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Einleitung.

Seit der Erkenntnis der ,,vitalistischen’* Ursache von Géarung und
Faulnis besteht die rationelle Méoglichkeit, Stoffwechseleigen-
arten von bestimmten Organismen zur Durchfiihrung erwiinschter
chemischer Umsetzungen auszunutzen. In breitestem Umfange
geschieht das in den Girungsindustrien, die mit Hefen, Schimnel-
pilzen und Bakterien Alkohol, Essigsdure, Milchsdure, Citronen-
sdure und verschiedene andere Stoffe erzeugen.

Diese Erzeugnisse sind, unter den angewandten Girbedinguu-
gen, die hauptsichlichen Endprodukte des Stoffwechsels der be-
treffenden Mikroorganismen. Es ist aber auch méglich, durch Ver-
inderung der Bedingungen derart in die Reaktionsabliufe einzu-
greifen, daB auch andere Stoffe hervortreten, die sonst nur Zwischen-
oder Nebenprodukte des Stoffwechsels wiren. Als Beispiel ist die
Glyceringirung der Hefe nach Sulfitzusatz bekannt,

Nun ist der Wirkungsbereich von Fermenten nicht eng auf die
Substanzen beschrankt, die natiirlicherweise am Stoffwechsel teil-
nehmen; auch andere, fremde Stoffe kdnnen Fermentwirkungen
unterworfen sein, da diese woh} das Vorhandensein bestiminter
struktureller Eigenschaften des Substrats verlangen, aber oft grofle
Stoffklassen umfassen.

Daher kommt es z. B., daB Indigoblau in Garungsvorginge ein-
bezogen und dadurch verkiipt werden kann, oder da8 viele Pharmaka
im tierischen und menschlichen Korper Verdnderungen erleiden.

Aus solchen, zum Teil Jahrhunderte alten Erfahrungen ergibt
sich die weitere Moglichkeit, auch an Stoffen, die nicht oder jeden-
falls nicht in groBerer Menge am Stoffwechsel bestimmter Organismen
teilnehmen wiirden, eine erwiinschte Reaktion durchzufiihren.

Die im folgenden erwdhnten Anwendungen . biochemischer
Oxydationen und Reduktionen werden sich auf diese dritte Méglich-
keit beschranken.

A. Ubersicht der Reaktionstypen.

GroB ist die Anzahl der praparativ durchfiithrbaren
Typen biochemischer Oxydoreduktionen nicht. Sie steht
bisher in starkem MiBverhiltnis zur iiberragenden Bedeutung
dieser Umsetzungen bei den Spaltungen und Synthesen des
energieverandernden Stoffwechsels und zur Zahl der dabei
wahrscheinlichen Reaktionsarten.

1. Am haufigsten durchgefiihrt, am besten bekannt und
priparativ am leichtesten zuganglich ist die Reduktion von
Aldehyden und Ketonen zu entsprechenden Alkoholen
bzw. die Umkehrung dieser Reaktion, die Dehydrierung von
primaren und sekundaren Alkoholen zu den dazu-
gehorigen Carbonylverbindungen:

H
R—CO+2U+_+26>RCIOH
R ,
R R

Hier schlieBt sich auch die Reduktion von Chinonen und
chinoid gebauten Stoffen an bzw. die Oxydation von Hydro-
chinonen.

2. Die Hydrierung von Athylenbindungen, deren
Durchfithrung bisher nur auf bestimmte Gruppen ungesattigter
Stoffe beschrankt ist. Eine Umkebrung der Reaktion, die
Bildung eines Athylens aus dem Athan, ist mit Sicherheit nur
beim Stoffpaar Bernsteinsiure-Fumarsaure nachgewiesen.

, HH
|

R—C=C—R *+2H't% p_C_C-R
I |l
R R R R
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3. Die Oxydation von Aldehyden zu Sauren, der
besonders in der Zuckergruppe Bedeutung zukommt:

H OH

| |
R—C=0 . 1EO _ R_C=0

—2H+—20
4, Die Oxydation von Methylgruppen aliphatischer,
alicyclischer und aromatischer Stoffe zu Carboxylgruppen im

Tierkorper: R—CH, — R--COOH

Zwar ist noch eine Reihe von anderen Typen biologischer
Oxydationen und Reduktionen bekannt, wie die umkehr-
bare, enzymatische Dehydrierung von d-Aminosauren und von
1-{+)-Glutaminsiure zu den entsprechenden Iminosiuren, die
weiter zu Ketosiuren hydrolysiert werden!), die Oxydation
von Benzol-?) und Pyridinderivaten?®) zu Phenolen im tierischen
Organismus, die Reduktion von Nitro-, Nitroso- und Hydr-
oxylamino-Verbindungen zu Aminen durch Hefe4), und schliel3-
lich die Hydrierung von ‘Thioaldehyden®) und Disulfiden®) zu
Thioalkoholen ebenfalls durch Hefe.

Doch wird mur ausnahmsweise diesen und den iibrigen be-
kannten Umsetzungen eine priparative Bedeutung zukommen.

Fiir alle diese Typen von Oxydationen und Reduktionen
stehen auch andere, micht biochemische Verfahren zur Ver-
fiigung. Doch ist ihnen in imanchen Fillen die Anwendung
von Mikroorganismen oder von Fermentpraparaten infolge
der Spezifitat der erzielbaren Wirkung iiberlegen. Das ist
der Fall, wenn z. B. im Molekiil des Substrats sonstige empfind-
liche Gruppen vorhanden sind, die keine Verinderung erfahren
sollen, vor allem aber, wenn eine sterisch ausgewahlte Um-
setzung gewiinschit wird.

So hat z. B. die Reduktion einfacher Aldehyde durch
girende Hefe keinen praparativen Sinn, wohl aber die von
Ketonen mit verschiedenen Radikalen, wenn die Gewinnung
optisch aktiver sekundarer Alkohole erwiinschit ist. Bei mehrfach
konjugiert ungesittigten Aldehyden oder Alkoholen ist die bio-
chemische Hydrierung wiederum die einzige bekannte Moglich-
keit, um ausschlief3lich in «,f-Stellung Absattigung zu erreichen.

Bei einigen der im folgenden erwihnten Reaktionen
bietet die biochemische Durchfithrung an den bisher bekannten
Beispielen keine Vorteile; sie werden trotzdem erwihnt, weil
zu erwarten ist, daB ihre Anwendung an anderen Beispielen
niitzlich sein wird. Daher wurde auch mehr Wert darauf
gelegt, die GesetzmaBigkeiten der Umsetzungen darzulegen,
als interessante Einzeifille zu schildern.

Beziiglich der Methodik zur Erkennung und Behandlung
von Mikroorganismen und zur Gewinnung von Ferment-
priaparaten sei auf die einschligigen bakteriologischen,
mikrobiologischen und fermentchemischen Werke verwiesen?).

%) Biehe z. B.: H. v. Euler, E. Adler, G. Gilnther u. N. B. Das, Hoppe-Seylers Z, physiol.
Ohem. 254, 61 [1938]. -

%) Literatur bei K. Fromherz, Bethes Handb. d. normalen u. pathologischen Physiologie V,
996, Berlin 1929.

%) Siehe z, B, K. Bernhard, Hoppe-SBeyler’s Z. physiol. Uhem. 258, 96 [1930]).

4) C. Neuberg u. E. Welde, Biochem. Z. 67, 18 [1914]; C. Neuberg u. E. Reinfurth, ebendu
188, 561 [1923]. ) F. F. Nord, Ber. dtsch. chem. Ges. 52, 1207 [1919).

%) C. Neuberg u., E. Schwenk, Biochem, Z. 71, 118 [1915).

%) 2. B. K. Bernhauer: Gérungschemisches Praktikum; 2. Auil., Berlin 1939; Qlaubitz:
Atlas der Gérungsorganismen, Berlin 1934; W. Henneberg: Handb, der Gérungsbakte-
riologie, Berlin 1926; 4. Janke: Allgemeine techniscke Mikrobiologie: I. Die Mikro-
organismen, Dresden u, Leipzig 1924; A. Jorgensen: Die Mikroorganismen der Gérungs-
industrie, 6. Aufl. von 4. Hansen u, A. Lund, Jena 1940; R. Kraus u. P. Uhlenhuih:
Handb. der mikrobiologischen Technik, Berlin n. Wien 1023; Lindner: Atlas der
mikroakopischen Grundlagen der G de, 6. Aufl., Berlin 1928; €. Oppenheimer:
Permente u. ihre Wirkungen, Leipzig 1926, u. Eupplement-Biinde, den Haag 1959;
C. Oppenheimer u, L, Pincussen: Die Methodik J. Fermente, Leip2ig 1028,
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B. Oxydoreduktionen von Carbonyl-Hydroxyl-
Verbindungen.

1. Allgemeines.

Die Reduktion der Carbonylgruppe ist schon mit zahl-
reichen einfachen aliphatischen und aromatischen Aldehyden
durchgefiihrt worden, und zwar meistens durch girende Hefe
(,,phytochemische Reduktion'‘). Doch ist sie auch bei Bak-
terien, hoheren Pflanzen und im tierischen Organismus nach-
gewiesen. Die umgekehrte Reaktion, die Dehydrierung von
Alkoholen, findet priparativ am besten durch Bakterien
statt, bei Athanol und den mehrwertigen Alkoholen Glycerin
und Sorbit z. B. mit Essigbakterien, bei Steroiden durch
ein Coryne-Bakterium, das aus Hefeaufschldmmungen isoliert
wurde.

Die fermentchemischen Fragen dieser umkehrbaren
Umwandlungen von Carbonyl-Hydroxyl-Verbindungen sind
schon weitgehend geklart, besonders sofern sie die Oxydo-
reduktionen des Xohlenhydratabbaues betreffen. Nicht
niher untersucht sind dagegen bisher die Dehydrasen hoherer
Alkohole, z. B. der Steroide. Den meisten dieser Carbonyl-
Hydroxyl-Oxydoredukasen ist gemeinsam, daB sie Co-Dehy-
drase I als prosthetische Gruppe benétigen, so z. B. bei den
Reaktionen: Athylalkohol-Acetaldehyd, «-Glycerophosphat-
Phospho-glycerinaldehyd, Milchsaure-Brenztraubensaure, Apfel-
siure-Oxalessigsdure und B-Oxy-buttersdure-Acetessigsaure®).

Die Hydrierung einer Carbonylverbindung B, sei es
im unbeeinflulten Zellgeschehen, sei es bei einer mit pra-
parativen Absichten durchgefithrten zymochemischeri Wasser-
stoffanlagerung, wird daher unter der spezifischen Wirkung
des Proteins der entsprechenden Dehydrase in den meisten
Fallen durch Oxydoreduktion mit Dihydro-Co-Dehydrase
(CoD-H,) nach Gleichung (b) zustande kommen:

Protein A
a) AH,+Co-D . =27 A{Co.DH,

Protein B

b) B4+ Co-DH, . .- BH,+Co-D

Als wasserstoffliefernde Stoffe AH, kommen alle die in
Frage, welche durch Einwirkung einer Dehydrase entweder
direkt nach Gleichung a) Co-Dehydrase reduzieren, wie Hexose-
phosphat, Triose-phosphat, Milchsiaure, Athylalkohol, oder
auch indirekt iiber andere Fermentsysteme hinweg. Der
Menge nach werden als korrelierte, wasserstoffliefernde Re-
aktionen in den allermeisten Fillen die des Kohlenhydrat-
abbaus vorherrschen, also hauptséichlich die Dehydrierung des
Triose-phosphats (nach Negelein u. Brimel 1,3-Glycerin-
aldehyd-diphosphorsiure?)),

Mit den gleichen Verkniipfungen iiber die Co-Dehydrase
hat man natiirlich auch bei der gegenliufigen Reaktion der
Dehydrierung einer Hydroxylverbindung BH, zu rechnen.
Fithrt diese Dehydrierung bis zur Reaktion mit Sauerstoff,

dann verlauft sie nach den gegenwirtigen Kennitnissen®) von

der Dihydro-Co-Dehydrase in der Hauptmenge iiber die iso-
Alloxazin-Gruppe ,,gelber Fermente” (Diaphorase) und bei
Aerobiern schliellich tiber das Cytochrom-System weiter. Auf
die Vorstellungen iiber die Bedeutung der Einschaltung des
C;-Dicarbonsdure-Cyclus!') oder des Citronensiure-Cyclustl)
kann hier nur hingewiesen werden.

Beli einigen Dehydrasen ist wahrscheinlich gemacht
worden, dal sie keine dissoziierende Gruppe enthalten, daf} sie
jedenfalls zu ihrer Wirkung keine der beiden bekannten
Co-Dehydrasen brauchen!?), So ist z. B. in tierischem Ge-
webe, Pflanzensamen und Hefe auBer der Co-Zymase be-
diirftigen auch eine von ihr unabhéangige Glycerophosphat-
Dehydrase enthalten. Die Umwandlung Milchsiure-Brenz-
traubensidure durch Fermentpriparate aus Hefe benotigt,
im Gegensatz zu der mit Dehydrasen aus Bakterien oder
tierischem Gewebe, offenbar keine Co-Zymase.

Mit Ausnahme dieser wenigen Fille, in denen die oxydo-
reduzierende Fermentgruppe noch unbekannt ist, besteht
aber, wie erwahnt, die Carbonyl-Hydroxyl-Umwandlung in

%) Eine Zusammenstellung findet sich bei F. G. Fischer, Niedermolekulare Ubertriger
biologischer Oxydo-Reduktionen, Ergebn. Enzymforsch. 8, 185 [1939].

°) Biochem. Z. 801, 135 [1939].

%) Siehe z. B.: £. E. Lockhart, Biochemical J. 33, 613 [1939].

m Fiehe z. B.: C. Martius, Die tierische Gewebsatmung, Ergebn. Enzymforsch. 8, 247
19391,

) Zugammenstellung Lei F. @. Fischer, 1. c. ®), 8. 185,
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einer gekoppelten Oxydoreduktion mit dem Pyridin-Dihydro-
pyridin-Kern der beiden Oxydationsstufen der Co-Zymase.

]lI K\\ 00-NH, A N\—CO-NI,
—> I
>0—0H + \/‘ = >0=0+ N +H*
N+ N
! ;
R R

(R enthilt Ribose-Phosphorsdure-Phosphorsduvre-Ribose-Adenin)

Die Lage des Gleichgewichts bei diesen Oxydoreduktionen
liegt weit auf der Seite des reduzierten Substrats, zu un-
gunsten der Dihydro-Co-Zymase'®). Auch fiir die praparative
Ausfilhrung der Reaktionen ist die pr-Abhingigkeit des
Gleichgewichts wichtig: Bei zunehmender Alkalitat geht die
Dehydrierung der Oxy-Verbindung mit steigender Geschwin-
digkeit, die Hydrierung der Oxo-Verbindung mit abnehmender
Geschwindigkeit vor sich. Mit steigender Alkalitat verschiebt
sich daher das Gleichgewicht der oben formulierten Reaktion
stark nach rechts. Es ware also zu erwarten, dafl auch pri-
parative enzymatische Dehydrierungen von Alkoholen am
besten im schwach alkalischen Medium durchgefithrt werden,
sofern nicht andere Faktoren iiberwiegen.

Fir die Reduktion chinoider Verbindungen durch
Fermentsysteme der Hefe und des tierischen Gewebes ist es
nach neueren Feststellungen erforderlich, daB auBler dem
Dehydrase-Co-Dehydrase-Komplex auch ein Flavinproteid
anwesend sei. Hs mufl also gewissermafBen der Substrat-
wasserstoff von der hydrierten Co-Dehydrase noch iiber den
iso-Alloxazin-Kern gehen, um das Chinon, z. B. Methylenblau,
in das Hydrochinon zu verwandeln. Diese Befunde machen
es verstindlich, daf3 die meisten Zellarten nur solche Chinone
zu reduzieren vermdigen, deren Normalpotentiale nicht we-
sentlich tiefer liegen als die von Flavingruppen (etwa —0,22
bis 0,27 V4). Im Stoffwechsel verschiedener Bakterien kann
jedoch die Reduktionsintensitit der Wasserstoffelektrode
erreicht und in umkehrbarer Reaktion molekularer Wasser-
stoff gebildet werden's).

Fiir priparative Zwecke wird die zymochemische Re-
duktion chinoider Stoffe, nach dem historischen Beispiel der
Garungsverkiipung von Indigo, gegenwirtig kaum Vorteile zu
bieten vermogen.

2. Die zymochemische Reduktion von Aldehyden
und Ketonen.

Seit den ersten Feststellungen iiber die Reduktion von
Carbonylverbindungen durch garende Hefel®17) ijst
diese Methode vor allem durch C. Neuberg sehr eingehend
bearbeitet worden'). An 30 aliphatische und cyclische
Aldehyde und an 20 Ketone wurden schon der ,phyto-
chemischen Reduktion unterworfen. Das Verfahren ist ein-
fach: Die Carbonylverbindung wird in Iosung oder feiner
Verteilung lebhaft giarender Hefe zugesetzt und die Garung
durch weitere Zugaben von Zucker und, falls erforderlich,
von Hefe, einige Tage bis zu einem Monat in Gang gehalten.
Aldehyde werden viel schneller reduziert als Ketone. Emp-
findliche Aldehyde koénnen mit Vorteil als Ammoniakver-
bindungen der Hefewirkung ausgesetzt werden. Eine genauere
Schilderung derMethode eriibrigt sich hier, da eine zusammen-
fassende Darstellung von C. Neuberg u. G. Gorr vorliegtl?).

Es sei nur darauf hingewiesen, dafl man in den meisten
Féllen eine wesentliche Verkiirzung der in der Literatur als
erforderlich angegebenen Gérzeiten durch starke mechanische
Ribrung erzielen kann. Uber die Abhangigkeit der Reduktions-
geschwindigkeit zugesetzter Carbonylverbindungen von der
Aciditat des Gargutes fehlen bisher systematische Versuche.

Als Beispiel einer Anwendung des Verfahrens auf einen
empfindlichen Stoff sei die Reduktion von Tetraacetyl-

Glucoconiferylaldehyd zum zugehodrigen Alkohol er-
wihnt29), )
I/\I—or:[:ou-UHo
+2H N-otu=01-
ro” N Fos \-ou-0I-om,on

OQH,

18) Literatur bei F. G. Fischer, l. c.b), 5. 140,

) Literatur bei ¥. @, Fischer, . c.®), 8, 207ff.

1%) Literatur bei L. F. Hewitt: Oxidation-reduction polentials in bacteriology and bio-
chemistry, London 1936.

%) C.J. Lininer u. H. J. v. Liebig, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Ohem. 73, 449 [1911].

17) C. Neuberg u. H. Steenbock, Biochem. Z. 52, 494 [1913].

18) Literatur in Oppenheimera , Fermente®, Bd. I1, 8. 15471f.

16) In Oppenheimer- Pincussen: Methodik der Fermente, 8. 1212, 8. a. X. Bernhauer, . c. ).

20) H. Pauly u. K. Feuerstein, Ber. dtsch, chem. Ges. 60, 1031 [1927].
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Weitere neuere Beispiele aus der Gruppe steroider Hormone
sind im entsprechenden Abschnitt beschrieben. In dieser Stoff-
klasse ist in den letzten Jahren auch die Reduktion von
Carbonylgruppen durch Bakterien untersucht worden,
die an einfacheren Carbonylverbindungen schon frither fest-
gestellt worden war?1),

Im tierischen Organismus ist an mehreren Beispielen
ebenfalls die Reduktion zugefiihrter Ketone nachgewiesen
worden®?); einen priparativen Wert haben die bisher be-
schriebenen Fille jedoch nicht.

Die Bedeutung der zymochemischen Reduktionen als
priparative Methode hat stark abgenommen durch die Aui-
findung des schénen Reduktionsverfahrens nach Meerwein (in
der Ausfithrung von Ponndorf)?®. Mit iso-Propylalkohol in
Anwesenheit von Aluminiumalkoholat lassen sich auch viele
ungesattigte oder sonst empfindliche Carbonylverbindungen in
Alkohole iiberfithren, fiir die ehedem nur die enzymatische
Behandlung in Frage gekommen wire., Unangetastet bleibt
die Bedeutung der Garungsmethode fiir sterisch spezifisch
gerichtete Reaktionen.

3. Die Dehydrierung von Alkoholen.

Wie schon im vorletzten Abschnitt erwahnt, ist die Fahigkeit
zur Dehydrierung einwertiger und mehrwertiger Alkohole sowohl
bei den verschiedensten Bakterien, als auch bei Pilzen, hoheren
Pflanzen und im tierischen Organismusnachzuweisen. Prapara-
tivbrauchbarist bei einigen einwertigen, demAthanol nahestehen-
den Alkoholen und auch bei mehrwertigen Zuckeralkoholen vor
allem die Wirkung von Bakterien der Gruppe Acetobacter®?),

a) Einwertige Alkohole.

Bei einfachen priméaren Alkoholen wird die biochemische
Dehydrierung zum Aldehyd praparativ kaum je in Frage
kommen. Ihre Schwierigkeit besteht im Festhalten der
Aldehydstufe, die in den meisten Fillen schnell unter Bildung
der Sidure iiberschritten wird, so wie es im Grundbeispiel der
essigsauren Géarung geschieht. Durch Abfangen mit Calcium-
sulfit 148t sich jedoch der Aldehyd anreichern?®s).

Auch bei ungesattigten oder sonstwie an anderen Stellen
des Molekiils empfindlichen Alkoholen wird meistens eine nicht
enzymatische Methode vorzuziehen sein, z. B. der Austausch
der Oxydationsstufen mit Ketonen in Anwesenheit von Alu-
miniumalkoholaten. Bei der Dehydrierung von Vitamin A
zum entsprechenden Aldehyd z. B. hat sich diese Methode bei
Anwendung von Diithylketon und Aluminium-tert. Butylat
bewahrt?$).

Bei sekundaren Oxygruppen hat hingegen die bakterielle
Dehydrierung zur Ketoverbindung besonders in der Gruppe
der Zuckeralkohole Bedeutung erlangt; auch bei steroiden
Oxyverbindungen, die weiter unten im geschlossenen Zu-
sammenhang dargestellt werden, ist sie mehrfach durch-
gefithrt worden.

b) Mehrwertige Alkohole.

Seit der Entdeckung Bertrands (1896), daf sein ,,Sorbose-
Bakterium'‘ (Acetobacter xylinum) verschiedene Polyalkohole
in die entsprechenden Ketosen umwandelt, ist diese Fahigkeit
bei verschiedenen anderen Spezien der Gruppe Acetobacter
festgestellt worden. Typisch ist die Beschrankung der Oxy-
dation auf die sekundaren Alkoholgruppen, denen nach Bertrand
eine weitere Hydroxylgruppe in gleichgerichteter Lage (cis-
standig in der Projektion) benachbart sein muBl, Xylit und

H,C—OH H,C—OH

Hé—OH _94 N (l§= O

Hé~OH H(l:~—OH
iy 4

Dulcit werden daher nicht angegriffen, wohl aber Erythrit
zu Erythrulose??), 1-Arabit zn 1-Xyloketose, Adonit zn

l-Adonose?8), d-Sorbit zu 1-Sorbose?®) und Mannit zu
d-Fructose??), Doch ist offenbar auch die Nachbarschaft
einer Carboxylgruppe zureichend, denn Gluconsiure kann
auller zu d-5-Ketogluconsiaure auch zu 2-Ketoglucon-
saure dehydriert werdens?),

Wesentlich fiir die Methodik dieser bakteriellen De-
hydrierungen ist auler der Anwendung eines aktiven Bakterien-
materials (junge, auf neutralem Nihrboden vorgeziichtete
Kulturen) eine ausreichende Beliiftung. Durch schnelle Be-

wegung des Gérgutes wird die Osxydationszeit erheblich
verkiirzt.

Das rationellste und auch fiir andere oxydative Girungen aus-
sichtsvollste Verfahren zur technischen Gewinnung der 1-Sorbose
(als Ausgangsmaterial fiir die Darstellung der \1-Ascorbinsiure) ver-
wendet eine sich sehr schmell um ihre horizontale Achse drehende
Aluminiumgirtrommel; in ijhrem Innern wird das Girgut durch
Riihrschaufeln fortwidhrend heftig verspriitht und so mit Luft, die
unter 2—3 at Uberdruck darchgeleitet wird, reichlich versorgt. Die
Oxydation von 15—209%,igen Sorbitldsungen gelingt in dieser Weise
in etwa 30 h zu iiber 909, 3),

Oxydation von Sorbit zu Sorbose?®). Die Nihrlssung
mit 159, Sorbit und 0,19, Eisessig in Hefewasser (oder mit 0,59,
des Hefeextraktes Difco) wird in ein Durchliiftungsgefi mit unten
eingeschmolzener Glasfilterplatte (Durchliiftungsgefifl nach Kluyver)
nach der Sterilisation mit einer 2 Tage alten Kultur des A. suboxy-
dans geimpft und bei 25—30° dauernd krdftig mit entkeimter Luft
(Wattefilter) durchliiftet.

Sobald das Reduktionsvermégen der Losung, das in kleinen
Proben zeitweilig bestimmt wird, nicht mehr steigt (6—8 Tage),
wird die Losung filtriert und im Vakuum zum Simp eingedampft.

Die 1-Sorbose kristallisiert schon fast rein aus (Schmp. 1609 bis
161%; sie wird abgesaugt und mit Methanol gewaschen. Finschlief-
lich der kleineren Mengen, die durch entsprechende Behandlung
der Mutterlauge noch erhéltlich sind, betrigt die Ausbeute 70—80%,.

Oxydation von Glycerin zu Dioxyaceton?®®). Diese oxy-
dative Gdrung kann in gleicher Weise durchgefiihrt werden, wie im
vorhergehenden Versuch beschrieben. Die ILdsung enthilt 69,
Glycerin und 0,59, Diico-Hefeextrakt. Das Maximum des Reduk-
tionsvermégens bei Durchliiftung des Ansatzes ist nach 2—3 Tagen
etreicht, wiahrend nach dem Ruheverfahren durchschnuittlich 7 Tage
benétigt werden. Zur Aufarbeitung wird die Losung mit Tierkohle,
Calciumcarbonat und Kieselgur versetzt (je 10 gfl), geschiittelt, fil-
triert, im Vaknum auf !/, des Volumens eingedampft und unter
Riithren mit 3—4 Vol, absol. Alkohol versetzt.

Nach Abtrennen des Niederschlags wird die Losung im Vakuum
eingedampit und der verbleibende Sirup unter kréftigem Riihren
in 10 Vol. Aceton eingegossen. Nach Stehen iiber Nacht, Zugabe
von Tierkohle, Filtration wird die klare Ldsung im Vakuum mog-
lichst weitgehend eingedampft.

Der dicke Sirup kristallisiert bei der Entfernung der Loésungs-
mittelreste im Vakuumexsiccator, besonders schnell nach An-
impfen, Der Kristallbrei wird mit kaltem Aceton verrieben, abge-
saugt und mit kaltem Methanol gewaschen,

Nach entsprechender Amunfarbeitung der Mutterlange betragt
die Ausbente 809, der nach dem Reduktionsvermdgen bestimmten
Menge Dioxyaceton (etwa 759% d. Th.).

Eine weitere Reinigung kann durch Kristallisation aus Aceton
erfolgen.

C. Die Oxydation von Aldehyden zu Siuren.

Die Oxydation der Aldehydgruppe ist in den Reaktions-
folgen des Abbaues der Hauptnihrstoffe einbegriffen; es ist
daher verstindlich, daB} sie schon bei zahlreichen Organismen
nachgewiesen und mit vielen Aldehyden durchgefiihrt worden
ist. Auch Enzympriparate verschiedenster Herkunft {(aus
Bakterien, Pilzen, hoheren Pflanzen und tierischen Organen)
sind zu ihrer Katalyse verwandt und untersucht worden.
Zahlreich sind z. B. die Untersuchungen iiber das aldehyd-
oxydierende, sog. Schardingersche Ferment aus frischer Milch.
Ohne die fermentchemischen Fragen naher behandeln zu wollen,
sei darauf hingewiesen, daf} bei einigen dieser Dehydrasen die
prosthetische Gruppe bekannt ist. Die Dehydrasen aus Hefe

2y 7, Newberg u. E. Simon, Biochem. 7. 180, 226 [1927].

32y Titerator hai K. Promherz, l.c.®).

1) Vgl. dazu den Aufsatz von Bersin, Reduktion nach Meerwein- Penndorf und Oxydation
nach Oppenauer, diese Ztachr, 58, 266 [1940].

3y Literatur bel K. Bernhauer, l.c.7), S. 214£f,, u, K. Bernhauer, Blochemie der Essig-
bakterifen, Ergebn. Enzymforsch. 7, 246 [1938].

) (, Neuberg u. F. F. Nord, Biochem, Z. 98, 158 [1919].

) E. Haworth, I. M. Heilhron, W, I. Janes, A, L. Morrison u. I. B. Polya, J. chem. Soc.
London 1939, 128. ) jermann u. Newschul, Biochem. Z. 233, 129 [1931].
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) Reichstein, Helv. chim, Acta 17, 906 [1934].

) J. Boeseken u.J. L. Leefers, Recusil Trav. chim. Pays-Bas 54, 861 [1935]; E. 1. Fulmer,
J. W, Dunning, J. F. Guymon w. L. A. Onderkojler, J. Amer. chem, Soc, 58, 1012 [1936]
S.a. K. Bernhauer, l.0.7), 8. 227.

30y K, Bernhauer u. Gorlich, Biochem. Z. 280, 867 {1935).

1) Herrick, Hellbach u, May, Ind. Engng. Chem. 27, 681 [1933]; Wells, Stubbs, Lockwood
u. Roe, ebenda 29, 1385 19371

) [nderkofler u, Pulmer, J. Amer. chem. Soc. 59, 301 [1937]); vgl. auch K. Bernhauer,
l.e.?), 8. 228.
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und aus tierischem Gewebe, welche Triose-phosphat in Phospho-
glycerinsaure iiberfithren, bendtigen Co-Dehydrase I; die
Glucose-Dehydrase aus Leber kann sowohl Co-Dehydrase I
als auch II brauchen; die Hexose-monophosphat-Dehydrase
aus Hefe oder roten Blutzellen enthilt Co-Dehydrase IT als
dissoziierende Gruppe3?).

In neuester Zeit ist bei zwei dieser Aldehyd-Dehydrasen
der Nachweis gelungen, dall es sich um ,,gelbe Fermente"
handelt, also um Fermente mit Riboflavinderivaten als pro-
sthetische Gruppe, die offenbar keine leicht abdissoziierende
Co-Dehydrase benétigen. Gereinigte Priparate der sog.
Glucose-Oxydase aus den Schinumelpilzen Aspergillus niger
und Penicillium glaucum enthalten eine gelbe Gruppe, und
zwar in desto héherer Konzentration, je wirksauer sie sind3?).
Eine Abtrennung und Wiedervereinigung dieser Flavingruppe
ist allerdings noch nicht beschrieben worden. Weiterhin wurde
die Aldehyd-Dehydrase aus Leber als Flavoproteid mit dem
Dinucleotid aus Riboflavin-phosphorsiure uid Adenylsiure als
prosthetische Gruppe gekennzeichnet3t),

Nach diesen Befunden wiirden also die Aldehyd-Dehydrasen
entweder ohne Mitwirkung einer leicht dissoziierenden Co-
Dehydrase die Oxydoreduktion zwischen Aldehyd (formuliert
als Hydrat) und gelber Gruppe (G. G.) katalysieren nacl
Reaktion a), oder die Wasserstoffverschiebung zur Co-De-
hydrase bewirken nach Reaktion b), die dann zur Gruppe eines
Flavoproteids gelit nachh Reaktion c):

H 0
a) R C{OH + 66 —» R-CZOH + G-G-H,
OH

H O

b) R—C<OH 4+ Co-D —» R CZ0H 4 Co-D-H,
OH

¢) CooD-H, 4+ G-GC —= CoD 4 G-G-H,

Fiir die praparative Durchfiihrung der Reaktion
kommt in erster Linie die Anwendung von essigsidurebildenden
Bakterien in Frage?®). Die eingehendsten Untersuchungen sind
tiber die Umwandlung von Aldosen in Aldonsauren gemacht
worden.

H—C=0 COOH
| |
(HCOH), —~ (HCOH),
| |
H,C—OH H,C—-OH

Glucose wird z. B. mit 70—809%iger Ausbeute durch
A. suboxydans oder xylinum in Gluconsiure iibergefiihrt,
Galaktose durch substratgewoShntes A. gluconicum in
d-Galaktonsdure, Mannose in d-Mannonsdure. Auch
die Pentosen 1-Arabinose und 1-X ylose sind schon bakteriell
in brauchbarer Weise zu l-Arabonsdure bzw. 1-Xylonsaure
oxydiert worden.

Bei der Bildung von Gluconsiure aus Glucose werden
jedoch die Essigbildner in ihrer Leistung durch Schimmel-
pilze iibertroffen. Die meisten saurebildenden Aspergillaceen
und viele sonstige Mycelpilze verandern Glucose in dieser Art;
manche tun es mit guter Ausbeute nur in abgepuffertem
Medium (durch Calciumcarbonat wird die entstehende Sdure
gebunden), andere auch in saurer Losung.

Die wirksamsten technischen Verfaliren arbeiten mit submersem
Mycel und sorgen fiir intensive Beliiftung und Rithrung in ciner
rotierenden Girtrommel (in gleicher Weise, wie bei Darstellung von
Sorbose erwdhnt wurde). Durch Anwendung von Aspergillus-niger-
Kulturen, die in besonderer Weise bis zur Keimung der Sporen auf-
gezogen warei, lieBen sich so z. B. 91 kg Glucose in 530 | Fliissig-
keit in weniger als 24 h zu Gluconsdure oxydieren. Die Ausbeute
betrug 959, des urspriinglich vorhandenen Zuckers, iiber 979, des
vergorenen®’). Auch Mannose und Galaktose werden durch
Schimmelpilze oxydiert?).

38) Literatur bei #. @. Fischer, t.c.®).

) W. Franke u. M. Deffner, liebigs Ann. Chem. 541, 117 [1939].

) V. Subrahmanyan, D. E. Green u. A, H. Gordon, Nature, London 144, 1016 [1Y39].

38) Literatur bei K. Bernhaucr, Ergebn. Enzymforsch, VII, 257 [1938] und A, Bernhauer
L. e.?), 8. 23011,

87y E. A. Gastrock u. N. Porges, P. 4. Wdils u. 4. I. Moyer,Ind. Engng. Chem. 30, 782 [1938].

3%) Angaben iiber die Herstellung und Apwendung von Glucose-Oxydase-Priparaten
finden sick bei Mailler, Ergebn. Enzymiorech. §, 270 [1936] und W. Frankeu. M. Deff-
ner, Liebige Ann, CLem. 541, 117 [1059]: solcLe iiber die Fiibrung von Versucben mit
Fssigbakterien und Schinin.eipilzen zuy Dmstetlung von Cluconséure bei K. Bernliquer,
loel®), SO33011, u. 3. 2871,
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D. Die Hydrierung von Athylenverbindungen.
1. Allgemeines,

Die zymochewische Hydrierung von Athylenverbindungen
als allgemeinere Reaktion ist bei der Einwirkung von girender
Hefe auf ungesattigte «-Ketosduren aufgefunden worden:
Aufler der zu erwartenden Decarboxylierung und Reduktion
des entstehenden Aldehyds zum Olefinalkohol tritt auch die
Bildung des entsprechenden gesittigten Alkohols ein®®). Diese
Beobachtung einer biochemischen Wasserstoffanlagerung au
die C—C-Doppelbindung hat sich alsbald auch auf ungesattigte
Aldeliyde, Ketone und priméire Alkohole erweitern und mit
Fermentlosungen durchfithren lassen. Es konnte weiterhin
nachgewiesen werden, dall auch Bakterien zu derartigen
Hydrierungen fahig sind und da auch im tierischen Organismus
die Absattigung bestinunter Athylenkérper stattfindet.

Voraussetzung fiir die biochemische Hydrierung einer
Athylenverbindung ist in der Mehrzahl aller bisher unter-
suchten Falle ihre «, g-standige Lage zu einem Carbonyl oder
primdren Hydroxyl. Olefinalkohole und -ketone, dereu
Athylenbindung nicht zur charakteristischen Gruppe konjugiert
gelagert ist, werden durch girende Hefe jedenfalls nicht an-
gegriffen. Ebensowenig olefinische Sduren und sekundire
Alkohole, auch weni sie a, §-ungesittigt sind. Die Verhaltnisse
im tierischen Organismus und bei bakteriellen Hydrierungen
sind noch zu wenig untersucht, um Verallgemeinerungen zu
erlauben. Einzelne Beispiele sind in den folgenden Abschnitten
erwihnt.

Auch die enzymatischen Teilvorgange, die sich bei
einer Athylenhydrietung abspielen, haben bisher nur am
Beispiel der Hefefermente eine Bearbeitung erfahrent¢). Ihre
vorwiegende Koppelung mit den Oxydoreduktionen des
Kohlenhydratabbaues ergibt sich schon aus der Beobachtung,
daB in zuckerfreieu Hefesuspensionen nur eine sehr langsame
Absattigung zugegebener Olefinalkohole eintritt, die fast ganz
ausbleibt, wenn die Hefe vorher durch langeres Liiften arm an
Reservekohlenhydrateu gemacht wird. Auch die Abhingigkeit
des Hydrierungsvorganges voun der Aciditat der Garlésung
weist auf den Zusanunenhang init dem Kohlenhydratabbau
hin: In gdrenden Losungen init frisclier Bierhefe nimmmt die
Geschwindigkeit der Hydrierung voun Zimtalkohol, z. B. im
gepriiften pg-Bereich von 4—8,5, mit steigender Alkalitiat
stetig zu. Bekanntlich treten it steigendem piyy auch die
disproportionierenden Vorginge des XKohlenhydratabbaues
mehr hervor, so dall bei einem py von 8,5 z. B, die normale
Bildung von Athylalkohol zuriickgedringt ist und aus der
‘I'riose zum grollen Teil Glycerin entsteht, aus dem Acetaldehyd
nebenn dem Alkohol Essigsdure. In alkalischem Medium ist
das Gleichgewicht der Oxydoreduktion zwischen Triose oder
Alkohol einerseits und Co-Zymase andererseits stark zugunsten
des Co-Ferments verscliobeu!!), so dall gewissermallen melir
,,Garungswasserstoff* iiber die Dihydro-Co-Zymase fiir andere
Reaktionen zur Verfiigung stelit.

Aus Versuchen mit gereinigten Fermentpriparaten aus
Hefe4?) ergibt sich, dafl auller einem Co-Dehydrase redu-
zierenden System (nach Gleichung a), auch die Anwesenheit
von einewn ,,gelben Ferment' erforderlich ist (nach b), damit
die Absattigung des Olefins (nach c) eintritt:

D'rotein A
a) AH, + Co-D. | > A - Co-D.-H,
Protein des
b) Co-D..H, + G.G. ————— " Co-D. 4 G.G.-H,
gelben Fermients -
Athylen-

¢) G.G.-H, + >C=C< G.G. -+ >CH—CH<

I ydrasc
Vou der Diliydro-Co-Dehydrase muf also zunichst eine Oxydo-
reduktion mit einer gelben Gruppe (G.G.) eintreten, bevor
der Wasserstoff sich an die Athylenbindung anlagert. Die grole
Unbestandigkeit der ,,Athylenhydrase” hat bisher ihre Rein-
darstellung verhindert; eine Abtrennung der Protein-
komponente und die nihere Keunzeichnung der gelben prosthe-
tischen Gruppe ist noch nicht gelungen. Es ist daher noch

%¥) F. (. Fischer u. O, Widdonann, Liebigs Ann. Chem. 513, 260 [1934].

Wy F, 6, Fischer v, H. Eysenbach, ebenda 520, £7 [1937). Dieselben: Unveroffentlichte
Versuche; vgl. H. Eysenbach: Enzymatisclie Hydrierungen ungesittigter Verbin-
dungen. Diss. Freiburg i. Br., 1937.

3y v, Euler, Adler n. Hellstrom, Boppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 241, 289 [19%il.

%) F. G. Fischer w, U. Eysenbacl, Liebige Ann, Chem. 529, 87 [1987].
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unentschieden, ob Reaktion b voin gleichen Proteiu katalysiert
wird wie Reaktion ¢, oder ob die Oxydoreduktion zwischen
Co-Dehydrase und Alloxazinderivat von einer anderen Eiweil-
komponente bewirkt wird als die zwischen Alloxazin und
Athylenbindung.

Auch die Fragen nach dem genauen Spezifititsbereich der
Athylenhydrasen sind naturgemiB noch unbeantwortet. Nur
bei einer besonderen Athylenhydrase, der Fumarathydrase),
die zur irreversiblen Hydrierung von Fumarsaure fahig ist,
ist die Abtrennung und Wiedervereinigung der gelben Gruppe
vom Fermenteiweil und ihre Kennzeichnung als Alloxazin-
Adenin-Dinucleotid gelungen??).

Danach sattigt sich also die Athylendoppelbindung
durch Oxydoreduktion mit dem Iso-alloxazin-Kern von ITeuko-
Flavinproteiden ab:

n i)

| |

N N N N
—UH 0= AN NN G—ou —OH,  Hae NS \’/\I(;=o
noo ooy N

—UH H,,(:—\\\/\/\/N —Cil, H,(,H\/\/\/N

N ¢ N U

H | |

01 Ol

Die Methodik der Durchfiihrung von zymochemischen
Hydrierungen der Athylendoppelbindungen ist grundsitzlich
dieselbe wie bei Reduktionen der Carbonylgruppe: Der un-
gesattigte Stoff wird, gelést oder in feiner Verteilung, mit
einer Aufschlimmung der garenden Mikroorganismen in zucker-
haltiger I0sung geriithrt. FEine intensive Bewegung des Gar-
gutes kiirzt die Reaktionszeiten stark ab.

2. Hydrierungen mit Hefe.
a) Priméare Alkohole%s).

Am schnellsten verlauft die Hydrierung «, B-ungesattigter
primirer Alkohole bei den niederen, noch hinreichend wasser-
léslichen Vertretern; Crotylalkohol (Ia) wird in 19 iger
Losung in einem lebhaft girenden Ansatz (mit etwa 39,
Trockengewicht Bierhefe) schon im Laufe eines Tages zur Halfte
zu Butylalkohol (Ib) hydriert:

2H* 4 2
_

R-CH - CH-CH,0H R-CH,-CH,-CH,0H

Bei einer Gardauver von 2—3 Tagen wird die Hydrierung voll-
standiger, die Ausbeute an gesittigtem Alkohol aber kleiner,
vermutlich infolge einer Assimilation durch die Hefe. Nahezn
ebenso schnell wird auch Zimtalkohol (IIa) in Hydro-
zimtalkohol (IIb) verwandelt, wihrend die Hydrierung von
Tiglinalkohol (ITIa) zu linksdrehendem iso-Amylalkohol
(IIIb) etwa doppelt so lange dauert. Eine Verzweigung an
der Athylenbindung verlangsamt also jhre Absittigung. Das
zeigt sich auch beim Geraniol (IVa), welches in ein rechts-
drehendes Citronellol (IVb) verwandelt wird; weiter geht
die Hydrierung auch bei sehr langen Girzeiten nicht. In Uber-
einstimmung damit wird weder Citronellol (IVb) nocl das

leicht wasserldsliche, die Garung nicht merklich hemmende .

Allylcarbinol {(VII) durch Hefe vetindert. FEine zum
Hydroxyl niclit konjugierte Athylenbindung wird also durch
Hefe nicht hydriert: Hs besteht daher die Mdglichkeit, durch
Hefegarung eine der Alkoholgruppe benachbarte Doppel-
binduug abzusattigen und dabei eine isolierte unberiilirt
zu lassen.

Auch bei den zwei- bzw. dreifach konjugiert ungesattigten
Alkoholen Sorbinalkoliol (Va) und Octatrienol (VIa)
halt die zymochemische Hydrierung nach Absattigung nur
einer Doppelbindung an. Aus dem oxydativen Abbau der
mit 50—709% Ausbeute gebildeten wasserstoffreicheren Stoffe
geht hervor, dal} sie ausschliefllich aus Hexen-(4)-ol-(1) (Vb)
bzw. Octadien-(4,6)-0l-(1) (VIb) bestehen?t).

Die konjugierten Systeme werden also nur in «,8-Stellung
hydriert, ohne dafl daneben auch eine endstandige Hydrie-
rung erfolgen wiirde. Diese Spezifitit der zyimochemischen
Hydrierung wird von keiner nichtenzymatischen Methode
erreicht,

Y F. @. Fischer u. H. Eysenbach, Liebigs Ann. Chlen. 530, 99 [1937).
)y F. 67, Fischer, 1. Roedig u. K. Rauch, Naturwiss. 27, 197 [1939].

N F. G Pischer u, 0. Wiedemnann, Liebigs Ann, Chew. 513, 2060 [1934].
) Dieselben, ebenda 522, 1 [1936].
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CH,- CH = CH-CHO
I. Qrotonaldehyd.

CH,-CH = CH-CHO
IL. Zimtal:teliyd.
CH,-CH = CH-CH,0H
1Ta. Zimtalkohal.
CegH;-CH,- CH,-CH,OH
Ib. Butylalkohol. ITb, Hydrozimtalkohol.
CH,-CH = C-CHO CH,;-C = CH-CH,-CH,-C =CH -CHO
I | \
CH, CH, CH,
1I. Tiglinaldebyd. IV, Qitral.
CH;CH = C-CH,OH  CH,C=CH-CH,-CH,-C = CH-CH,OH
|

CH, CH,
1ITa. Tiglinalkohol.

CH,-CH,-CH-CH,0H
|

CH,-CH = CH-CH,OH
Ia. Crotylalkohol.

CH,-CH,-CH,-CH,0H

CH,

IVa. Geraniol.

CH,-C = CH-CH,-CH,-CH-CH, CH,0H

CH CH,

3 CH,
ITThb. iso-Amylalkohol.

Ivb. Jitronellol.
CH;CH=CH-CH=CH-CHO CH,CH=CH-CH=CH-CH=CH-CHO
V. Sorbinaldehyd. VI, Octatrienal.

CH,CH=CH-CH=CH-CH,0H

Va. Sorbinulkohal. V1u. Octatrienol.

CH,-CH=CH-CH,-CH,-CH,0H CH,-CH=CH-CH=CH.CH, -CH,-CH,0H

\'b. Hexenol. VIb, Octadienal.

CH,=CH-CH,-CH,0H
VII. Allylcarbinaol,

b) Aldehydet?).

Die Wasserstoffanlagerung an die Carbonylgruppe «,f-
ungesittigter Aldehyde erfolgt unabhiangig von jener an ihre
Athylenbindung. Da aber die Carbonylreduktion, zumindest
bei Verwendung lebender, garender Hefe, schneller vor sich
geht, ist anzunehmen, dal3 die Olefinaldehyde in der Haupt-
menge erst nach Umwandlung in die Alkohole eine Hydrierung
der Athylenbindung erfahren:

R-CH = CH-CHO 2842 R .CH = CH-CH,0H 28'+2%
R-CH,CH,-CH,OH

Die Endprodukte der Hefeeinwirkung sind jedenfalls dieselben
wie bei den entsprechenden ungesittigten Alkoholen. Croton-
aldehyd (I), Tiglinaldehyd (III), Citral (IV), Zimt-
aldehyd (II), Sorbinaldehyd (V) und Octatrienal (VI)
geben die um 4 Wasserstoffatome reicheren Alkohole (Ia)
bis (VIa). Auch bei den Polyenaldehyden tritt, wie bei den
Polyenalkoholen, ausschlieflich «,f-Hydrierung ein®). Neben
den oben formulierten Reaktionsfolgen miissen aber, besonders
bei den mniederen aliphatischen Gliedern, in stirkeremn MaQe
als bei den Alkoholen auch andere Reaktionen stattfinden, die
vermutlich zur Assimiilation durch die Hefezelle fithren. Die
Ausbeute an gesittigten Alkoholen ist jedenfalls meistens
geringer (20—509%), als weun von den Olefinalkoholen aus-
gegangen wird. Eine Cannizzarosche Disproportionierung ist
nicht zu beobacliten, jedenfalls nicht in groflerem Umfange.

c) Ketone??).

Auch bei den ofB-ungesattigten Ketonen gehen die
Hydrierung des Carbonyls und die der Athylenbindung als
offenbar unabhingige Reaktionen mnebeneinander vor sich.
Doch sind die Geschwindigkeiten beider Wasserstoffanlage-
rungen durchweg viel kleiner als bei den Olefinaldehydemn,
und das Verhaltnis dieser Geschwindigkeiten ist stark zu-
ungunsten der Carbonylreduktion verschobemn.

a) R.CH,-CH,-C=0 —= b) R.CH,-CH,-CHOH

.
R.CH = CH.C =0 ' 1'; 1’1
A
}]{ ¢) R-CH=CH.CHOH
|
R

Es entstehen daher in der Hauptmenge zunachst die ent-
sprechenden gesattigten Ketone (a); als zweite Reaktion setzt
dann die Reduktion des Carbonyls ein, die in den lang dauernden
Versuchen zu groBeren Mengen des gesattigten Alkohols
fihirt (b).

17y F. (. Fischer u. O, Wiedemuann, Liebigs Ain. Ohem. 513, 260 [1934].
43y Dieselben, ebenda 522, 1 [1936]. ) Dieselben, ebenda 5§20, 52 [1935].
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Am schnellsten noch erfolgt die Athylenabsattignng tei
Ketonen, deren Doppelbindung, konjugiert zum Carbonyl,
zwischen sekundiren Kohlenstoffen liegt. Benzal-aceton
(VIII) 1aBt sich in 5- bis 10tagigen Girversuchen nahezu voll-
standig hydrieren, wesentlich schneller das wassetléslichere
Furfuryliden-aceton (IX) und auch héher ungesittigte
Furanderivate, wie Furfuryliden-crotyliden-aceton. Vergleichs-
weise recht rasch (4—6 Tage Girdauer) lagert das zweifach
ungesittigte Crotylidenaceton (X) zwei Wasserstoffatome
an, und zwar ausschlieBlich in «, B-Stellung, ebenso, wenn auch
schlechter, infolge seiner Wasserunldslichkeit, Cinnamal-
aceton (XI). Bedeutend langsamer und daher bei den iiblichen
Garzeiten von héchstens 1 Woche nur zu einem geringen Bruchteil
lassen sich Ketone absittigen, in denen die Athylenbindung
einerseits von einem tertiiren Kohlenstoff ausgeht. Hierbei
scheint es gleichgiiltig zu sein, ob sie in einer aliphatischen
Kette oder in einem hydroaromatischen Ring liegt. Sowohl
Mesityloxyd (XII) als auch Methyl-cyclohexenon
(X111), Pulegon (XIV) und Carvon (XV) werden nach
7tagigen Garungen nur zu wenigen Prozenten hydriert. Die
hemimende Wirkung der Verzweigung ist ja auch bei Olefin-
aldehyden zu beobachten, wenn auch nicht so stark.

CeH,-CH = CH:-CO-CH, HC - CH
VITI, Benzal-aceton. I I
C,H,-CH,-CH,-CO-CH, HC\_C-CH = CH- CO- CH,
VIIla, Benzyl-aceton. 0O 1Ix. Furfuryliden-aceton.

CH,-CH,-CH,-CHOH-CH, . . . .
\'BHI?J. Meuzn‘lﬁ—pﬁeny)ia’.thylca.rbin(;l. CAH:,O CI:IIX._,::Hz co CH3

CH,-CH = CH.CHOHCH,

H,CH=CH-CH,CH,.CHOH-CH,

VIIc. Methyl-styrylcarbinol.

CH,CH=CH-(H=CH-CO-CH,

X. Crotyliden-aceton.

CH,-CH=CH-CH,CH,-CO-CH,

Xa.

Xh.
CH,-C = CH.CO
f |

C,H,0-CH,-CH,-CHOH-CH,
IXb.

C,H,-CH~CH-CH=CH-CO-CH,

XI. Cinnamal-aceton.

C4H,-CH =CH-CH,CH,CO-CH,

Xla,

C,H,- CH=CH-CH,-CH,-CHOH-CH,

X1b.
CH,-CH-CH,-CHOH

|
CH,

CH, CH, CH,
XII. Mesityl-oxyd. X11b. Methyl-isobutyl-carbinol.
OH, UH,
/N 7\
0 (I)H, H;,0 ?Hg
H,0—C 0=0 H,O—J‘?\ 0=0
N /
cé H CH,
XIII. Methyl-cyclohexenon. XT1Ia. Methyl-cyclohexanon.
CH, CH,
7 N\ /N
HE('J (I]H,l H.0 OH,
H,C—C CHOX H,0—0 CHOH
N/ N/
H 0H,
XIITb. Methyl-cyclohexanol. XIIIe. Methyl-cyclohexenol.
(iJ'Ha ?H: IUHa biH;
CH CH C CH
VAR N\ s
H,0 CH, H,( CH, Hlo 1u=o H,? (|;=0
| I | |
HO (=0 HO ©=0 HC OH, HO0 OH,
/ N/
[3) CH (1JH (IJH
I !

« CH G o]
VRN 7/ N\ 7N\ 7N
H,0 OH, H,C CH, H,O CH., B0 OH,

XIY. Pulegon. XIVa. Menthon. XV. Garvon XVa, Dihydrocarvon

CH,=CH-CH,-CH, -CO-CH,
X V1. Allyl-aceton.

Vollig unberiihrt bleibt auch bei den Ketonen die Athylen-
bindung, wenn sie isoliert liegt: Allyl-aceton (XVI) ist auch
nach langer Girung nur am Carbonyl reduziert und nach wie
vor ungesattigt; bei Crotyliden-aceton (X) und Cinnamal-
aceton (XI) steht, wie erwihnt, die Wasserstoffanlagerung
nach Sattigung der «,B-Bindung still®®).

Das Verhaltnis der Geschwindigkeiten der C=0-
und C=C-Hydrierungen ist, wie eingangs erwihnt, bei
Olefin-Ketonen ganz anders als bei Olefinaldehyden. Nach eiu-
wochigen Garungen bestanden die Reaktionsprodukte aus den
Ketonen (VIII) bis (XV), aus 80—959, des entsprechenden
wasserstoffreicheren Ketons (VIIIa) bis (XVa) und nur aus
20—259, des wasserstoffreicheren Alkohols (VIIIb) bis (XVb).

) P. @. Fischer u. C. Wiedemann, Liebigs Ann, Chem. 529, 1 [1936].
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Die Rildung des sekundiren Olefinalkohols (c} findet bei
den meisten Stoffen nicht nachweisbar statt. Nur im Versuch
mit Benzal-aceton (VIII) enthilt die Alkoholfraktion (im
ganzen nur 5% der Reaktionsprodukte) neben zwei Drittel
des gesittigten Alkohols (VIIIb) ein Drittel des Olefin-
alkohols(VIIIc). Ausnahmsweise und in geringem Umfang kann
also neben der iiberwiegenden Addition an die Doppelbindung (a)
auch eine Addition an das Carbonyl allein stattfinden (c}.

Doch geht diese Reduktion des Carbonyls «, B-ungesattigter
Ketone viel schwieriger vor sich als die des Carbonyls vom ent-
sprechenden gesittigten Keton. Die Konjugation mit einer
Athylenbindung setzt also die Geschwindigkeit der Reduktion
einer Carbonylgruppe durch Hefe stark herab. Daher werden
a, B-ungesattigte Ketone, deren Athylenbindung der zymo-
chemischen Hydrierung schwer zuginglich ist, wie Pulegon
oder Carvon, auch an der C=O-Gruppe nicht verindert.
Weitere Beispiele bietet die Gruppe steroider Hormone (siche
dort). FEine isolierte Doppelbindung hemmt hingegen die
Carbonylreduktion nicht.

Die gesattigten . sekundaren Alkohole (b) entstehen nur
aus den hydrierten Ketonen (a), wie im obigen Formelbild
angegeben. Die weitere, moglich erscheinende Bildung aus den
sekundidren Olefinalkoholen (c) findet nicht statt, da
solche in den bisher gepriiften Beispielen von girender Hefe
nicht hydriert zu werden vermégen.

d) Ketosauren?®l),

o, B-ungesattigte Ketosiuren werden unter der Einwirkung
giarender Hefe hauptsichlich in folgender Weise umgesetzt:

R-CH=CH:CO-COOH — R-CH=CH-CHO + CO,

R-CH = CH-CHO 28'+2°  p.CH = CH.CH,0H ZE'+2% |

R-CH,-CH,-CH,O0H
Es findet also zunichst die von der Brenztraubensiure und
einigen anderen gesattigten o-Ketosiuren her bekannte,
fermentative Decarboxylierung statt; der so entstandene un-
gesattigte Aldehyd wird in der fiir Aldehyde nachgewiesenen
Weise iiber den Olefinalkohol in den wasserstoffreicheren
Alkohol iibergefithrt. Die Bildung des Olefinaldehyds 1aGt
sich zwar nicht direkt nachweisen, da Trockenhefe ungesattigte
Ketosiuren nicht zu decarboxylieren vermag, lebende garende
Hefe aber gleich zum Olefinalkohol reduziert. Bei Verwendung
von ,,verarmter’ lebender Hefe tritt auler der Kohlendioxyd-
abspaltung eine Disproportionierung ein, so daf} iquimolare
Mengen von Olefinalkohol und -siure entstehen.

2R-CH = CH-CO-COOH + H,0 —»
R-CH = CH-CH,OH + R-CH = CH-COOH + 2C0,

Durch Einwirkung stark gérender Hefe entsteht aus
Benzyliden-brenztraubensidure (XIX) mit 75%, Ausbeute
reiner Hydrozimtalkohol, aus Sorbinyliden-brenz-
traubensiure (XX) mit 609 Ertrag dasselbe Octadien-(4,6)-
0l-(1), wie aus Octatrienal und Octatrienol’?).

CgH,-CH=CH-CO-COOH —» C,H,-CH,-CH,-CH,0H

XIX. Benzyliden-brenztraubensiore.

CH,-CH = CH-CH = CH-CH = CH-CO-COOH —»
CH,-CH —CH-CH = CH-CH,-CH, CH,0H

XX. Sorbinyliden-brenztraubensiure,

Die praparativen Méglichkeiten der Athylenhydrie-
rung durch garende Hefe lassen sich aus den dargelegten Bei-
spielen erkennen. In einzelnen Fillen wird die zymochemische
Hydrierung eines Olefinalkohols oder -ketons geeignet er-
scheinen, um andere empfindliche Stellen eines Molekiils
unangetastet zu lassen. Furfuryliden-aceton (IX) z. B,
welches durch Hefewirkung, wie erwahnt, nur an der Athylen-
bindung und dann weiter am Carbonyl Wasserstoff anlagert,
erleidet bei katalytischen Hydrierungen auch eine Aufspaltung
des Furanringes.

Am meisten willkommen wird jedoch die Garungs-
hydrierung sein, entweder wenn die Bildung optisch aktiver
Hydrierungsprodukte durch Absattigung einer Athylen-
bindung an einem sekundiren C-Atom mit ungleichen Resten
erwiinscht ist (Beispiel: Geraniol zu (4-)—Citronellol), oder wenn
die spezifische o, B-Hydrierung mehrfach ungesattigter Alkohole

#) F. G, Fischer u. 0. Wiedemann, Liebigs Ann. Chem. 513, 260 [1934].
) Dieselben, ebenda 523, 1 [1936].
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und Ketone durchgefiibrt werden soll (Beispiel: Octatrienol zu
Octadien-(4,6)-0l-(1)). Denn in beiden Fallen leistet die zymo-
chemische Hydrierung etwas, was sich durch keine andere
nichtenzymatische Methode erreichen laBt.

Hydrierung yon Sorbinaldehyd zu Hexen-(4)-o0l-(1) 33)-
25 g Sorbinaldehyd mit 70 g Zucker in 2,51 Wasser gel6st, werden
im Laufe von 3 h in den Giransatz aus 1,5 1 Hefebrei getropft.

Nach 20 h werden weitere 0,51 Hefe zugegeben und bis zur
Unterbrechung des Versuchs nach 4 Tagen im ganzen noch 300 g
Zucker.

Die mnach der Aufarbeitung durch Destillation mit Wasser-
dampf erhaltenen 12 g Rohprodukt bestehen ausschliefilich aus
Hexen-(4)-0l-(1), (Sdp. 156—1589).

In einigen anderen, kiirzer dauernden Versuchen waren noch
10—209, Sorbinalkchol darin enthaltenr, die sich durch sorgfiltige
Fraktionierung mit Hilfe einer Widmer-Koloune abtrennen liefen
(Sdp. 160—1639).

Octadien-(4,6)-0l-(1) aus Sorbinyliden-brenztrauben-
sdured3d). 1,31 einer zuckerhaltigen L&sung des Natriumsalzes (aus
8,5 g der Ketosdure) wurden langsam zu 1,51 girender Hefe ge-
geben. Es war erforderlich, nach 4, 22 und 30 h noch 3mal Hefe (je
1 1) und im ganzen 600 g Zucker zuzugeben, um 46 h lang eine starke
Girung zu unterhalten. Es wurden 3,8 g (gleich 609% d. Th.) eines
oligen Destillates erhalten (Sdp. 101—-102°, 14 mm), das aus reinem
Octadien-(4,6)-0l-(1) bestand.

3. Hydrierungen mit Bakterien und im Tierkérper.

Die Absattigung von Athylenbindungen durch bak-
terielle Girungen hat noch keine systematische Untersuchung
erfahren, und zwar weder in bezug auf die geeignetsten Bak-
teriengruppen noch auf ihre SpezifitatsregelmaBigkeiten. Aus
verschiedenen Beispielen geht aber hervor, da3 durch Bakterien-
wirkung auch Doppelbindungen erfaBt werden, die der Hy-
drierung durch Hefe nicht zuginglich sind. Wohl die erste
Feststellung einer solchen Absattigung tiberhaupt liegt in der
Beobachtung von Linnewek vor, dal Crotonbetain (XXI),
gleich Carnitin (XXIa), durch Saprophyten in y-Butyro-
betain (XXIb) iibergehts?).

XXI. (CH,);-N+.CH,-CH=CH-C00-
XXJa. (CH,),-N+.CH,-CHOH.CH,-COO-
XXIb. (CH,),-N+.CH,-CH,-CH,-COO-

Crotylalkohol wird durch girende Colibakterien zu
Butylalkohol hydrierts); da die Absattigung am schnellsten
bei pag 7—8 verlauft, ist es erforderlich, die bei Coli-Garungen
entstehenden Siuren abzupuffern.

Auch bei Olefinsauren, wie Olsaure und Sorbinsiure,
ist die Hydrierung durch verschiedene Bakterien (B. coli,
B. subtilis, B. fluorescens u. a. m.) beobachtet worden, ohne
daB jedoch bisher die Reaktionsprodukte gekennzeichnet
worden wiren®®). Mehrere, auch priparativ interessierende
Beispiele der Hydrierung ungesattigter Steroide durch ein
Bacillus der Art putrificus sind im nichsten Abschnitt er-
wihnt.

Die Intensitat und Mannigfaltigkeit des bakteriellen Stoff-
wechsels lassen weitere Untersuchungen iiber zymochemische
Hydrierungen mit Bakterien aussichtsreich erscheinen.

Auch im tierischen Stoffwechsel ist in neuerer Zeit
die Hydrierung von Olefinen direkt nachgewiesen worden5?).
Der oxydative Abbau ist jedoch in den meisten Fillen derart
vorherrschend, daB eine priparative Anwendung dieser Be-
obachtungen schon aus diesemu Grunde sich verbietet. Nur
einige Stoffe konnen zu 10—309%, hydriert aus dem Harn der
Versuchstiere gewonnen werden. So z. B. Geraniol, das aller-
dings gleichzeitig zu einer Dicarbonsiure oxydiert wird®8) (s.
Abschnitt F) und aliphatisch-aromatische Olefinketone5?),
die auflerdem zum Teil eine Reduktion am Carbonyl erleiden.
Bei entsprechend gebauten Stoffen zeigtes sich, daB auch im
Tietk6rper der Wasserstoff asymmetrisch an die Athylen-
bindung angelagert wird unter Bildung optisch aktiver
Produkte.

8y F. @. Fischer v. . Wiedemann, Liebigs Ann, Chem. 513, 260 [1934].

8} Hcppe-Beylers Z. physiol. Ohem. 181, 54 [1929].

8) F, Q. Fischer u. W. Robertson, Liebigs Ann, Ohem. 529, 84 [1937].

8¢) J. Schonbrunner, Biochem. Z. 304, 26 [1940].

87y Literatur bei F. @. Fischer: Biochemische ITydricrungen in ,,Fortschritte d. Chemie
organischer Naturstoffe*‘, 111, 45, Wien 1930.

%) R, Euln, F. u. L. Koekler, Hoppo-Beylers Z. physicl. Chem. 242, 171 [1936).

) P. @. Fischer u. H. J. Hielig, ebenda im Druck,
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E. Hydrierungen und Dehydrierungen
bei Steroiden.

Die verschiedenen Gruppen natiirlich vorkommender
steroider Stoffe umfassen viele Vertreter, die sich nur durch
ihre Oxydationsstufe unterscheiden und daher durch einfache
Oxydoreduktion von Carbonyl-Hydroxyl-Gruppen oder Hy-
drierungen von Athylenbindungen ineinander iiberfithren lassen.

1. Sterine und Gallenséduren.

Die Dehydrierung der Oxygruppe von Sterinen ist bis-
her zymochemisch nicht durchgefiihrt worden; die umgekehrte
Reaktion, die Hydrierung einer Oxogruppe, ist beim Chole-
stanon (XXII) mit Hefe und Bakterien nicht zu erreichen

gewesen’?), OH OH
(?)H—(OH.),—O{H—OH, HO OH,
H,0 | | 0H, |
NN NN
wo [0 LIV
Y [ ‘[/ w 000H
NN ro” N Vo

XXII. Cholestauon, XXIIL. Cholsiure,

Ebensowenig ist bisher eine biochemische Umwandlung
ungeséttigter Sterine in gesattigte in vitro verwirklicht worden.
Zwar ist mit Sicherheit bekannt, daBl die Umwandlung von
Cholesterin (XXIV) in Koprosterin (XXVII), die ge-
wohnliche Form der Ausscheidung des Cholesterins im Kot des
Menschen und der Carnivoren, durch Darmbakterien bewirkt
wird; doch gelang diese Hydrierung mit Bakterienknlturen
aus Kot nicht®'). Nachdem der Weg dieser Umwandlung, der
vom Cholesterin iiber Cholestenon (XXVJ und Kopro-
stanon (XXVI) zum Koprosterin fiihrt, also vor der Hydrierung
eine Dehydrierung der Oxygruppe einbegreift, nun mit Hilfe
deuteriumbhaltiger Stoffe sicher nachgewiesen wurde®?), ist aber
zu erwarten, daB sich auch eine Durchfithrung der Reaktions-
folge mit Bakterien finden 1aBt. Die katalytische Hydrierung
von Cholesterin fithrt bekanntlich ausschlieflich zur Bildung
des Dihydrocholesterins (XXVIII), in dem, im Gegensatz
zum Koprosterin, die Ringe A und B trans-stindig ver-
kniipft sind.

INANANS ST
51}5 B, | | l
va V4 N NSNS
40 UH, H H

XXIV. Cholesterin.
H,C
VAN 7/
O/\/ N/

X XV. Obolestenon.

}

XXVUI. Dikydro-cholesterin.

H,0 HC
L\/ VN A\/
— 1
NSNS VAVANYS
0 HH HO HH

XXVIL. Koprostanon, X XVTI. Koprosierin,

Auch bei Gallensauren ist bisher die biochemische Ab-
sattigung einer Athylenbindung nicht beschrieben worden.
Hingegen ist durch zahlreiche Untersuchungen aus dem Phy-
siologisch-chemischen Institut in Okayama die Reduktion
von Carbonylgruppen in verschiedenen Keto-cholansauren
bekanntgeworden®), Sie interessieren im Zusammenhang
mit der Frage nach der hypothetischen Umwandlung von Ste-
rinen in Gallensauren und der Epimerisierung des C(,)-Hydroxyls,
die dabei stattfinden miilite (s. die Formel der Cholsiure,
XXIII). Fiir praparative Zwecke kommen diese Reduktionen,
die in der Mehrzall mit Kréten als Versuchstier, zum Teil
aber auch mit Kaninchen, mit Hefe, B. coli und B. proteus
durchgefithrt wurden, kaum in Frage.

&y I, Mamoli u. A. Vercellone, Ber. dtsch. cher. Ges. 70, 470 [1937).

1) R. Schoenheimer, H. v. Behring, R. Hummel u. L. Schindel, Hoppe-Seyler’s Z. physiol,
Chem. 192, 73 [1930].

83) M. Anchel u. R. Scloenheimer, J. biol. Chemistry 125, 23 [193R8]; vgl. auch Enders,
,;Isotope in der biochemischen Forschung', diese Ztschr. b3, 28 [1040].

) Literatur bei F, Q. Fischer, |.c.%), B.56; M. Tukamoto, Moppe-Seyler’s Z. physiol.
Ohem, 260, 210 [1939].
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2. Stercide Hormone.

Die praparativen Moglichkeiten der biochemischen Hy-
drierung und Dehydrierung haben in dieser Stoffgruppe eine
besonders eingehende und erfolgreiche Bearbeitung erfahren.
Es haben sich sowohl Reduktionen von Carbonylgruppen
ketonischer Keimdriisenhormone als auch Dehydrierungen von
Hyvdroxylen in Oxy-Steroiden durchfithren lassen.

a) Reduktionen von Ketosteroiden.

Das Verfahren der zymochemischen Reduktion mit Hefe
laBt sich ohne wesentliche technische Abinderung auch auf
ketonische Keimdriisenharmone ausdehnen.

Schon beim ersten daraufhin gepriiften Stoff, beim As-
Dehydroandrosteron (XXXIII) erhielten Mamoli u. Ver-
ce]/one“) den Alkohol (A*-Androstendiol [XXXIV]) in
209%iger Ausbeute. Die gleiche Behandlung®) des ungesittigten
DiLetons A*-Androstendion (XXXV) fithrte lediglich zur
Reduktion des C(y;-Carbonyls unter Bildung von A*-Testo-
steron (XXXVI), dem Testikelhormon von Lagueur. Die
Unfahigkeit des Cg)-Carbonvls zur Anlagerung von Wasser-
stoff ist nichit etwa anf seine Lage iin Molekiil zuriickzufiihiren,
sondern auf seine Konjugation zur Doppelbindung. Denn das ge-
sattigte Diketon Androstandion (XXXI) liefert, unter gleichen
Bedingungen der Garung unterworfen®®), zu 75 %, Iso-andro-
standiol (XXXII). A%-Androstendion (XL) gibt bei der
zvinocheniischen Reduktion in der Hauptmenge Iso-andro-
standiol (XLI), daneben in kleiner Menge Testosteron
(XXXVD#). Die zum C-Carbonyl B-y-standige Athylen-
bindung verhindert also seine Reduktion nicht; iiberraschend
ist es, dald sic selbst abgesattigt wird. Die Bx]dung des Testo-
sterons ist so zu verstehen, dafl die Doppelbindung sich vor
der Enzymwirkung zumm Teil naclh 4,5 verschiebt und dann
auch das Carbonyl sperrt. Auch beiin Al-Androstendion
(XLIT) zeigt sich die hemmende Wirkung der carbonylkonju-
gierten Athylenbindung, so daB nur Al-Androsten-ol- (17)-
on-(3) (XLIII) entstelit¢s).

[¢) o
1,0 H,0 |l
N\NIAN VANZAN
ze| oln | A | [
NN SN
AA| R ‘ B. putrificus
SN\ NN
HO H o T
XXIX. Anilrosteron, XXX. I'so-umdrosteron. N
4
wFaulnis- (8] OH
bakterient  HO | ' H.O |
VANVAN __B. putrilicus o /\l/\
- I{i(! P /T[ KW
‘ AN Hee \‘/\/ --
' ‘ [ B. putrificus ‘
O//\/H\/ /\/\ / !
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[¢] OH
HO U HO | ‘
N \ /N
au( _ Befe | o l/\- | i
,,FEuJL!J.s- /\]/\/ R. putrificus /\’/\/ ., Faulnis-
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0/\/\\/ H‘/\/ N/
Q
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Aus 1e 1 /\’O “\ o Coryne-Bakt. ans Hefe und O, /H\"(r/l\
H,0 ] ol ||
/\‘ N Hefe |/\/ e
i [l A
0/\// N 0/ \Z'\/
XXXV, 44 Androstendion. XXXVI, A+-Testosteron.
B. putriticus B. putrificus |
0 l on OHR
HLC 1Le Hyt |
N\ VAN /\‘/\
mol || H,O | \ 1|
o\ A NN AN
| | B. putxi.flcnzq_) | B. putrificus
ANSNS AYAN AN
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XIXVIT Aetiocholandion. X XXVIIL Aetiocholanolon. XXXIX. epi-Aetiocholandiol.

*y Hoppe-Seyler's 4, phrsiol. Ohewm. 245, 93 [1937].

%) Mamoli u. Vercellone, Ber. dtsch. chem. (les. 70, 470 [1037].

8ty Vercellone u. Mamoll Hoppe-Beyler’s Z. physiol. Ohem. 248, 277 [1u57]
57y Mamoli u. Vervellune, Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 2079 [1957]

%) 4. B dt u, 4. D berg, ebenda 71, 1681 [1938].
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LEs macht sich also bei steroiden Ketonen die gleiche Er-
scheinung geltend, die auch bei einfacheren, o,p-ungesittigten
Ketonen mit der Doppelbindung an einem tertidren Kollen-
stoff (Pulegon, Carvon) beobachtet wird: Eine durch Hefe-

einwirkung nur langsam abzusattigende Athylenbindung
hemmt, zum Carbonyl konjugiert, anch dessen Reduktion.
0 on
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LG I 4| Hufe HyC . |
/\I/\/ ——— \/\ \‘/
PAYA 4 ANAYS
¢ HO H
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oo || HyC |
( YAV AN
H( Hofe el Lo
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I.. Acetoxy-pregnenolon. LL. Desoxy-corticosteran.

Auch in der Gruppe der Ostrogenen Hormone lafit sich
die zymochemiische Reduktion des Cgp-Carbonyls durch-
fithren: Aus Ostron (XLIV) entsteht «-Ostradiol (XLV),
der physiologisch im Allen-Doisy-Test wirksamste Stoff der
Ostrongruppe Nach Mamoli®®) ist es erforderlich, Ester des
Ostrons mit niederen Fettsauren der Hefeeinwirkung zu unter-
werfen, da das freie Phenol unter den von diesem Autor an-
gewandten Bedingungen nicht hefriedigend hydriert wurde.
Doch 1aBt sich, wie Wetlstein) zeigen konnte, auch Ostron
selbst in kurzen Zeiten mit 709 Ausbeute in «-Ostradiol
iiberfilhren. Die Bildung des 17-epimeren B-Ostradiols
scheint, wenn iiberhaupt, mur in kleinen Mengen einzutreten.

Reduktion von Ostron zu «-Ostradiol durch Hefe™).
.,Man liel} ein Gemisch von 200 g reiner Glucose, 100 g frischer PreB-
hefe und 1,21 Leitungswasser in verschlossenem Gefil mit Gas-
ableitungsrohr unter heftigem Riihren bei 37% kurz angiren, nach-
dem die ganze Apparatur und die Reagentien (aufler Hefe) sorg-
faltig bei 105° sterilisiert worden waren. Jetzt wurde eine Losuug
von 1 g reinemr Ostron in 50 em? frisch destilliertem Dioxan ein-
getropft und das Ganze weiter 24 h bei 37° geriihrt. Dann gab man
erneut 100 g Hefe, 200 g Glucose sowie 300 g Wasser zu und wieder-
holte die Zugabe nach je 24stiindiger Gdrung viermal. Schlieflich
wurde 1och 42 h geriihrt,”

%\ BRer. dtsch, chem. Ges. 71. 9606 [1938),
") Helv, chim. Acta 22, 250 [1939].
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Nach dem erschopfenden Ausdthern des Reaktionsgemisches,
Entsiuern, Waschen und Emdampfen des Atherauszuges wurde
der Riickstand nach Qérard in Keton- und Nichtketonanteile ge-
trennt. Es wurden so etwa 300 mg Ostron zuriickerhalten und .
ctwa 500 mg reines «-Ostradiol gewonnen,

AuBer durch Hefe ist die Carbonylreduktion von Keto-
steroiden auch durch Einwirkung von Fiulnisbakterien herbei-
zufithren.

Bei 20tigiger Einwirkung nicht steriler Ausziige aus
Hengsthoden™) entsteht aus Testosteron (XXXVI) nach
Absattigung der Athylenbindung (s. im iibernichsten Ab-
schnitt) zu Atiocholanolon (XXXVIII) schlieBlich epi-
Atiocholandiol- (3,17) (XXXIX). Bei einem weiteren Ver-
such mit absichtlich verfaulten Extrakten aus Stierhoden wurde
aus dem Testikelhormon neben epi-Atiocholandiol auch iso-
Androstandiol-(3,17) (XXXII) erhalten?). Die Reduktion
voui Androstandion (XXXI) mit nicht naher definierten
Fiulnishakterien erzeugt auller kleinen Mengen Diolen ein
Gemisch der heiden am C) isomeren Ketoalkohole iso-Andro-
steron (XXX) und Androsteron (XXIX), verliuft also
nach beiden sterisch moglichen Riclitungen ™).

Eine ausgesprochene stereochemische Spezifitit der Re-
duktion in bezug auf die Konfiguration der Substrate ist in-
dessen festzustellen™) bei Anwendung eines reinen Bakterien-
staunmes (der Art B. putrificus). Ineinesterile Hefesuspension als
Bakteriennihrboden gebracht, lagert Androstendion (XXXV)
nach Infektion mit diesem Stamm nicht nur Wasserstoff
an der Athylenbindung an, sondern auch an den Carbonylen
unter Bildung von Atiocholanol-(17)-on-(3) (XXXVIII)
und epi-Atiocholandiol-(3,17) (XXXIX). Unter gleichen
Bedingungen liefert Androstandion (XXXI) iso-Andro-
steron (XXX) und iso-Androstandiol (XXXII); aus
Testosteron (XXXVI) entsteht Atiocholanol-(17)-on-(3)
(XXXVII) und epi-Atiocholandiol-(3,17) (XXXIX),
aus Dehydro-androsteron (XXXIII) in guter Ausbeute
Androstendiol (XXXIV).

Nachdem also im Androstendion unter cis-Verkniipfung
der Ringe A und B zunichst Atiocliolandion entstanden ist,
wird iu diesem Diketon zunichst das C¢5-Carbonyl reduziert,
und zwar nur so, dafl die neugebildete Hydroxylgruppe trans-
standig zur Methylgruppe an C(H) gelagert ist; dann folgt
die Reduktion des L(‘) -Carbonyls in der Weise, daf3 das ent-
stehende Hydroxyl in trans-Stellung zur angularen CH,-
Gruppe am Cgq zu stehen kommt.

Beim Androstandion, in dem eine trans-Verkniipfung der
Ringe A und B vorliegt, verlauft die bakterielle Reduktion
anders: Hier wird zunichst die Cg)-, dann die C¢,;)-Oxogruppe
reduziert. Und zwar fithrt die zunichst eintretende Reduktion,
wie aus der Bildung des iso-Androsterons erkenntlich, zur cis-
Lagerung des C()-Hydroxyls, auf die C¢-Methylgruppe be-
zogen. Die folgende Reduktion des C(;-Carbonyls geht im
gleichen sterischen Sinne wie beim Atiocholandiol vor sich.

Androstendion zu Atiocholanol- (17)-on-(3) und
epi- Atiocholandiol-(3,17) ™. ,,Eine Suspension von 10 g Bicker-
hefc in 60 em® Leitungswasser wurde mit 10 cm?® m/;-sek.
Natriumphosphat und 10 em? mf,-prim. Xaliumphosphat ge-
puffert (pm 6,8), mit 150 mg fein pulverisiertem Androstendion ver-
setzt und 1 h im Dampftopf sterilisiert. Nach dem Erkalten wurde
tuit einigen Tropfen unseres reinen, frisch geziichteten B. putrificus-
stamines infiziert, und bei 36—37° 6 Tage unter Stickstoff ge-
schiittelt. Danach wurde der Versuch unterbrochen (pm 6,6) und
das Reaktionsgut erschépfend mit Ather extrahiert.”

Nach dem Waschen, Trocknen und Eindampfen der dtherischen
Losuug wurden in den erhaltenen Riickstand mit Hilfe des Keton-
reagens T nach Girard die Keton- und Alkoholbestandteile abge-
trennt und so 20 mg epi-Atiocholandiol und 60 mg Atiocholanol-
{17)-on-(3) gewonmnemn.

Progesteron zu Pregnandion. In einem gleichartig durch-
gefilhrten Versuch wurden aus 150 mg fein pulverisiertem Pro-
gesteron 130 mg Pregnandion erhalten.

b) Dehydrierungen von Oxysteroiden.

Nachdem Vercellone u. Mamoli’™) die Dehydrierung von
Androstendiol (XXXIV) zu Androstendion (XXXV)
beim zweitdgigen Schiitteln unter Sauerstoff mit ,,verarmter”
Hefe beobachtet hatten und zuniclist die Reaktion auf die

™) A. Ercoli, Ber. dtsch. chemn. Ges. 71, 650 [1938].

7y L. Mamoli u. G, Schramnm, ebenda 71, 2698 [1938).

=) L. Mamoli, R. Kochu. H. Teschen, Hoppe-Seyler’s Z. puysiol. Chem. 261, 287 [1939].
™) Ber. Jtsch. chem. Ges. 71, 152 [19381. *) Ebends 71, 1686 [1938].
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Fermente der Hefe glaubten zuriickfithren zu konnen, zeigten
daf fiir diese Wirkung aerobe Bak-
« terien verantwortlich zu machen sind, die ans Mailinder Hefe

. gewonnen und in Hefewasser geziichtet werden konnten.

g Dehydro-androsteron (XXXIII) 1afit sich damit in
vorziiglicher Ausbeute in Androstendion (XXXV) ver-
wandeln?®), Diese Dehydrierung geht so glatt, dal eineIsolierung
des Diketons gar nicht erforderlich ist, wenn seine Teilreduktion
zu Testosteron (XXXVI) mit garender Hefe beabsichtigt
ist. Die Reaktionsfolge liefert eine Ausbeute von 809,77).

Mit den gleichen Bakterien aus Hefe findet auch die De-
hydrierung des C()-Hydroxyls von Preguenolon (XLVI)
statt, unter Bildung von 409, des Corpus-lutenum-Hormons
Progesteron (XLVII). Cholesterin hingegen bleibt vollig
unverindert”). Methyl-androstendiol (XLVIII) laBt sich
mit 759, Ertrag in Methyl-testosteron (IL) iiberfithren?®).

Nach Mawmoli, Koch u. Teschen®%), denen es gelang, ein
einheitliches Bakterium zu ziichten, stimmen die Eigenschaften
dieses, sekundidre Steroidalkohole dehydrierenden Bakterien-
stamimes mit den fiir das Corynebakterium helvolum (Lelmann
u. Neumann) in der Literatur angegebenen iiberein; sie nannten
es nach seinem Stammort Coryne-Bakterium Mediolanum.

Mit diesen Bakterien liBt sich auch ein Stoff aus der
Cortingruppe, das 21-Acetoxy-AS-pregnenol-(3)-on-{20)
(L) mit 349, Ausbeute unter gleichzeitiger Verseifung der
Acetoxygruppe in Desoxy-corticosteron (LI), den bisher
physiologisch wirksamsten Stoff dieser Gruppe, iiberfiithren®!),

Die primare, wiahrend der Behandlung frei werdende Oxy-
gruppe an Cg,) wird nicht angegriffen.

Acetoxy-pregnenolonzuDesoxy-corticosteron. ,,60cm? -
steriles Hefewasser wurden durch Zugabe von 10 cm® mfg-sek.
Natriumphosphat und 10 em?® m/,-prim. Kaliumphosphat gepuffert,
mit 200 mg fein pulverisiertem 21-Acetoxy-pregnenol-(3)-on-(20)
versetzt und 1h im Dampftopf sterilisiert. Nach dem Erkalten
wurde mit einigen Tropfen des frisch in Hefewasser geziichteten
Coryne-Bakteriums Mediolanum infiziert. Das Reaktionsgemisch
wurde dann bei 36—37° unter Sauerstoff 6 Tage geschiittelt. Danach
wurde der Versuch unterbrochen und die Suspension filtriert, der
Filterriickstand mit Aceton aufgenommen, durch Filtrieren vom
Bakterinum befreit und das Aceton abgedampft. Der verbliebene
Riickstand wurde vorsichtig aus verd. Aceton umkristallisiert. Es
fielen zunéchst 54 mg Ausgangsmaterial an; die Mutterlauge wurde
getrocknet, der Riickstand in wenig Aceton geldst und mit Ather
versetzt: 48 mg Desoxy-corticosteron vom Schmp. 139—140°
(unkorr.) (Mischprobe). Aus den restlichen Mutterlaugen wurden
durch Destillation im Hochvakuum weitere 12 myg Desoxy-cortico-
steron gewonnen.‘

Es soll hier, wie auch in den anderen Abschnitten, nicht
im einzelnen diskutiert werden, in welchen Fillen die bak-
terielle Dehydrierung steroider Alkohole wesentliche Vorteile
gegeniiber den ,,rein chemischen'* Verfahren bietet, von denen
die Chemie der Steroide bekanntlich einige kennt. Es sei nur
darauf hingewiesen, dal} sich auch bei dieser Stoffgruppe dic
Umkelirung der Meerweinschen Reaktion, d. h. der Austausch
der Oxydationsstufen durch die Einwirkung von Ketonen in
Gegenwart von Aluminiumalkoholaten oder -phenolaten Dbe-
walirt hat®?). Eine sehr interessante Ausweitung hat diese Um-
setzung durch A. Wetistein®®) in jiingster Zeit erfahren, der
durch Verwendung von Benzochinon als Wasserstoffacceptor
von A®-3-Oxy-steroiden zu A%48-3-Keto-Verbindungen gelangt.
Hierbei wird also. gleichzeitig eine zweite Doppelbindung ein-
gefiihrt.

¢) Hydrierungen ungesdttigter Steroide.

Die Absattigung der Athylenbindungen in Steroiden
durch Bakterien ist bei der Priifung der Wirkung tierischer
Fermente gefunden worden. Ercoli u. Mamoli®) lieBen A*-
Androstendion (XXXV) 20 Tage mit einem Auszug aus
Hengsthoden stehen und wiesen seine Umwandlung in Atio-
cholan-dion(3, 17) (XXXVII) nach. Mit dem gleichen Aus-
zug aus Hoden fithrte Evcoli®®) Testosteron (XXXVI) durch
10tagige Finwirkung inA tiocholan-ol-(17)-on- (3) (XXXVIII)
und weiter durch 20tagige Finwirkung in das auch aus Ménner-
harn isolierte epi-Atiocholan-diol- (3, 17) (XXXIX) iiber.
¥4y L. Mamoli u. A. Vercellone, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1686 [1988],

) Mamoli. chenda 71, 2278 [1938]. ) Mamali, elenda 71. 2701 [1938].

®) Mamoli, (iazz. chim, ital. 69, 237 [1939]. 80) Naturwiss, 87, 519 [1939].

81 Mamoli. Ber. dtsch. chem. Ges. 72, 1863 [1939].

) R. Oppenaner, Recueil Trav, chim, Pays-Bas 58, 137 [1987): «. a. 1. H. Inheffcn,
W. Logemann, W, Hohlweg u. A. Serini, Ber. dtsch. chiem. Ges. 71, 1032 [1938].

83) Helv. chim. Acta 23, 388 [1940).
83 Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 156 [1039]. 4%y Ebenda 71, 650 [1938].
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Doch hat die Annahme dieses Autors, dafl die Wasser-
stoffanlagerungen auf eine ,, Testishydrase'* zuriickzufiithren
seien, sich nicht bestatigen lassen. Sckramm u. Mamoli konnten
zeigen, dafl diese Hydrierungen ungesittigter mannlicher Wirk-
stoffe durch Bakterienwirkung eintretens). Steril gehaltene
oder durch Hitze keimfrei gemachte Hodenextrakte hydrieren
nicht. Wohl aber 146t sich nach Impfung von Kochsiften mit
Faulnisbakterien die Wasserstoffanlagerung an Androstendion
bzw. Testosteron zu epi-Atiocholandiol durchfithren®?’). In
einer weiteren Untersuchung®®) wurde neben dem vorher allein
aufgefundenen epi-Atiocholandiol in etwa gleicher Menge auch
Iso-androstandiol-(3, 17) (XXXII) nachgewiesen. In die-
sem Falle hatte also die Hydrierung der Doppelbindung sowohl
zur cis-Reihe (Atiocholanreihe) als auch zur trans-, d.h. zur
Androstanreihe gefiihrt.

Diese in sterischer Beziehung verschiedene Wirkung ist
auf die wechselnde, vom Zufall der Infektion abhingige Zu-
sammensetzung des Bakteriengemisches zuriickzufithren.

Hydrierungen mit einem reinen, aus faulenden Stierhoden-
extrakten isolierten Bakterienstamm, der sehr wahrscheinlich
mit dem Bacillus putrificus (Bienstock) identisch ist, zeigen
jedenfalls eine bemerkenswerte stereochiemische Spezifitdts?).

Gepulvertes Androstendion (XXXV), in sterilem,
neutral gepuffertemn Hefewasser nach der Infektion mit B.
putrificus bei 37° 6 Tage lang unter Stickstoff geschiittelt, er-
gibt nur Atiocholandion (XXXVII) mit 70—809% Aus-
beute. In gleicher Weise wird Testosteron (XXXVI) in
Atiocholanol-(17)-on-(3) (XXXVIII] fibergefithrt (70 bis
80%,) und das Schwangerschaftshormon Progesteron (XLVII)
in Pregnandion mit 90% Ausbeute.

In Hefewasser stoppt also die bakterielle Wasserstoff-
anlagerung nach Absattigung der Doppelbindung; bei dieser
Hydrierung erfolgt die Verkniipfung der Ringe A und B aus-
schlieBlich in cis-Stellung (Cholansiurereihe). Da durch kata-
lytische Hydrierung die Uberfithrung in diese Reihe nicht be-
friedigend verlauft, besitzt in den erwihnten Fallen die bio-
chemische Methode grofle Vorteile.

Verwendet man statt Hefewasser als Nahrboden fiir die
Bakterien eine sterile Mefesuspension, so greift bei Andro-
stendion und Testosteron die Hydrierung iiber die Athylen-
bindung hinaus auch aunf die Ketogruppe, wie schon im vor-
letzten Abschnitt ausgefiihrt wurde.

Androstendion zu Atiocholandion®®). ,60 cm3 steriles
Hefewasser wurden 'durch Zugabe von 10 cm?® m/;-sek, Natrium-
phosphat und 10 cm3 m/;-prim. XKaliumphosphat gepuffert
(pE 6,8), mit 150 mg fein pulverisiertem Androstendion versetzt
und 1 h im Dampftopf sterilisiert. Nach dem Erkalten wurde mit
einigen Tropfen des von uns isolierten, frisch in Hefebrei geziichteten
reinen Stammes von B. putrificus infiziert. Das Reaktionsgemisch
wurde dann bei 36—37% unter Stickstoff 6 Tage lang geschiittelt.
Danach wurde der Versuch unterbrochen und die Suspension fil-
triert (pa 6,6). Der auf dem Filter verbliebene Riickstand wurde
mit Aceton ausgekocht und durch Filtrieren von den Bazillen be-
freit. Die Acetonldsung wurde zur Trockne gebracht und der Riick-
stand aus verdiinntem Methanol und verdiinntem Aceton umkri-
stallisiert: 115 mg Atiocholandion vom Schmp. 130—131°
(unkorr,) (Mischprobe).*

F. Oxydation von Methylgruppen.

Die Beobachtung der bevorzugten Oxydation abgezweigter
oder endstandiger Methylgruppen im Tierkorper ist, zum Teil
seit einigen Jahrzehnten, schon an recht verschiedenen Stoffen
mit dieser Atomgruppierung gemacht worden®?). So wird z. B.
Antipyrin vom Hund zum Teil als Oxy-antipyrin-glucu-
ronsdure ausgeschieden®). Bei n-Alkylbenzolen setzt die
Oxydation zunachst sehr wahrscheinlich endstandig an der
Seitenkette an®?). Aus Campher (LII) entsteht im Tierkorper
ein Gemisch von Oxyderivaten, das sogenanute Campherol,
das grofitenteils als gepaarte Glucuronsidure im Hamm aus-
geschieden wird. Auller den darin enthaltenen 3-, 5-, cis-w-
und trans-x- Oxycamphern (LIIa) sind als Oxydations-
produkte trans-m-Oxo-campher (LIIb) (der Triger der
analeptischen Campherwirkung) und die dazugehorige Sanre

%) Ber. dtsch. chem. (ies. 71, 1322 1038}

*y L. Mamoli, u. @. Schramm, ebends 71, 2083 [1938].

%) Dieselben, ebenda 71, 2698 [1938].

) . Mamoli, R. Kochu. H. Teschen Hoppe Seyler’s Z. physiol. Chem. 261, 287 [1939].

%) Literatur bei K. Fromherz, l. n,

1) Lawrow, Ber. dtsch. chem, Ges. 38 2344 [1900]; Hoppe-Seyler's Z. physiol. Ohem, 32,
111 [1901]

82y H. Thierfelder u. E. Elenk, ebenda 141, 13, 29 [1924].
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trans-n-Apo-campher-7-carbonsdure (LIIc) nach-
zuweisen®).
) | | ]
OH, -G OH, HO—(H,—C—CH, OHC—C—1'H, HOO00—0—0H,
~. ‘ ’,‘3-0 | ] l

AR : P L1Ie,
L | Lila. LI1Ib. Lilc

CH,

Bei einigen Fettsduren mit ungerader Anzahl von C-
Atomen wird die neben dem Abbau vom Carboxylende her
eintretende w-Oxydation der Methylgruppe aus der Ausschei-
dung von Dicarbonsduren mit gleicher Anzahl von C-Atomen
ersichtlich®).

CH,-C=CH-CH, -CH, -C= CH-CH,
: l

CH,
LTIT. Dibydro-myrcen.’

CH,- C = CH-CH,-CH,-C = CH-CH,0H
l

CH,

CH, CH,

LIITa. Gerauiol.
CH,-C=CH-CH,-CH,.C=CH.CHO
| l

CH, CH,

LIITb. Qitral.
CH,-C=CH-CH,-CH,-C= CH-COOH
| l
CH, CH,
Lillc. Geraniumsfure.
HOOGC-C=CH-CH,-CH,-C=CH-COOH

CH, CH,

LI11d, Hildebranit-Siure,
HOQC-C=CH -CH,-CH,-CH-CH,-COOH

cH, CH,
LIIle. Dilydro-Hildebrandt-Siure,
Geraniol (IIIIa), Citral (LIIIb) und Geranium-

sdure (LIIIc) werden ebenfalls zum Teil als Dicarbonsiure
mit unverminderter C-Anzahl ausgeschieden®). Bei der
niheren Untersuchung der letztgenannten Umwandlung unter
Einbeziehung weiterer Stoffe mit Methylverzweigungen zeigte
sich deuntlich, da@ die bevorzugte Oxydation an Methylgruppen
eine allgemeinere Reaktion ist®), Z. B. lieferte auch Dihydro-
myrcen (LIII) die gleiche Dicarbonsiunre C,H,0, wie
die schon genannten aliphiatischen Terpene. Dieser Dicarbon-
sdure, die aus Geraniol, Citral und Geraniumsanre mit etwa

10% Ausbeute entsteht, kommt die Konstitution (LIITd) zu.
AuBlerdem bildet sich unter Hydrierung der «, - Athylenbmdung
in etwa gleicher, beim Geraniol sogar groBlerer Menge eine
Dihydrosdure (LIIle). .

In geeigneten Fallen, d. h. bei Stoffen, deren voélliger oxy-
dativer Abbau erschwert ist, z. B. durch eine zur Oxy- oder
Oxogruppe B-standige Verzweigung, kann diese biologische
Oxydation von Methylgruppen eine wertvolle praparative
Mboglichkeit bieten.

Als Versuchstiere konnen Xaninchen dienen. Fliissige
Stoffe werden den Kamninchen unverdiinnt mit der Schlund-
sonde gegeben, und zwar z. B. 2 mal 5 g je Tag und Tier. Feste
Stoffe kénnen in Olivendl geldst und dann mit Wasser emulgiert
oder einfach sehr fein zerrieben in Wasser aufgeschlimmt werden.
Siduren werden vor der Verabreichung durch genaue Neutralisation
mit der berechneten Menge Natronlauge in jhre Salze iibergefiibrt.
In einigen Fillen konnen sie auch in Form von Methylestern ver-
abreicht werden. Fliissige Substanzen kénnen auch injiziert werden,
z. B. in Mengen von 3-—6 cm? abwechselnd in die rechte und die
linke Oberschenkelmuskulatur.

Der Harn wird wihrend der Fiitterung und auch zwei weitere
Tage, dariiber hinaus téglich aus den Gefdflen der Stoffwechselkifige
entnommen, durch Zugabe von etwas Chloroform vor Fiulnis be-
wahrt und, weun mit dem Vorhandensein luftempfindlicher Stoffe
zu rechnen ist, zweckmadbBig bis zur Aufbereitung in braunen Flaschen
unter Stickstoff im Eisschrank aufbewahrt. Die Gewinnung der
darin enthaltenen Stoffe kann durch erschépfende Extraktion
mit Ather nach Spaltung der gepaarten Verbindungen, bei Siuren
auch durch Féllung der Bleisalze durchgefiihrt werden.

81) V. dsahina u. M. Ishidate, Ber. dtsch. chem. Ges. 81, 533 [1928]; €8, 847 [1¢35].

%)) P, E, Verkade u. Mitarb,, Hoppe-Seyler’s Z. physiol, Chem. 215, 225 [1933].

%) H. Hildebrandt, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmsakol. 45, 110 [1901].
%) R. Kubn, F. Edhler u. L. Edhler, Hoppe-Beyler’s Z. physiol. Chem. 249, 171 {1936].
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Die Gewinnung der saurcn Produkte aus Geraniol ist z. B.
folgendermaflen durchgefiihrt worden®?): Der Harn wird zunichst
mit gesittigtem Barytwasser versetzt, solange noch ein Niederschlag
ausfillt, bis zum beginnenden Sieden erhitzt, abgesaugt und die
Fdllung mit heiem Wasser gewaschen. Nach dem Versetzen des
Filtrats mit Bleiessig (bis nichts mehr ausfillt) wird die Bleifallung
kalt filtriert, mit kaltem Wasser gewaschen und in der Kilte mit
Schwefelwasserstoff zerlegt. Die Bleisulfidniederschlige werden
3—4mal mit Wasser ausgekocht und die erhaltenen Ldsungen zu-
sammen mit dem ersten Filtrat eingeengt. Dabei scheidet sich die
Hildebrandt-Sdure zum allergrofiten Teil in schneeblumenartigen
Nidelchen ab; nur eine kleine Menge findet sich in dem ausfallenden,
dunkelbraun geférbten Ol, aus welchem die Dihydro-Hildebrandt-
Sdure durch Aufnahme in Ather, Verdampfen des Losungsmittels,
Entfirben ihrer wiBrigen Lésung mit Tierkohle isoliert wird (Gesamt-
ausbeute an beiden Sduren 279, d. Th.).

Zur vollstindigen Gewinnung der im Harn enthaltenen dther-
léslichen Stoffe®®) und Unterscheidung von gepaarten und mnicht
gepaarten Anteilen wird der schwach alkalisch reagierende Harn
zunichst unverindert mit Ather ausgezogen, dann nach dem An-
sduern mit Schwefelsdure bis zur kongosauren Reaktion 20 min zum
Sieden erhitzt und nochmals erschépfend mit Ather extrahiert.
Die Siuren werden mit verdiinnter Natronlauge den beiden Ather-
extrakten entzogen, die Neutralteile nach dem Waschen, Trocknen

Ubergang von Sterinen in aromatische Verbindungen

und Verdampfien gewonnen. Die weitere Reinigung geschieht durch
Destillation im Hochvakuum.

Schlug.

In dem vor hundert Jahren in Liebigs Amnnalen ge-
gedruckten Aufsatz iiber ,,Das entriatselte Geheimmnis der
geistigen Gahrung‘‘®®) beschreibt S. C. H. Windler (F. Wohler),
wie Bierhefe sich zu kleinen Tieren entwickelt, in Gestalt einer
Beindorfschen Destillierblase (ohne den Kiihlapparat), die durch
ihren mit Borsten besetzten Saugriissel Zucker fressen und
aus dem Darmkanal Weingeist, aus den Harnorganen Kohlen-
saure entleeren. Die Satire galt den mikroskopischen Be-
obachtungen von Th. Schwann und Cagniard de Latour.

Die ,,mechanistische”” Auffassung Liebigs ist unterdessen
schon langst mit der , vitalistischen” Theorie zusammen-
geschmolzen, und heute zweifelt der Chemiker nicht daran,
dafl Mikroorganismen, wie in diesem ,,SpaB iiber die Gah-
rung’*19%), als chemische Fabriken, d. h. zur Durchfiihrung spe-
zifischer Umsetzungen angewendet werden koénnen, und er
erwartet durch weitere Untersuchung ihres Stoffwechsels und
ihrer Fermentsysteme die Auffindung neuer Moglichkeiten.

Einarcg. 11. Juni 1940. TA A9

) R. Kuhn, F. Kohler u. L. Kbhler, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Ohem. 248, 171 [1936).
%) F. G. Fischer n. H. J. Bielig, ehenda im Druck; H. J. Bielig, Diss., W lirzburg 1039.

) Ljebigs Ann. Chem, 29, 100 [1839).
00y J. Lichins Brief an F. Wahler vom 18. Nov. 1838.

Ubergang von Sterinen in aromatische Verbindungen®*)

Von Dv. H. H. INHOFFEN

Aus dem Hauptlaboratorium der Scheving A. G., Berlin

ie Sterine sind bekanntlich alicyclische Verbindungen

mit dem charakteristischen Vierringsystem des Cyclo-
pentano-polyhydro-phenanthirens. Sie enthalten am
Kohlenstoffatom 17 eine paraffinartige Seitenkette, im Ring-
system’ am Kohlenstoffatom 3 eine sekundire Alkoholgruppe
und komnnen ein- oder mehrfach ungesattigt sein; das be-
kannteste Sterin des Tierreiches ist das Cholesterin.

Abb. 1. - CgH,, ¢
CH, / . CH, /
5 N (W/<
cEl || CH, |
N NN
s
VAV Y4 VAV Y4

HO - Cholesterin HO Dehydro-androsteron

Zur Gruppe der Steroide zihlt man heute allgemein
alle Verbindungen, die ein solches Vierringsystem besitzen, die
jedoch am Kohlenstoffatom 17 auller durch einen aliphatischen
Rest auch andersartig substituiert sein kénnen, wie z. B. beim
Dehydro-androsteron lediglich durch ein Sauerstoffatom.

Fiir die Kennzeichnung einer Verbindung als Steroid hat
man eine besondere Aromatisierungsreaktion mit Erfolg heran-
gezogen, namlich die Selendehydrierung von Dielst). Sterine
bzw. Steroide, wie z. B. Herzgiftgenine, Sapogenine, werden
hierbei zum vy-Methyl-cyclopenteno-phenanthren ab-

gebaut.
Abhb, 2 (‘iH'
o ,,/ K\/\ (w/<
I\/\l/ - /\(\/“ A (\/W/——
NN/ NSNS
y-Methyl- cyclopenteno—phenanthren
Diese Uberfihrung in die aromatische Verbindung

y-Methyl-cyclopenteno-phenanthren war bereits vielfach fiir
die rasche Konstitutionsaufklarung vieler Verbindungen und
Naturstoffe von auflerordentlicher Bedeutung?).

Ein charakteristisches Konstitutionsmerkmal der Sterine
und der iberwiegenden Zahl der Steroide sind die beiden
angulidren Methylgruppen an den Xohlenstoff-
atomen 10 und 13. Im Methyl-cyclopenteno-phenanthren ist
nur das quartiare Methyl von C,; durch Wanderung an das nicht
ringverkmiipfende Kohlenstoffatom 17 erhalten geblieben; das

*) Vorgetragen am 12. Juli 1940 in Jena in der Sitzung des Bezirksvereins Thtiringen
des VDOb und am 18. Juli 1940 in der Miinchener Chemischen Gesellschaft.

1) Diels, Gddke u. Kérding, Liebigs Ann. Ohem. 459, 1 [1927].

" Vgl hierza auch Dane, ,,Synthesen in der Reihe der Steroide“, diese Ztschr. 52, 655
(19391
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von (y, ist bei der Selenbehandlung abgespalten worden. Man
kann hieraus ersehen, dafl auch Stercide, die von vombherein
kein Methyl am Kohlenstoffatom 10 tragen, bei der Selen-
behandlung y-Methyl-cyclopenteno-phenanthren liefern kénnen.

Es gibt eine Gruppe von Steroiden, denen diese Methyl-
gruppe am Kohlenstoffatom 10 fehlt; das sind die Verbindungen
der Ostranreihe. Hierzu gehéren die Vertreter der Follikel-
hormongruppe, das Ostradiol und das Ostron, die im Ovarium
wichtige Funktionen auszuiiben haben, und ferner auch das
im Harn trichtiger Stuten vorkommende FEquilin und

Equilenin. Das in der Placenta vorkommende Ostriol
besitzt noch eine Hydroxylgruppe an Ci,.
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Das Fehlen dieser Methylgruppe steht in Zusammenhang
mit einem anderen besonderen Merkmal dieser Stoffe, sie
enthalten einen bzw. zwei Benzolringe, stellen also einen ersten
Ubergang des voll alicyclischen Ringsystems in ein partiell
aromatisches System dar. Denn eine Dehydrierung, z. B. der
Ringe A und/oder B zu einem Benzol- oder Naphthalin-System
kann erst erfolgen, wenn die angulire Methylgruppe von dem
ringverkniipfenden Kohlenstoffatom 10 entfernt ist.

Aus diesem Grunde fithrte auch die Dehydrierungsmethode
von Zelinsky?), nimlich Erhitzen mit Platin, bei Sterinen zu
keinem positiven Ergebnis. Nach dieser Methode werden nur
Hexamethylenderivate chne quartires Kohlenstoffatom zu
Benzolderivaten dehydriert, dagegen nicht Cyclopentan- und
Cyclohexanderivate mit quartarem Kohlenstoff, wie z. B. das
1,1-Dimethyl-cyclohexan.

In der Stabilisierung der hydroaromatischen
Natur der iiberwiegenden Zahl der Steroide kommt
die wesentlichste Bedeutung, der beiden quartiren Methyl-
gruppen zum Ausdruck: sie sollen die Aromnatisierung des
alicyclischen Ringystems verhindern.

) Ber. dtech. chem. Ges. 44. 3121 [1911]; 45, 3677 [1912]; 56, 787, 1716 [1928] vsw.
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