 1o 36,5 —_ 62,8 49,8
Linoleic ......oovvviiivnineinnnn 0,9 _ 6,9 3,9
Phulwara butter:
Glycerides (mol. 9).......ccvvvuuen. 72,4 —_ 27,6 100
Component acids (mol. 9,)
Palmitic ccovvvnnnnnnnnennnnnes 65,0 — 44,9 59.4
SteariC covveevvrrirnnunneansnas 2,3 - 2,5 2,4
1) 13T 31,7 — 41,6 34,5
Linoleic ..... R R TR PR 1,0. — 11,0 3,7
Borneo tallow:
Glycerides (mol. %)................. 54,0 32,5 13,5 100
Component acids (mol. %)
Palmitic ..........cvvvvviiinnan, 12,5 30,2 21,8 19,5
SteariC cvvivvinirai i iirsenrenes 53,4 31,7 24,1 42,4
Arachidic ......coviivvennennns 1,1 1,0 1,1 1,0
OleiC . oo vviir i it iiene s 33,0 37,1 51,4 36,9
Linoleic v.vvevvrreennnnn i — — 1,6 0,2
Kepayang oil:
Glycerides (mol. 9%)................. 44,2 — 55,8 100
Components acids (mol. %)
Myristic covveivniin i 0,6 — 0,6 0,6
Palmitic ........oveiiiinnnen, 44,8 — 33,0 38,2
(17578 o LU 15,8 — 3,8 9,0
Arachidic .....ooviiiiii i, 0,4 — 0,2 0,3
Hexadecenoic ....ovvvnvevinnnnns 2,5 — 3,1 2,9
(01 T 17,2 —_— 32,1 25,5
Linoletc ... .ooiiiiiiiiienin., 18,7 — 27,4 23,5

Inspection of Table 5 shows that the glyceride fractions least soluble
in acetone contain not more than 40%, of unsaturated acids, and therefore
the amount ot di-unsaturated-monosaturated glycerides present does
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not exceed about 20%, and is usually less. In the most soluble fractions,
however, the unsaturated acid content ranges from 50%, up to nearly
70%, and it is evident that glycerides containing more than one unsa-
turated acyl group are concentrated in these portions of the fat.

We will digress here for a moment to comment on the fact that, in the
first five fats in Table 5, the greater part of the linoleic acid is also con-
centrated in the most soluble portions; in other words, the linoleic acid
is present almost wholly in glycerides which also contain an oleic acid
group. This feature, at first glance somewhat remarkable, is in reality
merely the natural consequence of the operation of the “rule of even
distribution” coupled with the particular fatty acid composition of the
five fats in question. In each case, linoleic is a minor component acid,
whilst oleic and a saturated acid (palmitic or stearic, or both) are major
component acids, each of the latter contributing 259, or more to the total
fatty acids. Broadly speaking, the “even distribution” generalisation will
therefore have the result that almost all the individual triglyceride mole-
cules will contain at least one acyl group of a major component acid—
oleic and saturated; on the contrary, in any triglyceride molecules in
which the minor component, linoleic acid, is present, the latter will only
be present as a single (monolinoleo-) group. But, since an oleic group
is present in nearly every molecule of triglyceride, an oleic group will
also be present concurrently in those molecules in which there is also a
linoleic group. Thus, where linoleic acid is a m#nor component of the whole
fat, it is bound to occur in the di- or tri-unsaturated glyceride portions,
as a mixed linoleo-oleoglyceride.

The case of kepayang oil (at present under investigation in the Liver-
pool laboratories) has been included here because it offers the somewhat
unusual instance of a fat with approximately equal contents of oleic
and linoleic acids, each of which is here a “major” component. Conse-
quently each plays approximately the same part in the development of
the mixed glycerides and, as Table 5 indicates, the ratio of oleic and
linoleic acids remains much the same in both the mono-unsaturated and
the di-unsaturated glycerides present in the fat. This means, of course,
that in the mono-unsaturated group the unsaturated radical may be either
oleic or linoleic, whilst in the di-unsaturated group there may be oleo-
linoleo-, dioleo-, or dilinoleo-glycerides (probably all three, with the mixed
type predominating).

The mode of distribution of linoleic acid in the glycerides of the fats
in Table 5 thus affords a further and somewhat striking example of the
general operation of the “even distribution’ principle.

We must now return to the further steps necessary to elucidate the
glyceride structure of the various portions of a fat as resolved by crystallisa-
tion from acetone. As already stated, the proportions of mono- and
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di-unsaturated, or di- and tri-unsaturated glycerides, present in each
portion can be deduced from the component acid analyses after making
allowance for any fully-saturated glycerides present. Further, determina-
tion of the tristearin content of the hydrogenated fractions gives an alter-
native division of each portion into (4) tri-Cq glycerides, (b) palmitodi-C,q
glycerides, and (¢) dipalmitomono-C,4 glycerides. It should be noted here
that, of course, the determination of tri-Cq glycerides as tristearin prevents
any possibility, for the present, of differentiating between oleo- and
linoleo-glycerides. (For convenience, the use within inverted commas
of the terms “oleo”- or “olein” in the remainder of this paper denotes
that in such cases the unsaturated group may originally have been either
oleic or linoleic.) The method will be briefly described here with reference
only to two of the fats, cacao butter and shea butter.
Cacao butter.—~The relevant data are given in Table 6.

Table 6. Composition of fractions A, B and C of the cacao butter

(mol. 9%.)
Fraction A ’ Fraction B 1 Fraction C

Molar proportion of whole fat .............. 26,7 48,8 24,5
(a) Component acids present:

Palmitic .......... .o 2,3 15,8 81

SteariC vvvrii i it it 14,7 15,2 4,5

Oleic (+ linoleic) c.oovvvvinniinneiiinnnnns 9,7 17,8 11,9
(b) Component glycerides present:

Tri-Cyg glycerides . .....o.ooviin i, 19,5 5,9 5,0

Palmito-di-C,q glycerides ................... 7,2 38,5 14,9

Dipalmito-mono-C,4 glycerides .............. — 4,4 4,6
(c) Mono-“oleo”’-disaturated glycerides .......... 24,3 44,2 8,3

Di-‘‘oleo’’-monosaturated glycerides.......... 2,4 4,6 13,7

(a) From component acid analyses (Table 5).

(b) From tristearin determined in completely hydrogenated fractions, with (a) as
above.

(c) From proportions of unsaturated and saturated acids in (a), triolein being
taken as absent and fully-saturated components as only in fraction C (v. infra).

A fairly close estimate of the individual components of the three fractions can
now be reached by taking into account the following considerations:

(a) Oleodistearin is the least soluble in acetone of the mixed glycerides present
and would be expected to be concentrated in fraction A, with possibly some in B,
while C should not contain it.

(b) Both classes of palmito-“‘oleins’’ are comparatively easily soluble in acetone
in the concentrations employed, .and, as a matter of fact, the crystallisation data
show that A contains no dipalmito-C;g glycerides. Fractions B and C, however,
contain about equal proportions of them. The location of the fully-saturated di-
palmitostearin (2,5%, of the whole fat) is somewhat uncertain, but it may be taken
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as wholly in fraction C. The comparatively soluble palmito-di-*‘oleins’’ have appa-
rently also all passed into fraction C. On the other hand, stearodi-*‘oleins’” appear in
each fraction, but to a smaller extent in A than in B and C.

The final estimate of the cacao butter glycerides is therefore as
given in Table 7.

Table 7. Estimated component glycerides of cacao butter (mol. %).

Fraction A | Fraction B | Fraction C ‘ Whole fat

Fully—satumted (2,5%)

Dipalmitostearin ................ — — 2,5 2,5
Mono-oleo-glycerides (76,8%)

Oleodipalmitins ................. — 4.4 2,1 6,5

Oleopalmitostearins .............. 7.2 38,5 6,2 51,9

Oleodistearing .........c.ccvvuuunn 17,1 1,3 — 18,4
Dioleo-glycerides (20,7%)

Palmitodiolein .................. — — 8,7 8,7

Stearodiolein ............co00uu.n 2,4 4,6 5,0 12,0

Shea butter. The corresponding experimental data for this fat are
in Tables 8 and g (p. 46).

Table 8. Composition of fractions A and B of the shea butter (mol. %).

Fraction A | Fraction B ‘ Total
Molar proportion of total glycerides......... 49,3 50,7 100,0
(a) Component acids present:

PalmitiC c v e ineneiieetnnnnneenacnonnnss 2,7 3,6 6,3
Stearic ... ...ttt e 28,2 11,8 40,0
L) TP 18,0 31,8 49,8
Linoleic ...vvniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiien 04 3.5 3.9

(b) Component glycerides present:
Tri-Cyg glycerides ......ooviviiiiiineninnn 44.3 39,9 84,2
Palmitodi-C;g glycerides .................... 1,9 10,8 12,7
Dipalmitomono-C,4 glycerides ............... 3.1 — 3,1
Fully-saturated glycerides................... 4.5 — 4,5
Mono-‘‘oleo’’-disaturated glycerides......... 34,4 — 34,4
(c) | Di-"oleo”’-monosaturated glycerides......... 10,4 46,2 56,6
l Tri-“olein” .. .. oot —_ 4,5 45

(a) From component acid analyses (Table 5, p. 41).

(b) From tristearin determined in completely hydrogenated fractions, with (a),
as above.

(c) From proportions of unsaturated and saturated acids in (a) (see’also below).
The following reasoning was applied to the above data:

Fraction A. The fully-saturated components (palmitostearins) will appear in
this fraction. From their observed component acids, they consist of about 39, of
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dipalmitostearin and 1,5%, of palmitodistearin, and account for nearly all the pal-
mitic acid in this fraction.

The remaining 44,89, of the total glycerides, represented in fraction A, contains
molar proportions of 26,4%, saturated and 18,49, unsaturated acids. Tri-*olein”
will have passed with the acetone-soluble components into fraction B, and the 44,89,
is therefore a mixture of mono-‘‘oleo’’-disaturated (34,4%) and di-*‘oleo’’-monosatur-
ated (10,4%,) glycerides. The small residue of palmitic acid unaccounted for as
fully-saturated glyceride may be present either as oleopalmitostearin or palmito-
diolein; in either case the amount is too small to be assessed by the analytical methods
available. In accounting quantitatively for the tatty acid components in Table 9,
this has been arbitrarily credited as palmitodiolein. The greater part of fraction A,
however, consists of oleodistearin and stearodiolein.

Fraction B. The amount of tri-“‘olein” is an uncertain factor here. The molar
proportions of the components of fraction B include 15,49, saturated and 35,3%
unsaturated acyl groups, present either as mixed saturated-unsaturated or wholly
unsaturated glycerides. The figures correspond with either a mixture of 46,29, of
monosaturated-di-"‘oleo”-glycerides with 4,5% of tri-“oleins” (as in Table 8), or a
mixture of 23,1%, of mono-*‘oleo”-disaturated glycerides with 27,69, of tri-“oleins", or
any ternary mixture falling within these limits. The possibility of tri-“‘oleins’’ ap-
proaching the upper limit is ruled out because this would connote a correspondingly
high proportion of oleodistearin in fraction B, which is in contradiction to the known
sparing solubility of this glyceride in cold acetone. We therefore believe that the
assumption that fraction B is a mixture of di- and tri-unsaturated glycerides is not
far from the truth. At the same time, it must be made clear that the figure of 4,5%,
for tri-"olein” is a minimum; it may in fact be somewhat (but probably not much)
greater, in which case a small preportion of mono-‘‘oleo”-disaturated glycerides —
probably “cleo”’-palmitostearin — would also be present in this fraction.

Having regard to the above considerations and limitations, it is believed
that Table g illustrates the most probable composition of the glycerides
present in shea butter and that the proportions of the major components,
at all events, are indicated therein with a reasonable degree of accuracy.

Table 9. Estimated component glycerides of shea butter (mol. 9%).

Fraction A | Fraction B | Whole fat

Fully-saturated (4,5%):

Dipalmitostearin ....................... ... 3,0 — 3,0
Palmitodistearin ..............ccovvivien... 1,5 —_— 1,5

“Oleo”-distearins ...........ccovviinun.... 34,4 —_ 34,4

“Oleo’-palmitostearins ..................... 1 ! 1
Di-"oleo” glycerides (56,6%,):

Palmitodi-“‘oleins” ......................... 0,5 10,8 11,3

Stearodi-“‘oleins™ ............ .. 000, 9,9 35.4 45.3
Tri-"oleins” (4,5%) — 4,5 4.5

! Small proportions of ‘‘cleo’-palmitostearins may possibly be present.
® Minimum figure; the actval amount of tri-unsaturated glycerides cannot
be, however, greatly in excess of this.
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The approximate compositions deduced by this procedure for the
fats listed in Table 5 (p. 41) are shown in Table ro.

Table 10. Component glycerides present in certain solid seed fats.

Cacao |Mowrah| Shea |Phulwara | Borneo | Kepayang
butter fat butter | butter | tallow oil
% (mol.)
Fully-saturated glycerides:
Tripalmitin .................. — — — 8 1
Dipalmitostearin ............. 2 1 3 — 2 0,5
Palmitodistearin.............. — — 2 — I —
Tristearin ...........c0vuune. — — — —_ 1 —_
Mono-*‘oleo”-glycerides :
Oleodipalmitins .............. 6 1 — 62 8 33
Oleopalmitostearins ........... 52 27 |Traces 7 31 27
Oleodistearins ................ 19 — 35 — 40 —_
Di-"“oleo”-glycerides
Palmitodiolein ............... 9 41 10 23 3 24
Stearodiolein ................. 12 30 45 —_ 13 | Traces
Triolein (or oleolinoleins) — — 5 — — 13

Calculation of Proportions of Chief Component Glycerides of
a Fat from its Fatty Acid Composition.

If we consider a fat which, in addition to oleic (with linoleic) acid,
contains substantially only one saturated acid (e. g., palmitic acid in
phulwara butter, or stearic acid in Allanblackia Stuhimannii or Garcinia
seed fats), and if in such fats there is known to be no significant amount
either of trisaturated or of tri-unsaturated glycerides, it is obvious that
they must be mainly a mixture of mono-“cleo”-disaturated and
di-“‘oleo”-monosaturated glycerides, and {(only one saturated acid being
concerned) the proportions of each type can be calculated by simple
arithmetic from those of the fatty acids present. The fats in Table 1c,
however, for the most part contain substantial amounts of each of the
saturated acids, palmitic and stearic, as well as oleic (with linoleic) acid.
It was noticed, however, that the observed amounts of palmitodi-“‘olein”
and of stearodi-“‘olein” in cacao butter (and, subsequently, in the other
fats) could be approximately obtained by calculation if the unsaturated
acid in the whole fat were divided, in arithmetical proportion to the
palmitic and stearic acid contents, and then each portion combined with
the latter so as to give mixtures of monopalmitodi-“oleins’ and dipalmito-
“oleins”’, monostearodi-“‘oleins” and distearo-“‘oleins”. Such a calcula-
tion, of course, cannot take account of the subsidiary amounts of fully-
saturated or of tri-unsaturated glycerides which experimental determina-
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tion may show to be present; but the results obtained show fairly close
agreement for those mixed glycerides which are present in large amounts
in the fats.

In the case of cacao butter, for example, the molar proportiops of the acids
in the whole fat were palmitic 24,3, stearic 35,4, and oleic (with linoleic) 40,3. The
increments of ‘“‘oleic’” acid corresponding in these proportions to each saturated
acid taken separately are:

“Oleic” ........ 16,4 “Oleic” ........ 23,9
Palmitic ....... 24,3 Stearic ........ 35.4

In combination respectively as mono-‘oleo”- and di-“‘oleo’’-palmitins or
-stearins, these proportions lead to:

% (mol.) % (mol.)
Palmitodi-“olein”’ ............. 9 Stearodi-“‘olein” ............ e I2
“QOleo”’-dipalmitin ............ 32 “Oleo’’-distearin.......... oo 47

The proportions thus derived for the di-“oleo”-derivatives are almost exactly
those found by analysis; but the experimental data show that the corresponding
mono-"‘oleo’’-derivatives are not present wholly as such, but appear to a great
extent as the trebly mixed glyceride ‘‘oleo”-palmito-stearin (529,). In other in-
stances we find that the ‘‘oleo”’-dipalmitin and ‘‘oleo’’-distearin obtained by cal-
culation, if rearranged so as to give the maximum possible amount of ‘‘oleo”’-palmito-
stearin, yield figures which approximate fairly closely to the experimental data.

Table 11 shows the accordance between the experimental and “cal-
culated” values for some of the fats dealt with in Table 10.

Table 11. Comparison of observed and ‘“calculated” proportions of
the chief component glycerides in some solid seed fats.

Cacao butter Mowrah fat Shea butter Borneo tallow
-Fo_und “Calc,” | Found | “Calc.” | Found | “Calc.” | Found | “Calc.”
**Oleo’’-palmitostearins 52 64 27 27 |Trace| 10 31 55
“Oleo"’-distearins .. ... 19 15 —_— 3 35 29 40 34
Palmitodi-*“‘oleins” . ... 9 9 41 39 10 8 3 3
Stearodi-"‘oleins” . .... 12 12 30 31 45 53 13 8

Possible Major Component Glycerides of Some Common Liquid
Vegetable Fats.

Owing to the difficulty of obtaining oleic or linoleic glycerides, or
suitable derivatives thereof, in a crystalline condition, the experimental
methods described in this paper have not yet been extended to any but
solid fats; but it is hoped to devise processes by which at all events a
partial solution of the problem may be attained. In the meantime, since
definite proof has been given that such liquid fats are elaborated according
to the “rule of even distribution”, and since. the foregoing calculations
seem to accord, at all events roughly, with the observed distribution of
the acids in the more saturated seed fats, it is perhaps permissible to
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glance at the glyceride structures of some common liquid fats—olive,
teaseed, groundnut, and cottonseed oils—as suggested by similar calcula-
tions in which the oleic acid in these oils is divided pro rata amongst the
linoleic and the saturated (mainly palmitic) acids which are also present.
The approximate fatty acid compositions, and the deduced probable
general glyceride structure, of these fats is given in Table 12.

Table 12. Possible chief glyceride components of some common liquid
vegetable fats.

Olive Teaseed Groundnut | Cottonseed
oil oil oil oil
% (mol.) % (mol.) % (mol.) % (mol.)

Component acids (approximate):

Palmitic acid .............. ... 10 12 10 25
Arachidic and higher acids....... — — 8 —
Oleic acid ...ovevvivinninnns, 82 81 62 30
Linoleic acid................ue 8 7 20 45
Possible component glycerides:
Triolein ................cooie, 45 45 — —
Dioleolinoleins............covvutn 25 20 45 —
Oleodilinoleins................... — — — 25
Palmitodioleins.................. 30 35 301 —
Palmito-oleolinoleins ............. — — 251 60
Palmitodilinoleins................ — — — 15

The chief interest of the figures in Table 12 is the wide variation in
the calculated proportions of the component glycerides introduced by
simple alterations in the proportions of oleic and linoleic acids in the total
fatty acids of the oils. Of the four examples, teaseed and olive oils are the
only ones which contain triolein in quantity; the resemblance between
the component glycerides is very close throughout, a circumstance which,
as is well known, has not escaped the notice of commercial interests
from time to time! Except for the presence of a few per cent. of higher
saturated acids, groundnut oil differs from olive oil only in its higher
proportion of linoleic acid. The change is amply sufficient, however, to
result in the virtual disappearance of triolein, if the method of
calculation is at all valid; and, although at first sight the replace-
ment of one liquid acid (oleic) by a closely-related acid (linoleic)
might appear unlikely to affect appreciably the character of a fatty oil,
the data in Table 12 suggest that the well-known differences in appearance
and properties between oils such as olive and groundnut (and, still more,
cottonseed) may be readily explained by-the fundamental differences in

! In these cases the mono-saturated groups include arachidic, behenic and
lignoceric as well as palmitic acid.

Fortschntte d. Chem. org. Naturst. I.
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the nature of their chief component glycerides. In cottonseed oil, owing
to the relatively high proportions of palmitic acid, the amount of tri-
unsaturated glycerides, according to these calculated figures, will actually
be lower than in either of the other oils. On the other hand, the high content
of linoleic acid indicates that practically all the triglyceride molecules will
contain one, whilst some 35%, of the fat may contain two linoleic groups.

It must again be emphasised that the glyceride figures in Table 12
are solely illustrative and are only backed by experimental findings in
so far as the total content of tri-unsaturated (or rather tri-Cg) glycerides
is concerned. The inclusion of these suggestions in a scientific communi-
cation is, however, considered justifiable in view of the weight of experi-
mental evidence as regards mixed glyceride structure now available for
the solid seed fats and because there appears little likelihood of obtaining
similar experimental proof, at all events for some time to come, with
regard to the more unsaturated vegetable fats,
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Recent Advances in the Chemistry
of the Sterols.

By'1. M. HEILBRON and F. S. SPRING, Manchester.

In writing this report, the authors have not attempted to elaborate
the historical development of the subject as this aspect has been suffi-
ciently dealt with in several reviews and in the monographs of LETTRE
and INHOFFEN (1) and of FIESER (2). This report is concerned mainly
with the progress in steroid chemistry during the past three years.
It is the hope of the reviewers that the majority of the more important
papers that have appeared during this period have been mentioned but
space exigencies have necessitated in some cases a selection of material;
where this has occurred, preference has been given to structural rather
than biological aspects. Furthermore, with the object of clarity an account
of work effected before 1935 has been included where this has had a direct
bearing upon later researches.

Stereochemistry of the Sterols.

The four isomeric cholestenols which differ in the orientation of the
groups attached to C(; and which are unsaturated at either A4 or A® are
now known. Oxidation of cholesterol dibromide (II) with chromic anhy-
dride gives 5:6-dibromo-3-ketocholestane (III) which on debromination
with zinc dust and acetic acid (3) or with sodium jodide in alcohol (4)
gives A4-cholestenone (IV). An alternative method for the preparation of
A*-cholestenone has recently been described by OPPENAUER (5); this
consists in the direct oxidation of cholesterol (I) with aluminium tert.
butoxide using acetone as hydrogen acceptor. The absorption spectrum
of A%-cholestenone and its oxime has been investigated by MOHLER (6).
ButeENANDT and ScHMIDT-THOME have shown that if the debromination
of dibromocholestanone (III) be effected with zinc and alcohol, migration
of the ethylenic linkage is avoided and 43-cholestenone (V) is obtained (7);
it is converted into the A%-isomer on treatment with acids. The reduction
of A5-cholestenone has been studied by RuzickA and GOLDBERG who
found that with hydrogen and the Raney nickel catalyst a mixture of
epicholesterol (VII) and cholesterol (VI) is.obtained, a separation of these
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isomers being effected by means of digitonin with whick only the latter
gives an insoluble complex (8). A similar mixture of cholestero! and its
epimer had previously been obtained by MARKER and his collaborators by
treatment of cholesteryl magnesium chloride with oxygen (9), the separa-
tion again being effected by means of digitonin. In a later publication MARr-
KER (r0) effected the separation of cholesterol and its epimer by repeated
crystallisation of the mixed acetates from alcohol when a concentration
of 80909, of epicholesteryl acetate was obtained. This mixture was
hydrolysed and benzoylated, recrystallisation of the product giving pure
epicholesteryl benzoate and the costly digitonin treatment thus avoided.
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The isomeric allocholesterol (VIII) and its epimer (IX) were prepared
by ScHOENHEIMER and EvaNs by the reduction of A%-cholestenone with
aluminium ¢sopropoxide followed by resolution with digitonin, alle-
cholesterol giving an insoluble digitonide (rz). The preparation of allo-
cholesterol by the removal of hydrogen chloride from cholesterol hydro-
chloride had been previously described by WiINDAUSs (12). The properties
of this material are, however, very different from those of the allochole-
sterol of SCHOENHEIMER and Evans. Thus according to WINDAUS, allo-
cholesterol reverts to cholesterol on treatment with dilute mineral acids
whereas the American authors found that their preparation suffered
dehydration under these conditions giving cholestadiene. The explanation



Recent Advances in thc Chemistry of the Sterols 55

of the discrepancy was forthcoming in the observation that the WINDAUS
preparation is a mixture of allocholesterol and cholesterol, and that the
supposed isomerisation to cholesterol is caused by the dehydration of
the allocholesterol content to cholestadiene, the cholesterol being unaffect-
ed and readily isolated from the reaction product by crystallisation.
Allocholesteryl p-toluenesulphonate forms an insoluble complex with
pyridine by means of which it may be separated from the ester of cho-
lesterol (13).

The addition of hydrogen to the four isomers (VI), (VII), (VIII)
and (IX) leads to the introduction of a new centre of asymmetry at Cyy.
It is found, however, that A4-unsaturated steroids hydrogenate preferen-
tially to the coprostane orientation, i. e. rings A and B cis-fused, whereas
A5-unsaturated steroids give rise to the cholestane orientation in which
rings A and B are #rans-fused. Thus hydrogenation of cholesterol and
epicholesterol give cholestanol (X) and epicholestanol (XI) respectively,
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differing solely in the orientation around C;, whilst hydrogenation of
allocholesterol and epiallocholesterol give mainly coprostanol (XII) and
epicoprostanol (XIII) respectively, which again differ in the orientation
around C;. Coprostanol and cholestanol on the one hand and epi-
coprostanol and epicholestanol on the other differ only in the orientation
around C;. A comparison of the densiti€s and refractive indices of chole-
stane and coprostane has established that in the former and all its deri-
vatives rings A and B are frans-fused, whereas in the latter they are
cis-fused (14). The crystallographic data of BERNAL (15) shows that rings
B and C are frans-orientated since only this arrangement will allow of
the relatively flat molecular structure required by the cell dimensions (z6).
A decision in favour of the frans-orientation of rings C and D was first
made by WIELAND and DANE (17): Oxidative degradation of deoxycholic
acid gives a monocyclic tricarboxylic acid (XIV) in which ring D is intact.
This acid gives an anhydride which on rehydration yields a different
tricarboxylic acid. As the carboxyl groups attached to C, and C, in
the latter must be cis-orientated, it follows that in the acid (XIV) they are
trans-orientated, thus leading to the decision that rings C and D in the
steroid nucleus are likewise frans-fused.

This decision has recently been criticised by PEak (18) from a con-
sideration of the relative stability of cis- and frams-hydrindane deriva-
tives. Hydrogenation of f-ergostenol (XV) (19) gives ergostanol which
has in all respects the normal stereochemical arrangements of cholestanol.
The hydrogenation of such an ethenoid linkage would be expected to
give a cts-hydrindane structure which requires that rings C and D of the
steroid nucleus are cis-orientated.! The relative orientation of the hydroxyl
group and the hydrogen at C, in the fully saturated alcohols indicated
in (X), (XI), (XII) and (XIII) was suggested by Ruzicka and co-work-
ers (20), from a consideration of the nature ‘of the products obtained by
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the catalytic hydrogenation of cholestanone (XVI) and coprostanone
(XVII) in acid and in neutral media (see diagram below) and by the
application of the AUWERS-SKITA rule. The latter states that hydrogena-
tion in acid media which involves the introduction of a new asymmetric
centre gives a cis-isomer whereas in neutral media the #rans-form is ob-
tained. Thus the introduced hydroxyl will be cis with respect to the
hydrogen at C(; in coprostanol and epicholestanol and #rans in cholestanol
and epicoprostanol, thus leading to the stereochemical arrangements
indicated at (X)-(XIII). The tentative nature of these decisions were
clearly appreciated by the authors and they await confirmation.!

Some interesting observations upon the stability of the hydroxyl group
in the four isomeric cholesterols (VI), (VII), (VIII), (IX) have been
reported. The isolation of epicholesterol offered a route to the hitherto
inaccessible epimeride of dehydroandrosterone by oxidation of epschol-
esteryl acetate dibromide [compare Ruzicka and WETTSTEIN (21)]; it was
found, however, that epicholesteryl acetate on treatment with bromine
was converted into a tetrabromocholestane [MARKER and co-workers (10)].
Again the same authors observed that on treatment with dilute mineral
acids epicholesterol suffers dehydration to a cholestadiene. On the other
hand dehydration of cholesterol is effected only with relative difficulty

1 See, however, Ruzicka, FURTER and GOLDBERG: Helv. chim. Acta 21, 507
(1938).
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[(Bose and DoRrAN (22); STAVELY and BERGMANN (23)]. The product,
cholestadiene, has a varying melting point and optical rotation according
to the method employed; it exhibits selective absorption in the ultra-
violet with maxima at 2350 A. and 2450 A., thus indicating the presence
of a system of conjugated ethylenic linkages. Both allocholesterol and
its epimer are dehydrated by treatment with cold dilute mineral acids
[ScHOENHEIMER and EvaNs (r1)], and the hydrocarbon thus obtained
was formulated by these authors as A%4-cholestadiene. Later, however,
StavieLy and BERGMANN (23) showed that this hydrocarbon is identical
with the normal cholestadiene obtained from cholesterol and succeeded
in preparing the true A%*#-cholestadiene by the dehydration of cholesterol
with alumina; it differs from ordinary cholestadiene, combining with
maleic anhydride to form a normal adduct and exhibiting an absorption
maximum at 2600 A. Furthermore it is isomerised by dilute mineral
acids to give the cholestadiene exhibiting maxima at 2350 A. and 2450 A,,
which is formulated by STAVELY and BERGMANN as A38-cholestadiene
(XVIII). Recently HEILBRON, SHAW and SPRING (24) have found that
A% and A5-cholestene oxides (XIX, XX) on treatment with dilute
mineral acids give one and the same cholestadiene comparable in its
physical properties with the A%3%-cholestadiene of StaveELy and BERG-
MANN. Consequently two structures (XVIII) and (XXI) are possible for
this hydrocarbon, the available evidence not being sufficient to decide
between these alternatives.

QO Q@ &y &

(XVIII) (XIX) (XX) (XXI)

A series of interesting WALDEN #nversions effected by the replacement
of the hydroxyl group at C(, by chlorine have been observed in the steroid
group, but the absolute orientation of the various products has still to
be established. Treatment of cholesterol with either phosphorus penta-
chloride or thionyl chloride gives cholesteryl chloride (25) which on
catalytic hydrogenation is converted into x-cholestanyl chloride, m. p. 116°,
[Winpaus and HOSSFELD (26)]. An isomeric f-cholestanyl chloride,
m. p. 105° is obtained by treatment of cholestanol with phosphorus
pentachloride [DIELs and LINN (27); Ruzicka and coworkers (28)] and
epicholestanol is converted by the same reagent into a-cholestanyl
chloride (29). It has recently been shown by MARKER (30) that cholestanol
can be directly converted into a-cholestanyl chloride by treatment with
thionyl chloride, whereas, as mentioned above, with phosphorus penta-
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chloride the isomeric f-cholestanyl chloride is obtained. A similar beha-
viour is exhibited by epicholestanol which gives a-cholestanyl chloride
with phosphorus pentachloride and the f-isomer with thionyl chloride.
Hydrolysis of cholesteryl chloride with potassium acetate gives cholesterol
whereas «-cholestanyl chloride on similar treatment gives epscholestanol
and again f-cholestanyl chloride gives cholestanol. Incidentally these
reactions offer a simple method for the preparation of the hitherto rela-
tively inaccessible epscholestanol.

KOAc
Cholesterol s~ Cholesteryl chloride
| PCl, or SQCI, |
H, H,
v SOCl, ¥ _
Cholestanol e — o-Cholestanyl chloride
pa,l i*KOAc KOAcl TmB

B-Cholestanyl chloride « epi-Cholestanol

SoCl,

Concerning the absolute orientation of the various chlorides, it has
been pointed out by Ruzicka, Wirz and MEYER (29) that since epr-
cholestanol has a higher melting point than cholestanol it is probable
that the higher melting «-cholestanyl chloride is epscholestany] chloride.
It must be observed however that the melting points of 3-chloroa#locholanic
acid (196°) and its methyl ester (x35°) [BARR, HEILBRON and SPRING (31)]
in which the halogen atom has the same orientation as in f-cholestanyl
chloride, are higher than those of the isomeric acid (176°) and its methyl
ester (134°) derived from «-cholestanyl chloride [WiNnpaus and Hoss-
FELD (26); HEILBRON, SAMANT and SIMPSON (264)]. If the melting point
characterisation is correct, WALDEN inversion has occurred during the
chlorination of cholesterol, in the hydrolysis of cholesteryl chloride and
also when the saturated alcohols are treated with thionyl chloride, but
not when treated with phosphorus pentachloride. Exactly the opposite
configurations are chosen by BERGMANN (32).

Although hydrolysis of cholesteryl chloride with potassium acetate
gives cholesterol, MARKER and his co-workers (33) have shown that 7-keto-
cholesteryl chloride (XXIII) obtained by oxidation of cholesteryl chloride
(XXII) gives with potassium acetate a mixture of 7-keto-4%°-cholestadiene
(XXIV) and the acetate of 7-ketoepicholesterol (XXV). Reduction of
the laiter using the WOLFF-KISCHNER process gives epicholestero} (XXVI).
Whereas reduction of 7-ketocholesteryl chloride (XXIII) with platinum
oxide catalyst gives a mixture of x-cholestanyl chloride and 7-hydroxy-
cholestanyl chloride (XXVII), with aluminium ssopropoxide it gives
7-hydroxycholesteryl chloride which on catalytic reduction also gives a
mixture of 7-hydroxycholestanyl chloride (XXVII) and «-cholestanyl
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chloride. Reduction of the 7-hydroxycholestanyl chloride with sodium
and amyl alcohol gives a 7-hydroxycholestane (XXVIII). The latter
compound has also been prepared by HEILBRON, SHAW arid SPRING (24)
by the reduction of 7-ketocholestane with sodium and amyl alcohol and
by the catalytic reduction of 7-keto-4%3-cholestadiene when it is formed
in admixture with 7-ketocholestane.

An interesting WALDEN inversion has been observed by BEYNON,
HEeiLBrON and SPRING (34) who found that methylation of epicholestanol
by means of potassium and methyl iodide gave cholestanyl methyl ether.

MiescHER and FISCHER (35) have recently shown that whersas chole-
stanol and coprostanol both readily give glycosides, under the same con-
ditions it was not possible to prepare glycosides of epscholestanol and
epicoprostanol.

A collation of the optical rotations of steroids has been effected by
Carrow and YouNG (36) who point out that inversion of the hydroxyl
group at C(, has but a small optical effect, which is also the case when the
hydrogen attached to G, is inverted.. The introduction of an ethenoid
linkage at C,—C(; causes a great increase in.dextrorotatory power,
a C(—Cys ethenoid linkage effecting an equally large increase. in laevoro-
tation.

i-Cholesterol.

The facile interaction of cholesteryl p-toluenesulphonate with alcohols
was observed by SrtoLL (37) who showed that with methyl alcohal a
cholesteryl methyl ether is obtained which like the parent alcohol is
laevorotatory; it is identical with the ether previously prepared by
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Diers and BLUMBERG (25) by the interaction of cholesteryl chloride,
magnesium and methyl alcohol. On the other hand with methyl alcohol in
the presence of potassium acetate, the p-toluenesulphonate gives an iso-
meric dextrorotatory ether. WAGNER- JAUREGG and WERNER (38) likewise
observed that on heating cholesteryl chloride with methyl alcohol at
125° the laevorotatory ether is formed whereas in the presence of potassium
acetate the dextrorotatory ether is produced. BEyNoN, HEILBRON and
SPRING (39) have shown that the latter is characterised by an abnormal
mobility of the methoxyl group; thus on treatment with dilute halogen
acids it is converted into the ‘corresponding cholesteryl halide; this reac-
tion ‘made available the hitherto unknown cholesteryl iodide and has
since been employed by BUTENANDT and GROSSE (40). for the preparation
of dehydroandrosteryl chloride from dehydroandrosteryl-p-toluenesul-
phonate. Using the same conditions the laevorotatory cholesteryl methyl
ether is unaffected by the halogen acids.

The facile replacement of the methoxyl group in the dextrorotatory
ether was likewise observed on treatment with bromine, 3:5: 6-tribromo-
cholestane being produced, whereas with the laevorotatory ether the
reaction consisted simply in the addition of halogen to the ethenoid linkage
with the formation of 5 :6-dibromocholestanyl methyl ether. The lability
of the methoxyl group in the dextrorotatory ether is further exemplified
by its facile conversion into cholesteryl acetate by means of potassium
acetate and into cholesteryl chloride by means of acetyl chloride [BEYNON,
HeiLBrRON and SPRING (41)]. Catalytic hydrogenation of the ether is
accompanied by demethylation, cholestane being obtained in quanti-
tative yield [compare STOLL (37); WAGNER-JAUREGG and WERNER (38)].

STOLL (42) considered that the dextrorotatory ether is a derivative
of allocholesterol from the similarity in optical rotation:

[‘]D [“]D
Cholesterol .................. — 36° allocholesterol .......... e + 43,7
I-Cholesteryl methyl ether . .... — 42° d-Cholesteryl methyl ether.... 4 51,8

a conclusion which was accepted by Ruzicka, GOLDBERG and Boss-
HARD (43).

WarLis, FERNHOLZ and GEPHART (¢44) found that treatment of
cholesteryl p-toluenesulphonate with acetic anhydride and potassium
acetate gave the acetate of i-cholesterol, which does not react with per-
benzoic acid and which gives no coloration with tetranitromethane in
chloroform. A bridge-ring structure for s-cholesterol was advocated by
these authors who also suggested that it is related to the dextrorotatory
cholesteryl methyl ether. STOLL (37) had previously shown that cholesteryl
p-toluenesulphonate is hydrolysed by aqueous acetone to give normal
cholesterol; by analogy it is to be expected that if the hvdrolysis be
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effected in the presence of excess potassium acetate, the parent alcohol
of the dextrorotatory ether will be produced. Using these conditions
BeynoN, HEILBRON and SPRING (45) isolated #-cholesterol in high yield,
thus establishing its direct relationship to the dextrorotatory cholesteryl
methyl ether. Furthermore these authors found that this ether, like
i-cholesterol gives no coloration with tetranitromethane, and is not
affected either by perbenzoic acid or ozone, thus establishing its saturated
nature. Moreover 4-cholesterol gives cholesteryl halides on treatment
with dilute mineral acids and 3:5:6-tribromocholestane on treatment
with bromine, whilst on methylation it is converted into the dextro-
rotatory cholesteryl methyl ether [compare also FORD and WALLIS (46)].

It has been shown by HEeiLBrRON, HoDGES and SPRING (47) that
oxidation of either i-cholesterol, i-cholesteryl acetate or ¢-cholesteryl
methyl ether with chromic acid gives ‘‘heterocholestenone” previously
prepared by WINDAUS and DALMER (48) by treatment of «-3-chloro-6-
ketocholestane (XXIX) with alcoholic potassium hydroxide. The latter
authors considered the ketone to be unsaturated but HeEiLBroN, HoDGES
and SPRING showed that it contains a bridge ring and has the structure
(XXX). It follows that i-cholesterol is to be formulated as (XXXa) a
structure first proposed by WALLIS, FERNHOLZ and GEPHART (44) [com-
pare Forp, CHAKRAVORTY and WALLIS (49)].

H,C | H,C | C |

C(/V - Cb O/
l
OH

(XXIX) (XXX) (XXX a)

An interesting difference in reactivity of the p-toluenesulphonates of
saturated sterols was observed by SToLL (50) who found that on boiling
the esters of ergostanol, cholestanol, sitostanol and stigmastanol with
methyl alcohol the unchanged esters are recovered. Some ether formation
occurs but the reaction is very slow. On the other hand the esters of
epiergostanol and epicholestanol are thereby converted into A2-ergostene
and A%-cholestene respectively. The configuration of C;) has no influence
in this reaction since epicoprostanol also gives an unsaturated hydro-
carbon. Thus the course of the reaction depends upon the relative orienta-
tion of the hydroxyl group attached to Ci; and the methyl group atta-
ched to C; as in the case of digitonide formation.

Oxidation of Cholesterol.

Several interesting oxidations of cholesterol have been effected
tecently. It was shown by MAUTHNER and Suipa (51) that oxidation of
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cholesteryl acetate yields 7-ketocholesteryl acetate (XXXI) as main
neutral product. Reduction of (XXXI) with aluminium ssopropoxide
followed by benzoylation of the crude reaction product gives 3:7-diben-
zoyloxy-AP-cholestene (XXXII; R = CO-C4H;) which when heated under
reduced pressure loses one mole of benzoic acid with the formation of
#-dehydrocholesteryl benzoate! (XXXIII; R = CO-C,H,) [WINDAUS,
LETTRE and SCHENCK (52); compare BOER, REERINK, vaN WIJK and
VAN NIEKERK (53); SCHENCK, BucHHOLZ and WIESE (54); KocH and
KocH (55)].

7-Dehydrocholesterol (XXXIII; R = H) has been prepared by a
different route [BARR, HEILBRON, PARRY and SpRING (56)]. Oxidation
of cholesteryl hydrogen phthalate with alkaline potassium permanganate
gives the hydrogen phthalate of 3:7-dihydroxy-A4°-cholestene (XXXII).
The dibenzoate of this diol differs from the 3: 7-dibenzoyloxy-45-cholestene
described by WINDAUS, LETTRE and SCHENCK, but like the latter, it
gives on pyrolysis the benzoate of 7-dehydrocholesterol. Hence the diol
obtained by the hydrogen phthalate method differs from the 3:7-dihydr-
oxy-A45-cholestene of WINDAUS ef alia solely in the orientation of the groups
associated with C,.. In addition to the hydrogen phthalate of 3:7-dihydr-
oxy-Ab-cholestene, oxidation of cholesteryl hydrogen phthalate gives
the 3-hydrogen phthalate of a tetrahydroxycholestane (probably 3:5:6:7-
or 3:4:5:6-tetrahydroxycholestane) together with the acid phthalate
of the hydroxy-keto-acid C,;H,0, (XXXIV) previously obtained by
the oxidation of cholesteryl acetate by means of chromic acid (WiNDAUS
and REsAvu (57) .

H,C | H,C |
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7-Dehydrocholesterol shows a complete parallelism in its chemical
reactions with ergosterol [SCHENCK, BucHHOLz and WIESE (54)]. It
exhibits the same typical selective absorption and on irradiation with
ultra-violet light is converted into an antirachitic vitamin, a property
to which further reference will be made later. Again, 7-dehydrocholesteryl
acetate gives an adduct with maleic anhydride and is photochemically
converted into a “pinacol” [also obtained by URISHABARA and ANDO (58)]
which in its turn is thermally decomposed to give methane and norsterol
(XXXYV) which exhibits the same ultra-violet absorption spectrum as
neoergosterol. 7-Dehydrocholesterol is photo-oxidised to a peroxide,

1 The last stage can also be effected by heating the dibenzoate (XXXII)
with dimethylaniline (HasLewooDp, Journ. chem. Soc. London, 1938, 224).
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reduction of which. gives A?-cholestene-3:5:6-triol (XXXVI). On re-
duction with sodium and alcohol, 7-dehydrocholesterol gives y-cholestenol
(XXXVII) which on treatment with perbenzoic acid gives cholestane-

3:7:8-triol (XXXVIII), characterised by the formation of a diacetate.
On shaking with platinum, p-cholestenol is isomerised to «-cholestenol
(XXXIX) which is also obtained by the catalytic reduction of 7-dehydro-
cholesterol. x-Cholestenol cannot be further hydrogenated, but its ben-
zoate is isomerised by hydrogen chloride to f-cholestenyl benzoate (XL)
which on conversion into the acetate followed by hydrogenation gives
cholestanyl acetate.

The thermal degradation of 3:7-dibenzoyloxy-A%-cholestene by
the method of WINDAUS, LETTRE and ScCHENCK gives in addition to
7-dehydrochiolesterol an isomer (XLa) which has been studied in detail
by WinDAUS, LINSERT and ECKHARDT (59).

H,C

HO
(XL a)
An attempt was made by Bann, HriLBRoN and SprING (60) to

prepare 7-methyl-7-dehydrocholesterol (XLI). Treatment of 7-keto-
cholesteryl acetate with methyl magnesium iodide gives 7-hydroxy-7-
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methylcholesterol (XLII) together with 7-methylenecholesterol (XLIII).
The benzoate of the latter is also obtained by dehydration of 7-hydroxy-7-
methylcholesteryl benzoate using a variety of conditions, all attempts to
dehydrate (XLII) to the required 7-methyl-7-dehydrocholesterol leading
to 7-methylenecholesterol. The latter does not exhibit the typical properties
of ergosterol; thus the product obtained by irradiation with ultraviolet
light is antirachitically inactive [compare KHARASCH and WEINHOUSE (61)].
Reduction of the oxime of 7-ketocholesteryl acetate gives 7-aminochol-
esterol (XLIV). Distillation of the phosphate, or borate of (XLIV) givesa
cholestatriene (XLV) [ECKHARDT (62)] and not 7-dehydrocholesterol.

The oxidation of cholesterol by selenium dioxide has been investigated
by ROSENHEIM and STARLING (63) who, using acetic acid as solvent
obtained cis-3: 4-dihydroxy-A°-cholestene (XLVI), characterised as an
o-glycol by oxidation with lead tetracetate when a dialdehyde was
obtained, which on further oxidation with hydrogen peroxide yielded
DiELs acid (XLVII) [DieLs and ABDERHALDEN (64)]. The latter is also
formed directly from the diol (XLVF) by oxidation with potassium hypo-
bromite. Catalytic reduction of the diol (XLVI) gave 3:4-dihydroxy-
cholestane which on oxidation with hydrogen peroxide gives dihydro-
DieLs acid (XLVIII). cis-3: 4-Dihydroxy-A5-cholestene gives an #so-
propylidene derivative with acetone, a fact which, in conjunction with
the velocity of the oxidation with CRIEGEE’s reagent establishes the cis-
orientation of the two hydroxyl groups. The diol is very readily dehydrated
by dilute mineral acids being thereby converted into A4-cholestenone.
Treatment of cholesteryl acetate dibromide with either potassium acetate
and alcohol or pyridine and silver nitrate has been shown to give cis-4-
hydroxy-3-acetoxy-A®-cholestene [PETROW (65)]. Oxidation of cholesteryl
acetate with selenium dioxide followed by hydrolysis gave as main product
a higher melting diol which was thought to be the isomeric frans-3:4-
dihydroxy-4°-cholestene, since like the cis-3:4-diol it gives A*-choleste-
none on treatment with dilute mineral acids [ROSENHEIM and STARLING
(63)]. This diol was also isolated by ROSENHEIM and STARLING from the
resinous product ‘‘oxycholesterol” obtained by LirscHiitz (66) by the

Fortschritte d. Chem. org. Naturst. I. 5
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action of sodium agetate upon cholesterol dibromide. BUTENANDT and
HausMANN (67) showed that in reality the higher melting diol is 3:6-di-
hydroxy-A%-cholestene (XLIX) by the following series of reactions.
HyC | H,C | H,C
00 00 00
|

HO N/ HO,C /\/ HOL /\/
OH HO,C HO,C
(XLVI) (XLVII‘ (XLVIII)
H,C |
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Oxidation of the diol with chromic acid gives a keto-dicarboxylic acid
Cy,H,0; (L) the constitution of which is established since it is also formed
by the chromic acid oxidation of 3:6-diketo-A*-cholestene. Furthermore
on oxidation with aluminium ssopropoxide in the presence of acetone the
diol gives 3: 6-diketocholestane (LI). The formation of this 3:6-diol by the
action of sodium acetate on cholesterol dibromide is now readily interpreted.

An interesting suggestion was made by ROSENHEIM and STARLING (63)
concerning the conversion of cholesterol into coprostanol by the animal
organism. The unusually easy dehydration of 3:4-dihydroxy-A8-cholestene
into A%-cholestenone suggested that cholesterol is first oxidised to the
diol, dehydrated to A*-cholestenone, bacterial reduction of which gives
coprostanol. A large increase in faecal coprostanol was observed after
the administration of A*cholestenone to rats and a distinct effect was
obtained with the cis-3:4-diol. Similar results using A%-cholestenone
were obtained by SCHOENHEIMER, RITTENBERG and GRAFF (66).

By mild oxidation of either 3-acetoxy- or 3-benzoyloxy-4-hydroxy-
AB-cholestene, RosENHEIM and KiING (69) have obtained products which
on hydrolysis are converted into 3:4-diketo-A%-cholestene (LII) pre-
viously obtained by INHOFFEN (70) and by BUTENANDT and ScHRAMM (71)

by a different method.
HC |
/\'/ N

o (LIT)

The dehydration of 3: 5 : 6-trihydrocholestane (LV) has been examined
by LETTRE and MGULLER (72). The object of the experiments was to
explore the possibility of dehydration of the triol to 7-dehydrocholesterol
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[compare the dehydration of ergostadientriol to dehydroergosterol,
Winpaus and LinserT (73)]. The dibenzoate of 3:5:6-trihydroxy-
cholestane loses one mole of benzoic acid on distillation under reduced
pressure and gives the benzoate of x-cholesterol oxide. The diacetate of
the triol likewise loses one mole of acetic acid when distilled with barium
carbonate and gives x-cholesteryl acetate oxide. A similar observation of
the tendency of a derivative of an a-glycol to revert to its parent oxide was
made by HEILBRON, SHAW and SPRING (24) who in an attempt to convert
6-acetoxy- and 4-acetoxy-5-hydroxycholestane into the corresponding
xanthogenate esters, found that loss of acetic acid occurred in each case
with the formation of 4% and A%-cholestene oxides respectively. 3:5:6-
trihydroxycholestane (LV) gives 5-chloro-3: 6-dihydroxycholestane {LIII)

H,C H,C

- 2%

HO ) B: - WP,
cl OH
OH
(LIII) (LIV)

on treatment with hydrogen chloride, the dibenzoate of which on treatment
with quinoline gives the dibenzoate of a 3: 6-dihydroxy-4¢-cholestene (LIV)
which is not identical with the diol prepared by WESTPHALEN (74) [com-
pare DUNN, HEILBRON, PHIPERS, SAMANT and SPRING (75)] by the de-
hydration of the triol with acetic anhydride and sulphuric acid. The
constitution of (LIV) was established by its oxidation to 3:6-diketo-
cholestane.! The WESTPHALEN diol cannot be stereoisomeric since on
oxidation it gives neither 3:6-diketocholestane mnor 3:6-diketo-A4-
cholestene; a possible structure (LVI) is suggested in which dehydration
of 3:5: 6-cholestantriol (V) has been effected by a retropinacolinic change:

H,C

HOL " HO _
HO H,C
OH OH
(LV) (LVI)
Similar experiments with the same object have been described by
PETROW (65).
Treatment of cholesterol dibromide with pyridine gives cholesterol
[Winpaus and LUDERS (76)]; with pyridine and silver nitrate at room
temperature, however, 4% 8-cholestadienol is isolated; it is characterised

} It has since been shown by PETROW, ROSENBEIM and STARLING (Journ.
chem. Soc. London, 1938, 677) that the ‘‘diol” described by LeTTRE and MULLER
and formulated by these authors as (LIV) is in reality 6-ketocholestanol.

5.
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by its absorption spectrum and by the strong blue coloration given with
the antimony trichloride reagent [DANE and WANG (77), compare BARR,
HEILBRON, PARRY and SPRING (56)].

Oxidation of cholesterol with osmic acid has been shown to give cis-
cholestane-3: 5:6-triol [UsHAKOV and LUTENBERG (78)].

The oxidation of sterol oxides has recently been examined by Ru-
zickA and BossHARD (79). Oxidation of «-cholesterol oxide (LVII) with
chromic acid yields 5-hydroxy-3:6-diketocholestane (LVIII) which on
distillation under reduced pressure is converted into 3:6-diketo-A*-
cholestene (LIX). This is a great improvement upon the older method of
preparation of the latter [MAUTHNER and SUIDA ; PICKARD and Y ATES (§0)].

H,C H,C H,C

HO . ; s ) (8]

HO ¢ 0

Q
LVII) (LVIII) (LIX)

The action of perbenzoic acid upon both A4 and A5-cholestenone has
been examined by Ruzicka and BosSHARD (79); whereas the former is
unchanged by this reagent the latter gives two isomeric oxides, the consti-
tution of the lower melting isomer (LX) being established by its con-
version into 3:6-diketocholestane (LXI) on treatment with sulphuric acid.

H,C H,C

O
(LX) (LXI)

Some interesting results have been obtained by Ruzicka, OBERLIN,
Wirz and MEYER (81) by the oxidation of epicholestanyl acetate with
chromic acid at go°. Fractionation of the semicarbazone mixture gave
the aldehyde (LXII) in addition to androsterone (82).

If the oxidation be effected at 20—-30° the hydroxy ketone (LXIII) is
isolated in relatively large yield, the formation of androsterone being
suppressed [cf. OucHAkov, EPIFANSKY and TcHINAEVA (83)].
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In a like manner the oxidation of cholesteryl acetate dibromide has
been reinvestigated [compare Ruzicka and WETTSTEIN (84); WALLIS
and FERrNHOLZ (85); BUTENANDT, DANNENBAUM, HaniscH and Kub-
sus (86)]. By effecting the oxidation at 28-30°, RuzickA and FISCHER (87)
have succeeded in isolating and characterising, in addition to dehydro-
androsterone (LXIV), the unsaturated keto-alcohol (LXV) and 4°-pregne-
nolone (LXVI), the latter having also been obtained by Fuji: and MaTsU-
KAWA (88).

i
co -CH, CH -(CH,)4-CO-CH,

e * (N D
S0 LY

(LXIV) (van (LXV)

It has recently been shown by DiscHERL and HANuscH (89) that
direct oxidation of A4-cholestenone (LXVII) with chromic acid gives
androstendione (LXVIII). and progesterone (LXIX) in small yields.

C,H“ co -CH,
H,c Wﬁ c

/ AV \

(LXVII) (LXVIII) (LXIX)

The sulphonation of various sterol ketones has been investigated by
WinDpaus and KUHR (9o). Treatment of Aé-cholestenone with acetic
anhydride and sulphuric acid gives cholestenone sulphonic acid (LXX);
it is freely soluble in water and has the property of forming water soluble
adducts with cholesterol, cholestene, A4-cholestenone and vitamin D.
Similar water soluble derivatives are given by the sodium salt of cho-
lestenonesulphonic acid and the carcinogenic hydrocarbons methyl-
cholanthrene and benzpyrene. The constitution of the sulphonic acid
(LXX) is established by the following reactions: on oxidation with potas-
sium permanganate it is converted into the diketo-dihydric alcohol
(LXXT) which is also formed by the oxidation of 3:6-diketo-A4-cholestene
(LXXII), together with the tricarboxylic acid. (LXXIII). Dehydration
of (LXXI), is readily effected with formation of the triketone (LXXIV),
which reacts as the enol (LXXYV). Furthermore, hydrogenation of the
acid (LXX) gives a tetrahydroderivative (LXXVI) which on oxidation
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gives the well known ketodicarboxylic acid (LXXVII) also obtained by
the oxidation of 3'6-diketocholesta.ne

H,C |

Ho | O
OH
(LXX) (LXXI) (LXXII)
|
HO, \ \/ i)/
HO,C o O
HO,C
(LXXIII) (LXXIV) (LXXV)

Sulphonation of cholestanone (LXXVIII) gives 3-ketocholestane-2-
sulphonic acid (LXXIX), the constitution of which is established by its
oxidation to the dicarboxylic acid (LXXX) which is also obtained by the

HC | HC | HC |
/\/\/ Ho C/\/\/ \/\(
— — i
o | Ll
HO\ J AN AN
so,H ) )
(LXXVI) (LXXVII)
|/ >/ / Ho,s/ \/ ]/ Ho,c
cH, CH, N
N\ o \/\ KoL\ A
(LXXVIII) (LXXIX) (LXXX)
I
CH, s CH, ’ cH,
I-l\ l 7 H\
O\ \ ) HO'C\/ N/

(LXXXI) (LXXXII) (LXXXIII)
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direct oxidation of. cholestanone (LXXYVIII). Sulphonation of copro-
stanone (LXXXI) gives 3-ketocoprostane-z-sulphonic acid (LXXXII),
a behaviour in striking contrast to that of the ketone on bromination
when the ingoing halogen atom assumes the C, position. Oxidation of
(LXXXII) gives the hitherto unknown dicarboxylic acid (LXXXIII)
differing from the isomeric (LXXX]) in the orientation of the groups
associated with Cg).

Bromination of Steroid Ketones.

The aromatisation of ring A of the steroid nucleus is of interest both
from the theoretical and practical standpoint. Starting from the easily
accessible A%-cholestenone, the elimination of one mole of methane should
give a phenol and the application of such a reaction to androstenedione
should then offer a route for the conversion of cholesterol into oestrone,
the female sex hormone.

H,C

¢ A .llln / _-C-H" &N N

| 1|

Apart from the importance of obtaining a partial synthetic method
for the preparation of oestrone, such a transformation has a theoretical
value in that it would supply a proof that oestrone is stereochemically
allied to cholesterol. With the general object of effecting this elimination
of methane, many investigations have been made on the stability of
polyunsaturated steroid ketones prepared by bromination methods.

An interesting result is recorded by INHOFFEN (91) who reports that
removal of hydrogen bromide from the dibromide of androstanedione
gives a diethenoid ketone which on heating in an inert atmosphere loses
methane and gives a substance which is phenolic in nature and which is
formulated as (LXXXIV) a structure in accord with its ultra-violet
absorption spectrum.

0O:

a) Cholestanone. Monobromination of the stereoisomeric cholestanone
(LXXXV) and coprostaione (LXXXVI) give 2z-bromocholestanone
(LXXXVII) and 4-bromocoprostanone (XXXVIII) respectively [BUTE-
NANDT and WOLFF (92)]t The constitution of bromocoprostanone was
established by treatment with pyridine when it was smoothly converted
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into A4-cholestenone (LXXXIX). With the same reagent however, 2-bromo-
cholestanone gives only a pyridinium complex but with potassium acetate
in a sealed tube A!-cholestenone (XC) is formed. The position taken
up by the entering halogen atom in the case of 3-ketosteroids thus
depends upon the relative orientation of rings A and B, a fact amply

confirmed by a study of the cis-decalin derivatives pregnanedione,
3-ketobisnorcholanic acid and 3-ketopregnanol, all of which give 4-bromo-
substitution products, and of the #rans-decalin derivatives allopregnane-
dione and 3-ketobismorallocholanic acid which give z-bromosubstitution
products [BUTENANDT and co-workers (93)]. A dibromide of cholestanone
has been described by Ruzicka, BossHARD, FISCHER and WIRZ (94)
[compare DoRrEE (95)] which on heating with o-phenylenediamine gives
a quinoxaline derivative. Since the halogen atom in monobromocholesta-
none has been shown to be at C(;, Ruzicka and his collaborators formu-
lated the dibromide as 2:2’-dibromocholestanone. Likewise the same
authors described a dibromocoprostanone formulated as a 4: 4’-dibromide
since it also gives a quinoxaline derivative, BUTENANDT, SCHRAMM,
WoLrF and Kupsus (96) obtained the same dibromocholestanone by the
further bromination of 2-bromocholestanone (LXXXVII) and demon-
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strated that it is a 2: 4-dibromide (XCI) since on treatment with potassium
acetate in butyl alcohol it yields 3: 4-diketocholestane (XCII), the consti-
tution of which is established by its oxidation to dihydro-DikLs acid
(XCIII) by hydrogen peroxide. They therefore claim that the quinoxaline
formation described by RUzICKA ef alia must have been accompanied
by rearrangement.

The formulation of BUTENANDT and co-workers has been confirmed
by INHOFFEN (97) who found that treatment of the dibromide with
potassium benzoate gives the two isomeric benzoates (XCIV) and (XCV)
which on hydrolysis are converted into 3:4-diketocholestane (XCII)
and z:3-diketocholestane (XCVI) respectively.

0050000

(LXXXVII) Br 4 0
) / (XCD) / (xc)
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(XCVI) (XCVII)

The constitution of 2:3-diketocholestane follows from its facile oxi-
dation to the known dicarboxylic acid (XCVII) [WINDAUS and
UiBRIG (98)]. It gives a quinoxaline derivative identical with that pre-
pared by Ruzicka, BossHaRD, FiscHER and WiRz (94) from dibromo-
cholestanone. The formation of the two diketones thus confirms the
location of the two bromine atoms in dibromocholestanone.

ScHWENK and WHITMAN (99) describe various experiments designed
to remove hydrogen bromide from mono- and dibromocholestanones.
Dibromocholestanone gives a pyridinium salt with pyridine whilst with
dimethylaniline it gives a compound which the authors consider to have
the probable formula (XCVIII) methane having been lost during the
reaction. Treatment of 2-bromocholestanone with pyridine gives the pyri-
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dinium compound?! described by BUTENANDT and WOLFF (z00) but with
dimethylaniline cholestanone is the chief product.

CCHH
HC |
l
0
|
(\/\
Ve V4 (XCVIII)

(CHy)yN

b) 5:6-Dibromocholestanone and #*-Cholestenone. If cholesterol
dibromide be oxidised with chromic acid it yields §5:6-dibromocholesta-
none (XCIX) which on further bromination (in the presence of ether)
gives 4:5:6-tribromocholestanone (C), m. p. 138° [INHOFFEN (101)]. On
heating this tribromide with sodium iodide in alcohol-benzene it gives
the enol ethyl ether of 3:6-diketo-A¢-cholestene previously prepared by
WINDAUS (102); of the alternative structures (CI) and (CIa) the former is
preferred since the compound fails to give an adduct with maleic anhydride.

Treatment of the tribromide (C) with one mole of potassium acetate
gives a dibromo-unsaturated ketone ( CII) which shows the hght absorption
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1 See also RuziCKA, PLATTNER and AESCHBACHER, Helv. chim. Acta 21, 866
(1938).
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properties of an «,f-unsaturated ketone and this on treatment with
sodium iodide in alcohol gives the enol-ether (CI). On heating either the
tribromide or the dibromide (CII) with excess potassium acetate a keto
enol acetate (CIII) is formed, hydrolysis of which gives 3:4-diketo-45-
cholestene (CIV) [INHOFFEN (70)]. Thus using acid conditions tribromo-
cholestanone gives a compound oxygenated at Cy (enol ether of 3:6-
diketo-A%-cholestene) whereas using neutral conditions oxygenation at
C(y results. The mechanism of formation of the enol ethyl ether is
formulated as follows:

The bromination of 5:6-dibromocholestanone has also been studied
by BUTENANDT and ScHRAMM (71). Using acetic acid as solvent an
isomeric 4:5: 6-tribromocholestane (CV), m. p. 106° is obtained differing
from that described by INHOFFEN in the orientation of the C,-halogen
atom. Further bromination of this gives 4:4:5:6-tetrabromocholesta-
none (CVI). The constitution of the new tribromoketone is established

by the observation that on treatment with sodium iodide and alcohol
it is converted intc the enol ether of 3:6-diketo-A*-cholestene. The
constitution of the tetrabromoketone is established by its conversion
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by potassium acetate into 3:4-diketo-4°-cholestene (CIV) [previously
obtained by INHOFFEN (70)], the constitution of which, in its turn, follows
from its oxidation by hydrogen peroxide to 7-keto-DIELs acid (CVII)
[WiNDAUs (103)]. The relationship of the two isomeric tribromoketones
and tetrabromocholestanone would be established if the INHOFFEN
tribromoketone (m. p. 138°) likewise gave tetrabromocholestanone. This
however is not the case for on attempted bromination, the INHOFFEN
tribromide gives an «, §-unsaturated tribromoketone (CVIII). This is also
obtained from the dibromide (CII) described by INHOFFEN (97) and also
remarkably, from the tetrabromoketone (CVI) on warming with alcohol

when loss of hydrogen bromide followed by an allyl rearrangement
occurs. Since the same «,fB-unsaturated ketone is obtained from both
isomeric tribromoketones, it follows that they differ only in the orientation
around Cy,.
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The direct bromination of A4-cholestenone has also been studied in
detail [INHOFFEN (I04)]. Whereas in the presence of potassium acetate
this ketone fails to react with bromine, in the presence of hydrogen
bromide it gives the two isomeric 4:6-dibromo-A4-cholestenones (CII)
and (CILa). It is consequently concluded that A4%cholestenone reacts as
its enol (CIX), the formation of the two dibromides being now represen-
ted as:

This mechanism is confirmed by the observation that treatment of
cholestenone enol acetate (CX) [compare Ruzicka and FISCHER (ro5)]
with bromine in the presence of potassium acetate gives a monobromo-
ketone (CXI) which on further bromination in the ‘presence of hydrogen
bromide gives the dibromide (CII).

The monobromoketone (CXI) has also been prepared by Ruzicka,
BossHARD, FiscHER and WIirz (94) by the partial debromination of
5:6-dibromocholestanone with potassium acetate.

Treatment of A%-cholestenone with four moles of bromine gives a
dibromoketone (CXII) characterised by its strong absorption band at



78 1. M. HeiBrON and F. S. SPRING

2970 A. [BUTENANDT, ScHRAMM and KuDsus (106); compare RuziCka,
BossuARD, FiscHER and WIRZ (94)] which is also formed from 4:4:5:6-
tetrabromocholestanone (CVI) by the action of potassium acetate.

By the action of a further mole of bromine on the dibromide (CXII),
a diethenoid tribromide (CXIII) is obtained, which can also be obtained
by the direct bromination of A*cholestenone. This on treatment with
hydrogen bromide in acetic acid loses one mole of hydrogen bromide

and gives a triethenoid dibromide which is formulated as (CXIVa)
or (CXIVb). This compound represents the final phase in the bromi-
nation of 4%-cholestenone from which it can be prepared directly.

c) 6-Ketocholestanyl .acetate. Bromination of the saturated keto-
acetate (CXV) in ether-acetic acid with one molecular proportion of
bromine [HEILBRON, JONES and SPRING (107)] gives 5-bromo-6-keto-
cholestany! acetate (CXVI), the constitution of which is established by
the following series of reactions. The monobromide on treatment with
pyridine is converted into 6-keto-3-acetoxy-A%-cholestene (CXVII) which
shows the typical light absorption properties of an «,f-unsaturated
ketone. Hydrolysis of (CXVII) with kot methyl alcoholic potassium
hydroxide gives 3:6-diketocholestane (CXVIII) whereas with the cold
reagent 3-hydroxy-6-keto-A4-cholestene (CXIX) is obtained which when
heated with alcoholic potassium hydroxide is isomerised to 3:6-diketo-
cholestane (CXVIII). Reduction of (CXVII) with aluminium isopropoxide
gives a 3:6-dihydroxy-A*-cholestene (CXX) which differs from the diol
of this constitution described by BUTENANDT and HAUSMANN (67).
Hydrolysis of the monobromide (CXVI) gives' 3:5-dihydroxy-6-keto-
cholestane (CXXI) which differs from the previously described dihydr-
oxyketone of this constitution [SCHENCK (108)].

If the bromination of 6-ketocholestanyl acetate be effected in boiling
ether-acetic acid the isomeric #-bromo-6-ketocholestanyl acetate
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(CXXII) is obtained; this compound is also formed from the 5-mono-
bromide (CXVI) on heating in the presence of hydrogen bromide. The
constitution of the monobromide (CXXII) is established by the obser-
vation that on treatment with pyridine and silver nitrate it gives 6:7-
diketocholestanyl acetate (CXXIII) while on hydrolysis 3:7-dihydroxy-
6-ketocholestanyl acetate (CXXIV) is formed.

Treatment of 6-ketocholestanyl acetate with two moles of bromine gives
5:7-dibromo-6-ketocholestanyl acetate (CXXV) after one hour, whereas
if the reaction mixture be allowed to stand for 18 hours before working up,
the isomeric §':7-dibromo-6-ketocholestanyl acetate (CXXVI) is formed
[HEILBRON, JACKSON, JONES and SPRING (r09)]. The presence of a halogen
atom at Cy is established by the fact that treatment of either dibromide
with hydrogen bromide gives 7-bromo-6-ketocholestanyl acetate (CXXII).

Bromination of 5-bromo-6-ketocholestanyl acetate (CXVI) with one
mole of bromine in the presence of hydrogen bromide gives either of the
dibromides (CXXV) or (CXXVI) according to the experimental condi-
tions, whereas bromination of the isomeric 7-bromo-6-ketocholestanyl
acetate (CXXII) gives only the 5:7-dibromide (CXXYV).

The action of pyridine upon either dibromide gives 6-keto-3-acetoxy-
A2A-cholestadiene (CXXVII) and 7-hydroxy-3-acetoxy-6-keto-A4-chole-
stene (CXXVIII). The former is characterised by its conversion into
3: 6-diketo-A4-cholestene on hydrolysis with sodium methoxide. Treatment
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of 5':7-dibromo-6-ketocholestanyl acetate (CXXVI) with potassium
acetate gives 7-bromo-6-keto-3:5’-diacetoxycholestane (CXXIX) which
on debromination with aluminium amalgam gives 6-keto-3: 5'-diacetoxy-
cholestane (CXXX), identical with that described by ScHENCK (r08).

Hydrolysis of the latter results in the formation of 3:5'-dihydroxy-6-
ketocholestane which differs from the isomer (CXXI) in the orientation
of the C(; hydroxyl group. With sodium acetate in alcohol the dibromide
(CXXVI) gives 7-bromo-6-keto-3: 5'-diacetoxycholestane (CXXIX) to-
gether with 6-keto-3-acetoxy-7-ethoxy-4*-cholestene (CXXXI) and 6:7-
diketocholestanyl acetate (CXXXII), while with potassium acetate in
n-butyl alcohol a product exhibiting an intense ferric chloride coloration
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(a-diketone) is formed which on crystallisation from methyl alcohol gives
6-keto-7-methoxy-4%4.7-cholestatriene (CXXXIII) (the enol methyl
ether of 6:7-diketo-424-cholestadiene).

d) 7-Ketocholestanyl acetate. Monobromination of 7-ketocholestanyl
acetate [BARR, HEILBRON, JoNES and SPRING (110)] gives a mixture of
a- and B-6-bromo-7-ketocholestanyl acetates (CXXXIV) which differ in
the orientation of the groups associated with Cj), the x-isomer being
converted into the f-form on treatment with hydrogen bromide. The
constitution of both monobromides follows from their ready conversion
into 7-keto-3-acetoxy-A5-cholestene (CXXXV) and 7-keto-4%5-cholesia-
diene (CXXXVI) on treatment with pyridine, the elimination of hydrogen
bromide, however, being slower in the case of the f-isomer. This difference
in reactivity is clearly illustrated by the reactions of the two monobromides
with pyridine and silver nitrate; whereas the «-isomer gives 7-keto-3-
acetoxy-A%-cholestene (CXXXYV) the f-isomer gives 6,7-diketocholestanyl
acetate (CXXXVII), a behaviour attributed to the inherent difficulty of
removal of hydrogen halide with consequent tendency to hydrolysis and
oxidation.

H,C H,C H,C H,C

Br
CXXXIV) CXXXV (CXXXVI) CXXXVII)

Ergosterol and its Photoisomerides.

a) Ergosterol. Hydrogenation of ergosterol with a platinum catalvst
gives x-ergostenol (CXXXVIII) which is resistant to further reduction
[HEILBRON and SEXTON (111)]; it is also obtained by the catalytic reduction
of dihydroergosterol which in its turn is obtained by the reduction of ergo-
sterol with sodium and alcohol [WiNDAUS and BRUNKEN (r12)]. Isomeri-
sation of x-ergostenyl benzoate with hydrogen chloride gives the benzoate
of B-ergostenol (CXXXIX), the acetate of which gives the saturated
ergostanyl acetate on further reduction [REINDEL, WALTER and RaucH
(113); HEILBRON and WILKINSON (114)]. A third isomer, y-ergostenol
(CXL) obtained by the reduction of 22-dihydroergosterol with sodium
and alcohol is isomerised to «-ergostenol on shaking with a palladium or
platinum catalyst [WinDAUus and LANGER (98)].

The location of the ethenoid linkage in S-ergostenol has been unam-
biguously established by a study of the products of ozonolysis. After
decomposition of the ozonide the product was thermally decomposed
whereby an unsaturated aldehyde, C,;H,,0 (CXLI); and a ketoacetate

Fortschritte d. Chem. org. Naturst. I. 6
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(CXLII) were isolated. The structure of the latter was established by its
dehydrogenation with selenium to 2-methylphenanthrene [ACHTER-

MANN (116)]. Furthermore, by distillation of the acidic fragment of the
ozone product under reduced pressure LAUCHT (z9) obtained the enol-
lactone (CXLIII) of the keto-acid (CXLIV).

Both «- and g-ergostenols give dehydroergostenol on treatment with
perbenzoic acid [WiNDAUs and LUTTRINGHAUS (rr7); MORRISON and
SiMpsoN (118)] which compound is also obtained by the action of hydrogen
chloride on 22-dihydroergosterol [WINDAUs and LANGER (115)] and by
the action of selenium dioxide on x-ergostenol [CALLOW (119)].
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The oxidation of ergosterol, ergosteryl acetate and lumisterylacetate
by means of chromic acid has been studied by Burawoy (z20). From the
former, ergostadiene-3: 6-dion-5-01 (CXLV) is obtained in good yield,
identical with the product of oxidation of ergostadiene-3:5:6-triols I
and II (CXLVI) [Dunn, HEILBRON, PHIPERS, SAMANT and SPRING (75)].
Oxidation of ergosteryl and lumisteryl acetates gives 3-acetoxy-ergo-
stadien-6-on-5-ol (CXLVII) and 3-acetoxy-lumistadien-6-on-5-ol respect-
ively.

H,C H,C H,C

(CXLYV) (CKLVI) (CXLVII)

An investigation of ergosterol ~B, has been undertaken by CHEN (z21).

MARKER and his collaborators claimed to have prepared oestrone
from ergosterol by the following route : Photodehydrogenation of ergosterol
gives a “‘pinacol” [WINDAUS and BORGEAUD (122)] which on thermal de-
gradation loses methane and yields neoergosterol (CXLVIII) [BONSTEDT
(123); INHOFFEN (124)].* On heating the latter with platinum, tetra-
dehydroneoergosterol (CXLIX) [HONIGMANN (125)] is produced, which
with sodium and amyl alcohol was stated by MARKER, KaMM, OAXWOOD
and Lavucius (126) to give a phenol (CL), reduction of ring B having
occurred. The acetate of the latter on chromic acid oxidation followed
by hydrolysis gave a compound which, it was claimed, was identical
with natural oestrone, chemically, physically and physiologically.

Later, however, WINDAUS and DEPPE (127) reported that reduction of
tetradehydroneoergosterol with sodium and amyl alcohol gives epineo-
ergosterol (CLI) and not a phenol of the structure (CL). The constitution
of the reduction product was established by the observation that it is
also formed by the epimerisation of meoergosterol by means of sodium
amyloxide, and further by the fact that both neoergosterol and the re-

1 According to URusHIBARA and ANDo: Bull. chem. Soc. Japan 11, 757 (1936),
an isomeric isonecergosterol m. p., 138-139°, is formed together with neoergosterol.

6®
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duction product give one and the same product “ergopentaene” (CLII)
on treatment with sodium ethoxide.!

HO

H  cn CLII)

Using the method of WIELAND and JacoBI (128), FERNHOLZ (129)
attempted to prepare ergostane from allocholanic acid, but a new asym-
metric centre (Cy,,) is introduced in the synthesis and the product differed
considerably in its optical rotation from ergostane.

The preparation of ergostatrienone (CLIII) has been described by
OPPENAUER (5) by the oxidation of ergosterol with aluminium fer¢. butoxide
using acetone as hydrogen acceptor. It is an &,f-unsaturated ketone, the
A-linkage of ergosterol having migrated to the A%-location. Ergosta-
trienone has also been prepared by WETTER and DIMROTH (r30) from the
ergosteryl acetate-maleic anhydride adduct. Mild hydrolysis of the latter
gives ergosterol maleic anhydride, oxidation of which to the corresponding
ketone followed by thermal removal of the maleic anhydride gave ergo-
statrienone together with an isomeric ketone ssoergostatrienone (CLIV)
which is also formed by the isomerisation of ergostatrienone with methyl-

alcoholic hydrogen chloride. Hydrogenation of ergostatrienone with
palladium in neutral solution followed by hydrogenation of the product
with platinum in neutral solution [compare the hydrogenation of A%-cho-

1 See also CHAKRAVORTY and WALLIS, Journ. Amer. chem. Soc. 60, 1379 (1938).
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lestenone and coprostanone GRASSHOF (13I); RuziCka (20)] gave a satu-
rated alcohol (CLV) which is not precipitable by digitonin and which is a
higher homologue of epicoprostanol. It is in part isomerised by sodium
ethoxide to a digitonin precipitable alcohol (CLVI) which is a higher
homologue of coprostanol. In agreement with the observations of
LETTRE (132) upon the formation of molecular compounds, (CLV) gives
a marked elevation in melting point on admixture with ergostanol and
a similar behaviour is observed on admixture with lumistanol.

b) Lumisterol and the Pyrocalciferols. The investigations of
WinDAUS and his collaborators have established that the photoirradiation
of ergosterol leads to the following series of changes:

Toxisterol

Suprasterols I and II
Some evidence existed for the belief that ergosterol can be directly
isomerised to tachysterol. It has recently been shown by DIMROTH (133),
however, that this is not so, and that lumisterol is an invariable inter-
mediate in the photochemical series.

The constitution of calciferol has been shown to be (CLVII) a representa-
tion which can now be regarded as correct in every detail (134).

An investigation of tachysterol has been undertaken by GRuUND-
MANN (135) who has shown that it does not contain an exocyclic ethylenic
linkage and that it is not unsaturated at Cy-C and C(;)—Cis). Whilst
the evidence is of a pureiy negative character it is concluded that tachy-
sterol is best represented by the structure (CLVIII).

In contrast to calciferol which is tetraethenoid and consequently
tricyclic, lumisterol, like ergosterol is triethenoid and tetracyclic [HEIL-
BRON, SPRING and STEWART (136); DiMROTH (137)]. Furthermore, like
ergosterol, lumisterol contains a side chain ethylenic linkage, for on
ozonolysis it gives methylisopropylacetaldehyde [Guiteras (138)]. The
characteristic ultra-violet absorption spectrum of lumisterol shows that
the nuclear ethylenic linkages are conjugated, and present in the same
ring, a conclusion confirmed by the formation of methylbenzenetetra-
carboxylic acid on oxidation of lumisterol with nitric acid [INHOFFEN (139)]
and by the formation of an adduct of maleic anhydride and lumisteryl
acetate [HEILBRON, MOFFET and SPRING (140)]. HE1LBRON, SPRING and
STEWART (136) showed that the nuclear ethenoid linkages of lumisterol
are in the same position as those of ergosterol since like the latter, on
oxidation with perbenzoic acid it gives a lumistadienetriol monobenzoate.
Furthermore the same authors showed that lumisterol is dehydrogenated
with mercuric acetate to a dehydrolumisterol.

In addition to lumisterol, two other stereo-isomers, pyrocalciferol
and isopyrocalciferol, exhibit the same absorption spectrum as ergosterol
[BUSSE (141); MULLER (142)]. The pyrolysis of calciferol has therefore

Ergosterol — Lumisterol — Tachysterol — Calciterol — {
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resulted in the reformation of the ergosterol ring system (CLIX) with
the appearance-of twc new asymmetric centres at Cg and Cq).

C,H H
H,C Io 1 H,C?’ 17

ae () el 1)
8 { mﬁ,@

HO N/
(CLVIII) (CLVII)
CoHy; C.H
HC |s 1 H,C 'o 17

LD D
Fo

(CLIX) (CLX)

Four stereoisomers of the structure (CLIX) are possible in which the
only variants are Cy and C,; WINDAUS and DIMROTH (143) assumed
that these four.isomers are pyrocalciferol, fsopyrocalciferol, ergosterol
and lumisterol. This hypothesis received support from the observation
that dehydrogenation of pyrocalciferol with mercuric acetate gave de-
hydrolumisterol while similar treatment of ssopyrocalciferol gave dehydro-
ergosterol. The formation of dehydroergosterol from ergosterol consists
in the introduction of a A%ethenoid linkage [MULLER (144)], dehydro-
ergosterol being (CLX) and since dehyvdrolumisterol shows the same
characteristic absorption spectrum as dehydroergosterol it must be a
stereoisomer of the latter. Hence it is clear that ssopyrocalciferol and
ergosterol can only differ in the orientation around Cy), a statement
likewise true in the case of pyrocalciferol and lumisterol. WiNpAUS and
DiMrOTE consequently came to the conclusion that, if the stereo-arrange-
ment of Ci and Cq in ergosterol be arbitrarily indicated by -, the
following arrangement represents the four isomers:

%9 Cuo Ctao)
Ergosterol (CLXI) ....... =+ +
iso-Pyrocalciferol (CLXII) . — + — Dehydroergosterol {CLX)....... +
Lumisterol (CLXIII) ..... + () — .
Pyrocalciferol (CLXIV) ... — () —| Dehydrolumisterol (CLXV)..... —

It was not possible to decide whether the orientation around C,
in lumisterol is the same as or different from that of ergosterol.

The allocation of these structures is based upon the assumption that
the hiydroxyl group has the same orientation in the four isomers and that
only Cg and Cyy,) are sterically variable, and that the inability of lumisterol
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and pyrocalciferol to form digitonides is to be ascribed to the fact that
the methyl group attached to C(;o) has an orientation different from that
in ergosterol.

An equally satisfactory representation of the properties of the four
isomers is obtained if Cj; and C) be assumed to be the stereovariants,
such an assumption leading to the following structures:

Ca G Cs)
Ergosterol ............... + +
iso-Pyrocalciferol . ........ + } —> Dehydroergosterol ............. +
Lumisterol .............. — 4+ (?) .
Pyrocalciferol . ........... - = —» Dehydrolumisterol ............. —

If this arrangement is correct epiergosterol must be identical with
either lumisterol or pyrocalciferol (according to the orientation around Cy,)
and similarly epslumisterol must be identical with either ergosterol or
isopyrocalciferol. Furthermore dehydroergosterol and dehydrolumisterol
according to this view are epimers.

Adopting this point of view, the preparation of eprergosterol and
epilumisterol was undertaken by HEILBRON, KENNEDY and SpRrING
(145) in order to effect the necessary comparisons. Reduction of ergo-
statrienone (CLIII) with aluminium 4sepropoxide was reported by
MARKER, Kamm, Lavcius and OAKwoOD (146) to give a mixture of
alcohols which on resolution by digitonin gave ergosterol and an isomeric
ergostatrienol which unlike the former does not give an insoluble digi-
tonide and consequently was designated “eprergosterol”’. Later WINDAUS
and BucHHOLZ (147) showed that the trienol of MARKER and co-workers
does not exhibit selective absorption between 2400 and 3000 A., and
therefore cannot contain the system of conjugated ethylenic linkages
present in ergosterol. They concluded that reduction of ergostatrienone
is effected without migration of the A%-ethylenic linkage and that the
trienol of MARKER is 44 7.2 ergostatrienol.

HeiLBroN, KENNEDY and SPRING (145) agree with the German
authors that the trienol of MARKER cannot be epiergosterol but they
have shown that reduction of ergostatrienone gives in the first place a
molecular complex of ergosterol and epiergosterol, reduction of the car-
bonyl group having been accompanied by a facile and complete migration
of the Cy)-Cs linkage to the C(;—Cis position. epi-Ergosterol, however,
is very unstable, readily isomerising to the trienol of MARKER and co-
workers. It is apparent from this great instability that it cannot be
identical with either lumisterol or pyrocalciferol.

Lumisterol has been oxidised to lumistatrienone (CLIII) by HEIL-
BRON, KENNEDY and SPRING. It is an «,f-unsaturated ketone and there-
fore it is isomeric with ergostatrienone. On reduction with aluminium
isopropoxide it gives a molecular complex of lumisterol and epslumisterol



Recent Advances in the Chemistry of the Sterols 89

which is readily resolved into its components by means of digitonin,
only the latter giving an insoluble digitonide. Thus once again reduction
of the carbonyl group of a ketone of type (CLIII) is accompanied by
migration of the A4-linkage into the conjugated 4%location. eps-Lumisterol
differs from both ergosterol and #sopyrocalciferol; furthermore it differs
from eprergosterol in that it is relatively stable, and it does not exhibit
antirachitic activity after irradiation with ultra-violet light. A considera-
tion of these results shows that the hydroxyl group in ergosterol, lumisterol
and the pyrocalciferols has the same absolute configuiration and that the
structures assumed by WINDAUS and DIMROTH are correct.

c) Vitamin D. The isolation of calciferol in a crystalline form and the
establishment orits constitution would appear at first sight to be the culmin-
ation of the vitamin D problem. Impressive biological evidence, however,
gradually accumulated which pointed to the conclusion that natural vita-
min D of fish liver-oils cannot be identical with calciferol and moreover, the
provitamin D of the sterol fraction of such oils appeared equally to differ
from ergosterol (CLXVI). Thus, if a cod liver oil is standardised against
calciferol using the rat for biological control, and an equivalent rat-unit
dosage of the two vitamin D sources fed to chickens, the curative effects are
markedly different (148). In the second place WADDELL (149) has shown
that cod liver oil cholesterol on irradiation produces a vitamin which is
comparable with cod liver oil vitamin D in its biological activity when
tested against the rat and the chicken, but the cholesterol preparation
was much more potent in preventing rachitic manifestations in chicks
than an equivalent number of rat units of irradiated ergosterol.

A possible explanation of these differences was found in the suggestion
that natural vitamin D is related to 7-dehydrocholesterol and not to
ergosterol, an assumption all the more attractive in view of the previous
observation of WINDAUS and LANGER (150) that 22-dihydroergosterol
(CLXVII) is an antirachitic provitamin. The preparation of 7-dehydro-
cholesterol (CLXVIII) has already been described (p.63); it has been
established that irradiated 7-dehydrocholesterol is biologically identical
with the vitamin D of fish liver oils [GRAB (151)].

The preparation of #-dehydrositosterol (CLXIX) was effected by a
method analogous to that employed for 7-dehydrocholesterol [WUNDER-
LICH (152)] and on irradiation it gave a substance of high antirachitic
activity. Thus it appears that the structural features necessary for a
sterol to be a provitamin D is that it shall contain a 4% ?-system of con-
jugated ethylenic linkages.!

The isolation of the vitamin D of tunny liver oil has been effected by
BROCKMANN (154) by chromatographic and partition methods. The

1 7-Dehydrostigmasterol. however, [LINSERT (153)] is stated to be antirachitically
inactive after irradiation.



90 I. M. HELBRON and F. S. SPRING

vitamin was obtained as its 3:5-dinjtrobenzoate which was shown to
be identical with the dinitrobenzoate of the vitamin (vitamin D,) prepared
by WiNDAUS, SCHENCK and WERDER (155) by the irradiation of 7-dehydro-
cholesterol and esterification of the ptoduct. Later BROCKMANN (156)
isolated the vitamin of halibut liver oil as its dinitrobenzoate and this
again proved to be identical with the ester of vitamin Dy. By hydrolysis
of the dinitrobenzoate described by WINDAUS, SCHENCK and WERDER,
ScHENCK (r57) succeeded in isolating crystalline vitamin D,. Vitamin D,
shows a close correspondence to calciferol (vitamin D;) and hence an
analogous constitution (CLXX) is assumed. This structure has been con-
firmed by WiNDAus, DEPPE and WUNDERLICH (158) who obtained the
ketone (CLXXI) from the neutral product obtained after the ozonolysis
of vitamin Dj.

CH, c]:H, (|:H8 (':H,
CH-CH:CH-CH-CH(CH,), CH-CH,-CH,-CH- CH(CH,),
Y XT)
we [ ) we [ 1)
Y u
HO N/ N
(CLXVI) (CLXVII)
CH, o, CH,
| |
CH -(CHy)y* CH(CHy), e CH-CH,-CH,-CH-CH(CH,),
|
3
D D
o8
HO\/\)
(CLXVIII) (CLXIX)

WiNpAus, DEPPE and WUNDERLICH (158) have also isolated lumi-
steroly and tachysteroly from the irradiation products of 7-dehydrochol-
esterol. The presence of an antirachitic provitamin in crude sterols of
animal and plant origin has long been recognised; in 1925 HEss and
WEINSTOCK (I59) showed that ultra-violet irradiation of phytosterol gave
an antirachitically active product. The provitamin of the sterol obtained
from mammals, birds and molluscs has been shown to be 7-dehydro-
cholesterol, but many lower animals have surprisingly been found to
contain ergosterol [WINDAUS (160)]. The presence of either 7-dehydrosito-
sterol or 7-dehydrostigmasterol in higher plants has not as yet been
detected. POLLARD (161) has demonstrated the presence of ergosterol
in the phytosterol of cocksfoot (Dactylis glomerata). The nature of the
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provitamin present in a number of phytosterols was examined by WIND-
Aus and Bock (162). The phytosterol of cottonseed-oil and turnip were
examined particularly because they contain a relatively high percentage
of provitamin D (5 and 1,49, respectively) and in each case this was shown
to be ergosterol and not 7-dehydrositosterol.

Thus four antirachitic provitamins are known, ergosterol, 7-dehydro-
cholesterol, 22-dshydroergosterol and 7-dehydyositosterol. Of these only
two have been detected in natural sources, ergosterol occurring widely
in the plant and animal kingdoms and 7-dehydracholesterol solely in the
animal kingdom. The vitamin corresponding to 22-dihydroergosterol
(vitamin D,) has been prepared by WINDAUS and TRAUTMANN (163). It is
akin to calciferol (vitamin D,) and vitamin Dj in all its properties and
hence an analogous constitution is presumed.

\/
(CLXX) (CLXXI))

Phytosterols and Sterols of Lower Animals.

The sitosterol obtained from wvarious sources has been found by
ANDERSON and his co-workers to be heterogeneous. These investigators
showed that various preparations of “sitosterol” contained appreciable
amounts of dihydrositosterol and that the residual phytosterol consisted
of at least three different entities to which the names «-, - and y-sito-
sterol were given (164). The phytosterol mixture from calabar bean
(Physostigma venenosium) contains “‘sitosterol’” and a well defined diethe-
noid sterol stigmasterol [WiNpaus and HAUTH (165)] which is more
conveniently obtained from soya bean oil. The structure of stigmasterol
CypH g0 (CLXXII) has been completely established by FERNHOLZ (166).

The sterol of cottonseed oil is particularly rich in §-sitosterol (WALLIS
and CHAKRAVORTY (167)]. Hydrogenation of f-sitosterol gives f-sitostanol
(identical with natural dihydrositosterol) and comparison of corresponding
derivatives of f-sitostanol and stigmastanol led BENGTSSON to the view
that the two are identical (768) and hence the complete carbon skeleton
of B-sitosterol is established. The ethenoid linkage of f-sitosterol has been
shown to be at C(;)—Cs hence f-sitosterol is 22-dihydrostigmasterol. This
conclusion has been definitely proven by BERNSTEIN and WALLIs (169)
who have selectively hydrogenated stigmasterol to 22-dihydrostigma-
sterol, which proved to be identical with -sitosterol.
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y-Sitosterol has. been closely investigated by BoNSTEDT (170) who
has shown that y-sitostane is not identical with stigmastane. OPPEN-
AUER (171) has described the conversion of a specimen of sitosterol rich
in the y-isomer into dehydroandrosterone from which it becomes probable
that y-sitosterol differs from the B-isomer in the nature and orientation
of the asymmetric centres in the side chain. The oxidation of a dihydro-
sitosterol probably rich in dihydro-y-sitosterol to ¢scandrosterone has
been described by Ruzicka (172).

The most soluble fraction of the sterol of wheat germ oil («-sitosterol
of ANDERSON) has been recently investigated by Warris and FERN-
HOLZ (173) who succeeded in isolating two new sterols, «;-sitosterol
(CgoH40) and «,-sitosterol (probably CgeHgoO), both of which are diethe-
noid. Several papers have appeared during the period under review
describing the fractionation of natural phytosterol mixtures; of these
mention may be made of the characterisation of §-sitosterol by IcHIBA
(r74) of e-sitosterol by SiMpsoN and WIiLLiAMS (175), of the triti-
sterols by KARRER and SALOMON (r76) and of the orysterols by Topp,
BeRGEL, WALDMANN and WoORK (177). It must, however, be emphasised
that the difficulties of separating phytosterol mixtures are extremely
great and the homogeneity of many so-called isomeric sitosterols must
be accepted with reserve.

A series of papers on various derivatives of phytosterols has been
published by MARKER and his collaborators. MARKER and WHITTLE (178)
have confirmed the identity of B-sitosterol (from pine oil) and 22-dihydro-
stigmasterol. The conversion of stigmasterol (CLXXII) into 5-dihydro-
stigmasterol (CLXXIV) has been effected by these authors by the oxida-
tion of the former to stigmastadienone (CLXXIII) and reduction of
this with sodium and amyl alcohol [compare DIELS and ABDERHALDEN
(r79)] to 5-dihydrostigmasterol. Reduction of sitostenone with sodium
and amyl alcohol has likewise been shown to give sitostanol (stigmastanol).

The preparation of allssitosterol (A4-sitosterol) and allostigmasterol
(44®2-sitostadienol) and their epimers has been described by MARKER
and OAKWOOD (180) using the method adopted by Evans and SCHOEN-
THEIMER (II) for the preparation of allocholesterol and its epimer. The
chlorides of sitosterol and stigmasterol have been described by MARKER
ar’d LAwsoN (181) and their reactions studied. By the action of oxygen
on the GRIGNARD derivatives of f-sitosteryl chloride and stigmasteryl
chloride, epi-B-sitosterol and epistigmasterol have been prepared [MARKER
et alia (182)].

The occurrence of a steroid ketone in the Indian fruit Arfocarpus
integrifolia has been reported by NaTH (283).

The diethenoid sterol fucosterol, Co4H,,O, was isolated by HEILBRON,
PuipErs and WRIGHT (184) from the non-saponifiable matter of various
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algae, e. g. from Fucus vesiculosus (bladder wrack) and Pelvetia canalicu-
lata. 1t is diethenoid, both ethenoid linkages being in the nucleus and
on hydrogenation it gives stigmastanol. By partial hydrogenation it was
possible to isolate two isomeric dihydrofucosterols [COFFEY, HEILBRON,
SeriNG and WRIGHT (185)]. The higher melting «-dihydrofucosterol is a
Ab-stigmastenol [CoFFEy, HEILBRON and SPRING (186)] and is almost
certainly identical with §-sitosterol. The location of the second ethenoid
linkage of fucosterol has not as yet béen determined.
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A diethenoid sterol, ostreasterol has recently been isolated from oyster
fat [BERGMANN and JoHNSON (187)] and on hydrogenation it gives
sitostanol (stigmastanol). Thus the interesting fact emerges that the sterols
of the vegetable kingdom:, algae and molluscs have a common carbon
skeleton. The sterol mixture obtained from the fat of the starfish has
been examined by BERGMANN (188) and «-spinasterol isolated by HART
and HEYL (189) and by LARSEN and HEYL from spinach (r9o) has been
examined by SiMPsON (19r).

Sterols from Yeast. The nature of the sterol fraction remaining after
the removal of ergosterol from yeast fat has been examined by several
investigators. SMEDLEY-MACLEAN (192) first isolated a sterol from this
fraction to which the name zymosterol was given; zymosterol was later
isolated from the same source by HEILBRON and SEXTON (793). WIELAND
and ASANO (194) by fractionation of the mixed benzoates of a yeast sterol
mixture succeeded in isolating four new sterols to which the names neosterol,



94 I. M. HEILBRON and F. S. SpriNG

faecosterol, ascosterol and zymosterol were given. In a later publication,
working with a different sterol preparation, WiELAND and GOUGH (195)
failed to isolate ascosterol, faecosterol or neosterol but succeeded in se-
parating two new sterols, episterol (diethenoid) and anasterol. By distilla-
tion of 4 yeast sterol mixture # vacuo WIELAND and STANLEY (196)
isolated kryptosterol, which has recently been examined in detail by
WIELAND, PASEDACH and BALLAUF (rg97). It is a diethenoid sterol of
formula CgH O, and the preparation of several derivatives of the ‘‘sterol”
has established a remarkable similarity in the constants of corresponding
derivatives of lanosterol (z98) a triterpenoid component of wool fat.
More recently it has been shown by WIELAND and KANAOKA (199) that
zymosterol and ascosterol both have the formula C,,H,,O and contain
two ethylenic linkages; thus they are probably allied to cholesterol.
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Cozymase.
Von F. SCHLENK und H. v. EULER, Stockholm.
Mit 4 Abbildungen.

Die Cozymase war das erste Coenzym, das aus dem zur Girung not-
wendigen Enzymkomplex abgetrennt werden konnte. Dies geschah durch
HARDEN und YouNG in dem bekannten Versuch, wobei gérfihiger Hefe-
preBsaft der Dialyse oder Ultrafiltration unterworfen wurde und gezeigt
wurde, dafl das Dialysat einen zur Girung unentbehrlichen, verhiltnis-
miBig thermostabilen Aktivator enthielt (1), fiir den spiter von EULER
und MYRBACK (2) der Name Cozymase vorgeschlagen wurde.

I. Biologische Bedeutung der Cozymase.

A. Die Cozymase als Codehydrase.

Nicht nur in der Hefe kommt Cozymase vor. O. MEYERHOF (3) hat sie
in einigen tierischen Organextrakten und in keimenden Erbsen gefunden,
und die Untersuchungen der spiteren Jahre (4) zeigten, daB die Cozymase
ein Bestandteil, aller Zellen ist und daB ihr eine dementsprechend all-
gemeinere physiologische Bedeutung zukommen muB. Ihre Notwendigkeit
fiir den Organismus wurde verstindlich, als man die biologisch wichtigen
Vorginge im Tierkorper feststellte, fiir welche die Cozymase unentbehrlich
ist (4, 5, 58). Da sich diese Ubersicht auf die Chemie der Cozymase be-
schranken soll, so sei iiber ihre biologische Rolle hier nur einleitend das
Wichtigste erwihnt.

EuLER und NirssoN hatten gefunden, daB die Cozymase .als not-
wendiger Aktivator enzymatischer Dehydrierungen fungiert (6). Ihre
Funktion als Co-Enzym (Wirkungsgruppe) von Dehydrasen wurde 1935
von EULER und ADLER (66) aufgeklirt. Durch die Versuche von ADLER
und HELLSTROM (33) konnte im gleichen Jahr gezeigt werden, daB Cozy-
mase als Wasserstoff-iibertriger wirkt. Dieser Nachweis wurde zunichst
im System Alkohol-Alkoholdehydrase erbracht, in welchem die Cozymase
(,,Co“), indem sie den Alkohol dehydriert, nach der Gleichung

Co + Alkohol = CoHy 4 Aldehyd
7.
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2 Wasserstoffatome aufnimmt und in Dshydro-cozymase iibergeht, die dann
ihrerseits den Wasserstoff unter Riickbildung von Cozymase wieder
abgibt.

Diese Ubertragerwirkung iibt die Cozymase nur in Verbindung mit
einem spezifischen Protein, einem Apo-enzym aus, das die Verbindung
mit dem Substrat herstelit und mit dem sie im Gleichgewicht steht:

Co-dehydrase + Apo-dehydrase = Holo-dehydrase.

Bei anaeroben Vorgingen erfolgt die Nachlieferung des Wasserstoffs
durch ein Donatorsystem (6¢), und zwar bei der alkoholischen Girung
und der Glykolyse durch das der Triosephosphorsiure, welche dabei
zu Phosphoglycerinsdure dehydriert wird. Hierbei pendelt, wie sich gezeigt
hat, die Cozymase zwischen 2 Apo-dehydrasen.

Auch am aeroben, oxydativen Stoffwechsel ist die Cozymase beteiligt;
dabei muB der Wasserstoff der Dihydro-cozymase dem Sauerstoff zu-
gefiihrt werden, und zwar ist hierzu — da Dihydro-cozymase nicht direkt
der Sauerstoffoxydation unterliegt — die Zwischenschaltung eines Kataly-
satorsystems notwendig.

Als Akzeptor fiir den Wasserstoff war bis vor kurzem nur das Flavin-
enzym (,,F*‘), bekannt, welches durch Dihydrocozymase zu Leuko-Flavin-
enzym, FH,, reduziert wird und in dieser Weise den Wasserstoff der Oxy-
dation zufiihren kann.

Im Tierkorper ist aber der Flavinenzymgehalt zu gering, als daB dieses
Enzym die Zellatmung allein vermitteln konnte. Dagegen enthilt der
Muskel, wie zuerst in diesem Institut gefunden wurde (8), ein anderes
Enzym, welches den Wasserstoff der Dihydrocozymase mit sehr grofier
Geschwindigkeit auf den Oxydationskatalysator der Atmung, das
Cytochrom, iibertrigt. Wir haben dieses Enzym Diaphorase genannt
(ADLER, EULER und GUNTHER), es kann — im Gegensatz zu Flavinenzym
— den Wasserstoff nicht direkt an den molekularen Sauerstoff abgeben,
sondern braucht hierzu noch als Aktivator das Cytochrom. Mittels der
Diaphorase kénnen alle bis jetzt bekannten cozymase-bedingten Dehydrase-
systeme mit dem sauerstoff-aktivierenden System Cytochrom-Cytochrom-
oxydase verkniipft werden.

Die wasserstoffiibertragende Wirkung ist bedingt durch das im
Cozymasemolekiil enthaltene Nicotinsiureamid, das beim Wirkungs-
vorgang reversibel in sein Dihydroderivat iibergeht (vgl. S. 107).

B. Cozymase als Vitamin.

Die obigen Darlegungen lassen es verstindlich erscheinen, warum die
Cozymase fiir den Sdugetierorganismus unentbehrlich ist.

Cozymase ist in so gut wie allen tierischen Organen enthalten, und ist
in allen Zellen notwendig, in denen ein Kohlehydratabbau vor sich geht.
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Uber die Mengen, welche sich im Organismus finden, liegen Messungen
aus diesem Institut vor. Nach einer wiederholten Durcharbeitung der
Extraktionsmethodik [F.SCHLENK, H. HEIWINKEL, J. ROBESZNIEKS (24)]
hat sich ergeben: 150y Cozymase per Gramm Rattenmuskel. Wenn der
Rattenkorper etwa 15 g Muskelfleisch enthilt, so ist die in der Muskulatur
einer geschlechtsreifen Ratte enthaltene Cozymasemenge rund 2,25 mg
Cozymase. (Per Gramm des ohne Fell zerkleinerten Rattenkdrpers fanden
wir 60y Cozymase). Im ganzen wiirde eine 75 g schwere Ratte 4,5 mg
enthalten. Sofern die Extrapolation auf einen Menschen gestattet ist,
wiirde sich der Mittelwert von rund 4 g Cozymase ergeben, und ein etwas
geringerer Wert fiir Codehydrase II.

Neuere Untersuchungen haben gezeigt, daB der Kérper den Pyridin-
ring nicht selbst bilden kann, es muB also mit der Nahrung entweder
Cozymase selbst (9) oder wenigstens ihre Vorstufe bei der biologischen
Synthese, das Nicotinsiureamid, zugefiihrt werden [ELVEHJEM (10)]. Auch
fiir eine Reihe niederer Organismen (Bakterien) ist Nicotinsiureamid als
Wachstumsfaktor erforderlich (r1).

Nach ErLvenjEM und FRrosT (10) ist Nicotinsiureamid eine Kompo-
nente des Antipellagra-Komplexes.

Die Cozymase kann also als Vitamin betrachtet werden, dessen Zufuhr
besonders fiir den Kohlehydrat-stoffwechsel und dadurch (neben Vitamin
B,, B,, B,, B, und ELvEHjEMs Faktor W) auch fiir das Wachstum (von
Ratten) wichtig ist. Dieser Befund stellt sie in Analogie zum Riboflavin
und Aneurin, die in phosphorylierter Form ebenfalls als Coenzyme wirken.

Wir halten es fiir eine wichtige Aufgabe der Nahrungsmittelforschung,
den EinfluB aufzukliren, welchen die verschiedenen Nahrungsmittel-
bestandteile auf die Bildung von Wirkstoffen, besonders auf die Bildung
von solchen Hormonen haben, welche als Coenzyme fungieren.

Man darf nicht vergessen, dal die klassischen Vitamine ihren deut-
lichsten EinfluB etwa bei Testreaktionen, an besonders vorbehandelten
Versuchstieren und in Zusammenhang mit einer besonders bereiteten
Grundkost ausiiben. Wir erinnern z. B. an das Vitamin D,, dessen Wirkung
ganz ausbleibt, wenn nicht das Gleichgewicht Ca/PO, auf einen bestimmten
Betrag eingestellt wird. Auch fiir viele andere Nahrungsbestandteile konnen
solche spezifischen Mangel-, bzw. Erginzungserscheinungen herausgear-
beitet werden, wodurch ihre spezifischen Wirkungen deutlich hervortreten.

C. Verwandtschaft mit Codehydrase II (Warburgs Coferment)
und mit den Adenosin-5-phosphorsiduren.

1931 wurde von WARBURG und CHRISTIAN ein Coenzym in roten
Pferdeblutzellen entdeckt (r2), das ebenfalls eine Codehydrase ist und
zum Unterschied von Cozymase (Codehydrase I) als Codehydrase 11
(Triphospho-pyridin-nucleotid) bezeichnet wurde. Die Codehydrase II
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erginzt andere substrat-spezifische Apodehydrasen zu dehydrierenden
Enzymen (Tabelle 1).

Tabelle 1. Spezifitdt der Codehydrasen.

Dehydrase fir Herkunft Co-dehydrase
Alkohol .,.............. Hefe, Erbsensamen, Cozymase
Leber '
Milchs3ure .............. Herzmuskel '
Apfelsaure .............. Herzmuskel "
Triosephosphorsdure ..... Hefe '
Glycerinphosphorsgure ... | Muskel, Gurkensamen .
Ameisensdure, . .......... Erbsensamen o
! (4+) Glutaminsiure ..... Héhere Pflanzen .
1 (+) Glutaminsaure ., .., Tierische Organe, | Cozymase u. Codehydrase II
Leber
Glukose..............uus Leber Cozymase u. Codehydrase II
Robisonester ............ Rote Blutzeilen u.
Hefe Codehydrase II
Gluconsiure - 6 - phosphor-
sdure ...............n Hefe Codehydrase II
Glutaminsiure .......... Hefe, Colibakterien Codehydrase 1I

Zwischen den beiden Codehydrasen besteht nahe chemische Verwandt-
schaft: der einzige jetzt bekannte Unterschied in der Zusammensetzung
ist der Mehrgehalt der Codehydrase IT an 1 Mol. Phosphorsiure. Viele
chemische Tatsachen, die fiir das eine Coenzym festgestellt wurden,
gelten auch fiir das andere, so insbesondere die Resultate der Unter-
suchungen von P. KARRER und Mitarbeitern (vgl. S. 109) iiber die Bin-
dungsart des Nicotinsiureamids in den Coenzymen. Wegen der nahen
Verwandtschaft der beiden Coenzyme erschien eine gegenseitige Umwand-
lung méglich: Durch Dephosphorylierung entsteht aus Codehydrase I1
die Cozymase (13), andererseits konnte Cozymase engymatisch und che-
misch — wenn auch mit sehr geringer Ausbeute — in Codehydrase I1
iibergefiihrt werden (14).

Auch zu den Adenosin-5-phosphorsiuren steht die Cozymase in naher
Beziehung, die Adenosin-diphosphorsiure ist im Molekiil der Cozymase
enthalten und kann durch Alkali sehr leicht abgespalten werden. Die
Kenntnisse iiber die Konstitution dieser Verbindung haben die Konstitu-
tionsermittlung der Cozymase sehr erleichtert.

II. Darstellung und Eigenschaften der Cozymase.

Das giinstigste Ausgangsmaterial zur Reindarstellung der Cozymase
ist Hefe, deren Cozymasegehalt bei giinstigen Sorten einige hundert
Milligramme pro Kilogramm betragen kann. Die Darstellung kann z. B.
nach Schema 1 erfolgen (15-18).
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| Schema 1. Reindarstellung von Cozymase aus Hefe.
HeiBwasserextraktion von Hefe Reinheitsgrad
HefeRochsaft ... ...coviiiiieiiiineensessssssnsnessnnssnassnnns 0,05%,

l -+ Bleiacetat
Losung (Fallung verworfen)

|+ Hg(NOy), + NaOH (pg=7)
Hg-Fillung (Losung verworfen)

+ Hy0 4+ H,S, belifften. ......ccoiiiviiineiiiniiniiinnn. 1,5%
Filtrat 4+ Phosphorwolframsiure

Phosphorwolframsiure-Fillung (Losung verworfen)
in verdiinnter H,SO, mit Amylalkohol + Ather zerlegt, mit
Baryt den UberschuB an H SO, entfernt.............. 5—89%,
+ AgNO; + NH,OH (py = 7)
Ag-Fdtlung (Losung verworfen)
+ H,O + H,S, beliiftet, filtriert ....................0..0. 15—30%,
+ Cu,Cl, + KCI
Cu‘:Fa'llung (Losung verworfen)
+ H,0 4+ H,S, beliiftet, filtriert, Filtrat 4 H,S, filtriert, be-
liftet
J Eindampfen, Alkoholfillung
Cozymase .........covvvvinnennnns D 60—80%,
l in H,0 + Ba(OH), (pg = 7—8), wenig Alkohol
Ba-Losung (Fallung verworfen)
| Entfernen von Ba*+ mit H,SO,
l + Pb-acetat
Pb-Losung (Fallung verworfen)
1 Alkoholfraktionierung

¥ ¥
1. Pb-Fraktion 2. Pb-Fraktion 3. Pb-Fraktion
H,0, H,S, filtr. H,O0, H,S, filtr. H,0, H,S, filtr.
Alkoholfallung Alkoholfallung Alkoholfallung

Cozymase (60—80%,) Cozymase (90—100%) Cozymase (100%) < 100%,

Die Verluste wihrend des Reinigungsganges sind betricltlich, aus
20 kg Hefe erhilt man zirka 1,5 g eines 80—go%jgen Priparats, bei der
Endreinigung 500—700 mg reines Priparat.

Im Darstellungsgang verdienen hauptsictlich folgende Punkte Be-
achtung. Stabslitit der Cozymase: Die Halbwertszeit in n/10-NaOH bei
Zimmertemperatur betrigt 17 Minuten, in n/10-HySO, bei 100° etwa
7—8 Minuten; Dihydrocozymase verhilt sich umgekehrt: bei Zimmer-
temperatur wird sie in saurer Losung (pg < 3) sehr rasch zerstort, in
n/10-NaOH bei 100° ist die Zerstérung nach 1o Minuten kaum merkbar.
Unter den Bedingungen der HeiBwasserextraktion aus Hefe sind beide
Formen etwa gleich stabil. Bei der Extraktion, die durch allmihliches
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Einriihren des Ausgangsmaterials in 85° warmes Wasser erfolgt, werden
die Zellhiute gesprengt und die Enzyme der Zelle, die einen Abbau des
Cozymasemolekiils bewirken wiirden, zerstért. Da die weitere Reinigung
durch Schwermetallfillungen und vorwiegend in saurem Medium erfolgt,
geht die im urspriinglichen Extrakt vorhandene Dihydro-cozymase ver-
loren, da sie siureempfindlich ist.

Durch Oxydation mit Ferricyankalium oder Jod in schwach alkalischer
Lésung kann man die Dihydrocozymase zu Cozymase oxydieren. Durch
eine entsprechende Behandlung der Rohlésung vor der ersten Schwer-
metallfillung kann die Ausbeute durch Vermeidung des oben genannten
Verlustes gesteigert werden.

Fiir den Erfolg bei der Reindarstellung waren folgende Punkte von
Wichtigkeit: Die Ausarbeitung einer Testmethode, die es gestattet, sich
iiber den Erfolg jedes Reinigungsschrittes rasch zu orientieren (Halb-
mikro-girmethodik von MYRBACK, vgl. S.10s); die Erkenntnis der
Leichtléslichkeit des Blei- und Bariumsalzes der Cozymase, wodurch die
Abtrennung der Codehydrase II und der Adenosin-5-phosphorsiuren sowie
der Zerfallsprodukte der Cozymase maoglich ist ; die Ausarbeitung emner neu-
artigen, besonders wirksamen Fillungsmethode mittels Cu,Cl,, welches in
konz. KCI-Lésung (ALBERS, SCHLENK) gelost ist; das Vermeiden von Ver-
lusten durch Adsorption an Schwermetallsulfide beim Zersetzen der Salze
mittels H,S, in der Weise, daB eine Desorption durch langdauerndes Be-
liften der Sulfidniederschlige in wiBriger Suspension vorgenommen wird.

Die Darstellungsmethode dieses Instituts ist bisweilen auch in etwas
anderer Form verwendet worden (20, 56).

Die ersten analysenreinen Cozymasepriparate (z9) wurden aus hoch-
aktiven Prdparaten durch Reinigung mittels chromatographischer
Siulenadsorption erhalten (Adsorbens: Al,O; nach BROCKMANN), Fraktio-
nieren des Filtrats und Bestimmung der Cozymase in den einzelnen
Fraktionen mit Hilfe des Girtestes. Spiter wurde dies Verfahren durch
die Alkoholfraktionierung des Bleisalzes der Cozymase ersetzt (18). —
Auch rote Blutzellen (21) und Muskulatur (22) dienten als Ausgangs-
material, doch kann keines dieser Verfahren an Einfachheit, Billigkeit
und Ausbeute mit dem oben beschriebenen konkurrieren.

Der Beweis fiir die Reinheit der Cozymase lag zunichst darin, daB die
Aktivitdt auch nach Wiederholung einzelner Fillungen, Variation ihrer
Reihenfolge, nach mehrfacher Adsorption und Elution und wiederholten
Fraktionierungen eine gewisse Grenze nicht tiberstieg (r9). Die auf ver-
schiedenen Wegen erhaltenen Priparate hatten analytisch die gleiche
Zusammensetzung und lieBen auf eine Summenformel schliefen, die im
Einklang stand mit den Resultaten der zum Teil schon vor Abschlufl der
Reindarstellung begonnenen konstitutionschemischen Untersuchungen,
die sich dann an den reinen Priparaten fast durchwegs bestitigen lieSen.



Cozymase

105

Die Summenformel ist CyHy,0,N,P,. Die Bestimmung des Stick-
stoffs bietet Schwierigkeiten. Nach DuMAs werden stets zu niedrige Werte

gefunden, bessere Resultate erhilt man nach
der Methode von KJELDAHL, in der Modifika-
tion von FRIEDRICH.

Bei der Titration mit Alkali gegen Indi-
kator oder elektrometrisch (vgl. Abb. 1) er-
wies sich die Cozymase als einbasische Siure.
Das Bariumsalz hat dementsprechend die
Zusammensetzung  CyHye0,,N,P,Bay,. Die
Cozymase enthilt in exsikkator-trockenem
Zustand etwa 5—7%, Wasser; zur Elementar-
analyse wird im Hochvakuum bei 60—80°
getrocknet. Sie ist hygroskopisch, 4uBerst
leicht in Wasser 19slich und wird aus nicht
allzu verdiinnten Losungen durch organische

15 ——T— 7
3 J
s’» /
>
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N
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Abb. 1. Elektrometrische Titration der
Cozymase.

Lésungsmittel (Alkohol, Aceton, Dioxan) gefillt. Die Stabilitit wurde
schon auf S. 103 besprochen. Aus wiBriger Losung wird Cozymase bei ihrem
Eigen-py an Adsorptionskohle, Fullererde, Al,0, adsorbiert, wenig dagegen
an Frankonit. Gegen Oxydationsmittel ist sie in saurer Losung bestindig,

insbesondere gegen Br,, H,0, und KMnO, (r5).

Quantitative Bestimmung. Die Testreak-
tion, die es ermoglichte, die Cozymase rein dar-
zustellen, war die alkoholische Girung. Sie wird
zweckmiBig in der von MYRBACK (15) angege-
benen Halbmikromethodik oder im WARBURG-
Apparat durchgefiihrt. Das Prinzip ist fol-
gendes: Aus Trockenunterhefe wird unter be-
stimmten Bedingungen die Cozymase durch
Auswaschen entfernt, die durch Trocknen er-
haltene Apozymase wird zum Giéransatz in
schwachem Phosphatpuffer (pgy = 6,4) suspen-
diert und Glukose sowie etwas Hexosediphos-
phat zugesetzt (lefzteres dient dazu, die Girung
rascher in Gang zu bringen). Ohne Zusatz von
Cozymase findet keine oder nur sehr geringe
Gérung statt (Nullprobe). Bei Zusatz von einer

ccmCGy

7k

Abb. 2. Beispiel fur emne Girung,

geeigneten Menge Cozymase (im MyRBACKschen Apparat 10—25y per Gir-
ansatz) erfolgt eine allméhlich steigende CO,-Entwicklung, die dann lingere
Zeit hindurch propartional der Zeit geht und schlieBlich wieder abnimmt
(Enzymschadigung). Abb. 2 veranschaulicht einen solchen Versuch.

Aus der, innerhalb eines Zeitraumes wihrend der linearen CO,-Ent-
wicklung (vgl. Kurven Abb. 2) gefundenen Gasmenge kann man durch
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Vergleich mit einem Standardpriparat und unter Beriicksichtigung der
Nullprobe, ein Cozymasepriparat unbekannter Aktivitit testen, unter
der Voraussetzung, daB die Cozymase der geschwindigkeits-bestimmende
Reaktionspartner ist (UnterschuB an Cozymase).

Zu dieser Bestimmungsmethodik kommen noch einige andere, besonders
die spektrophotometrische Bestimmung nach Reduktion zur Dihydro-
cozymase (vgl. S. 107), ferner der Nachweis der Abwesenheit typischer
Begleitstoffe (Codehydrase II, Adenylsiuren) sowie die chemische Unter-
suchung der Priparate (17-18).

III. Konstitutionsermittlung.

A. Saure und alkalische Hydrolyse.

Die fritheren diesbeziiglichen Untersuchungen dieses Instituts (r5a)
hatten die nahe Verwandtschaft mit der Adenylsiure aufgedeckt; die
saure Hydrolyse lieferte Adenin, das aus dem Hydrolysengemisch mit
Ag,SO, gefillt und zur Identifizierung in das Pikrat iibergefiihrt
wurde (r5-16). Aus der Mutterlauge der Silberfillung konnte Nicotin-
siureamsd als Pikrolonat isoliert werden. Zur Identifizierung wurde

CH

N
H(f.l‘, (lz—CONH,
HC\/CH
N
Nicotinsaureamid.

das Pikrolonat zerlegt, Chlorhydrat und die freie Base dargestellt
(ALBERS, SCHLENK) (16-23). Der Isolierungsgang fiir Nicotinsiureamid
ist mannigfachen Variationen unterworfen worden. Besonders geeignet zur
Abscheidung sind neben Pikrolonsiure z. B. Pikrinsiure, Flaviansdure und
Goldchlorid-chlorwasserstoffsiure. Mit BrCN und g-Naphthylamin gibt
Nicotinsdureamid eine gelbe Farbreaktion, die zum Nachweis kleiner
Mengen dienen kann, aber nicht spezifisch ist (24). Der wiBrig-alkalischen
Lésung kann Nicotinsiureamid mit Amylalkohol, Chioroform oder Benzol
entzogen werden, was die Isolierung in reinem Zustand sehr erleichtert (16,
25, 26). Nach Entfernen des Adenins aus dem Hydrolysengemisch konnte
ferner durch geeignete Aufarbeitung Pentose-phosphorsiure als Barium-
salz durch Alkoholfillung erhalten werden (27). Die Stellung der Phos-
phorsidure am C-Atom 5 konnte durch P. KARRER erwiesen werden (28).
Bei Bestimmung der primiren Alkoholgruppen mittels der Perjodsdure-
methode (29) wurde kein Formaldehyd gebildet. Bei der aus Cozymase
erhaltenen Pentose-phosphorsiure muB8 demnach die priméire Alkohol-
gruppe mit der Phosphorsiure verestert sein.
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Aus der Isolierung der Grundkérper und der Elementaranalyse ergab
sich (23), daB die Cozymase ein Dinukleotid ist, bestehend aus 1 Mol. Adenin,
1 Mol. Nicotinsiureamid, 2z Mol. Pentose und 2 Mol. Phosphorsiure.
Diese Grundkérper sind unter Abspaltung von 5 Mol. H,O miteinander
vereinigt.

Es galt nun, die Frage zu lgsen, in welcher Weise diese Bausteine
miteinander verkniipft sind. Hierfiir war vor aliem die Alkalihydrolyse
wichtig. Besonders leicht wird durch Alkali aus Cozymase das Nicotin-
siureamid abgespalten. Ferner wurde Adenosin-diphosphorsiure
(vgl. Formel S. 114) erhalten (30), deren Konstitution als Derivat der
Adenosin-5-monophosphorsidure und hinsichtlich der Veresterung des
leicht hydrolysierbaren Phosphorsduremolekiils durch LoHMANN gekldrt
ist (31). Die Konstitution der von EMBDEN und Mitarbeiter entdeckten
Adenylisiure ergab sich daraus, daB die Desaminierung mittels HNO,
zu Inosinséure fiihrt, die ihrerseits durch die Untersuchungen von LEVENE
und Mitarbeitern als Hypoxanthin-furanoribosid-5-phosphorsiure erkannt
wurde (32). Auch das Entstehen eines Abbauprodukts Pentosephosphor-
sdure-Adenylsidure konnte wahrscheinlich gemacht werden. Seine genaue
Untersuchung steht jedoch noch aus.

B. Dihydro-cozymase.

Die erste Darstellung von Dihydro-cozymase geschah enzymatisch
in dem System (7, 33):

Alkohol 4 [Apodehydrase-Cozymase] = Acetaldehyd -+ [Apodehydrase-
Dihydrocozymase]

Die Reaktion ist umkehrbar, die Gleichgewichtskonstante ist stark
pa-abhiingig. Die oben formulierte Bildung von Dihydro-cozymase stellt
die Umkehrung der zweiten Phase des biologischen Wirkungsvorganges
bei der alkoholischen Girung dar. Um den Vorgang zur priparativen
Gewinnung der Dihydro-cozymase nutzbar zu machen und in der ge-
wiinschten Richtung 2u leiten, entfernt man den gebildeten Acetaldehyd
mittels Dimethyl-cyclohexandion {Dimedon) und zerstért und fillt die
Apodehydrase durch kurzes Erhitzen (34). Aus dem Filtrat wird Dihydro-
cozymase als Bariumsalz durch Alkoholfillung gewonnen. Auch an-
dere enzymatische Hydrierungen sind priaparativ benutzt worden.

Neuerdings hat OHLMEYER das Natriumsalz der Dihydrocozymase
analysenrein dargestellt. Cozymase wurde mittels Natriumhydrosulfits
hydriert und die Dihydrocozymase durch Ausfrieren der anorganischen
Salze in alkoholisch-wiBriger Losung und Umfillung erhalten (56). Die
Zusammensetzung ist C,,H,,0,,N,P,Na,.

Dihydro-cozymase wird durch Flavinenzym, nicht aber durch O,
oder Methylenblau oxydiert, was in Ubereinstimmung steht mit dem ent-
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sprechenden Befund fiir Codehydrase II von WARBURG, CHRISTIAN und
GRIESE (35). Auch die von WARBURG und Mitarbeiter an Codehy-
drase II gefundene Reduzierbarkeit durch Natriumhydrosulfit in neutralem
€ oder schwach alkalischem Medium 148t sich
15,70° an Cozymase durchfiihren (7). Beide Coenzyme
F% haben die sehr charakteristische Anderung

des Absorptionsspektrums bei der Reduktion
gemeinsam. Abb. 3 zeigt das Absorptions-
spektrum von Cozymase und Dirydrbcozymase:
Dihydro-cozymase unterscheidet sich von Cozy-
mase durch ein charakteristisches Absorptions-
5 maximum bei 340 mu. Im Gegensatz zu Cozy-

/‘\\j} mase ist Dihydro-cozymase sehr alkaljstabil

/

0 -

und siurelabil. Wegen der Siurelabilitit kann
L] | | sie nicht iiber ihre Schwermetallsalze isoliert
“o 20 #0mt werden, da beim Zersetzen derselben mit
Ab.3. (Aus: Ztschr physil  H,O die Aciditit des Mediums zur Zer-
em. 24X, 244 (1936).
storung fiihrt.

Die saure Inaktivierung der Dihydro-cozymase ist nach KARRER
auf eine Anlagerung der Mineralsiure an die Doppelbindungen des
Pyridinringes zuriickzufiihren (57).

Die Reduktion der Cozymase mit Hydrosulfit 148t sich durch folgende
Gleichung wiedergeben:

CH CH
AN VN
HC C—CONH, HC C—CONH,
i | + Na,S,0, +2H,0= | | + 2 NaHSO,
HC CH HC CH
\/ N
Ng N
i
90 [0} HO [0}
oo, N
R—O0—P R—0—P
OR \OR

Reduktion der Cozymase durch Hydrosulfit.

Dihydrocozymase ist im Gegensatz zur Cozymase zweibasisch.

Zur quantitativen Bestimmung der Dihydro-cozymase eignet sich
neben dem Gérversuch besonders die quantitative Auswertung des Ab-
sorptionsspektrums (Intensitit der Bande bei 340 myu).

,,Gelbe Stufe. Monohydro-cozymase.

Die Reduktion mit Hydrosulfit in Bicarbonat verlduft iiber ein
intensiv gelb gefirbtes, semichinonartiges Radikal, das in stirker al-
kalischem Medium stabilisiert werden kann (37). Es handelt sich um ein
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Monohydroderivat der Cozymase (38). Diese Verbindung ist durch ein
Absorptionsmaximum bei etwa 360 mu ausgezeichnet. Das Radikal ist
alkalistabil, beim Ansduern verschwindet die gelbe.Farbe und es findet
Disproportionierung zu Cozymase und Dihydro-cozymase statt (37, 38).
Die in diesem Abschnitt geschilderten Eigenschaften der Dihydro-
cozymase haben durchwegs ihre Analogie bei den hydrierten KARRERschen
Modellsubstanzen (s. unten) und bei der Dihydro-codehydrase II.

C. Die Bindungsart des Nicotinsdureamids in den Codehydrasen.

Das Ubereinstimmen der Absorptionsspektren der beiden Codehy-
drasen, ihr gleiches Verhalten hinsichtlich Reduzierbarkeit und der dabei
erfolgenden Verdnderung des Spektrums, die Analogie im Wirkungs-
mechanismus und viele andere typische Eigenschaften haben gezeigt,
daB in der Bindung der Wirkungsgruppe der beiden Codehydrasen keiner-
lei Unterschied bestehen kann. So hatten die Modellversuche, welche die
Klirung der Frage erstrebten, wie das Nicotinsdureamid im Molekiil
gebunden sei, fiir beide Codehydrasen Giiltigkeit. Die einschligigen
Untersuchungen verdankt man KARRER und seinen Mitarbeitern
(39, 36).

Als Haftstellen kamen in erster Linie drei funktionelle Gruppen im
Nicotinsdureamid in Frage: die beiden N-Atome und der Amid-sauerstoff.
Es wurden daher Modellsubstanzen dargestellt, die an den genannten
Stellen mit einfachen Gruppen substituiert sind. Von den ersten derartigen
Substanzen seien hier Nicotinsdureamid-jodmethylat (I), Nicotinsdure-
imido-dthylather (II) und Nicotinsiure-methylamid (III) als typische
Vertreter genannt. Von diesen Verbindungen zeigte nur Nicotinsiureamid-
jodmethylat (I) ein den Coenzymen entsprechendes Verhalten: Reduzier-
barkeit und Auftreten einer Absorptionsbande mit dem Maximum
360 mu (340—345 mu bei den Coenzymen), Verschwinden der Bande beim
Ansduern der Lésung und Erscheinen einer anderen bei 295 mu.

=/ \\\\l—CONH, “/ \’—c< v ‘7 \‘-—CONH-CH,
% s \/
N N N
cH S \J
' (D (1) (L11)

Die Grundtypen der Modellsubstanzen von P. KARRER.

Es wurde also wahrscheinlich, daB auch in den Codehydrasen das Nico-
tinsdureamid als quaternire Pyridiniumbase gebunden vorliegt. Das in

Verfolg dieser Arbeitshypothese erbrachte Tatsachenmaterial lieB diese
Auassage bald mit volliger Sicherheit zu.
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Schon frither war bekannt, da quaternire Pyridiniumbasen besonders
leicht Reduktionsprozessen zuginglich sind.

Fiir die Stelle der Reduktion in den Codehydrasen und Modellsubstazen
gab es folgende Moglichkeiten:

H H
H H N
C C C
VAN AN
HC C—CONH, HC C—CONH, HC C—~CONH,
N ||
H(H, (il/ \C CH HC CH
AVERN SN\ AV
N H H N N
I ! I
R R R
Ia 1b 2
o-Dihydroverbindungen. p-Dihydroverbindung,

Der Vergleich mit den bisher bekannten Vertretern dieser Kérper-
klasse zeigte betrichtliche Differenzen zwischen den p-Dihydroverbin-
dungen und den reduzierten Coenzymen und Modellsubstanzen, aber
gute Ubereinstimmung mit den o-Dihydroverbindungen. Ob die Hydrie-
rung entsprechend Formulierung 1a oder 1b erfolgt, lieB sich nicht
entscheiden.

Der nidchste Schritt war die Darstellung von Nicotinsiureamid-
derivaten, die Kohlehydratreste am Pyridinium-stickstoff tragen. Die
Einfithrung von Pentoseresten stiel dabei auf Schwierigkeiten, aber im
3-Carbonsidureamid des Tetraacetyl-glucosido-pyridiniumbromids (vgl.
die Formel) wurde eine Verbindung erhalten, die besonders gut mit

¢ \—conH,

/

N
N\

Br HO—m8M——y

| |
(H?OCOCHQ, 0
|

HC-
|
CH,OCOCH,

3-Carbonsaureamid des Tetraacetyl-glucosido-pyridiniumbromids.

den Codehydrasen iibereinstimmte. Die Absorptionsspektren der oxydierten
und der Dihydroform gehen aus Abb. 4 hervor, sie stehen in Analogie zu
dem der Cozymase (Abb. 3, S. 108).
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Die Modellsubstanzen sind als quaternire Pyridiniumverbindungen
sehr alkaliempfindlich (Abspaltung des Zuckerrestes), in der Dihydroform
hingegen stabil. Durch Flavinenzym werden
auch die Modell-dihydroverbindungen reoxy-
diert, sie konnen aber nicht als Coenzyme
wirken, da hierzu neben anderen Voraussetzun-
gen die Phosphorsiure und der Adenin-
nukleotid-teil, welche die Bindung an das Apo-
enzym vermitteln, fehien.

Wird Nicotinsiureamid-jodmethylat redu-
ziert, entsprechend der folgenden Gleichung,
so ist die entstandene Verbindung jodfrei. Dem
Siurerest in den Modellverbindungen entspricht
bei den Coenzymen ein Phosphorsiurerest, die
Codehydrasen sind also Pyridiniumphosphate.

Das Entstehen eines Siureiquivalents bei der

Hydrosulfitreaktion (abgesehen vom Bisulfit) . + (KARRER und Mitarberter,
laBt sich nach WARBURG und CHRISTIAN (2I) Helv. chun. Acta 20, 58 (1937))
sowie Haas (40) bei den Coenzymen und den

Modellen manometrisch nachweisen, wenn die Reduktion im WARBURG-
GefaB in Bicarbonatmedium vorgenommen wird. Wie die Gleichung es
fordert, werden (innerhalb der Genauigkeit der Methode) 3 Mole CO,
entwickelt.

—CONH, -CONH,

+ Na,p,5,0, +2H,0 H, - 2 NaHSO, 4+ H]

CH, ] CH,

Reduktion des Nicotinsaureamid-jodmethylats durch Natriumhydrosulfit.

D. Hypojoditreaktion.

Schon vor Reindarstellung der Cozymase wurden von MYRBACK und
ORTENBLAD (41) verschiedene Eigenschaften des an Adenylsiure gebun-
denen Restes R, der spiter als Nicotinsdureamid-nukleotid erkannt
wurde, angegeben. So wurde festgestellt, daB die Cozymase mit Hypo-
jodit reagiert und daB das Jodbindungsvermégen durch gelinde alkalische
Hydrolyse stark herabgesetzt wird (42). Ferner reagiert die Cozymase
mit Kaliumferricyanid.unter den Bedingungen der Blutzuckerbestimmung
nach HAGEDORN- JENSEN. Die fortschreitenden Erkenntnisse von der Natur
des Cozymasemolekiils gaben die Erklirung fiir diese Beobachtungen:

Das Jodbindungsvermdgen in alkalischer Lsung (etwa 7—8 Atome
Jod pro Mol. Cozymase, in Abhingigkeit von den Konzentrationsbedin-
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gungen) ist ein allgemeines Phdnomen der N-substituierten Pyridinium-
basen. Wie Cozymase verhalten sich die KARRERschen Modellsubstanzen,
z. B. Glucosido-1-pyridiniumbromid, Nicotinsiureamid-jodmethylat (43),
Glucosido-dihydro-nicotinsiureamid, Acetobrom-glucosido-nicotinsiure-
amid, Tetra-acetyl-glucosido-dihydronicotinsiureamid, desgleichen das
aus Cozymase dargestellte Nicotinsiureamid-nucleosid (44). Der genaue
Reaktionsverlauf ist noch nicht bekannt. Bei den Dihydro-pyridinver-
bindungen erfolgt zundchst Reoxydation zur entsprechenden Pyridinium-
verbindung (¢5). Die nichste Phase ist vermutlich die Oxydation zu den
Pyridonen. Der iiber diese Reaktionsfolge hinausgehende Jodbetrag
diirfte auf irgend eine Additionsreaktion zuriickzufiihren sein, wie sie bei
Heterocyclen oft beobachtet wird.

H H H
C C C
A\ A\ N
HC C—CONH, HC C—CONH, HC C-—CONH,
|
Y e V. -
HC C HC C HC C-0
NN \ N4
N H N OH N
| | I
R R R
1
H
C
N\
H(l: C—CONH,
T
HC CH
\/
N
R OH

Hypojoditreaktion der N-substituierten Nicotinsiureamid-Verbindungen.

Kurzes Erhitzen der Cozymase mit verdiinntem Alkali fithrt zu einer
Herabsetzung des Jodverbrauchs auf 2z oder weniger Atome Jod pro
Molekiil. Die Ursache hierfiir ist die Abspaltung des Nicotinsidureamids,
das selbst kein Jod bindet. Die freiwerdende Aldehydgruppe des Kohle-
hydrats bedingt nun in normaler WILLSTATTER-SCHUDEL-Reaktion den
restlichen Jodverbrauch.

Die leichte Abspaltbarkeit des Nicotinsiureamids erklirt auch die
HAGEDORN- JENSEN-Reaktion bei Cozymase, welche also in Wirklichkeit
eine Reaktion der freigelegten Kohlehydratkomponente ist. Da die
HAGEDORN- JENSEN-Reaktion nicht stochiometrisch verliuft, wurde zum
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Vergleich die aus Cozymase isolierte Pentose-5-phosphorsiure heran-
gezogen und gute Ubereinstimmung mit dem, unter den Reaktionsbedin-
gungen entstehenden Abbauprodukt aus Cozymase’ erzielt (26).

E. Enzymatische Hydrolyse. Die beiden Nucleoside aus Cozymase.

Von den beiden Nucleosiden, die im Cozymasemolekiil enthalten sind,
erschien in erster Linie dasjenige mit Nicotinsiureamid als Base interes-
sant. Die Isolierung dieser Verbindung mittels Alkalihydrolyse war jedoch
nicht moglich, da hierbei der primire Angriff am Cozymasemolekiil stets
die Abspaltung des Nicotinsdureamids ist, bzw. das entstandene Nucleo-
sid sofort in Nicotinsdureamid und Kohlehydrat zerfillt, wie es auch bei
den KARrERschen Modellkérpern der Fall ist. So blieb die enzyma-
tische Spaltung, wie sie von THANNHAUSER und LEVENE bereits zur Dar-
stellung anderer Nucleoside angewendet worden war. Das von diesen
Autoren empfohlene Enzympraparat aus Pankreas oder Leber ist zwar
frei von Nucleosidase (d. h. dem Enzym, das die Basen vom Kohlehydrat
abspaltet), hat aber ein py-Optimum im schwach alkalischen Bereich
und ist deshalb nicht geeignet zur Spaltung der Cozymase, die unter
diesen Bedingungen an der Pyridiniumbindung unstabil ist. Die Ent-
deckung einer Nucleotidase in SiiBmandel-PreBkuchen [BREDERECK (46)],
die frei von Nucleosidase ist und ein breites pg-Optimum zwischen 3,5
und 5,5 hat, bedeutete deshalb nicht nur fiir die Darstellung der bisher
bekannten Nucleoside eine erhebliche Verbesserung (47), sondern bot
auch die Moglichkeit zur Darstellung des bisher unbekannten Nicotin-
sdureamid-nucleosides (44), wodurch weiterhin die Voraussetzung
zur ldentifizierung der zweiten Pentose des Cozymasemolekiils ge-
geben ist.

Zur Isolierung wurde das enzymatische Hydrolysengemisch enteiwei8t,
von Phosphorsdure befreit, mittels Silberfillung das Adenosin isoliert;
die Mutterlauge enthilt das Nicotinsiureamid-nucleosid, das aus sehr
konzentrierter Losung durch Aceton und Ather gefillt wird. Es zeigt die
typische Eigenschaft der Pyridiniumverbindungen, wie Cozymase,
Codehydrase II, und auch der KARRERschen Modellsubstanzen: Reduzier-
barkeit mit Hydrosulfit, wobei intermediir die Monohydroverbindung
auftritt. Die Dihydroverbindung zeigt das typische Absorptionsmaximum
der N-substituierten o-Dihydro-nicotinsdureamidderivate bei 340 myu, das
beim Ansduern verschwindet. Auch hinsichtlich der Hypojoditreaktion
und Stabilitit entspricht das Produkt den Erwartungen. Es ist bemerkens-
wert, daB das Nucleosid keine Coenzymwirkung an Alkohol-apodehydrase
ausiiben kann und im Girtest somit unwirksam ist, auch wenn man
Adenosin-5-phosphorsduren zugibt.

Die Untersuchungen iiber das Nucleosid und vor allem seine Kohle-
hydratkomponente sind noch nicht abgeschlossen.

Fortschritte d. Chem. org. Naturst. I. R
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F. Bau der Cozymase.

Das Resuitat der im vorausgehenden beschriebenen Untersuchungen
148t sich durch die untenstehende Strukturformel wiedergeben (17, 48);
der Verlauf der verschiedenen Spaltungsreaktionen und die dabei ent-
stehenden Bruchstiicke sind der Ubersichtlichkeit halber darunter aui-

gezeichnet. Noch nicht bewiesen ist, daB die Pentose des Nicotinsiure-

H,N—C—N
CONH, —O0— © — 00— C/{IN—(N: HH
D ]HO OHI o\ /OH 'HO OH‘

N\
{ N—C——C—C—C—0—P—0—F—0—C—C—C—C—C N—C—N
No/' HHHHH, | | H,HHHH
o o

Cozymase,

Saure Hydrolyse:
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/N——C CH
a CH [
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H H H H, N H,H H H
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Alkalische Hydrolyse:
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HO OH —O0— % “ 1,
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Nicotinsdureamid. Adenosin-diphosphorsaure,
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Enzymatische Hydyolyse:

H,N—C=N
N—C CH
CONH, 0 —o— &% " H
//l_\ A lwo o | iHO ol | N f
7 NL—C—C—C—C—CH,OH HOH,C—C—C—C—C ——~N—C—N
== HHHH HHHH
Nicotinsdureamid-nucleosid. Adenosin.

amid-nucleotides d-Ribose ist. Auch 148t sich nicht entscheiden, welches
Phosphorsiuremolekiil Partner der betainartigen Bindung mit dem
Nicotinsiureamid ist. Als Haftstelle der Ribose des Adenin-nukleotids am
Purinkern wurde auf Grund der diesbeziiglichen Untersuchungen von
GurLanp und HoLripay (49) das N-Atom g angenommen.

IV. Ist Cozymase ein phosphat-iibertragendes
Coenzym?

Mit einigen Ausnahmen {z. B. Embryonalgewebe, gewisse Sarkome)
vollzieht sich der Kohlenhydratabbau in Tier und Pflanze iiber die Zucker-
phosphorsiureester. Die Bildung dieser Zymophosphate kann erfolgen:
1. Durch direkte Veresterung thit Phosphorsaure. Unter welchen Umstanden
nach Parnas, OsTERN und MaNN (61) die Hydrolyse des Glykogens unter
Bildung von Hexosemonophosphat erfolgt und welche Aktivatoren (Cozy-
mase, Adenylsiure, Adenosin-triphosphorsiure) dabei mitwirken, steht
noch nicht fest und wird noch untersucht [BAUER und v. EULER (60)].
Direkte Veresterung kann auch an der Dihydrocozymase eintreten.

2. Durch Umphosphorylierung. Dieselbe wird skizziert durch die
Reaktionsfolge: Phosphobrenztraubensiure—Adenylsiure (Adenosindi-
phosphorsiure)—Adenosintriphosphorsiure-—Hexosemonophosphat. Letz-
tere Reaktionsphase wird durch das von EULER und ADLER (59) beschrie-
bene Enzym Phosphorylase (Heterophosphatase) vermittelt.

Als man noch keine Reinigungsmethoden fiir Cozymase hatte, die mit
Sicherheit die Abtrennung der Adenylsiuren gestatteten, wurde an solchen
Priparaten regelmiBig eine Wirkfahigkeit als Cophosphorylase in ty-
pischen Umphosphorylierungssystemen beobachtet und sogar ein ver-
meintliches Cozymase-pyrophosphat beschrieben (50). Hente kann gesagt
werden, daB bei zahlreichen untersuchten Reaktionen die Cozymase die
Adenosin-5-phosphorsiuren als wvmphosphorylierendes Coenzym nicht
ersetzen kann. Wenn iberhaupt die Cozymase als Phosphatiiber-
triger wirken kann, so steht sie den Adenylsiuren an Bedeutung
nach (51, 52).

Uber den eventuellen Wirkungsmechanismus gibt es im wesentlichen
zwei Annahmen:

8
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a) die Dihydrocozymase wird direkt phosphoryliert (54c);
die so entstandene hydrierte Codehydrase IT (CoH, II) iibertrigt dann
ihr Phosphat durch Umesterung auf Adenylsiure bzw. Adenosindiphos-
phorsiure.

b) eine reversible Spaltung

Cozymase (Dihydro-cozymase) > Nicotinsiureamid-nukleotid.4+ Adenylsiure

ist der primire Vorgang, die freigelegte Adenylsiure (oder eines ihrer
Homologen) iibt dann die Cophosphorylase-wirkung aus (26, 52, 53, 54).

Die Frage der phosphat-iibertragenden Wirkung der Cozymase und
ihrer Anteilnahme an der Koppelung von Oxydoreduktion und Phos-
phorylierung ist derzeit ein Hauptgegenstand der physiologisch-chemischen
Untersuchungen an diesem Coenzym.

V. Derivate der Cozymase.

Die Derivate der Cozymase, die man durch milde chemische Eingriffe
erhilt und die noch Dinucleotid-Charakter haben, besitzen aus verschie-
denen Griinden Interesse: Das Eliminieren einer bestimmten Gruppe aus
dem Molekiil gibt AufschluB iiber deren Bedeutung und Funktion bei der
biologischen Wirkung als Coenzym. So geht die Fihigkeit zur Wasser-
stoffiibertragung durch alle Eingriffe am Nicotinsiureamidkern (z. B.
véllige Hydrierung oder Hypojoditreaktion) verloren.

Bisher sind zwei Derivate der Cozymase eingehender untersucht worden.
Sie werden im folgenden beschrieben.

Desamino-cozymase.

Laft man Nitrit in essigsaurer Ldsung bei Zimmertemperatur auf
Cozymase einwirken, so wird die Aminogruppe des Adenins gegen Hydro-
xyl ausgetauscht (55).

Durch saure Hydrolyse der so erhaltenen Desamino-cozymase wurde
die Richtigkeit obiger Formulierung erwiesen: Anstatt des in der Co-
zymase enthaltenen Adenins wurde dabei Hypoxanthin, dagegen Nicotin-
siureamid wie aus Cozymase isoliert. Die Desamino-cozymase verhilit
sich, abgesehen von der biologischen Wirkungsintensitit, sehr dhnlich der
Cozymase: Zusammensetzung C, H,s0,,NoP,, einbasisch, kein leicht
hydrolysierbares Phosphat, gleiche Stabilitit, Reduzierbarkeit durch
Hydrosulfit u. dgl.

Ihre Darstellung und eingehende Untersuchung hatte den folgenden
Zweck: Es sollte gepriift werden, ob die Aminogruppe des Adenins bei der
Bindung an das Apoenzym wesentlichen Anteil hat. Dies trifft z. B. im
System der alkoholischen Girung zu, indem Desamino-cozymase nur ein
Drittel der Aktivitit der Cozymase zeigt. Im vorausgehenden Abschnitt
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wurde die Frage der Cophosphorylase-wirkung der Cozymase besprochen.
Die dort beschriebene Alternative b, daB dabei (insbesondere bei der alko-
holischen Girung) intermedidr eine Abspaltung von Adenylsiure erfolge,

die dann als Cophosphorylase wirken wiirde, wird unwahrscheinlich, was
aus Experimenten mit Desamino-cozymase statt Cozymase hervorgeht.
Durch eine entsprechende Spaltung der Desamino-cozymase kénnte nim-
lich Inosinsiure statt Adenylsiure entstehen:

Desamino-cozymase 7= Nicotinsiureamid-nukleotid -+ Inosinsdure.

Die Inosinsiure und ihre Derivate konnen aber kaum als Cophosphory-
lase wirken. Der Umstand allein, dal Desamino-cozymase im Girsystem
Coenzymwirkung hat, spricht gegen diese Theorie. Setzt man der
Girmischung auBler Desamino-cozymase noch Adenylsiure (oder ihre
Homologen) zu, so wire zu erwarten, daBl aus dem, nach obiger Gleichung
entstandenen Pyridin-mononukleotid durch Vereinigung mit der an-
wesenden Adenylsiure einer natiirlichen Tendenz zufolge Cozymase
gebildet werden wiirde, die an der 3mal groBeren Girungsaktivierung
leicht zu erkgnnen sein miiBte. Das Experiment ergab aber, daB Zusitze
von Adenosin, Adenylsiure, Adenosin-di- und -triphosphorsiure zum
Girsystem mit Apozymase und Desamino-cozymase keinerlei Einflul3
haben. So erscheint es eher moglich, daB die Phosphatiibertragung durch
die Cozymase selbst erfolgt, ohne daB eine Spaltung fiir diese Wirkung
Bedingung ist.

Um den Vorgang der Phosphatiibertragung unabhingig von der
Wasserstoffiibertragung studieren zu kénnen, war die Blockierung der
Oxydoreduktionsgruppe der Cozymase notwendig, was einfach und scho-
nend durch die véllige Hydrierung des Pyridinkernes zur entsprechenden
Piperidinverbindung erreichbar ist (52). Die so erhaltene
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Hexahydro-cozymase

hat auBerdem den Vorzug zweibasisch, wie die Dihydrocozymase zu sein,
wodurch die Moglichkeit zur Aufnahme und Wiederabgabe von Phosphat
cher gegeben erscheint.

Die Hydrierung erfolgt katalytisch. Um eine Hydrierung der Purin-
base, die in saurer Losung langsam erfolgt, zu vermeiden, erwies es sich
als vorteilhaft, in schwach alkalischem Medium zu hydrieren. Da aber
gerade durch Alkali aus Cozymase so leicht Adenosindiphosphorsiure
bzw. Adenylsiure entsteht, muBte der erstgenannte Nachteil in Kauf
genommen werden und in wilriger Losung bei der Eigenaziditit der
Cozymase hydriert werden.

An der Hexahydro-cozyimase wurde unter gewissen Bedingungen eine
Cophosphorylasewirkung festgestellt, doch bediirfen die diesbeziiglichen
Resultate noch der Nachpriifung, da die Einheitlichkeit der Priparate
nicht hinreichend gesichert ist.
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Nucleinsduren.
Von H. BREDERECK, Leipzig.

I. Einleitung.

Unsere Kenntnis {iber die Nucleinsiuren hat in den letzten Jahren
sowohl in biologischer als auch in chemischer Hinsicht eine weitgehende
Forderung erfahren. Das Vitamin B, (Lactoflavin) sowie eine Reihe von
Cofermenten sind als Nucleinsiurederivate erkannt worden. Damit ist
zum erstenmal die stets vermutete groBe biologische Bedeutung dieser
Substanzklasse offensichtlich geworden. Dariiber hinaus sind neue An-
sichten iiber die Funktionen der Nucleinsiuren als Bestandteile der Zell-
kerne geduflert worden, die.in weiteren Punkten die groBe Bedeutung
der Kernsubstanzen enthiillen. Allerdings bediirfen gerade diese letzteren
Ansichten noch einer eingehenden Bestitigung.

Nachdem durch die Arbeiten der fritheren Jahrzehnte ein ungefihres
Bild iiber den Aufbau der Nucleinsiuren geschaffen war, sind in den latzten
Jahren die Nucleoside und Nucleotide weitgehendst aufgeklirt und
wichtige Beitrige iiber den Aufbau der Polynucleotide, insbesondere der
Thymo- und Hefénucleinsiure, erbracht worden. Gerade die Frage nach
der Konstitution der Polynucleotide hat im Zusammenhang damit auch
das Fermentsystem der die Nucleinsiuren spaltenden Fermente, der
,Nucleasen, einer eingehenden Bearbeitung erschlossen. Diese Er-
kenntnisse {iber die Nucleasen haben dann erstmals zur Isolierung der
Desoxyribo-nucleoside und Desoxyribo-nucleotide aus Thymonuclein-
sdure gefithrt sowie zu einer priparativ sehr ergiebigen Darstellung der
Nucleoside aus Hefenucleinsiure. Diese bequeme Zuginglichkeit der
Nucleoside machte sie wiederum zu Ausgangssubstanzen fiir weitere
synthetische Versuche sowie auch fiir die Gewinnung der biologisch
wichtigen d-Ribose.

II. Allgemeine Bedeutung.

Das von KUHN sowie von KARRER eingehend untersuchte Vitamin B,
(Lactoflavin) (I) kann als ein Nucleinsdurederivat angesprochen werden.
Von einem natiirlichen Nucleosid (Definition siehe S. 125) unterscheidet
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es sich lediglich durch das Fehlen der Glykosidbindung und damit der
Zuckersauerstoffbriicke. Es ist aber sehr wahrscheinlich, daB die Vor-
stufe des Lactoflavins in der Natur ein echtes Nucleosid darstellt. Die
Zuckerseitenkette im Lactoflavin besitzt die Konfiguration der d-Ribose
und aus dem Isoalloxazinring 148t sich unschwer ein Purinskelett heraus-
schilen. Im Darm findet die Veresterung des Lactoflavins an der pri-
miren Hydroxylgruppe zur Lactoflavinphosphorsiure statt, ein Vorgang,
der auch synthetisch nach folgendem Reaktionsschema durchgefiihrt
werden konnte [KUHN (584)]:

Lactoflavin (I) — Trityl-lactoflavin (IT) — Trityl-triacetyl-lactoflavin (III)
—» Triacetyl-lactoflavin (IV) — Lactoflavinphosphorsdure (V).

Lactoflavinphosphorsiure stellt eine Art Nucleotid dar. (Definition
siche S. 133) und ist als das Coferment des von WARBURG ent-
deckten ,,gelben Ferments erkannt worden. Zusammen mit dem spe-
zifischen EiweiBl konnte Lactoflavinphosphorsiure zu diesem gelben Fer-
ment synthetisiert werden [KUHN (58b)]. Das gelbe Ferment ist in das
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Atmungssystem eingebaut und ist dadurch mit der Cozymase verkniipft:
Nicht nur bei enzymatischen anaeroben Oxydoreduktionen nimmt die
Cozymase (= Codehydrase I) den Wasserstoff von einem Donatorsystem
(z. B. Triosephosphorsdure — Phosphoglycerinsiure) auf und gibt ihn an
ein Akzeptorsystem (z. B. Acetaldehyd — Alkohol) ab, sondern auch bei
reinen Dehydrierungen (Oxydationen) nimmt die Cozymase den Wasser-
stoff auf. Die dabei entstehende Dihydro-cozymase wird reoxydiert durch
Vermittlung des ,,gelben Ferments, dessen Leukoverbindung wiederdm
auf verschiedenen Wegen reoxydiert werden kann, entweder durch Sauer-
stoff oder einen Oxydationskatalysator, wie Cytochrom c, oder aber durch
gewisse Athylenverbindungen. Fiir die Hydrierung letzterer ist die Mit-
wirkung einer besonderen Hydrase anzunehmen.

Durch die eingehenden Untersuchungen von v. EULER konnte die
Cozymase (V1) als ein Nucleinsdurederivat (Dinucleotid) erkannt werden.
Einen dhnlichen Bau besitzt die von WARBURG(r154) aus roten Pferde-
blutzellen isolierte Codehydrase IT (VII).

Die vorstehend genannten Cofermente, Cozymase, Codehydrase II und
Lactoflavinphosphorsiure stellen reine Wasserstoffiibertriger dar. In den
biologischen Vorgingen der Girung und der Glykolyse ist die Wasserstoff-
iibertragung mit Phosphatiibertragungen verkniipft. Als Cophosphorylase
fungiert die Adenosintriphosphorsiure (= Adenylpyrophosphorsiure)
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(S. 137), die gleichfalls ein Nucleinsiurederivat darstellt. Auf dem
Zerfall und der Resynthese dieser Substanz beruhen zum Teil die che-
mischen Vorginge bei der Muskelkontraktion [LOHMANN (94a)].

Fragen wir uns nach der biologischen Synthese der genannten Co-
fermente, so scheint es im Falle der Cozymase, Codehydrase IT und der
Cophosphorylase denkbar, daB sie aus den Nucleinsiuren des Zell-
kerns bzw. Protoplasmas (S. 146), z. B. der Hefenucleinsiure, ent-
stehen. Die Hefenucleinsiure wird fermentativ in die einzelnen Nucleotide
zerlegt, u. a. auch in die Hefeadenylsdure (S.133). Durch eine Phos-
phatase (= Nucleotidase) erfolgt deren Dephosphorylierung zum Ade-
nosin. Adenosin 148t sich nun durch ein in der Hefe vorhandenes Ferment
zu Adenosintriphosphorsiure, d. h. Cophosphorylase, phosphorylieren,
anderseits diirfte sie auch die Grundsubstanz fiir die fermentative
Synthese der Cozymase bzw. Codehydrase II darstellen [OSTERN u.
TERSZAKOWEE (98)].

Die Funktionen der Nucleinsiuren in den Zellkernen sind noch nicht
vollig geklart. Mit Hilfe einer-besonderen Absorptions-MeBmethode wurde
.von CASPERSSON (26) das Auftreten der Nucleinsiuren wihrend bestimmter
Phasen der Zellarbeit beobachtet: Wihrend der. Arbeit einer serésen Driise
ist der Nucleinsiuregehalt der Kerne in den verschiedenen Funktions-
stadien sehr verschieden, was fiir eine unmittelbare Teilnahme der Nuclein-
sduren an den Stoffwechselprozessen spricht. Wihrend der mitotischen
Zellteilung ist die Nucleinsiure in allen Stadien in den Elementen lokali-
siert, welche die Chromosomen aufbauen. Wihrend der Vorbereitung zur
Zellteilung nimmt der Nucleinsduregehalt der Kerne zu, um dann, wenn
die Zellteilung abgeschlossen ist, sich wieder zu verringern. Das scheint
darauf hinzudeuten, daf8 fiir das Zustandekommen einer mitotischen
Teilung eine bestimmte Menge von Nucleinsidure nétig ist. Die Veridnde-
rung der Konzentration wihrend der Teilung und die oben erwihnte
Lokalisation weisen auf die zentrale Rolle der Nucleinsiure bei der Zell-
teilung hin. In Speicheldriisen-chromosomen (Drosophila- und Chiro-
nomuslarven) wurde von CASPERSSON, mit Riicksicht auf Erorterungen
tiber die substantielle Grundlage der Gene, die Verteilung von Nuclein-
siure und Eiwei8 untersucht. Die genannten Chromosomen erwiesen sich
als abwechselnd aus nucléinsiurereichen und nucleinsiurefreien Segmenten
aufgebaut. Beide Segmentarten enthalten EiweiBkoérper, was fiir beide
die Moglichkeit ergibt, Triger der Gene zu sein unter der Annahme, dafl
diese eiweiBdhnlicher Natur sind. In bestimmten nucleinsiurereichen
Segmenten tritt nach der Digestion eine hochorganisierte Struktur auf,
welche man vorher nicht beobachten konnte. Der hochst komplizierte
Aufbau der nucleinsiurereichen Segmente kann bedeuten, daB sie die
groBere Voraussetzung haben, Triger der Gene zu sein, als die struktur-
losen nucleinsiurefreien Teile.
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II1. Konstitution der Nucleinsfuren.

Die neueren Ergebnisse der Konstitutionsaufklirung der Nucleinsduren
sollen in der Weise behandelt werden, daB zunichst die Konstitution der
kleinsten Bausteine, der Nucleoside, dann die der Nucleotide und schlieB-
lich die der Polynucleotide besprochen wird. Da einige Darstellungs-
methoden der Nucleoside und Nucleotide auf einer fermentativen Methode
beruhen, da weiterhin die Konstitutionsaufklirung der Polynucleotide
aufs engste mit der Spezifitit und Charakterisierung der die Polynucleo-
tide bis zur Stufe der Nucleotide spaltenden Fermente, der ,,Polynucleo-
tidasen*, verkniipft ist, wird es notwendig sein, jeweils auch auf die in
Frage stehenden Fermente kurz einzugehen.

A. Nucleoside.

Unter Nucleosiden versteht man Verbindungen, die als Spaltstiicke
der Nucleinsiuren aus einem Kohlehydrat (Ribose bzw. 2-Desoxyribose)
und einer Base (Purin bzw. Pyrimidin) bestehen. Je nach der Natur des
Kohlehydrats spricht man von Ribo-nucleosiden und Desoxyribo-nucleo-
siden.

I. Ribo-nucleoside.

a) Darstellung. Ribonucleoside wurden als Spaltstiicke der Hefe-
nucleinsiure erstmals von LEVENE und JAcOBs (72, 76) in kristallisiertem
Zustand gewonnen. Die Darstellung beruhte auf der ammoniakalischen
Hydrolyse der Hefenucleinsdure im Autoklaven bei 175° AuBentemperatur.
Infolge der robusten Methode und eines komplizierten Aufarbeitungs-
ganges waren die Ausbeuten an den einzelnen Nucleosiden nur gering.

Mit geeignet hergestellten Fermentpriparaten, z. B. aus SiiBmandeln,
Luzernensamen, gekeimten Erbsen usw., gelang BREDERECK(I3) eine glatte
Aufspaltung der Hefenucleinsiure bis zur Stufe der Nucleoside. Die ge-
nannten Fermentpriparate besaBen eine polynucleotidatische und nucleo-
tidatische, jedoch keine nucleosidatische und amidatische Wirksamkeit
[BREDERECK, BEUCHELT u. RICHTER (15)]. Gerade das Fehlen der beiden
letztgenannten Fermente fiihrte zur Darstellung der in der Hefenuclein-
sdure vorgebildeten Nucleoside, wihrend mit tierischen Fermentpra-
paraten wegen des gleichzeitigen Gehaltes an Amidasen auch die Desami-
nierungsprodukte der urspriinglich vorliegenden Nucleoside erhalten
wurden [BIELsCHOWSKI (6); BIiELscHOWSKI u. KLEMPERER (8)]). Eine
Beschleunigung der Aufspaltung 148t sich dadurch erreichen, da8 man die
Hefenucleinsiure zunichst mit Alkali zu den Nucleotiden aufspaltet und
dann das Nucleotid-Gemisch der Fermentspaltung unterwirft. Durch
diese fermentative Methode gelingt es, in einfachster Weise aus 1 kg
Hefenucleinsiure 180-—200 g kristallisiertes Guanosin und 350—450§g
Adenosin als Pikrat zu erhalten. Die weitere Aufarbeitung zu den Nucleo-
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siden Cytidin und Uridin wurde nach der Methode von LEVENE (72, 76)
durchgefithrt und ist hinsichtlich ikrer Verbesserung und Vereinfachung
gegenwirtig noch Gegenstand von Untersuchungen. Wihrend die Zer-
legung des Adenosinpikrats bisher nach der Methode von LEVENE (72, 76)
mit Schwefelsiure durchgefiihrt wurde, gelang eine wesentliche Verein-
fachung und eine Verbesserung der Ausbeute von etwa 25%, auf 60—85%,
d. Th., durch Zerlegung mit basischen Substanzen wie Kalilauge oder
Ammoniak [BREDERECK (14)].

Durch die bequeme Zuginglichkeit von Guanosin und Adenosin ist
nunmehr auch die d-Ribose, die bisher im wesentlichen auf synthetischem
Wege dargestellt wurde, ein einfach herzustellender Zucker geworden,
‘Guanosin und Adenosin lassen sich durch Kochen mit 0,1 n-Schwefelsiure
[LEVENE (65)] oder auch wifriger Ameisen- oder Essigsiure [BrE-
DERECK (13)] glatt in Ribose und die Purinbase zerlegen. Gleichzeitig ist
es nunmehr auch moglich, in groBerem MaBstab Synthesen zur Dar-
stellung von Phosphorsiureestern dieser Nucleoside durchzufiihren (S. 143).

Darstellung der Ribo-nucleoside [BREDERECK (I3, 14)}: 100 g Hefenucleinsiure
werden in 200 ccm Wasser aufgeschlimmt und auf dem Wasserbad mit 2 n-Natron-
lauge gegen Lackmus neutralisiert. Zur klaren Lésung werden 11,7 g NaOH, geldst
in wenig Wasser, gegeben und die gesamte Losung 2 Stunden auf dem Wasserbad
erwarmt. Zur auf 40° abgekiihlten Losung werden 524 ccm 40° warme, verdiinnte
Essigsiure (24 ccm Eisessig und 500 ccm Wasser) und sodann 500 ccm filtrierte
Fermentlécung (10 g Ferment in 500 ccm Wasser) zugefiigt und der Ansatz, mit
einigen Tropfen Toluol versetzt, bei 37° unter tiglichem Umschiitteln aufbewahrt.
Nach 6—12 Tagen, je nach: Reinheit des Ferments, ist die Abscheidung des Guano-
sins beendet. Ausbeute: zirka 20 g. Zur Reinigung wird das Guanosin aus Wasser
mit etwas Tierkohle umkristaliisiert. Das Filtrat des Guanosins wird kurz auf-
gekocht und das ausgeflockte Eiweil abgesaugt. Zur etwa 50° warmen L&sung
werden unter Schiitteln 6o g Pikrinsiure gegeben, die sich beim Umschiitteln in
kurzer Zeit 16sen. Beim Erkalten und Aufbewahren im Eisschrank scheidet sich
das Adenosinpikrat ab. Ausbeute: zirka 40 g. Zur Gewinnung des freien Adenosins
werden 75 g Pikrat (umkristallisiert) in 250 ccm Wasser aufgeschizmmt, 8 g KOH
in 50 ccm Wasser zugegeben und zur Abscheidung des Kaliumpikrats kurz erwarmt.
Durch Abkiihlen auf Raumtemperatur und kurzes Stehen bei 0° wird die Abschei-
dung vervollstandigt. Das Filtrat des Kaliumpikrats erstarrt nach Animpfen und
Aufbewahren iiber Nacht im Eisschrank zu einem Kristallbrei von Adenosin. Nach
Absaugen wird mit wenig Eiswasser und anschlieBend mit Aceton nachgewaschen.
Ausbeute: 30 g. — Die Gewinnung des Cytidins und Uridins folgt den alten bekannten
Angaben von LEVENE (72, 76).

b) Konstitution. Was die Konstitution der Ribonucleoside anbetrifft,
so war die glykosidische Verkniipfung zwischen Ribose und Base schon
linger bekannt. In neueren Arbeiten wurde einmal die Furanosestruktur der
Nucleoside, zum weiteren die Haftstelle zwischen Base und Zucker ermittelt :

BREDERECK (9, 10, 1) konnte fiir Uridin, Cytidin, Adenosin und Ino-
sin die Furanosestruktur beweisen: Die genannten Nucleoside gaben mit
Tritylchlorid in Pyridin kristallisierte Monotritylverbindungen. DaB im
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Falle des Cytidins und Adenosins Tritylchlorid nicht mit der gleichfalls
vorhandenen Aminogruppe in Reaktion getreten war, konnte dadurch
ausgeschlossen werden, daB die Tritylverbindungen sich als unspaltbar
gegeniiber alkoholischer Kalilauge erwiesen. DaB die Tritylgruppe an der
primidren Hydroxylgruppe (C-Atom 5 der Ribose) sitzt — in der Regel
reagiert Tritylchlorid nur mit der priméren Hydroxylgruppe eines Zuckers,
jedoch sind auch Ausnahmen von dieser Regel bekannt —, konnte dadurch
gezeigt werden, daB «x-Methylribosid, welches als Pyranosederivat keine
primire Hydroxylgruppe triagt, nicht mit Tritylchlorid reagierte. Einen
weiteren Beweis fiir die 5-Stellung des Trityls im Trityluridin konnten
LeEvENE und TipsoN (84) dadurch erbringen, daB sie Trityluridin (VIII)
zum Dimethyl-trityl-methyl-uridin (IX) methylierten, nach Abspaltung
eines Methyls und des Trityls Dimethyluridin (X) erhielten und daraus
mit p-Toluolsulfochlorid Tosyl-dimethyluridin (XI). Der Tosylrest, der
an der gleichen Stelle sitzt wie vordem der Tritylrest, lieB sich mit Jod-
natriumin Aceton gegen Jod austauschen unter Erhalt von 5- Jod-dimethyl-
uridin (XII). Da dieser Austausch in der Regel nur mit der an der
primiren Hydroxylgruppe sitzenden Tosylgruppe vor sich geht, war damit
die 5-Stellung des Tosyl- und somit auch des Trityl-restes bewiesen.
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Ein weiterer Beweis fiir die 5-Stellung des Tritylrestes im Trityl-
adenosin (XIIT) wurde durch die Uberfiihrung dieser Substanz in Tritosyl-
trityladenosin (XIV) und weiter, nach Abspaltung des Trityls, in Tritosyl-
adenosin (XV) erbracht. In dieser Verbindung lieB sich keiner der Tosyl-
reste gegen Jod austauschen, womit gezeigt ist, daB die 5-Stellung frei
ist und daB urspriinglich der Tritylrest dort gesessen haben mu8l [LEVENE
und T1psoN (88)].
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Den Beweis der Furanosestruktur fiir Guanosin und Adenosin erbrachte
LEVENE (63, 64), indem er das Nucleosid methylierte, die Methylver-
bindung hydrolysierte (an der Glykosidbindung) und neben dem methy-
lierten Purinderivat einen Ribosetrimethylather (XVI) erhielt, der bei der
Oxydation inaktive Dimethoxybernsteinsidure (XVII) ergab:
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Somit war fir simtliche Nucleoside die Furanose-struktur bewiesen. Da
aber bei der Darstellung der einzelnen Nucleoside aus der Hefenucleinsiure
oder den entsprechenden Nucleotiden eine Anderung der Ringstruktur —
zumal aus einem Pyran- in den labileren Furanring — ausgeschlossen war,
so folgte aus obigen Versuchen, daB auch in den Nucleotiden und schlieBlich
in der Hefenucleinsdure selbst eine Furanose-struktur der Ribose vorliegt.

Auf Grund linger zuriickliegender Versuche von LEVENE (62) war als
Haftstelle der Ribose am Purinkern Stellung 7 angenommen worden,
ohne jedoch die g-Stellung damit ausschlieBen zu kénnen. GULLAND
(39, 40, 40b) konnte nunmehr zeigen, daB das Absorptionsspektrum
des Guanosins mit dem des g¢-Methylguanins, das des Xanthosins,
des Desaminierungsproduktes des Guanosins, mit dem des g¢-Methyl-
xanthins, das des Adenosins mit dem des g-Methyladenins iibereinstimmt.
Er schlieBt daraus auf eine Verkniipfung 4€n Stellung 9 bei den Purin-
nucleosiden. Die Haftstelle bei den Pyrimidinnucleosiden konnte wie folgt
bewiesen werden: LEVENE und Tipson (83) erhielten durch Acetylierung
des Trityluridins (XVIII) das Diacetyl-trityluridin (XIX), daraus durch
Methylierung Methyl-diacetyl-trityluridin (XX) und durch anschlieBende
Hydrolyse iiber Trityl-methyluridin und Methyluridin das 1-Methyl-
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uracil (XXI), das sich mit dem bereits von JornsoN und HEYL (45) er-
haltenen Produkt als identisch erwies. Damit ist die Stellung 3 als
Haftstelle bei den Pyrimidinnucleosiden erwiesen.

Fiir die Ribonucleoside Adenosin, Inosin, Guanosin, Xanthosin, Cytidin
und Uridin ergeben sich somit die folgenden Konstitutionsformeln:
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Offen bleibt nach wie vor, ob eine a- oder f-glykosidische Bindung
vorliegt. Die Tatsache jedoch, daB fast simtliche in der Natur aufge-
fundenen Glykoside der B-Reihe angehoren, spricht auch bei den Nucleo-
siden fiir eine f-glykosidische Bindung.

2. Desoxyribo-nucleoside.

a) Darstellung. Zum Unterschied von den vorstehend besprochenen
Ribonucleosiden enthalten die Desoxyribonucleoside als Spaltstiicke der
Thymonucleinsiure als Kohlehydrat die 2-Desoxyribose. Dieser Zucker
konnte durch Hydrolyse des Guanin-desoxyribosids erhalten und als
identisch mit der synthetisch dargestellten 2-Desoxyribose erkannt
werden [LEVENE, MoRr! und MIKESKA (79, 80)]. Die Isolierung der
Desoxyribo-nucleoside gelang durch fermentative Hydrolyse der Thymo-
nucleinsiure: THANNHAVSER und seine Mitarbeiter (108, 109, #) erhielten
sie durch Einwirkung eines Fermentpriparates aus der Mucosa des Diinn-
darms. Von LEVENE (77, 78, 67, 68) wurden die Nucleoside so gewonnen,
daf er eine Losung der Thymonucleinsiure durch ein Segment des gastro-
intestinalen Traktes eines Hundes passieren lieB und sie aus einer Intesti-
nalfistel sammelte. Auch das durch Aceton gefillte Fermentpriparat
konnte verwendet werden. Erhalten wurden nach diesen Methoden, in
allerdings nur sehr geringen Mengen : Guanin-desoxyribosid, Hypoxanthin-
desoxyribosid, Cytidin-desoxyribosid und Thymin-desoxyribosid. Hypo-
xanthin-desoxyribosid liegt als solches in der Thymonucleinsiure nicht
vor, vielmehr ist es durch fermentative Desaminierung aus dem Adenin-
desoxyribosid hervorgegangen. Durch Zufiigen von Ag-Ion konnte die
Wirkung der Amidase ausgeschaltet und so auch Adenin-desoxyribosid
erhalten werden [KLEIN (52)].

Darstellung der Desoxyribo-nucleoside: 100 g thymonucleinsaures Natrium werden
in 500 ccm warmem Wasser gelost und mit Natronlauge schwach alkalisch. ge-
macht. Es werden 50 g Magnesiumacetat in waBriger Losung sowie 111 n-Ammoniak-
Ammoniumacetat-Puffer (pg 8,9) hinzugefiigt. Zu diesem Gemisch wird die Enzyth-
lésung, entsprechend 500 ccm Glycerinextrakt aus Darmschleimhaut, hinzugegeben
und die Loésung auf ein Volumen von 51 gebracht. Das Gemisch wird 6—8 Stunden
bei 37° gehalten, darnach zur EnteiweiBung mit Eisessig auf pg 4,7 gebracht. Nach
kurzem Stehen flockt das EiweiB aus, so daB ein klares Filtrat erhalten wird. Die
Losung wird mit Ammoniak neutralisiert, wobei sich die Lsung durch ausfallendes
Ammoniummagnesiumphosphat triibt. Sie wird im Vakuum bei 35° auf 1000
bis 1200 ccm eingeengt und mit 200 ccm Magnesiumacetatlosung versetzt. Nach
mehrstiindigem Stehen wird vom Ammoniummagnesiumphosphat abgesaugt
(zirka 37 g) und das Filtrat auf ein Volumen von 400 ccm gebracht. Von der beim
Erkalten entstehenden Gallerte wird unter Kiihlung abzentrifugiert nnd der Nieder-
schlag erst mit kaltem 50proz. Alkohol, dann mit g6proz. Alkohol gewaschen. Er
wird in warmem Wasser geldst und bei neutraler Reaktion mit basischem Bleiacetat
versetzt. Von einem geringen Niederschlag wird abgesaugt und das Filtrat mit

konzentriertem Ammoniak stark alkalisch gemacht, die Losung rasch zum Sieden
erhitzt und heiB filtriert. Nach mehrstiindigem Stehen im Eisschrapk wird der

9.
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entstandene Niederschlag abgesaugt, gewaschen und mit Schwefelwasserstoff zerlegt.
Das Filtrat des Bleisulfids wird bei 30° im Vakuum eingeengt. Dabei scheidet sich
das Guanin-desoxyribosid aus, das 2mal aus Wasser umkristallisiert wird. Aus-
beute: 1g. Sintern bei 200° und Zersetzen bei weiterem Erhitzen.

Das Filtrat der Gallerte wird auf 300 ccm gebracht und mit Bleiacetat ver-
setzt; die Losung bleibt klar. Beim Zugeben von Ammoniak im UberschuB entsteht
ein volumindser Niederschlag. Das Filtrat dieser Fillung wird vom iiberschiissigen
Ammoniak befreit und Schwefelwasserstoff eingeleitet. Das Bleisulfid wird ent-
fernt, die Ammonsalze mit Hilfe von Baryt im Vakuum zersetzt und die Lésung
mit verdiinnter Schwefelsiure angesiuert, bis Kongopapier schwach blau gefarbt
wird. Das Bariumsulfat wird abzentrifugiert und die Essigsiure durch Ausithern
entfernt. Dann wird mit Barytwasser wieder neutralisiert und nach Entfernen
des Bariumsulfats die Losung zu einem halbfesten Sirup im Vakuum eingeengt.
Dieser wird mit absolutem Alkohol gehirtet, bis ein fast weiSes Pulver entsteht.
Der verwandte Alkohol wird mit der doppelten Menge Ather versetzt. Die alkoho-
lisch-atherische Lésung scheidet beim Einengen im Vakuum manchmal eine schlecht
in Drusen kristallisierende Substanz ab, die als Inosin identifiziert werden konnte.
Manchmal bleibt die Losung klar, und es hinterbleibt nach dem Verdampfen ein
gelbes O, aus dem beim Stehen sich 2—2,5 g einer in Nadeln kristallisierenden Sub-
stanz abscheiden, die aus Thymin-desoxyribosid bestehen. Das Rohprodukt wird
durch Behandeln mit absolutem Alkohol in der Kilte vom anhaftenden Ol befreit.
Nach Umbkristallisieren aus Wasser schmilzt die Substanz bei 185°. Aus dem
Filtrat konnen beim Stehen noch geringe Mengen Hypoxanthin-desoxyribosid (bis
zu o,1 g) auskristallisieren. Darnach restiert ein gelbes Ol, das keinerlei Tendenz
zur Kristallisation zeigt. Es wird mit alkoholischer Pikrinsiureldsung versetzt.
Es kristallisiert ein Pikrat aus, das nach Umkristallisieren aus Wasser oder 96proz.
Alkohol in makroskopischen Nadeln erhalten wird. Ausbeute: zirka 3 g Pikrat des
Cytosin-desoxyribosids. Sintern bei 190°. Die Zerlegung des Pikrats erfolgt wie
iiblich: Versetzen mit Schwefelsiure, Ausithern der Pikrinsiure, Entfernen der
Schwefelsiure mit Baryt. Das Filtrat des Bariumsulfats wird im Vakuumexsikkator
eingeengt. Es restiert ein schwach gelbes Ol, das mit g6proz. Alkohol verrieben
wird. Beim Verdunsten des Alkohols scheidet sich Cytosin-desoxyribosid in Nadeln
ab, die mit Alkohol von anhaftendem Ol befreit werden. Schmelzp. 193°.

Das mit Alkohol getrocknete Endfiltrat wird mit siedendem absolutem Alkohol
so lange extrahiert, bis die Orcinreaktion nur noch schwach positiv ist. Die alkoho-
lische Losung wird mit gleichen Teilen Ather versetzt und das Filtrat der Ather-
fallung im Vakuum eingeengt. Hierbei scheidet sich Hypoxanthin-desoxyribosid
ab. Es wird aus Wasser umkristallisiert. Sintern zwischen 202—210°. Ausbeute:
2—3 g.

b) Konstitution. Was die Konstitution der Desoxyribo-nucleoside an-
betrifft, so ist bisher lediglich die Furanosestruktur des Thymin-desoxy-
ribosids bewiesen worden. Diese Verbindung lieferte eine krist. Trityl-
verbindung [LEVENE und Tipson (86)]. Es ist als sehr wahrscheinlich an-
zunehmen, daB auch die iibrigen Desoxyribo-nucleoside Furanosestruktur
besitzen. Ebenso diirften die Haftstellen des Kohlehydrats an der Base
die gleichen sein wie bei den entsprechenden Ribonucleosiden. Fiir
Adenin-desoxyribosid und Guanin-desoxyribosid ist auf Grund der Uber-
einstimmung des Absorptionsspektrums mit dem des g-Methyladenins
bzw. 9-Methylguanins als Haftstelle die g-Stellung bewiesen worden
[GULLAND (40a, 40bY.
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B. Nucleotide.

Nucleotide, die man zur Unterscheidung von den Polynucleotiden
(Hefe-, Thymonucleinsiure) genauer als Mononucleotide {(oder ,einfache
Nucleinsiuren*) bezeichnet, setzen sich zusammen aus Base, Zucker und
Phosphorsiure. Analog wie bei den Nucleosiden spricht man auch hier
von Ribo-nucleotiden und Desoxyribo-nucleotiden.

I. Ribo-nucleotide.

a) Darstellung. Die Darstellung der Ribonucleotide beruht im wesent-
lichen auf linger zuriickliegenden Methoden. Die Darstellung der Guanyl-
und Hefeadenylsiure geschieht am vorteilhaftesten nach der Methode von
STEUDEL und PEISER (105). Eshat sich jedoch dazu als notwendig heraus-
gestellt, die alkalische Hydrolyse der Hefenucleinsiure nicht bei Zimmer-
temperatur, sondern durch 2 stiindiges Erwirmen auf demWasserbad vorzu-
nehmen {STEUDEL (z03)]. Unter diesen Bedingungen wird die Hefenuclein-
sdure in die vier Nucleotide gespalten. Die Gewinnung der Pyrimidin-
nucleotide geschieht vorteilhaft durch saure Hydrolyse der Hefenucleinsiure
mit 2 proz. Schwefelsiure, wobei die beiden Purinnucleotide zerstort werden.
Wihrend bisher die Trennung der Cytidyl- und Uridylsdure durch gmalige
fraktionierte Kristallisation ihrer Brucinsalze vorgenommen wurde,
konnte jetzt eine einfache Trennung dadurch erreicht werden, daB Uridyl-
sdure in Pyridin leicht, Cytidylsiure jedoch praktisch unléslich ist [BRE-
DERECK und G. RICHTER (23)]. Uber die Darstellune der Muskeladenyl-
sdure siehe S. 136.

b) Konstitution. Nachdem durch die oben geschilderten Untersuchun-
gen die Konstitution der Ribonucleoside geklirt war, ergab sich fir die
Konstitution der Nucleotide- die Beantwortung der Frage nach der
Stellung der Phosphorsiure. In der Inosinsiure war schon seit lingerer
Zeit die Stellung der Phosphorsiure bekannt: Die Oxydation der durch
saure Hydrolyse erhaltenen Ribosephosphorsiure hatte zum 5-Phosphor-
sdureester der d-Ribonsiure gefiihrt [LEVENE (59, 60)]. Damit war die
5-Stellung der Phosphorsiure bewiesen, da beieiner Stellung an einem sekun-
diren Hydroxyl ein Ester der Trioxyglutarsiure hitte entstehen miissen.

Die Stellung der Phosphorsiure in der Xanthylsiure, dem Desaminie-
rungsprodukt der Guanylsiure, sowie in der Hefeadenylsiure bzw. ihrem
Desaminierungsprodukt wurde durch LEVENE (69, 70, 71) bewiesen: durch
Erhitzen einer wéfrigen Losung des Nucleotids lieB sich die Glykosid-
bindung spalten und die Ribosephosphorsiure (XX¥II) erhalten. Die
katalytische Hydrierung dieser Ribosephosphorsiure mit Platinoxyd
fithrte zur inaktiven Siure (XXIII). Nur diese Siure, mit der Phosphor-
sdure am Kohlenstoffatom 3, konnte als Mesoform inaktiv sein, nicht
eine Sdure mit der Phosphorsiure am C-Atom 2 oder 5.
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Cytidylsiure gleicht hinsichtlich der Geschwindigkeit der Phosphor-
siureabspaltung bei saurer Hydrolyse der Inosinsiure und Muskeladenyl-
siure. YAMAGAWA (116) hatte daraus den SchluB gezogen, daB in der
Cytidylsdure die Phosphorsdure an der gleichen Stelle wie in der Inosin-
saure, d. h. am C-Atom 5 sitzt. Spitcr stellten LEVENE und JoreEs (75)
fest. daB die Dihydrocytidylsiure in der Spaltungsgeschwindigkeit nicht
der Inosinsiure, sondern der Guanylsiure und der Hefeadenylsiure gleicht,
woraus sie auf die gleiche Steliung der Phosphorsiure in der Cytidylsiure
wie ir der Guanyl- und Hefeadenylsiure schlieBen. Den Beweis fiir die
Stellung der Phosphorsidure in der Cytidyl- und Uridylsiure erbrachte
BREDERECK {12): Durch Desaminierung ‘mit salpetriger Sdure lie8 sich
Cytidylsdure in Uridylsidure tiberfithren. Daraus folgte, daB in beiden
Nucleotiden die Stellung der Phosphorsiure die gleiche sein muBl. Das
Brucinsalz der Uridylsdure (XXIV) lieB sich mit Tritylchlorid unter Ab-
spaltung eines Brucinrestes umsetzen zum Monobrucinsalz der Trityl-
uridylsiure (XXV), woraus ein Dinatriumsaiz der Trityluridylsiure
(XXVI) erhalten werden konnte. Damit ist gezeigt, daB in der Cytidyl-
und Uridylsiure die Phosphorsidure nicht am primiren, sondern an einem
sekundiren Hydroxyl der Ribose sitzt. In Analogie zur Guanyl- und Hefe-
adenvisiure ist die Stellung 3 anzunchmen. In Ubereinstimmung mit
diescm Ergebnis fithrte auch Zusatz von Borsiure zu einer mit Natronlauge
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neutralisierten Losung von Cytidyl- und Uridylsdure nicht zu einem sauren
Komplex von groBerer Dissoziationskonstante als die der Borsiure
[BREDERECK (12)].

Durch die vorstehend besprochenen Untersuchungen ist festgestellt,
daB die als Bestandteile der Hefenucleinsiure vorkommenden Ribo-
nucleotide Guanylsiure (ebenso Xanthylsiure), Hefeadenylsdure, Cytidyl-
siure und Uridylsiure die Psosphorsiure am Kohlenstoffatom 3 der
Ribose tragen.

HN—CO N==C-NH,
| |
HNT C—N HC C—N
AN N
CH I CH
/ /
N—C—N fCH———————mt N-—C—N—CH—————
| I
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) L cH
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CH,0H CH,OH
Cytidylsaure. Uridylsdure.

o) Muskel-adenylsiure.

a) Konstitution. Aus Kaninchenmuskulatur wurde 1927 von EMBDEN
und ZIMMERMANN (29) eine Adenylsiure, die Muskeladenylséure, isoliert,
die sie urspriinglich fiir identisch mit der Hefeadenylsiure hielten. Bald
darauf konnte SCHMIDT (r02) zeigen, daB Muskeladenylsiure, im Gegen-
satz zur Hefeadenylsiure, von Fermentpriparaten aus Muskel zerlegt wird.
EMBDEN und SCHMIDT (28) stellten dann einen wenn auch nur kleinen
Unterschied in den physikalischen Konstanten der beiden Siuren fest.
Die genaue Konstitution der Muskeladenylsiure lieB sich dadurch er-
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mitteln, daB es gelang, die Sdure zu der schon lange bekannten Inosinsiure
zu desaminieren. Nachdem bereits friiher [LEVENE (59, 60)] fiir Inosmn-
siure die Stellung der Phosphorsiure am Kohlenstoffatom 5 der Ribose
bewiesen war, folgte aus dem Ergebnis der Desaminierung, daB die
Muskeladenylsiure die Phosphorsiure am gleichen C-Atom trigt, mithin
Adenosin-5-phosphorsiure ist. Ein weiterer Beweis fiir diese Konstitution
ist darin zu sehen, daB Muskeladenylsiure mit zwei benachbarten stereo-
chemisch gleichgerichteten Hydroxylgruppen (am C-Atom 2 und 3) bei
Zusatz von Borsiure einen sauren Komplex von hoherer Dissoziations-
konstanten als die der Borsaure allein gibt, weiter daB Zusatz von Kupfer-
sulfatlosung eine tiefblaue Losung unter Bildung einer Kupferkomplex-
verbindung zeigt [KLIMEK und PARNAS (57, 58)].

N=C-NH,
[
HC C—N
i \
” il Ner
N
N——C—N——CH———i
|
H—C—OH
| o)
H—C—OH !
t
ne—|
|
CH,—O0—PO,H,
Muskel-adenylsiure.

b) Darstellung. Die Darstellung der Muskeladenylsiure, die auch in
technischem MaBstab durchgefithrt wird, erfolgte bisher am vorteil-
haftesten aus Pferde-muskulatur [OSTERN (97); HENNING (44)]. Auch aus
Hefe durch Hydrolyse der darin enthaltenen Adenosintriphosphorsiure
laBt sie sich darstellen [LINDNER (89)]. Nachdem vor kurzem Adenosin
bequem und in guter Ausbeute zuginglich geworden ist (Beschreibung
S. 126), konnte davon ausgehend Muskeladenylsiure auch synthetisch
erhalten werden. Die synthetische Methode (Beschreibung S. 144)
diirfte gegeniiber der Darstellung aus Pferdefleisch vorzuziehen sein.

Physiologische Bedeutung. Muskeladenylsdure besitzt nach verschie-
denen Richtungen hin sehr groBe Bedeutung (). Uber ihre Beziehung zu
Cofermenten sowie ihre Rolle bei der Muskelkontraktion wurde in dem
Kapitel ,,Allgemeine Bedeutung'‘ schon kurz gesprochen. Von DruURrY und
SzeNT-GYORGYI wurde 1929 ihre pharmakologische Wirksamkeit auf-
gefunden. Adenylsiure, ebenso auch Adenosin wirken herzverlangsamend.
Noch 2y Adenylsiure lassen sich am isolierten Froschherzen durch Brachy-
cardie erkennen. Wichtig ist die Wirkung auf die Uberleitung der Er-
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regungen vom Vorhof zur Kammer; es kann bei Mensch und Tier bis.zum
vollstindigen Herzblock kommen. Weiter wirkt Adenylsdure, ebenso
Adenosin stark coronargefiB-erweiternd. Der therapeutische Wert der
Fleischbriihe diirfte mit auf ihrem Gehalt an Adenylsiure beruhen, die bei
der Zubereitung in die Briihe tibergeht. Auch die GefiBe des groBen Kreis-
laufs werden durch Adenylsiure bzw. Adenosin erweitert; diese Erweite-
rung ist wohl auch die hauptsichlichste Ursache fiir die Blutdruck-
senkung, die nach intravendser Injektion auftritt. Zur Herztherapie
kommt Adenylsiure unter der Bezeichnung ,Map“ (Muskeladenosin-
phosphorsiure) sowie zusammen mit Strophantin und Traubenzucker
als ,,Glucoadenose” in den Handel. Als kreislaufwirksame Priparate
sind Extrakte aus Warmbliitermuskel unter dem Namen ,,Lacarnol*
bzw. ,,Myoston’* im Handel.

B) Adenosin-triphosphorsiure.

Aus Muskelextrakt von Wirbeltieren und Wirbellosen, insbesondere aus
Frosch-muskulatur, konnte von LOHMANN (9o), ebenso von FISKE und
SuBBAROW (38) ein weiteres Nucleotid, Adenosintriphosphorsiure
(= Adenylpyrophosphorsiure) isoliert werden. Sie ist auBerdem in der
Hefe, ebenso im Blut von Menschen und Hunden entdeckt worden.

a) Darstellung. Die Darstellung der Adenosintriphosphorsiure erfolgt
aus dem durch Trichloressigsdure enteiweiten Muskelextrakt durch Fillen
als Barium- oder Silbersalz. Die oben geschilderte Darstellung der
Muskeladenylsiure auf synthetischem Wege fiihrt primir zur Adenosin-
triphosphorsdure, aus der die Gewinnung der Muskeladenylsiure durch
Abspaltung von Phosphorsiure erfolgt. Die einfachste Darstellungs-
methode fiir Adenosintriphosphorsiure diirfte die synthetische Methode
sein (S. 144).

b) Konstitution. Bei der sauren Hydrolyse der Adenosintriphosphor-
sdure (10—15 Min. langes Erwirmen in n-HCl auf 100°) entstehen 1 Mol
Adenin, 1 Mol Pentosephosphorsiure und 2 Mole anorganische Phosphor-
sdure, bei der neutralen Hydrolyse des Bariumsalzes Muskeladenylsiure
und Pyrophosphorsidure [LOEMANN (91, 92)]. Zur Beantwortung der Kon-
stitution blieb somit noch die Stellung der beiden Phosphorsiurereste zu
erforschen. BARRENSCHEEN (3) schrieb zunichst der Verbindung die
Konstitution (XXVII) zu.

Einen wesentlichen Beweis fiir die umstehende Formulierung sieht
BARRENSCHEEN darin, dafB er bei der Desaminierung mittels salpetriger
Siure (Eisessig + Nitrit) keine Inosinpyrophosphorsdure erhielt, sondern
anorganische Phosphorsiure und Inosinsiure; auBerdem erhielt er eine
Adenosintriphosphorsiure, die zum Unterschied vom Ausgangsmaterial
4 Molekiile Silber aufnahm und bei der potentiometrischen Titration 6 OH-
Gruppen ergab im Gegensatz zu 5 bei der urspriinglichen S#ure. In der
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neuen Adenosintriphosphorsiure nimmt er eine eventuelle Aufspaltung
zwischen einer an der Aminogruppe haftenden Phosphorsiure und dem
3-OH an der Ribose an. LOHMANN (92) glaubt indessen die Inosinpyro-
phosphorsiure erhalten zu haben, von der BARRENSCHEEN (2) wiederum
annimmt, daB sie ein Gemisch darstellt von anorganischem Phosphat,
Inosinsiure, Adenosinpyrophosphorsiure und Pyrophosphat. Eine Nach-
priifung der isomeren Adenosintriphosphorsiure, deren Silbersalz 4 Atome
Silber im Molekiil enthalten soll, durch WAGNER- JAUREGG (1I5) macht es
wahrscheinlich, daB sie aus einem Gemisch von 2 Mol Inosintriphosphor-
sdure und 1 Mol Inosin-diphosphorsiure besteht. Diese Versuche bestitigen
die Angabe von LouMaNN, dafl bei Einwirkung von salpetriger Siure auf
Adenosintriphosphorsiure die NH,- durch die OH-Gruppe ersetzt wird.
LoHMANN (94) kommt zu folgender Konstitution der Adenosintriphos-
phorsiure:

Diese Formulierung wird folgenden Tatsachen gerecht: 1. der oben
erwihnten sauren und alkalischen Hydrolyse; 2. dem Austausch der NH,-
Gruppe gegen die OH-Gruppe bei Einwirkung von salpetriger Siure;
3. der Bildung eines komplexen Cu-Salzes und der positive Ausfall der
Borsiurereaktion, Reaktionen, die auf zwei freie benachbarte und gleich-
gerichtete OH-Gruppen hinweisen, jedoch bei der Hiufung von OH-
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Gruppen nicht allzu eindeutig zu werten sind; 4. dem Verlauf der Elektro-
titrationskurven in der ungespaltenen Verbindung sowie nach der Hy-
drolyse.

Gegen diese Annahme spricht der Befund von BARRENSCHEEN und
JacuiMowicz (4), daB durch Knochenphosphatase rund ein Drittel der
Phosphorsiure der Adenosintriphosphorsiure als anorganisches Phosphat
abgespalten wird. Dieses Drittel gehtért dem schwer hydrolysierbaren
Anteil der Gesamtphosphorsiure an, wihrend die beiden leicht hydroly-
sierbaren Phosphorsiurereste nicht abgespalten werden. Man konnte
daher zu folgender Konstitution (XXVIII) kommen, wogegen dann die
Ergebnisse der Elektrotitration sowie die BoESEKEN-Titration sprechen
wiirden. Diese Formulierung wiirde der von SATOH (101) befiirworteten
entsprechen, der durch Einwirkung von Pyrophosphatase Adenosin-
diphosphorsdure, durch Einwirkung von Phosphoesterase eine, zwei
leicht abspaltbare Phosphorsiuregruppen enthaltende, von der vorigen
verschiedene Adenosindiphosphorsiure erhielt.

Eine endgiiltige Klirung der Konstitution der Adenosintriphosphor-
sdure ist um so mehr erwiinscht, als sie ja der Cozymase und dem WAaR-
BURGschen Coferment (Codehydrase II) zugrunde liegt. Fiir die bisherigen
Formulierungen der beiden Cofermente ist als wahrscheinlichste die
LonMaNnNsche Konstitutionsannahme iibernommen worden.

Adenosintriphosphorsiure liefert ein Acridinsalz als einzige gut
kristallisierende Verbindung [WAGNER- JAUREGG (I15)].

y) Adenosin-diphosphorsiure.

Von LoHMANN (93 ) wurde aus Adenosintriphosphorsiure durch Einwir-
kung von gewaschenem Krebsmuskelbrei Adenosindiphosphorsiure
gewonnen. Dabei wird von den beiden leicht hydrolysierbaren
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Phosphorsdureresten der Adenosintriphosphorsiure nur einer abge-
spalten. Diese Adenosindiphosphorsiure vermag ebenso wie Adenosin-
triphosphorsidure als Coferment der Kreatin- bzw. Arginin-phosphor-
sdurespaltung zu wirken, wobei sie zu Adenosintriphosphorsiure
phosphoryliert wird. Adenosindiphosphorsiure wurde ebenfalls durch
Aufspaltung der Cozymase gewonnen [VESTIN, SCHLENK und v. EULER
(123)1.

Adenosindiphosphorsidure zerfillt bei kurzer Siurehydrolyse in je
1 Molekiil Adenin, Ribosephosphorsiure und anorganische Phosphorsaure.
Sie selbst enthilt drei, die hydrolysierte Verbindung vier Siurevalenzen.
LoHMANN (94) kommt zu folgender Formulierung der Adenosindiphos-
phorséure:

Adenosin-diphosphorsiure gibt ein gut kristallisierendes Acridin-
salz [WAGNER- JAUREGG, (1I5)].

0) Diadenosin-tetraphosphorsiure.

MeYERHOF und KIESSLING (5I) konnten aus dem Trichloressigsiure-
filtrat von frischer Bierhefe eine Substanz gewinnen, die beim Umestern
mit Phosphobrenztraubensidure durch Kaninchen-muskelextrakt die Pyro-
phosphorsidureverbindung einer Diadenosin-diphosphorsidure ergab. Als
phosphorylierendes Coferment verhilt sich die Verbindung #hnlich wie
Adenosintriphosphorsiure. Wahrscheinlich liegt der groBte Teil der in der
frischen Hefe enthaltenen Adenosin-5-phosphorsiure (= Muskeladenyl-
sdure) in dieser Verbindung vor.

Diadenosin-tetraphosphorsiure enthilt wie die Adenosin-triphosphor-
sdure zwei leicht hydrolysierbare Phosphorsiurereste, zum Unterschied von
ihr jedoch zwei weitere, schwer hydrolysierbare. Durch schwach alkalische
Verseifung entstehen 1 Mol Adenosintriphosphorsiure und 1 Mol Muskel-
adenylsiure. Die Elektrotitrationskurve zeigt in der ersten Dissoziations-
stufe der Phosphorsiure vier saure Gruppen, in der zweiten Stufe
eine; bei alkalischer Hydrolyse kommt noch eine Gruppe in der
zweiten Stufe hinzu. Als wahrscheinliche Formel wird die folgende
angenommen:
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2. Desoxyribo-nucleotide.

Desoxyribonucleotide sind bisher lediglich als Spaltstiicke der Thymo-
nucleinsiure isoliert worden, in freiem Zustand hat man sie noch nicht auf-
gefunden. KLEIN und THANNHAUSER (54, 55, 50) gelang es, mit einem
Fermentpriparat aus Darmschleimhaut die Thymonucleinsiure zu den
vier Nucleotiden aufzuspalten. Eine weitere fermentative Aufspaltung
der durch die Wirkung einer ,,Polynucleotidase’ gebildeten Nucleotide
wurde durch Zusatz von Arsenat verhindert. Arsenat hemmt die Wirkung
des gleichfalls in der Darmschleimhaut vorhandenen nucleotidspaltenden
Ferments, der ,, Nucleotidase’.

a) Darstellung. Zunichst gelang die Isolierung der Desoxyribo-
guanylsidure. Die freie Siure ist duBerst zersetzlich wegen der leichten
Spaltbarkeit der Glykosidbindung. In freiem Zustand konnte sie aus dem
Barium- iiber das Ammonsalz und Bleisalz nur bei tiefer Temperatur
gewonnen werden. Auch die Desoxyribo-adenylsiure wurde wegen ihrer
leichten Zersetzlichkeit nur als Brucinsalz und sek. Calciumsalz er-
halten. Beide Purinnucleotide sind durch Nucleotidase leicht spaltbar.
Aus den Hydrolysaten der Purinnucleotide konnten auf dem Wege iiber
die Brucinsalze die freien Pyrimidinnucleotide, Desoxyribo-cytidylsiure
und Desoxyribo-thymidylsiure dargestellt werden. Beide sind gegeniiber
Sdure relativ bestindig. Die Ausbeuten an den einzelnen Nucleotiden
sind bisher nur gering.

Daystellung: 100 g thymonucleinsaures Natrium werden in Wasser gelést und
auf pg= 8,5 gebracht. Die aus 60occm Glycerinextrakt hergestelite Enzym-
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16sung wird ebenfalls auf py = 8,5 adjustiert und mit 10 ccm einer 1 m-Natrium-
arsenatldsung versetzt, geschiittelt und zusammep mit der Substratldsung auf
51aufgefiillt. Die Arsenatkonzentration ist jetzt 0,002 Mol pro Liter. Die Mischung
bleibt 8 Stunden bei 37° stehen. Im Interesse der Aufarbeitung wird eine Pufferung
unterlassen. Zur Aufrechterhaltung der Alkalitit muB in bestimmten Zeitab-
stindén Ammoniak zugesetzt werden. Zum Schlu8 der Reaktion wird auf Zimmer-
temperatur abgekiihlt und zur EnteiweiBung mit Eisessig bis pg = 5,0 angesiuert.
Das klare Filtrat wird fortlaufend neutralisiert und dann unter vermindertem
Druck auf etwa 1500 ccm eingeengt. Zur Ausfillung des Arsenats und geringer
Mengen von Phosphat kommen 50ccm 1 m-Magnesiumacetatlosung hinzu und
Ammoniak bis zur stark alkalischen Reaktion. Nach Stehen im Eisschrank iiber
Nacht wird filtriert und weiter auf etwa 11 eingeengt. Die phosphorhaltigen Sub-
stanzen werden nun aus der Losung mit 500 ccm basischem Bleiacetat ausgefallt.
Der Niederschlag wird in der iiblichen Weise zentrifugiert, ausgewaschen und mit
Schwefelwasserstoff zerlegt. Gute Kithlung bei letzterer Prozedur ist ein wesent-
liches Moment. Nach Entfernung des Schwefelwasserstoffs wird gleich mit
Ammoniak neutralisiert. Dabei bekommt die Losung sinen schwachen Stich
ins Gelbe. Sie wird nun auf 100ccm eingeengt, wobei sie dickfliissig wird,
aber nicht gelatiniert. Beim EingieBen in absoluten Alkohol flockt der gréBte
Teil der gelosten Substanz aus, sie wird nach lingerem Kneten unter Alkohol
pulverig.

Die Trennung und Isolierung der Desoxyribo-nucleotide sei nur kurz wieder-
gegeben: In der’ vorstehend beschriebenen alkoholischen Fillung befinden sich
unverinderte Thymonucleinsiure und Desoxyribo-guanylsiure, wahrend die drei
iibrigen Nucleotide in Lésung bleiben. Desoxyribo-guanylsiure kann aus der alko-
holischen Fillung als einheitliches Brucinsalz isoliert und daraus als kristallinisches
sekundires Bariumsalz erhalten werden. Die in Alkohol gelésten Nucleotide werden
zur Vorreinigung ebenfalls in Brucinsalz iibergefithrt. Sie werden umkristallisiert,
bis ihre L¥sung farblos bleibt. Desoxyribo-adenylsiure 148t sich aus den zuerst
kristallisierenden Anteilen der Brucinsalze leicht rein darstellen durch Umwandlung
in das sekundire Calciumsalz. Die Brucinsalze der Pyrimidinnucleotide kommen
erst nach starkem Einengen und lingerem Stehen heraus. Nach Reinigung iiber
Brucinsalz und Bariumsalz werden die Sauren in Freiheit gesetzt und durch Alkohol-
zusatz getrennt. Aus 50—8oproz. Alkohol fallt Desoxyribo-cytidylsaure in kristalli-
sierter Form aus. Die in Lsung bleibende Desoxyribo-thymidylsiure wird am ein-
fachsten durch Darstellung des sekundiren Bariumsalzes in kristallisierten Zustand
iibergefiihrt.

b) Konstitution. Untersuchungen iiber die Konstitution der einzelnen
Desoxyribo-nucleotide liegen bisher noch nicht vor. Es ist aber als sehr
wahrscheinlich anzunehmen, daB die Konstitution die analoge wie bei
den Ribonucleotiden ist, d. h. die Phosphorsiure sitzt wahrscheinlich
am Kohlenstoffatom 3.

Im Hinblick auf die spéter zu besprechenden Polynucleotide seien kurz
die Ribo-nucleotide mit den Desoxyribo-nucleotiden verglichen: Beide
Reihen zeigen groBe Ahnlichkeiten. Beide Adenin-nucleotide sind im
Gegensatz zur Muskeladenylsiure schwer desaminierbar. Gegen Alkali
sind beide Reihen verhaltnismi8ig bestindig, gegen Siuren unbestindig
(vor allem die Purinverbindungen). Léslichkeiten und Drchungen laufen
parallel.
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3. Synthese von Nucleotiden.

Die bisher durchgefiihrten Synthesen sind durchweg Partialsynthesen,
indem als Ausgangsmaterial das entsprechende, aus natiirlichem Material
gewonnene Nucleosid diente, das dann durch geeignete Phosphorylierung
in das Nucleotid iibergefiihrt wurde.

Von den bisher durchgefiihrten Synthesen beansprucht die der Muskel-
adenylsiure bzw. Adenosintriphosphorsiure das grofite Interesse. Die
direkte Phosphorylierung des Adenosins mittels Phosphoroxychlorid in
Pyridin, die eine bevorzugte Phosphorylierung an der primiren Hydroxyl-
gruppe, aber eventuell auch an der NH,-Gruppe erwarten lieB, fithrte nur
zu einem Gemisch verschiedener Phosphorsiureester des Adenosins, das
u. a. auch Muskeladenylsdure enthielt [BREDERECK u. CARO (16); BARREN-
SCHEEN u. JacHiMowIcZ (5)]. Eine chemisch iibersichtliche Synthese
gelang nach folgendem Reaktionsschema [BREDERECK u. EHRENBERG (I18)]:
Adenosin (XXIX) — (Trityladenosin) — Triacetyl-trityladenosin (XXX)—
— Diacetyl-adenosin (XXXI) — (Diacetyl-adenosin-5-phosphorsiure) —
— Muskeladenylsiure (XX XII). Dabei wurden die in Klammern gesetzten
Zwischenstufen nicht isoliert. Die Ausbeute der letzten Stufe ist nur sehr
gering, da gleichzeitig eine Phosphorylierung an der Aminogruppe eintritt.
Dennoch konnte die krist. Muskeladenylsdure erhalten werden. LEVENE
und Trpson (88) die die gleiche Synthese bereits versffentlichten, konnten
die Muskeladenylsiure nur als nicht ganz reines Bariumsalz isolieren.

C,H,N,-NH, CsH,N,-NHCOCH,
| I
——CH —-—-—CH
| | |
H—C—OH ' H—C—OCOCH,
(0] | —» O ] —
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Eine glatte und ergiebige Synthese auf fermentativem Wege gelang
OSTERN (98, 99): Ausgehend von Adenosin, wurde in Gegenwart von
Phosphat und untergiriger Hefe (eventuell auch Fructosediphosphor-
siure und Acetaldehyd) eine Phosphorylierung erzielt, unter tiberwiegender
Bildung von Adenosintriphosphorsiure, aus der durch schwach alkalische
Hydrolyse Muskeladenylsiure leicht dargestellt werden konnte. Die Aus-
beute betrigt 35%, des angewandten Adenosins. Da anderseits Adenosin
bequem und in guter Ausbeute zuginglich ist, diirfte die synthetische Her-
stellung der Muskeladenylsdure bzw. Adenosintriphosphorsidure der Ge-
winnung aus natiirlichem Material vorzuziehen sein.

Darstellung der Muskeladenylsiure und Adenosin-triphosphorsiure: 50 g Aceton-
trockenhefe und 2 g Adenosin in 370 ccm Wasser, 8o ccm Fructosediphosphorsiure
(= 0,4g P), 10ccm Acetaldehyd (10%), 40 ccm m/3-Phosphat (pg = 7), 15ccm
Toluol wurden 30 Minuten bei Zimmertemperatur auf der Schiittelmaschine ge-
schiittelt und dann noch 75 Minuten bei 37° inkubiert. EnteiweiBt wurde mit 500 ccm
1oproz. Trichloressigsdure. Das Filtrat wurde bei pg = 9 mit Ba-acetat gefillt.
Der Bariumniederschlag wurde in 300ccm n/2-HNO; aufgelést und rasch filtriert.
Die Losung wurde mit NaOH und etwas Baryt auf pg = 9 gebracht, 15 Minuten
im siedenden Wasserbad erhitzt, der Niederschlag abzentrifugiert und noch 2mal
mit je 250 ccm Wasser ausgekocht. Die vereinigten Filtrate werden auf pg= 6
neutralisiert und die Adenylsiure als Bleisalz gefillt. Der Niederschlag wurde mit
Wasser Ba-frei gewaschen, in 400 ccm Wasser aufgeschlimmt und mit H,S zerlegt.
Das Filtrat wurde von H,S befreit, bei 45° im Vakuum auf 30 ccm eingeengt und
die bereits entstandene kristalline Fillung durch Zugabe von 70 ccm Alkohol ver-
vollstandigt. Die Kristalle wurdem aus Wasser 4 Alkohol umkristallisiert. Aus-
beute: 0,8 g.

Um Adenosintriphosphorsiure zu gewinnen, wurde die nach Losen des Barium-
niederschlages in n/2-HNO, erhaltene Lésung mit NaOH bis zur schwach kongo-
sauren Reaktion abgestumpft, worauf die Adenosinpolyphosphorsiuren mit einem
UberschuB von Quecksilbernitrat gefallt wurden. Der Niederschlag wurde gewaschen,
in 200 ccm Wasser aufgeschlimmt, mit H,S zerlegt. Das Filtrat wurde durch
Liiftung von H,S befreit, auf pg = 6 neutralisiert und die Adenosinpolyphosphor-
sduren durch Zusatz von Bariumacetat und 200 ccm Alkohol gefillt. Die
Reinigung des Ba-Salzes erfolgte durch Fillung des anorganischen Phosphats
mit Mg-Acetat und NH; und ergab reines adenosintriphosphorsaures Barium.
Ausbeute: 2,4 g.

Auch aus Acetontrockenhefe und Adenosin in Gegenwart von Phosphat (ohne
Fructosediphosphorsiure und Acetaldehyd) 148t sich eventuell Muskeladenylsiure
bzw. Adenosintriphosphorsiure darstellen. Aus 2 g Adenosin und 50g Aceton-
trockenhefe werden 1 g Muskeladenylsiure erhalten.

An natiirlichen Nucleotiden ist weiterhin die Inosinsiure durch
LevENE und TipsoN (87) synthetisch zuginglich geworden. Aus Inosin
und Aceton in Gegenwart von ZnCl, wurde 2,3-Monoaceton-inosin
(XXXIII), daraus mit Phosphoroxychlorid und Pyridin Monoaceton-
inosin-5-phosphorsiure (XXXIV) erhalten, die als Bariumsalz isoliert
wurde. Die Abspaltung des Acetonrestes mittels 0,1 n-Salzsiure
fithrte zur Inosinsiure (XXXV), die als Bariumsalz identifiziert
wurde.
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Auf dem analogen Wege wurde von LEVENE und Tipson (§5) die
Synthese der natiirlich nicht vorkommenden Uridin-5-phosphorsiure
durchgefiihrt. Die Synthese ist durch die folgenden Reaktionsstufen ge-
kennzeichnet: Uridin — 2,3 Monoaceton-uridin — Monoaceton-uridin-5-
phosphorsdure — Uridin-5-phosphorsiure.

C. Polynucleotide.

Seit Beginn der Entwicklung der Kernchemie teilt man die hoheren
Nucleinsduren (= Polynucleotide, auch ,echte Nucleinsiuren” genannt)
ein in die ,pflanzliche” Hefenucleinsiure und die ,tierische” Thymo-
nucleinsdure. Die erstere sollte in den pflanzlichen, die letztere in tierischen
Zellkernen vorkommen. Wihrend tierische Zellkerne, wenigstens aus
mehreren bevorzugten Objekten (Eiterzellen bzw. Lymphocyten, kern-
haltige rote Blutkérperchen, Fischspermien) schon friihzeitig dargestellt
worden waren und in ihnen das Vorliegen der Thymonucleinsiure erkannt
worden war, war ein Beweis fiir das Vorliegen der ,,pflanzlichen’ Hefe-
nucleinsdure in den pflanzlichen Zellkernen noch nicht erbracht, zumal
pflanzliche Zellkerne noch nicht isoliert worden waren. Aus sehr kern-
reichen Geweben, z. B. den Keimen der Zerealien, ebenso aus Hefe hatte
man Hefenucleinsiure isoliert und sie daraufhin als ,,pflanzliche’* Nuclein-
sdure bezeichnet.

Zweifel an dem angeblichen Vorkommen der Hefenucleinsdure in den
Kernen tauchten auf, als man fand, da8 die fiir die Thymonucleinsiure
charakteristische Nuclealreaktion (Hefenucleinsiure gibt die Reaktion
nicht) auch von den pflanzlichen Zellkernen gegeben wird [FEULGEN und
RosSENBECK (37); KIESEL und BELOZERSKY (50)]. Auch der nucleale
Charakter der Bakterien [VoIt (r14)] und der echten Hefen [ROCHLIN (100)]
lieB sich feststellen. Von FEULGEN (35) konnten kiirzlich aus Keimen der
Zerealien (Roggenkeime) die Zellkerne isoliert werden. Aus ihnen lieB
sich die Thymonucleinsiure gewinnen. Somit scheint die Thymonuclein-
siure ganz allgemein sowohl in den tierischen als auch in den pflanzlichen

Fortschritte d. Chem. org. Naturst. 1. 10
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Zellkernen vorzuliegen, wihrend die Hefenucleinsiure wohl nur im Proto-
plasma enthalten ist. Im Protoplasma aus Keimen von Cerealien konnte
die Hefenucleinsiure nachgewiesen werden [BEHRENS (54)).

Die aus Weizenkeimen isolierte ,, Tritico-nucleinsiure’ [CALVERY (25)),
ebenso die aus Timothee-bazillen [CoGHILL (27)] gewonnene Nuclein-
sdure diirfte mit der Hefenucleinsdure identisch sein. Anderseits kommt
sicher noch eine weitere, von der Hefe- und Thymonucleinsiure verschie-
dene , Pankreas-nucleinsdure” (S. 155) vor, und zwar nicht nur im
Pankreas, sondern vielleicht auch in Leber und Milz [JoNES (46)] und
in Hiithnerembryonen [CALVERY (24)].

Aus dem Vorstehenden diirfte ersichtlich sein, dal man eine einwand-
freie Einteilung der Nucleinsduren nach ihrem Vorkommen nicht durch-
fiihren kann. Ganz generell wird man Nucleinsiuren, die mehr als r Nucleo-
tid in threm Molekiil enthalten, als Polynucleotide bezeichnen. Dabei kann
man, je nach der Zahl der im Molekiil enthaltenen Nucleotide eine genauere
Bezeichnung vornehmen, z. B. Tetranucleotid, Pentanucleotid usw. Der
bisher charakteristischeste Unterschied der Polynucleotide beruht auf der
Verschiedenheit der Kohlehydratkomponente. Entsprechend der Unter-
scheidung zwischen Ribo- und Desoxyribonucleotiden wird man auch
unterscheiden zwischen Ribo-polynucleotiden und Desoxyribo-polynucleo-
tiden.. Mit dieser Bezeichnung ist nur eine rein chemische Unterscheidun
gegeben, jedoch keine hinsichtlich ihres Vorkommens, bzw. ihrer Herkunft.
Ein Ribo-polynucleotid ist die Hefe- und die Pankreasnucleinsiure, der
einzige bisher bekannte Vertreter der Desoxyribo-polynucleotide die
Thymonucleinsiure.

Die Konstitutionsaufkldrung der Polynucleotide hat auszugehen von
der Erforschung der Anzahl und der Natur-der im Molekiil enthaltenen
Nucleotide. Sie hat weiter darnach zu fragen, durch welche Art der Bin-
dung und in welcher Reihenfolge die einzelnen Nucleotide zum Gesamt-
molekiil des Polynucleotids zusammengefiigt sind.

I. Thymonucleinsiure.

Durch Isolierung der vier Desoxyribo-nucleoside (S.131) Guanin-
desoxyribosid, Adenin-desoxyribosid, Cytosin-desoxyribosid, Thymin-
desoxyribosid sowie der entsprechenden vier Desoxyribo-nucleotide
(S. 141) Desoxyribo-guanylsiure, Desoxyribo-adenylsiure, Desoxyribo-
cytidylsiure, Desoxyribo-thymidylsiure war die {tefranucleotidische
Struktur der Thymonucleinsidure sichergestellt. Wenn auch der
exakte Beweis fiir die Konstitution der Desoxyribonucleotide, ins-
besondere was die Stellung der Phosphorsdure anbetrifft, noch nicht
erbracht ist, so darf doch die 3-Stellung der Phosphorsiure als sehr
wahrscheinlich angesehen werden und damit auch einer vorliufigen
Konstitutionsformel der Thymonucleinsiure zugrunde gelegt werden.
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Somit bleiben fiic die Aufstellung der Konstitution der Thymonuclein-
sdure die Fragen nach der Art der Bindung zwischen den einzelnen Nucleo-
tiden sowie nach ihrer Reihenfolge zu beantworten. Eine experimentelle
Grundlage zur Beantwortung dieser Fragen bildeten die schon linger
zuriickliegenden Versuche von LEVENE (74, 61) sowie von THANNHAUSER
(110, 111). Die genannten Autoren hatten bei Hydrolyse der Thymo-
nucleinsdure mit 2proz. Schwefelsiure, Pikrinsiure, bzw. Salzsiure + Me-
thanol neben den Monophosphorsiureestern die Diphosphorsiureester der
Pyrimidin-desoxyribonucleoside in Form von Brucin- und Bariumsalzen
erhalten. Da zur Zeit dieser Untersuchungen als Kohlehydratkomponente
eine Hexose angenommen wurde, wurden die Verbindungen als ,,Hexo-
thymidin-diphosphorsdure bzw. , ,Hexocytidin-diphosphorsiure’ be-
zeichnet. Entsprechend waren die Analysenwerte unter der Annahme einer
Hexose berechnet.

Auf die Konstitution der Thymonucleinsiure hatte dieser Befund
folgenden EinfluB: Die Bindung zwischen den einzelnen Nucleotiden muBte
eine esterartige sein zwischen der Phosphorsiure eines Nucleotids und
einem Hydroxyl des Zuckers des Nachbar-Nucleotids. Gleichzeitig war
eine Reihenfolge unter Abwechselung zwischen einem Purin- und Pyrimi-
dinderivat dadurch wahrscheinlich geworden [LEVENE und Bass (66)].
Die von LEVENE (86) aufgestellte Formulierung trigt diesen SchluBfolge-
rungen Rechnung. Eine solche Anordnung gibt eine zwanglose Erklirung
fir die Entstehung der Diphosphorsiureester, zumal die Phosphorsiure-
abspaltung bei den Purinderivaten wesentlich leichter als bei den Pyrimi-
dinderivaten erfolgt. Auch stimmen die Ergebnisse der elektro-
metrischen Titrationr mit dieser Anordnung iiberein [LEVENE und
Smmms (81, 82)]. Eine genauere Angabe der Reihenfolge ist naturgemiB
nicht moglich.

Purin Pyrimidin Purin Pyrimidin
I I | }
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| I | P
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o 2 OH : OH 2 OH
o | ? | ? | o | Vi
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Thymonucleinsiure (nach LEVENE).

Unter Beibehaltung der esterartigen Verkniipfung kommt MAakiNo
(95, 96) zu einer ringtormigen Anordnung der einzelnen Nucleotide
(das analoge Bauschema fiir Hefenucleinsiure s. S. 153). Die Titration
mit Alkali und Phenolphthalein als Indikator zeigt das Vorliegen einer

10*
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4-basischen Siure. Die Titration nach fermentativer Hydrolyse zeigt
einen Zuwachs von vier Siuregruppen.

Thymonucleinsiure ist im Gegensatz zur Hefenucleinsiure gegeniiber
Alkali stabil. Wenn auch die Annahme einer Verkniipfung von der Phos-
phorsiure am C 3.zum C 5 der Thymonucleinsiure gegeniiber der Hefe-
nucleinsiure mit einer Verkniipfung zum C 2 eine gré8ere Stabilitit gegen-
iiber Alkali verleiht, so ist doch die so groBe Stabilitit der Thymonuclein-
siure bei Annahme der LEVENEschen Formulierung nicht ohne weiteres
zu erwarten. Erwihnt sei nur, daB die Diadenosin-tetraphosphorsiure
(S. 140), in der eine analoge Verkniipfung angenommen wird (zwischen
Phosphorsiure am C 5 und C 3) bereits durch n/400-NaOH (15 Min. bei
100°) gespalten wird.

Einwinde gegen die LEVENEsche Formulierung der Thymonuclein-
sidure, insbesondere auch gegen die Existenz der Diphosphorsiureester
kamen auf Grund fermentchemischer Untersuchungen: Die Aufspaltung
der Thymonucleinsiure zu den Nucleotiden war von THANNHAUSER und
seinen Mitarbeitern (S. 141) mit Hille eines Fermentpriparates aus Darm-
schleimhaut in Gegenwart von Arsenat durchgeflihrt worden. Dabei ist
allein die ,,Polynucleotidase wirksam, wihrend durch den Zusatz des
Arsenats die Wirkung der gleichfalls in dem Fermentpraparat vorhandenen
»Nucleotidase” gehemmt wird. Durch diesen Versuch war die Ver-
schiedenheit der Polynucleotidase und Nucleotidase gezeigt. Di¢ Ver-
schiedenheijt ergibt sich auch aus Vérsuchen von LEVENE und DiLLON
(68), die die Polynucleotidase- und Nucleotidasewirkung verschiedener
Fermentpriparate miteinander verglichen und keine Parallelitit der Wir-
kungen feststellen konnten. Legt man der Thymonucleinsiure die
LeveNEsche Formulierung zugrunde, so hitten beide Fermente die Auf-
gabe, Phosphorsiureester-Bindungen zu spalten. Polynucleotidasen und
Nucleotidasen wiren demnach beide Phosphatasen, die ersteren zur Spal-
tung der an den primiren Hydroxylen sitzenden Phosphorsiureresten,
letztere zur Abspaltung der an den C-Atomen 3 sitzenden Phosphorsiure-
gruppen. Eine solche Spezifitit der Phosphatasen ist nicht anzunehmen,
da gerade das von THANNHAUSER benutzte Fermentpriaparat aus Darm-
schleimhaut mit gleicher Geschwindigkeit Hefeadenylsiure (mit der
Phosphorsdure am C 3) und Muskeladenylsiure (mit der Phosphorsiure
am C 5) zu spalten vermag. Beide Spaltungen werden durch Arsenat ge-
hemmt. Es wire daher auch unverstindlich, warum die eine Phosphatase
(= Nucleotidase) durch Arsenat gehemmt wird, die andere (= Poly-
nucleotidase) jedoch nicht. Aus diesen Uberlegungen heraus lehnen
THANNHAUSER (107) und KLEIN (53) die LEVENEsche Formulierung ab
und ziehen eine Anhydridbindung jeweils zwischen den Phosphorsdure-
gruppen in Erwigung, wobei sie die Reihenfolge der einzelnen Nucleotide
willkiirlich wiahlen.
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Thymonucleinsure (nach THANNHAUSER).

Die vorstehende Formulierung mit nur zwei sauren Gruppen wiirde
allerdings im Gegensatz zu den Ergebnissen der Titration von LEVENE
sowie von MAKINO stehen. THANNHAUSER und KLEIN legen jedoch der
Titration wegen eventueller Unreinheit des Materials keine allzu groBe
Beweiskraft zu. In der Ablehnung der LEVENEschen Formulierung werden
THANNHAUSER und KLEIN noch dadurch bestirkt, dal es ihnen niemals
gelungen ist, bei der fermentativen Hydrolyse Diphosphorsdureester der
Pyrimidin-nucleotide zu isolieren. Die von THANNHAUSER und KLEIN
in Erwigung gezogene Formulierung wiirde betreffend der Klassifikation
der Polynucleotidase bedeuten, daB dieses Ferment eine Pyrophosphatase
darstellt. Eine Verschiedenheit der Pyrophosphatase (= Polynucleo-
tidase) von der Phosphatase (= Nucleotidase) ist durchaus zu. erwarten,
zumal im Falle der Adenylpyrophosphatase eine solche Verschiedenheit
festgestellt worden ist.

Unter Beibehaltung des LEvVENEschen Konstitutionsschemas lieBe
sich die Verschiedenheit der Polynucleotidase und Nucleotidase erkliren,
wenn man die Polynucleotidase als eine spezifische Phospho-diesterase an-
sieht, im Gegensatz zur Nucleotidase als Phospho-monoesterase. Eine Di-
esterase frei von Monoesterase soll nun nach Uzawa (112) im Gift der
Habu-Schlange vorliegen und diese Diesterase soll nach den Unter-
suchungen von TAKAHASHI (106) die Polynucleotidase darstellen. TAka-
HASHI hat daraufhin fiir Hefenucleinsiure eine neue Konstitutionsformel
aufgestellt (Niiheres S. 152). KLEIN konnte jedoch diese Angaben nicht be-
stitigen: ,,Habu“-Enzym zerlegte mit gleicher Geschwindigkeit Phenyl-
phosphat wie Diphenylphosphat, enthielt also Mono- und Diesterase,
wenn man nicht iberhaupt Mono- und Diesterase als esn Ferment ansehen
muB. Die Charakterisierung der Polynucleotidase als Phosphodiesterase,
wie sie nach der LEVENEschen Formulierung der Thymonucleinsiure zu
fordern wire, scheint somit noch nicht bewiesen. Die Widerspriiche
zwischen den Ergebnissen der Fermentuntersuchungen und denen der
rein chemischen Untersuchungen, die auf der Isolierung der Diphosphor-
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siureester der Pyrimidinnucleotide basieren, bleiben somit nach wie vor
bestehen.

Unter diesen Umstidnden war eine Nachpriifung der experimentellen
Angaben iiber die Diphosphorsiureester sehr erwiinscht und das um so
mehr, als die Diphosphorester unter Annahme einer Hexose als Kohle-
hydratkomponente isoliert und analysieft worden waren. Nachdem nun
die 2-Desoxyribose als Kohlehydratkomponente feststeht, stimmen die
von THANNHAUSER und OTTENSTEIN (I11) sowie THANNHAUSER und
BraNco (110) gefundenen Analysenzahlen nicht mehr auf Di-ester. Von
BreDERECK und CARo (17) wurde nach der Methode von THANNHAUSER
und BLANCO nur ein Brucinsalz eines Monoesters erhalten. Die gleichen
Autoren erhielten bei Nachpriifung der Methode von LEVENE (74, 61) in
der Hauptsache Salze der Monoester (insbesondere der Thymin-desoxy-
ribose-monophosphorsiure). In zwei Fillen erhielten sie in geringer
Menge ein Brucinsalz der Zusammensetzung der Thymin-desoxyribose-
diphosphorsiure. Beide Salze zeigten jedoch verschiedene Drehungen,
womit trotz gleicher Zusammensetzung ihre Verschiedenheit bewiesen ist.
Zumindest bei einem der Salze wird durch fremde Beimengungen ein
Brucinsalz des Diesters vorgetiuscht. Darnach ist es nicht einmal sicher,
ob das andere Salz das der wahren Thymin-desoxyribose-diphosphorsiure
ist. Eine Entscheidung vermag erst die genaue Untersuchung der aus den
Brucinsalzen hergestellten Bariumsalze zu bringen. BREDERECK und
CaRro (17) sehen auf Grund ihrer bisherigen Untersuchungen keincn klaren
Beweis fiir das Vorliegen von Diphosphorsiureestern, wenn sie auch die
Méoglichkeit nicht mit Sicherheit ausschlieBen kénnen. Sie halten es jedoch
vorerst nicht mehr fiir zulissig, bei der Konstitutionsaufklirung der Thymo-
nucleinsiure und dartiber hinausder anderen Polynucleotide die Existenz der
Diphosphorsiureester als Grundlage weiterer Untersuchungen anzusehen.

Als gesichert fir die Konstitution der Thymonucleinsiure diirfen wir
heute lediglich annehmen, daB die Bindungen zwischen den Nucleotiden
tiber die Phosphorsiuregruppen verlaufen. Ausgeschlossen werden kann
eine Verkniipfung der Phosphorsiure eines Nucleotids mit einer Amino-
gruppe der Base des Nachbarnucleotids: BREDERECK und KOTHNIG (19)
unterwarfen Thymonucleinsiure der Desaminierung und isolierten aus dem
Desaminierungsprodukt nach Hydrolyse die Basen Xanthin, Hypoxanthin,
Thymin und Uracil. Da sie gleichfalls zeigen konnten, daB wihrend der
Desaminierung eine Aufspaltung des Tetranucleotids- nicht erfolgt war,
sind somit die einzelnen NH,-Gruppen in der Thymonucleinsgure frei und
nicht mit den Phosphorsiureresten verkntipft.

Fiir die Verkniipfung der Nucleotide bleiben somit noch die folgenden
Moglichkeiten: 1. Die von LEVENE angenommene Verkniipfung zwischen
Phosphorsdure und dem Zuckerhydroxyl am C des Nachbar-Nucleotids;
2. Anhydridbindungen zwischen den Phosphorsiureresten im Sinne von
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THANNHAUSER; 3. Bindungen zwischen Phosphorsiure und Base, jedoch
nicht mit den NH,-Gruppen der Basen, eine Annahme, die allerdings zu
fritheren Arbeiten [z. B. FEULGEN (30, 36)] iiber den Aufbau der ,, Thymin-
siure’” zum Teil im Widerspruch stehen wiirde; 4. Kombinationen
zwischen den unter 1—3 erérterten Moglichkeiten. Von diesen Méglich-
keiten besitzt die unter 1 genannte die grote Wahrscheinlichkeit.

Eine weitere Frage ist, ob die genuine Thymonucleinsiure nicht ein
hochpolymeres Gebilde ist, das erst durch die Methoden der Isolierung zu
einem Molekiil von der GroBe eines Tetranucleotids aufgespalten wird.
Dafiir spricht, daB Thymonucleinsidure in zwei Formen (a und b) erthalten
werden kann, die sich darin unterscheiden, daB das Natriumsalz der
a-Form in etwa sproz. Losung gelatiniert, das der b-Form nicht. Die
a-Form enthilt wahrscheinlich auch b-Form und 148t sich durch Kochen
in Wasser oder Alkali, durch trockenes Erhitzen, vor allem unter der
Einwirkung eines im Pankreatin vorhandenen Ferments, der Nucleo-
gelase, in die b-Form iiberfithren [FEULGEN (33, 34)]. Die b-Form diirfte
wohl das wahre Tetranucleotid darstellen, wihrend die a-Form ein Poly-
meres der b-Form ist. Fiir den hochmolekularen Charakter der Thymo-
nucleinsiure sprechen Untersuchungen an moglichst schonend herge-
stellter Thymonucleinsiure [SIGNER, CASPERSSON und HAMMARSTEN
(z02 a), CASPERSSON (26 4)]. Unter Heranziehung von Stromungsdoppel-
brechungs- und Viskosititsmessungen wurde gefunden, daB Thymo-
nucleinsiure in wiBriger Losung zu gestreckten Fadenmolekiilen dis-
pergiert wird. Thr Gewicht ist groBenordnungsmiBig 500 000-—1 000 000,
entsprechend einigen tausend Mononucleotidgruppen.

2. Hefenucleinsiure.

Hefenucleinsiure ist ebenso wie Thymonucleinsdure ein Tetranucleo-
tid. Der Beweis dafiir war durch Isolierung der vier Nucleoside Guanosin,
Adenosin, Cytidin, Uridin sowie der entsprechenden Nucleotide Guanyl-
siure, Hefeadenylsdure, Cytidylsdure und Uridylsiure schon vor lingerer
Zeit erbracht. Nachdem durch die Untersuchungen der letzten Jahre die
Konstitution der Nucleoside und Nucleotide in allen Einzelheiten auf-
geklart ist, bleiben fiir die Konstitution det Hefenucleinsiure die Fragen
nach der Art der Bindung zwischen den einzelnen Nucleotiden sowie nach
ihrer Reihenfolge zu beantworten.

Zur Beantwortung dieser Fragen lagen experimentelle Ergebnisse bis
vor kurzem kaum vor. Alle frilheren Angaben iiber Gewinnung von Tri-,
bzw. Dinucleotiden, die etwas iiber die Reihenfolge hitten aussagen
kénnen, hatten sich als unrichtig erwiesen. Stets handelte es sich um
Gemische von Mononucleotiden. LEVENE (66, 86) hatte fiir Hefenuclein-
siure die umstehende Konstitutionsformel aufgestellt, die eine esterartige
Bindung zwischen den einzelnen Nucleotiden vorsieht.
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Die nachstehende Formel stimmt mit den Ergebnissen der elektro-
metrischen Titration @ibetein, die auBler vier primiren Phosphorsiure-
gruppen noch eine sekundire Gruppé (2. Dissoziationsstufe) anhzeigt
[LEVENE und SiMus (81, 82)]. Die Bewéiskraft der empfindlichen elektro-
metrischen Titration ist bei der amorphen und unremnen Beschaffenheit
der Hefenucleinsdure nach Ansicht von MAKINO (95, 96) sowie von
TAKAHASHI (106) nicht allzu hoch zu werten..Mit der nachstehenden For-
mulierung nimmt LEVENE die gleiche Art der Verkntipfung und die gleiche
Reihenfolge wie bei der Thymonucleinsiure an. Wihrend in der Thymo-
nucleinsiure die Bindung von der in Stellung 3 der Desoxyribose ange-
nommenen Phosphorsiure zum C 5, d. h. zur primiren Hydroxylgruppe
verlaufen soll, soll in der Hefenucleinsiure die Bindung von der Phosphor-
siure am C 3 der Ribose zum C 2 der Ribose des Nachbarnucleotids gehen.
Mit dieser Annahme trigt LEVENE der verschiedenartigen Resistenz
beider Polynucleotide gegeniiber Alkali Rechnung. Die gegeniiber Alkali
sehr labile Hefenucleinsiure wird bei der Instabilitit der Bindung am C 2
durch Alkali leicht zwischén C 2 und Phosphorsiure gespalten. Hingegen
besitzt die Thymonucleinsiure mit der Bindung von der Phosphorsiure
zum C 5 eine gegeniiber Alkali stabilere Bindung. So einleuchtend in
vieler Hinsicht die Uberlegungen von LEVENE sind, so mu8 doch nochmals
darauf hingewiesen werden, daB sie, zumindest fiir die Hefenuclein-
siure, abgesehen von den Titrationen, keinerlei experimentelle Grundlage
besitzen.

HO
;P-—O-—C,H,O,—C,H,N,O, Uridylsaure.
!
HO o
I
0=P—0—C,Iil.,0,-—C,H‘N. Hefeadenylsaure.
HO 0
l
O=P—0—C,Iil,0,~—C‘H‘N,O Cytidylsaure
HO o

I
O7P—O—-C,H.O,—C5H‘N‘O Guanylsaure.
HO
Hefenucleinsiure (nach LEVENE).

Nehmen wir die LeEvEneEsche Formulierung der Hefenucleinsiure
(ebenso der Thymonucleinsiure) als richtig an, so wire die Polynucleoti-
dase in beiden Fillen einer Phosphodiesterase gleichzusetzen (S. 149).
TAKAHASHI (106) 1at geglaubt, den Beweis fiir die Identitit von Poly-
nucleotidase und Phosphodiesterase erbracht zu haben. Im Verfolg
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lichkeit in Wasser, 2. in der Titration, die eine einbasische S&ure anzeigt,
3. imt Ausbleiben einer Brucinsalzfillung (urydilsaures Brucin), 4. im
Ausbleiben einer Pikratfillung (Guaninpikrat). Die von den Autoren
durchgefiihrte Desaminierung flihrte zur Riickgewinnung von Guanin-
uridylsiure bzw. Guanin- und Uridylsiure nach der Hydrolyse. Dar-
aus wiirde sich eine N-P-Bindung von der Phosphorsiure zur NH,-
Gruppe des Guanins ergeben. Nach den neuesten Untersuchungen diirfte
die N-P-Bindung zwischen der Guanyl- und Uridylsdure wohl doch nicht
den Tatsachen entsprechen. BREDERECK und LEHMANN (20) desaminierten
Hefenucleinsiure und unterwarfen das Desaminierungsprodukt zunichst
der Salzsiure + Methanol-Spaltung. Dabei erhielten sie Xanthin und
Hypoxanthin. Bei der schwefelsauren Hydrolyse vermochten sie nur
Uridylsiure, jedoch keine Cytidylsiure zu gewinnen. Das deutet darauf
hin, daB in der Hefenucleinsiure die NH,-Gruppen frei sind; bei der
Desaminierung sind sie gegen OH ausgetauscht worden. Ist nun bei der
Desaminierung die Tetranucleotidstruktur der Hefenucleinsdure erhalten
gebliecben? Im Gegensatz zum Desaminierungsprodukt der Thymo-
nucleinsdure gibt das der Hefenucleinsiure keine Fillung mehr mit
Salzsiure, im Gegensatz zur urspriinglichen Hefenucleinsdure. Dennoch
diirfte keine Aufspaltung der Tetranucleotidstruktur eingetreten sein:
Die desaminierte Siure ist auf Grund der Titration mit Alkali gegen
Phenolphthalein etwa eine vierbasische Siure, nach totaler Hydrolyse
zeigt sie einen Zuwachs von etwa 4 Siuregruppen. Das Ergebnis der
Desaminierung der Hefenucleinsiure spricht gegen eine N-P-Bindung in.der
Hefenucleinsiure. DaB in der Guanin-uridylsiure keine Desaminierung
eingetreten ist, diirfte daran liegen, daB die Einwirkung bei. zu- ti¢fer
Temperatur und zu kurzer Zeit vorgenommen wurde. Fiir die Guarin-
uridylsiure miiBte man eine Bindung von der Phosphorsiure zur OH-
Gruppe im Guanin annehmen. Dariiber hinaus scheint es sehr unsicher,
ob die Guanin-uridylsiure ein Spaltstiick der Hefenucleinsiure darstellt;
es diirfte sich vielmehr um ein Sekundirprodukt handeln.

Unter der unwahrscheinlichen Annahme, da8 es sich bei der Guanin-
uridylsdure nicht um ein Sekundirprodukt handelt, wiirde dieser Befund
hinsichtlich der Reihenfolge bedeuten, daB in der Hefenucleinsdure Guanyl-
und Uridylsiure benachbart stehen. Einen weiteren Einblick in die Reihen-
folge gewihrten in schwach alkalischem Milieu durchgefiihrte Hydrolysen
[BrepERECK und F. RICHTER (21)]. Durch Kochen in wiBrigem Pyridin
lieB sich aus der Hefenucleinsiure Guanylsdure abspalten und nach Ent-
fernung derselben das Trinucleotid Uridyl-cytidyl-adenylsiure in prak-
tisch reiner Form isolieren. Dafiir, daB es sich nicht um ein Gemisch,
sondern um. eine Verbindung handelt, spricht die Titration, die auf eine
vierbasische S#iure hindeutet, sowie das Ausbleiben einer Brucinsalz-
fallung bei Zugabe alkoholischer Brucinlgsung. Die schwefelsaure Hydro-
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lyse fithrte erwartungsgemiB zu Cytidylsiure und Uridylsiure. Dieser
Befund bedeutet, daB in der Hefenucleinsiure Guanylsiure endstindig
steht, an nichster Stelle folgt die Uridylsdure, so daB fiir die Hefenuclein-
sdure folgende Anordnungen in Frage kommen:

1. Guanyl-Uridyl-Cytidyl-Adenylsiure,
2. Guanyl-Uridyl-Adenyl-Cytidylsdure.

Die von BREDERECK und RICHTER (21) durchgefiihrte Hydrolyse des
Trinucleotids in wiBrigem Pyridin fiihrte in den ersten Stunden der
Hydrolyse zur Abspaltung von Adenylsiure, die als Brucinsalz identifiziert
werden konnte. Bevor jedoch bei weiterer Hydrolyse die Adenylsiure
restlos abgespalten ist, beginnt auch die Freilegung der Cytidyl- und
Uridylsiure. Dennoch diirfte daraus hervorgehen, daB im Trinucleotid
Adenylsiure endstindig steht. Immer unter der Annahme, daB Guanin-
uridylsdure kein Sekundirprodukt darstellt, wiirde sich folgende Reihen-
folge in der Hefenucleinsiure ergeben:

Guanylsdure-Uridylsiure-Cytidylsiure-Adenylsiure.

Da die Guanin-uridylsiure vermutlich ein Sekundarprodukt darstellt,
so ergeben sich die folgenden moglichen Reihenfolgen:

1. Guanyl-cytidyl-uridyl-adenylsiure,
2. Guanyl-adenyl-uridyl-cytidylsiure,
3. Guanyl-adenyl-cytidyl-uridylsiure.

Durch die zuletzt geschilderten Hydrolysen ist es zum ersten Male ge-
lungen, Einblick in die Rethenfolge der Nucleotide zu gewinnen. Es sei
jedoch darauf hingewiesen, daB djese partielle Hydrolyse sich nicht
mit allen Hefenucleinsjure-Priparaten hat durchfiihren lassen. Das
unterschiedliche Verhalten der einzelnen Priparate ist noch ungeklirt.

Was die Art der Bindungen in der Hefenucleinsiure anbetrifft, so ist
durch die Untersuchung des Desaminierungsproduktes der Hefenuclein-
siure die Moglichkeit einer Bindung von der Phosphorsiure zur NH,-
Gruppe auszuschalten. Teilweise moglich, wenn auch nicht wahrschein-
lich, sind Bindungen von Phosphorsiure zu OH-Gruppen der Basen.
SchlieBlich bleibt als sehr wahrscheinlich die Méglichkeit der von LEVENE
vertretenen Auffassung der Esterbindung bestehen. Es ist zu hoffen, da8
die eingehende Untersuchung der Spaltprodukte eine Aufkiirung sowohl
hinsichtlich der Bindung als auch der Reihenfolge bringen wird. Die
Méoglichkeit einer ringformigen Anordnung im Sinne von TAKAHASHI bzw.
MakiIno bleibt nach wie vor bestehen.

3. Pankreas-nucleinsiure.

Diese zuerst von HAMMARSTEN (1894) aus dem Pankreas als Nucleo-
protein isolierte Nucleinsiure kommt auch in anderen Organen (Leber,
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Milz) vor (S. 146). Nachdem bereits frither [JORPES (47, 48), JONES und
PERKINS (46), CALVERY (24)] Guanylsiure, Hefeadenylsiure, Cytidylsdure
und Uridylsdure als Spaltstiicke isoliert werden konnten, gelang JORPES
(49) der Nachweis, daB die Pankreasnucleinsiure ein Penta-nucleotid dar-
stellt. Er fand ein Verhiltnis von Guanin: Adenin wie 2: 1. Pankreas-
nucleinsiure enthdlt demnach zwei Guanylsiuren und je eine Adenyl-.
Cytidyl- und Uridylsiure. Die Titrationskurve verliuft analog der der
Thymonucleinsiure.

Literaturverzeichnis.

AMMON u. DIRSCHERL: Fermente, Hormone, Vitamine. Leipzig 1938.
BARRENSCHEEN: Biochém. Ztschr. 265, 141 (1933).

— u. Fiz: Biochem. Ztschr. 250, 281 (1932).

— u. Jacummowicz: Biochem. Ztschr. 292, 350 (1937).

— — Biochem. Ztschr. 292, 356 (1937).

. BEHRENS: Ztschr. physiol. Chem. 253, 185 (1938).

BierLscHowsKI: Ztschr. physiol. Chem. 190, 15 (1930).

— u. Kreiw: Ztschr. physiol. Chem. 207, 202 (1¢42).

— u. KLEMPERER: Ztschr. physiol. Chem. 211, 69 (1932).
BReEDERECK: Ber. Dtsch. chem. Ges. 65, 1830 (1932).

. — Ber. Dtsch. chem. Ges. 66, 198 (1933).

— Ztschr. physiol. Chem. 223, 61 (1934).

I12. — Ztschr. physiol. Chem. 224, 79 (1934).

13. — Ber. Dtsch. chem. Ges. 71, 408 (1938).

14. — Ber. Dtsch. chem. Ges. 71, 1013 (1938).

I5. — BEUCHELT u. RICHTER: Ztschr. physiol. Chem. 244, 102 (1936).
16. — u. Caro: D. R. P. 653258 (1936).

W 2V B NN

NN
N O

17. — — Ztschr. physiol. Chem. 253, 170 (1938).

18. — u. EHRENBERG: (noch nicht verdffentlicht).

19. — u. KOTHNI1G: (noch nicht verdffentlicht).

20. — u. LEHMANN: (noch nicht verdffentlicht).

21. — u. F. RicHTER: (noch nicht verdffentlicht).

e2. — u. G. RICHTER: Ber. Dtsch. chem. Ges. 69, 1129 (1936}.
23, — — Ber. Dtsch. chem. Ges. 71, 718 (1938).

24. CALVERY: Journ. biol. Chemistry 77, 489 (1928).

25. — u. REMSEN: Journ. biol. Chemistry 73, 593 (1927).

26. CaspErssoN: Skand. Arch. Physiol. 73, Suppl. 8 (1936).
26a. — Biochem. Ztschr. 270, 161 (1934).

27. CoGHILL: Journ. biol. Chemistry 9o, 57 (1931).

28. EMBDEN u. SCHMIDT: Ztschr. physiol. Chem. 181, 130 (1929).
29. -—— u. ZIMMERMANN: Ztschr. physiol. Chem. 167, 137 (1927).
30. FEULGEN: Ztschr. physiol. Chem. 101, 296 (1918).

31. — Ztschr. physiol. Chem. 106, 249 (1920).

32. — Ztschr. physiol. Chem. 108, 147 (1920).

33. — Ztschr. physiol. Chem. 237, 261 (1935).

34. — Ztschr. physiol. Chem. 238, 105 (1936).

35. — BEHRENS u. MAHDIHASSAN: Ztschr. physiol. Chem. 246, 203 (1937).
36. — u. LANDMANN: Ztschr. physiol. CGhem. 102, 262 (1918).
37. — u. ROSSENBECK: Ztschr. physiol. Chem. 135, 203 (1924).
38. FiskE u. SuBBArROW: Science 70, 381 (1929).



Nucleinsiuren I87

39. GULLAND u. HorLiDAY: Journ. chem. Soc. London 1936, 765.

40. — — u. MACRAE: Journ. chem. Soc. London 1934, 1639.
40a. — u. STORY: Journ. chem. Soc. London 1938, 259.
40b. — — Journ. chem. Soc. London 1938, 692.

4I. HAMMARSTEN: Ztschr. physiol. Chem. 109, 141 (1920).

42. — Acta med. scand. 68, 215 (1928).

43. — u. JorPES:- Ztschr. physiol. Chem. 118, 224 (1922).

44. HENNING (Chem. pharm. Werk Dr. Georg Henning): D. R. P. 583 303.

45. JomnsoN u. HEYL: Journ. Amer. chem. Soc. 37, 628 (1907).

46. Jones u. PERKINS: Journ. biol. Chemistry 62, 291 (1925).

47. JorpEs: Biochem. Ztschr. 151, 227 (1924).

48. — Acta med scand. 68, 503 (1928).

49. — Biochemical Journ. 28, 2102 (1934).

50. KiESEL u. BELOZERSKY: Ztschr. physiol. Chem. 229, 160 (1934).

5r. KIEsSLING u. MEYERHOF: Naturwiss. 26, 13 (1938); Biochem. Ztschr. 296,
410 (1938).

52. KLEIN: Ztschr. physiol. Chem. 210, 134 (1932).

§3. — u. Rossi: Ztschr. physiol. Chem. 231, 104 (1935).

53. — u. THANNHAUSER: Ztschr. physiol. Chem. 218, 173 (1933).

55. — — Ztschr. physiol. Chem. 224, 252 (1934).

56. — — Ztschr. physiol. Chem. 231, 96 (1935).

57. KriMEK u. ParNAs: Biochem. Ztschr. 252, 392 (1932).

58. — — Ztschr. physiol. Chem. 217, 75 (1933).

58a. KunN, Rupy u. WEYGAND: Ber. Dtsch. chem.-Ges. 69, 1543 (1936).
58b. — —— Ber. Dtsch. chem. Ges. 69, 1974 (1936).

59. LEVENE: Ber: Dtsch. chem. Ges. 41, 2703 (1908).
60. — Ber. Dtsch. chem. Ges. 42, 335 (1909).
61. — Journ. biol. Chemistry 48, 119 (1921).
62. — Journ. biol. Chemistry 55, 437 (1923).
63. — Journ. biol. Chemistry 94, 809 (1932).
64. — Journ. biol. Chemistry 97, 491 (1932).

65. — Journ. biol. Chemistry 108, 420 (1935).

66. — u. Bass: Nucleic acids. New York 193I1.

67. — u. DiLLoN: Journ. biol. Chemistry 88, 753 (1930).
68. — — Journ. biol. Chemistry 96, 461 (1932).

69. — u. Harris: Journ. biol. Chemistry 95, 755 (1932).
70. — — Journ. biol. Chemistry 98, 9 (1932).

71. — — Journ. biol. Chemistry 101, 419 (1933).

72. — u. JacoBs: Ber. Dtsch. chem. Ges. 43, 3154 (1910).
73. — — Ber. Disch. chem. Ges. 44, 1027 (191I).

74. — — Journ. biol. Chemistry 12, 415 (1912).

75. — u. Jorees: Journ. biol. Chemistry 81, 575 (1929<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>