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Beini Abkiihlen bildete sich ein braunes 01, das bald erstarrte. Nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren ails thiophenfreiem Benzol oder aus Aceton + 
Wasser wurde das Osazon mit konstantem Schmelzpunkt 158O erhalten. 
ES ist leicht loslich in Essigester und Aceton, schwer dagegen in Wasser 
und Benzol. 

C , 9 H 2 4 0 , S 4  (372.41). Ber. C 61.27. H 6.50, N 15.05. OCH, 8.33. 
Gef. , ,  61 36, . ,  6 66. ,. 14 02,  ,, 8 27. 8 35.  

[a];: -0.31O x5/1 x0.04794 = -32.3 & 2.5O (absol. Alkohol, 2 Mia 

[a]:: 0.000 (Ende, nach 15 Stdn.). 
nach Auflosen). 

55. A. Q u i 1 i c o und L. P an i z z i: Chemische Untersuchungen iiber 
Aspergillus echinulatus, I. Mitteilung *) . 

'hus d. Institut f. .4llgcrn. Chemie d. Kgl. Universitat Florenz : 
(Eingegangen am 7. Dezcniber 1942.) 

Schon 1933 konnte der eine von uns aus in Zersetzung begriffenen vegeta- 
bilischen Riickstanden einen lebhaft gefarbte&chimmelpilz isolieren, der 
sich auf Agar-Melasse-Nahrboden gut entwickelte und schone citronengelbe 
Mycele bildete, die grol3e Mengen eines durch die iiblichen organischen 
I,osungsmittel schon in der Kalte leicht extrahierbaren Pigments enthielten. 

Das Pigment befindet sich in den Perithecien, die in frischen Kulturen 
schon bei schwacher Vergrofierung als honiggelbe Kugeln von charakteristi- 
schem Fettglanz erscheinen, wahrend die seltenen conidialen Bildungen, 
die man im allgenieinen an den Randern der Kulturen beobachtete, deutlich 
graugrun gefarbt sind. 

Auf Grund der mykologischen Analyse l) wurde der Pilz niit Aspergillus 
echinulatus (Delacroix,  T h o m  und Church)  identifiziert. Uber seine 
Natur liegen bisher noch keine Literatwangaben vor. 

Bei der Isolierung des Pigments im krystallisierten Zustand traten zu- 
nachst erhebliche Schwierigkeiten auf, u. a. auf Grund der angewendeten 
Technik der Ziichtung auf festen Nahrboden ; es konnte jedoch festgestellt 
werden, dal3 im trocknen Mycel nach der Extraktion des Pigments erhebliche 
Mengen einer weiBen Substanz von sterinartigem Aussehen enthalten waren, 
die aus siedendem Alkohol in winzigen weichen Nadeln vom Schmp. 242-243O 
(ohne Zers.) krystallisiert. 

Die Untersuchungen mufiten aus verschiedenen Griinden abgebrochen 
werden, wurden jedoch 1940 von uns wieder aufgenommen und fiihrten zur 
Isolierung zweier gut krystallisierter Pigmente : Das eine, in grol3erer Menge 
vorhandene, krystallisierte in schon goldgelben Tafelchen von der Zusammen- 
setzung C,,H,,O, und vom Schmp. 109-llOo, das andere in geringerer Menge 

*) Diese Abhandlung war fur das der Erinnerung an das 75-jahrige Bestehen der 
Deutschen Chemischen Gesellschaft gtwidmete Heft (B.  76, Heft 12  [1942]) bestimmt, 
konnte; aber aus technischen Griinden in dieses Heft nicht niehr aufgenommen werden. 

Die Redaktion 

I) 1933 ausgefiihrt von Prof. G ino  Po l l acc i  an der Kgl. Universitat Pavia. dem 
wir fur die uns zii wiederholten RIalen gewahrte freundliche Unterstiitzung herzlichst 
danken. 
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vorhandene von der Zusammensetzung C,,H,,O,, bildete prachtvoll orange- 
rote Nadeln vom Schmp. 152-153O. 

Wir muBten indessen bald feststellen, daW zwei Verbindungen niit den- 
selben Bruttoformeln, die nach ihren physikalischen Eigenschaften offenbar 
mit den unseren identisch waren, bereits von Ra i s t r i ck ,  Gould und Mi t -  
a rbe i te rn , )  aus verschiedenen Varietaten von Aspergi l lus  g l aucus  
L i n k  isoliert worden waren; sie treten in wechselnden Mengen neben zwei 
anderen Pigmenten von bekannter, vom Oxyanthrachinon abgeleiteter 
Struktur auf, dem sogenannten Physc ion  (Methylather des Emodins) und 
dem E r  y t h r ogl auc  i n. 

Die genannten Autoren glaubten, die beiden ersten Pigmente, die sie 
Flavoglaucin und Auroglaucin nannten, als charakteristisch fur die Gruppe 
des Aspergi l lus  g laucus  ansehen zu konnen; diese Ansicht kann offen- 
sichtlich nicht mehr aufrechterhalten werden, nachdem wir diese Pigmente 
in erheblichen Mengen im Aspergi l lus  ech inu la tus  entdeckt haben3). 

In vier zwischen 1934 und 1939 veroffentlichten Arbeiten bemiihten 
sich jene Autoren, die Struktur des Flavoglaucins und des Auroglaucins auf- 
zuklaren. Sie kamen jedoch nicht zu endgiiltigen Ergebnissen, aufier zu 
iiiteressanten SchluBfolgerungen iiber die analoge Konstitution der beiden 
Pigmente, lconach sie sich nur durch die Anzahl ihrer Doppelbindungen 
unterscheiden sollten, Zuni Nachweis einer Keton-Carbonyl-Gruppe und 
einer normalen Kette von wenigstens 8 C-Atomen im Flavoglaucin (Bildung 
von Caprylsaure bei der Oxydation) und zur Aufstellung wohldurchdachter 
Hypothesen iiber die Natur der beiden Stoffe. 

In  keiner der genannten Arbeiten findet sich jedoch ein Anzeichen dafiir, 
daB neben den beiden Pignienten der weiBe Stoff von sterinartigem Aussehen 
vorkommt, den wir in reichlicher Menge im Aspergi l lus  ech inu la tus  
nngetroffen haben. Angesichts dieser Untersuchungen erscheint es uns 
notwendig, unsere bisherigen Versuchsergebnisse iiber diese weiBe Substanz 
zu veroffentlichen, die wir wegen ihrer Herkunft E c  h i nu  1 i n 4, nennen wollen ; 
wir behalten uns jedoch vor, zur gegebenen Zeit auch unseren Beitrag zur 
>'rage der Konstitution des Flavoglaucins und des Auroglucins zu liefern. 

Das Echinulin, das aus den trocknen Mycelien des Aspergi l lus  echinu-  
1 a t  u s nach der Extraktion der Pigmente erhalten werden kann, stellt einen 
wichtigen Bestandteil derselben dar. Aus 100 g trocknem Mycel erhalt man 
in1 Xlittel 2 g Flavoglaucin, 1 g Auroglaucin (beide rein) und 4-5 g nur 
wenig verunreinigtes Roh-Echinulin. Es  bildet weiBe Nadelchen vom Schmp. 
242-243O und destilliert beim Erhitzen groBenteils unzersetzt, wobei sich ein 
schwacher, charakteristischer Geruch nach unvollkonimen verbrannteni 
Stearin verbreitet. Durch rasches Erhitzen im Vakuum von 1-2 mm kann 

2, 13. G .  (:auld 11. 1.1. R a i s l r i c k ,  Biocheiii. Joiirii. 28, 1640 [193J;; 13. R a i s t r i c k .  
K .  Robinson 11. A. R. T o d d ,  Journ. chem. SOC. Lotrdoir 1937, SO; J .  H.  C r u i c k s h a n k ,  
11. K a i s t r i c k  i t .  R. Robinsou ,  Journ. chem. SOC. Loxidon 1938, 2056; J .  N. Ashley ,  
13. R a i s t r i c k  11 .  R i c h a r d ,  Biochem. Journ. 33, 1291 [1939]. 

3, In ihrer letzten Arbeit (1939) haben dicsr Autoren bei der Uritersuchung des 
Rohpignients ails 141 g trockrierir >iycel eirres Starnmes vori Aspergillus echinulatus 
Physcion und Erythroglauciii gefunden, iiber die Anwesenheit vori Auroglaucin sprecheri 
sie sich xiegatir aus, wahrend sie die des Flavoglaucitis fiir zweifelhaft apsehen. 

') Aus der Literatur ist nicht zu entnehmen. da13 diescr Name schon ciner andereii 
Substariz ziierteilt morden sei. 

.. 



es leicht zii einer rein weiflen Masse voin Aussehen des Kohlensaureschnees 
wblimiert werden. Bei langereni Erwarinen etwas groflerer hIengen geht 
d i e  Verbindung z .  T1. in ein glasiges Polynieres iiber, das als Riickstand ver- 
hleibt. 

Die Substanz scheint kein oder nur ein sehr schwaches Drehungsverniiigen 
ZII hesitzen, eine 1.96-proz. LGsiing in Chloroform zeigte itn Polarimeter in1 
2-din-Rohr keine merkhare Drehung. 

Die Analysen sorgfaltig gereinigter Proben aus verschiedenen Prapara- 
tionen fiihrten zu der Formel C28H,90,K,, die durch die JIolekulargewichts- 
I)estininiung5) bestatigt nurde.  

Bchiuulin ist neutral und lost sich nicht in verdiinnten Laugen oder 
Siiuren. Es gibt in Chloroforni-LGsung niit konz. Schwefelsaure die u n -  

-xekehrte S a 1 kow s k i -  Reaktion, wie das Ergosterin; das Chloroform bleibt 
praktisch ungefarbt, aber die Schwefelsaure-Schicht farbt sich deutlich rot. 
a41koholische Salzsaure wandelt das Echinulin in der Warme in I'rodukte 
kolloidaler Natur uni, die sich schlecht zur Untersuchung eignen. Es giht 
keiiie additionelle Verbindung mit Pikrinsaure. 

Bei der trocknen Destillation niit Calciumoxyd entwickeln sich Dampfe, 
.die sich zu einer braunen E'liissigkeit kondensieren, und ein Gas mit starkeni 
amnioniakalischen Geruch (Isonitrilreaktion) . Die braune Fliissigkeit da- 
Kegen riecht nach Pyridin- und Chinolinbasen und ist teilweise mit Wasser- 
clanipf fliichtig. Bei der Zinkstaubdestillation bilden sich Gemische neutraler 
untl basischer Produkte, die wir noch nicht untersucht haben. 

Echinulin besitzt ungesattigten Charakter und gibt niit Brom in Eisessig 
quantitativ ein H e s a b r o m i c l  C,8H,,0,h',Br,6). 

6, Die I{rgebtiissc tlcr znhlreichrn z%nalysen wiiriicn ebensogut niit t1t.r J:ormel 
C:,9H5403X, iibereitistiiiitiien, wie ;ius der folgenden Gegeniiberstelliiiig tlrr 1)ercchnett.n 
\Vc.rte fiir die I.'ornieln C,, iind C,, hervorgelit : 

C2nH3302X, (449.2). Her. C 74.78. I I  5.73, K 9.3.5. 
C33H5,03X, (620.4). ,, ,, 74.71, ,. X,O(J, ,, 8.04. 

Die Abweichungen wiirdeii innerhalb der Annlysenfehler liegen. Aucli die qiianti- 
tntive katalytische Hydrierung (s. dort)  gestattet keine Losung dieser Frage, (la die 
t~rhnltenen Werte ebensogut nuf (lie Forinel C,, niit 3 Doppelbindungen wie auf die 
Iporinel C,, mit 4 Doppelbindungen passen, Die Rntscheidiing ist  nllein durch eine 
physikalische ~estinitnuiig des JIolekiilarge\\,iclits inoglich. Die kryoskopischen Mes- 
stingen begegnen wegen dcr zu geringen 1,oslichkeit der Substanz in den gebrauchlichen 
<)rjianischen Losungsmitteln Schwierigkeiten ; die starkc I'erdiinnung (man kaiiii nur 
niit hochstens 1-proz. 1,osungen arbeiten) und d n s  hohc Xol.-Gc1v. inachen die Be- 
stiiiimungen inkonstnnt und unsichcr. 

Wir erhielten indessen in Iisrssig auf kryoskopiscliern IITege zwischen 390 und 4.50 
schwankendc Werte fiir E c h i n u l i n ,  dagegen 400 fiir H y d r o e c h i n u l i n .  Eine groI3erc 
Ihns t anz  der Versuchswerte koniite :iuf ebiillioskopisclieiri IVege errcicht werdeil 
(3Iethode L a n d s b c r g e r ,  Losungsmittel Chloroform), da man hier iiiit hoheren Koii- 
zwtratiotien (bis zu 4 x) arbeiten konnte;  die erhaltenen IVerte sind 412, 423 und 457. 

Wenn diese Werte aucli keine vollkommcnen sind, so gestatteii sie doch, die Fornicll 
C,,,TI,,O,N, (Mo1.-Gew. 626) auszuschlieI3en zugunsten der Formel C,,I~3902X3, die mir 
ill (lcr vorliegenden Arbeit unter Yorbehalt nnnehmen wollen. 

8 ,  Wie ails Anm. 5 hervorgeht, wiirde der ermittelte Bromgchnlt ni~ch niit dr.111 
ciiics Oktnbromids C,,N,,O,T';,Hr, in Ubereinstiiniiitiiir stchrn. 



Die k a t a l y t i s c h e  H y d r i e r u n g  niit I'latin und Wasserstoff in liis- 
essig nach Wil ls t i i t ter ' )  bestatigt die hiiwesenfieit  on xenigstens 3 D o p p e l -  

b i n d u  n g e  11, \vie nus den beigegehenen Diagrammen hervorgeht ; Xhbiltl. 1 
bezieht sich auf Echinulin, wahrend Ahhild. 2 einen Kontrollversuch nzit 
reineni Carven (d-1,imonen) dnrstellt. 

Das so erhaltene Hytlroechini i l i i i  C2,H,,O,;2j, bildet kleine weiOc 
Kadelchen voni Schmp. 248-249O und iihnelt in1 Aussehen sehr den1 Ausgangs- 
stoff, ist jedoch leichter als dieser in organischen Rlitteln loslich. Im Gegensatz 
zii Echinulin giht es die charakteristische Parbreaktion niit Schwefelsaiure 
nicht niehr, da'durch ist es Inoglich, die Anwesenheit des nicht hydrierte!i 
Produkts auch in Spuren 7x1 erkennen. 

Die Behandlung des Echiniilins init O z o n  sowohl in Eisessig als aucli 
iii Chloroform fiihrt zu Produkten kolloidaler Natur. 

:) Sielic I € .  3Ie y e r  , ..I,ehrbuch d c r  orgniiisch-cllctiiisclieii 1Iethodik". 4. Aufl . .  
i1022j S. 1109; vcrgl. fcrncr I,. Z e c h i i i c i s t e r  11. JI i tor l>b. ,  15. 61, 56G. 1534 [192Sj 
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Kocht man Echinulin niit einer Losung von Kaliunibichromat in verd. 
Schwefelsaure, so bildet sich deutlich Aceton ,  was die Anwesenheit von 
mindestens einer Gruppe = C (CH,), oder -CH (CH,), wahrscheinlich macht ; 
es zeigt sich jedoch auch ein Geruch nach den Fettsauren C, his C,, deren 
Bildung, allerdings stets in Spuren, auch bei der Einwirkung aller anderen 
untersuchten Oxydationsmittel beobachtet wurde. 

Orientierende Oxydationsversuche mit Permanganat fiihrten zii eineiii 
krystallinen, gelblichen, stickstoffhaltigen Produkt von saurem Charakter 
(Schmp. 260-262O unter Zers.) ; dieses lieferte gelbe, unlosliche Silber-, Blei- 
und Kupfersalze ; wahrend der Oxydation entwich ein Teil des Stickstoffs 
als Ammoniak. Auch in diesem Falle erhielt man Spuren fluchtiger Fett- 
sauren. deren Geruch dem der Valeriansaure ahnelt. 

Die vorlaufigen chemischen Daten erlauben noch keine Vorstellung 
von der Konstitution des Echinulins, das sich in keine der bis jetzt bekannten 
Gruppen der Naturprodukte einordnen la&*). Der hohe Wert ron  C und H 
und die physikalischen Eigenschaften konnten auf eine komplexe cyclische 
Struktur hinweisen, an der auch Stickstoffatome beteiligt sind, wie die Bildung 
stickstoffhaltiger, saurer, nicht einfacher Verbindungen hei der Osydation 
beweist. Durch die Ergebnisse der katalytischen Hydrierung und die erhaltene 
Bromverbindung scheint die Gegenwart von wenigstens 3 Doppelbindungen 
gesichert, von denen sich eine wahrscheinlich in einer Seitenkette in der 
Snordnung =C (CH,), befindet ”. Weitere Aufschlusse erwarten wir von 
der noch laufenden Untersuchung. 

Beschreibung der Versuche. 
I ) R e r ci  t it  n g d e s  T T n  t e r  su c h u n  gsm a t e r i  a 1 s 

IXt. vorlaufigen Kulturrersuche, die die geeignetsten Bedingungen fur eine regcl- 
nilDige Icntwicklung des Pilzes und fur die Erzielung hoherer Ausbeuteii an Yersuchs- 
material errnitteln sollten, \ntrdeii gleichzritig auf fliissigen und festen Nahrboclw 
ausgefiihrt. 

6) Sieht man voii dvi- .biwesenheit bemerktrns\\-erter Jlengen Stickstoff ab,  so 
eritiiiert die Substanz in gewisser Hinsicht an die Pflanzeii- und Pilz-Sterine, besonders 
durch die Farbreaktionen und die .4n\vesenheit von ungesattigten Seitenketten, die 
bei der Chronisaiire-Oxydation Aceton und Fettsauren gebtn konnen. 

Iin Hinblick auf seine Herkunft nmg die fjbereinstinimung der Kohlenstoffatonizahl 
des Echinulins C,,H,,O,N, niit der des Ergosterins C,,H,,O xiiclit ganz zufiillig erscheinen , 
das ebeiifalls 3 Doppelbindungen besitzt und dieselbe Farbreaktion niit Schwefelsaure gibt. 

JVeniger wahrscheinlich ist  eine Analogie zur Konstitution der Pilz-Cerebroside 
wie des Fungoccrebrins der Hefe (F .  R e i n d e l ,  A. 480, 76 [l936], 644. 116 [1940]), 
die ein ganz anderes cliexnisclies Verhalten zeigeii. 

9, Das -4ceton kann indessen aucli von der Oxydcttion einer Seitenkette 
--CH, .CH (CH,), stammen. Nach A. W i n d  aus  liefern Cholesteriit, Coprosterin, Sitosterin. 
Cholestan, Psrudocholestan 11. a,, alles Verbindungen, denen die Gruppierung R . CH, 
. CH (CH,), zugrunde liegt, bei der Chromsaure-Oxydation Aceton, was seinerzeit einer 
der Hauptgriinde dazu war, die bekannten Beziehungen zwischen den Sterinen und 
den Gallensauren hcrzustellrn (4. W i n d a u s  u. C. R e s a u ,  R .  46, 1247 [1913:; A. W i n d -  
a u s ,  Ztschr. physiol. Chem. 100, 167 [1917]; A. W i n d a u s  11. K. N e u k i r c h e n ,  B. &?, 
1915 [I9191 USIT.). 

Parallelrcrsuche niit tler Chromsaure-Os~dation von Rchiiiulin und Hydroechinulin 
1i:tben in dcr Ta t  gezeigt, daD auch das letztgenannte, menn auch schwieriger und in 
gcringerer -4usheute, Aceton gibt neben merklich groDeren 3Iengen nrittlerer Fettsiii.ren. 
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a) F e s t e  Naihrboden: Wir benutzten Zucker- oder Riibenmelasse-Bden unter 
Zusatz peeigneter anorganischer Nahrsalze. Diese hatten folgende Zusammensetzung: 

Agar  - Z ti cke  r - N ii h r bod en Agar  - Me 1 ass  e - N 1 h r  b od e n 
Saccharose . . . . . . . . . . . .  150 g Riibenmelasse . . . . . . . . .  300 g 
NH,NO, . . . . . . . . . . . . . .  2.5 g 
MgSsO, -i- 7H,O . . . . . . .  
KH,PO, . . . . . . . . . . . . . .  1.00 (2.00) g! KH,PO, . . . . . . . . . . . . . .  1.00 (2.00) g 
Agar in Faden . . . . . . . .  25.0 g Agar in . Faden . . . . . . . .  25.0 g! 

0.25 g 

Mit Leitungswasser :iuf 1 1 aufgefiillt. Mit Leitungswasser auf 1 I aufgefiillt. 

Als KulturgefaBe dienten P e t r i  - Schalen, besser weite Reagensglaser rnit Watte- 
verschluo, die in einem Thermostaten untcr LichtaiisschluB bei 30° gehalten wurden. 

Auf Melasse wachst der Pilz anfangs weiB; nach etwa 2 Tagen zeigt sich eine hell- 
griine Form, die bald verschwindet, um' der Bildung von iippigen gelben Peritherien 
I'latz zu machen, doch entwickeln sich an den Randern braungriine Conidien. Der Pilz 
cntmickelt sich rasch und regelmailjig, besonders auf Melasse-Boden von IioheremPhosphor- 
gehalt (2 g KH,PP,/Z); das Mycel wird am S. bis 10. Tage durch Abkratzen entfernt. 
Es ist zeritral stark eingesunken, ron schon citronengelber Farbe und eiithalt sehr menig 
Sporen. Von den Kulturen geht ein schwacher, charakteristischer, nicht unangenehmer 
Geruch aus. Die vereinigten Mycelien werden wiederholt mit warmem Wasser gemaschen, 
abgesaugt und schnell getrocknet, zunachst an der Luft, d a m  im Vak. iiber Schwefel- 
saure. Ausb. 2.6-2.7 g- trocknes 
Nycel/qdm Kultur. 

Auf Saccharose-Boden ist die Entwicklung des Pilzes weit kiimmerlicher und liefert 
1\Zycelien, die bedeutend leichter sind und mehr Sporen enthalteniO); wir hielten es dahcr 
nicht fur zweckmaBig, eingehendere Versuche damit anzustellen. 

b) Fliissige N a h r b o d e n :  Auch hier wurden die Versuche sowohl auf Saccharose- 
als auch auf Melasse-Bden ausgefiihrt; die in Jenaer Becherglasern \-on 300 ccm und 
in Rous-Flaschen von 1000 ccm enthalten warcn; sie wurden rnit 100 bzw. 200 ccm 
steriler Nahrlosung beschickt und nach dem Animpfen im Thermostaten atif 30° gehalten. 
Auf einem fliissigen Nahrboden der folgenden Zusammensetzung- : 

I m  gepulverten Zustand ist das Mycel gelbbraun. 

Riibenmelasse . . . 200 g 
KH,PO, . . . . . . . . . . . . .  2.0 g 

niit Leitungswasser auf 1000 ccm aufgefiillt ist das Wachstum selir regelmii0ig. und 
am 3. bis 4. Tage ist die Oberflache vollstandig mit gelbem Mycel bedeckt. Piir eine 
hinreichende Entmicklung geniigen 9-10 Tage, danach nimmt die griine Sporeribildung 
zu. Die stark eingesunkenen, brockligen .Mycelien aerden auf Gaze abfiltriert, gut mit 
flieIJendem Wasser, dann eiriige Male mit warmem Wasser gewaschen, schlie0licli ge- 
trocknet und gepulvert. Das Pulver ist gelb. Ausb. 2.6-2.7 g/qdm Knltur. 

Versuche mit demselben Narboden, der jedoch weniger Phosphor enthielt (1 g 
KH2Po,/Z), haben etwa dieselben Ausbeuten an Mycel von hellerem Gelb geliefert. 
Die Kulturen auf Saccharose-Bden von gronerem oder kleinerem Phosphor-Gehalt 
zeigen ein sehr kiimmerliches Wachstum und geringe Pigmentierung. 15 Tage nach der 
Impfung sind die sehr diinnen Mycelien fast ganz in strohgelb gewordenc Fliissigkeit 
eingetaucht. Das trockne Pulver ist hellgelb. Ausb. 1.1 g/qdm Kqltur. 

Die Kulturfliissigkeiten zeigen sowohl bei Verwendung von Melasse als auch von 
Saccharose nach der Entmicklung eine schwache Aciditat von noch nicht geklarter 
Natur; sie enthalten keine Oxalsaure und werden durch Zusatz von Ferrichlorid nicht 
gefarbt. 

- 
lo) Wir konnten schon bei anderen Gelegenheiten feststellen, daB auf 15 % Zucker- 

gehalt verdiinnte Riibenmelasse nach Zusatz von 1-20/,, KH,PO, einen idealen und 
sehr billigen Nahrboden fur eine Schimmelpilz-Kultur darstellt. 
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Es wurden auch Vcrsuche bei 24O und 370 durchgefiihrt: bei den crsteu ist die A I L -  
lwute ctwn dieselbe wie bei 300. obmohl (lie Entwicklung laiigsaiiier ist, bei (len letzt- 
genannten dagcaen benicrkt nian st:irke Sporenbildung u n c l  fast v-iillige .llnvesenlicit 
tles Pigments. 

Auch starker vcrdiinntc., s ta t t  30 % 10 % 1It.lasse cnthaltentle Bijdcn wurclcn uutcr 
sonst gleiclien Ikdingungen untersucht. Das \Vachstuni tles Pilzes nininit eincn nortn:llcn 
Verlauf, docli wird weniger IIycel gcbildet. .2usb. an trockneni Pulver 1 . 1 5  g~q~1111 Kultur. 

Nach diesen Ergehnissen scheint es zweckiiiaBig, iiiit eitieiii fliissigen Xiilirboden 
Init 30 % JIelasse und 0.2 % KH,PO, zu arbeiten, den inan iiberdies 2-11ial verwentlcn 
k m n .  Die 11ycelausheute ist  in'den beiden aufeinnnderfolgeitden ,411siitze11 etwa tlieselhc. 
.\uch die Hantlhabung cles fliissigcti Niihrhodens ist eiufaclier unc l  tlic Infcktionsyefnlir 
geriuger, lwsonders ini Vcrgleicli x u  den P c t  r i  - Sclialeti. 

2)  E x t r a k t i o n  d e r  P i g m e n t e .  
Das gut getrocknete Mycelpulver wird in eineni reichlich golden Per- 

kolator niit frisch destillierteni wasserfreien &her extrahiert, his der Estrakt  
fast farhlos ablauft. Das urspriinglich gelbe Pulver nitiimt die Farhe trocknen 
Tons an,  wahrend die ather. Losung stark rothraun ist. Sie wird filtriert, 
vorsichtig auf dem Wasserbad eingedanipft und schliel3lich iiii Vak. uber 
Schwefelsaure getrocknet. Es bleibt eine dunkelgelbe, etwas gunimijse Masse 
zuriick, die nehen den Pigmetiten harzahnliche Stoffe enthalt. 

T r e n n u n g  u n d  R e i n i g u n g  d e r  P i g m e n t e :  Nan krystallisiert 
zunachst den erhaltenen Ruckstand aus wenig warmeni Ligroin (Sdp. 80-90°) 
uni. Das so erhaltene hellgelhe, augenscheinlich nicht einheitliche Produkt 
wird von neuem in warnieni Ligroin gelost und die klare Liisung mit eineni 
Uberschurj an Losungsniittel hehandelt. Bs fallen nun in Flocken grofie 
Mengen eines gelbbraunen harzigen Stoffs aus. Nach dem Ahsitzenlassen 
filtriert man und engt die klare orangefarbene Losung im Vak. ein;  heim 
Xbkiihlen gerinnt das Ganze ZLI einer leuchtend gelben Krystallrnasse. 

Das Produkt hat auch nach wiederholtem Umkrystallisieren aus Ligroin 
keinen scharfen Schnielzpunkt (90-95O) und erscheint unter deni Xikroskop 
als ein Geinisch aus glanzenden gelben Blattchen und undurchsichtigen 
hellgelben Spharokrystallen. Krystallisiert man dagegen a m  Alkohol, so 
erhalt man ein Geniisch einzelner gelber Blattchen und orangeroter Nadeln. 
Ilieses Gemisch nimmt heini Umkrystallisieren aus Ligroin wieder die urspriing- 
liche gelbe Farbe an. Die vollige 'I'rennung des gelhen und des roten Pigments 
ist sehr inuhsam und wird am besten durch wiederholtes Krystallisieren a m  
95-proz. Alkohol erreicht, in den1 das rote Pigment weniger loslich istll). 

Die Ausbeuten an reinen Produkten waren bis jetzt 2 g gelbes Pigment 
und 1 g rotes Pigment auf 100 g verarbeitetes trocknes Mycel. 

a) Gel  h e s  P i g  m e n  t ( F l a v o g l a u c  in) : Hellgelhe, glanzende Blattchen, 
Schiiip. 109---110'J (ohne Zers.). 

C,,H,,O,. Her. C 74.95, Ii 0.2s. 
( k f .  ,, 74.7.i, ,, 9.3s. 

Die kryoskopische 3Iol.-(;ew.-Best. in 13enzol ergab 305.1 (bcr. fur C19H2(IOS 304). 

11) Da die beideii Pignientt. nach den Untersuc1iungc.n von K a i s t r i c k  und 1Iitarl). 
(lieselbe Struktur besitzcn und sich iiur (lurch die .bz : ih l  tlcr l~op~~e l l~ indungc i i  in den 
Scitenketten untcrscheideii iaus beiden elitstelit h i  der Hytlricrung dasselbe Produktl, 
5 0  ist es niclit nni\.ahrscheiiilich, da13 sie, wenigstens innerhnll) gewisser C;renzen, feste 
1,iisungen miteinander bilden, was die Schwicrigkeiten bri tlcr Trcmnung cter beiden 
Stoffe erkliircn wiirde. 
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1)ie Liislichkeit und die cheniischen I<igenschaften (z. B. die Farh- 
rctaktionen) solvie die Analpendaten zeigen die Identitat mit den1 \Toil 

I< a i  s t r ic k und %tarbeitern atis X s p e r g i l l u s  g l a u c u s  isolierten I:I a v o -  
n l  a 11 ci n C19H2R03. Zur weiteren Identifizierung lvurden nach den Angaben 
tliescr .$:itoren das 1)ini t r o p  h e n  y l  h yd r a z o n  yon1 Schmp. l8(1~+ 187" 
und das Goiitlensationsprocl~ikt niit o-Phen!.lendiaiiiiri yon1 Schmp. 160- lh1° 
1)vreitet. 

h) R o t  e s  P i g m e n t  (hroglaucin)  : 1,eichte. orangerote Ntidelcheii, 
(lie bei 152 -1 53O zii einer gelben, niir blal3orangefarbeneri 1:liissigkeit 
schmelzer. Xnalyse und Eigenschaften hestatigen die Identittit - init tleni 
=\uroglaucin yon K a is  t r i c k. 

c ' , ! , I J 2 p 0 3 .  Ii:,i-. C 7o.50, I i  i . 1 4 .  (;:f. C i.i.00, I{ 7 . 5 7  

3) E c h i n u l i n .  
I )as \vie oben beschrieben von den Pigmenten hefreite Mycelpulver wird 

im I'erkolator 4--5 Stdn. mit Chloroform estrahiert. Der braune Estrakt  
erstarrt nach den1 Eindampfen zu einer weifllichen, festen Masse, die abgesaugt, 
niit wenig 1,ijsungsmittel gewaschen und auf Ton getrocknet ivird. Das 
1:iltrat liefert beini Einengen eine weitere 3Ienge des Produkts. Ausb. a n  
schmutzip-eiHeni Rohprotlukt 4--50/, des verivendeten trocknen Nycel- 
pulvers. 

Die Reinigung erfolgt tlurch wiederholtes Unikrystallisieren aus But+ 
alkohol und liefert winzige, verfilzte Xadelchen, die ohne Zersetzung hei 
242---243O zii einer leicht hraunlichen Fliissigkeit schmelzen. 

C?81~13s02X3. 11-r. C 74.7S,  H S . 7 3 .  S 9.35, 3 h l , - ( k i v .  449.3.  
( ;<.f .C 74..5i:.. 74.42, 71.S6, 74.60; I1 N.77, S . 7 8 .  8.64, 8.61; S 9.16. 0.20, 9.21, O , 3 3 I s ) ;  

3101LC. ' iv.  fkryosknp. in 1':isvssig) +73, 151 (i:l)~.illioskop. in Cliloroforiii; K = 3Y.4), 41 2 ,  
473, 457.5. 

Echinulin ist ivenig loslich in Benzol, h e r ,  Ligroin, 'l'etrachlorkohlen- 
stoff, Aceton und kaltem Alkohol, ziemlich leicht liislich in warmem Blkohol, 
leichter in warnieni Butylalkohol. Die bcsten Liisungsniittel sind Eisessig, 
Chloroform, Pyridin und Dioxan. 

I , i j s l ichk~: i  t e n  1)ei  230 (g Sl)s t .  i n  1 0 0  cci11 gasiittigt:i I,ijs1111?): 

C I I ~ . C O 2 1 I  CIICI, C211,.  OH CeHti 
L.S l ,  3.13 0.w 0.022 

Echinulin liist sich in konz. Schwefelsaure niit intensiv rothraurier Farhe ; 
tliese verschwiridet beini I'erdiinnen iiiit Wasser und die Substanz fallt als 
gelatinoser Kiederschlag aus, der aus unverandertcm Echinulin zu hestehen 
scheint. Die 1,iisungen in alkohol. Kalilniige und in Xlkalialkoholat-I,ii~;ungeii 
sind gelh. 

Ilie Substanz kann hei vorsichtigeiii Erhitzen u;iver$ndert destilliert 
werden. Die 1,iisung in Eisessig entfarbt Broni und Galiuinperinangnnat 
sofort. 
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K a t a 1 y t i s c  h e H y d r i e r u ng d es E c  h i nu 1 i n s : H e  xa h yd r o ec h i nu  1 i 11. 

Die quantitative Hydrierung wurde in Gegenwart von vie1 Platinschwarz . 
das nach W i 11s t a t t e r  bereitet wurde, bei gewbhnlicher Teniperatur i r :  
Eisessig-Losung durchgefuhrt. Bei allen Versuchen wurde das Platin vor 
der Zugabe der Substanz im Apparat mit Eisessig in einer Wasserstoffatmo- 
sphare bis zum Aufhoren der Absorption geschiittelt. Es  wurden folgentle 
Ergebnisse erhalten : 

Vcrsucli 1. 
Ikliinulin 1.8806 g ,  Platinschwarz 3.2 g,  Eisessig 75 ccm, Pt/Echinulin = 1.70 

ccni absorbierter H, 
(reduz. auf 0 0  uiid 760 mm) 

Atizahl tlcr ber. 
Doppelbititltiti#en Vcrsuchszcit 

ccni absorbierter H, 
irediiz. airf Oo und 760 niiii) 

Versuchszeit 

50.2 1' 3" 

3' 5" 150.0 
4' 22" 170.0 
8' 38" 173.6 

17' 176.5 
47' 179.0 

120' 179.5 

I 

2' 98.0 

I '  3" 
2' 6" 
3' 1" 
4' 1" 
i' 3" 
6's"  
7's" 
8' 4" 
9' 3" 

22' 
40' 
60' 

128' 

Anzahl cler ber. 
Doppelbindungen 

. ~ .  
- 

I 

1.92 
1.96 
2.00 
2.03 
2.03 

4'). (I  

00.6 
122.0 
1.73.8 

205.2 
230.9 
248.8 
262.4 
271.3 
274.6 
275.8 
270.0 

j IS1.0 

I .  
I 

- 
2 80 
2 90 
2 93 
2 94 
2 98 

1 

I 

Versuch 2. 
Echinulin 1.0665 g, Platinschwarz 3.5 8. Eisessig 70 ccm, Pt/Echinulin = 3.28. 

ccni absorbierter H, I Aiizahl tler bcr. 
~>oppelbinduiigen Versuchszeit ! (reduz. auf 0 0  und 760 iiiiii) ' ~ 

1' 2" 
2' 2" 
3' 7?) 
5' 2" 

25' 
50' 

51.4 
88.9 

131.2 
154.0 
158.2 
160.6 

2.90 
2.98 
3.02 
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I>ie eiitsprtchentlen .~l~sorptionskurveii sirid in den Abbildungen 1 und 2 
iviedergegeben. Die Ergehnisse sprechen dafiir, daI3 Echinulin drei unter den 
,qcwahlten T'ersuchsbedingungen hydrierbare L)oppelhindungen erithalt 13). 

Die Eisessig-Losung wircl nach der Hydrierung voiii I'latin durch IG- 
trieren befreit und stark niit Wasser .i~erdiintit, ivorauf sich das H y d r o -  
c c h i n u l i n  als leichter weif3er Xietlerschlag ahscheidet. Es wird griindlich 
) ] l i t  verd. Essigshure, dann iiiit Wasser geivaschen und auf 'I'on getrocknet. 
:lush. quantitativ. 

11a11 reinigt das Hydroechinulin durcli Lviederholtes Umkrystallisierc.ii 
311s Butylalkohol, worin es in der Warnie zienilich leicht loslich ist. Kleine, 
;veiUe, verfilzte, den1 Echinulin alinliche Nadeln, die bei 248-249O (ohne 
%err;.) schmelzen. Das Geniisch niit Echinulin zeigt eine schwache Schrnelz- 
1"iriktserniedrigung (239-240O). 

c , , I I , ~ < ) ~ S : ~ .  1k1. C 73.78,  I1 O . O ~ ) ,  S 0 . 2 2 ,  3 I n l . - ( ~ c ~ w v .  455.4. 
(k f .  C 73.S.j .-i3.0~), I1 9.S1. -(I,,%!, S S , S 9 - ~ - S , W l . ' ) ,  3 I o l . - ( ~ c w .  (kryoskop. in Eiscssiy:) 

4113. 40.5, 

Hydroechinulin .unterscheidet sich deutlich von Echinulin durch das 
Alusbleiheii cler Farlireaktioii niit Schwefelsaure, so daB man auch geringe 
Beiinengungen des riicht hydrierten Produkts erkennen kann. 

E i i i m i r k u n g  v o n  I l r o m  a u f  E c h i n u l i t i :  0.5 g J ~ c h i l i u l i n  mcrden in 25 ccln 
ICisessig geliist und untcr Kulilu~ig init Eiswasser mit 1.5 cciii Brom versetzt. Das Brom 
wird schnell absorhicrt. tind nach kurzer Zeit bciiierkt ninn clen I3egitin einer Rromwasser- 
stoffcnt\~.icklunR. Main fiillt n i ~ n  mit \fTnsser, w-iischt und trocknet den gelblichen Nieder: 
~ c l i l n g  sclint.ll i i i i  Exsiccator iilwr P l i o s ~ ~ l i o r p e r ~ t o s ~ ~ l .  .hsb.  0.9s-I .O 8 ,  tntsprechend 
1 )  .%tomcii I{rolii [lwr. 1.035 y ) .  

1)as Yrodukt scheint nenig hestandig zu sein ; beini Erwarmen ini Rohr- 
clien bleibt es bis 130° unveriindert, dann w i d  es braun und verkohlt, ohne 
ZII schmelzen. In warmeni Xlkohol ist die Verbindung leicht loslich. Die 
klare alkohol. Liisung triibt sich beini Abkiihlen und scheidet eine gelbe, 
nlikrokrystalline Masse ah, die sich beini Erwhrmen wie das Rohprodukt 
verhalt. 

C?HI1390,S:,13rc.  I k r .  Ilr .5l .O. ( k f .  lir 49.8- --.iO.3. 

Die Werte stirnrnen gut auf ein H e x a b r o m i d .  

0 s  y d  n t i on s Y e r  sii c 11 e mi  t E c h i n  u li 11. 

a)  C 11 r o m  s li 11 r (J : li a l i u  111 bi c11 r o n i  a t in miiljig starker Schwefelsaure oxydiert 
i l l  (lcr Siedehitzc I n t ~ ~ s a i n i  cine Suspeiisioii von I<chinulin. dns unter Gasentwicklung 

Fiihrt man die Bchandlu~i:; in eineni Destillirrkolbcii tliirch, so findct ixiaii iin 
\ ' o rh i i f  nirrkliclie 3Iengen A c e t o n ,  das (lurch dns cl~araktcristische p - N i t r o - p l i e n y l -  
li  yclra zoii n;icIigewiescn wmde (gtllje Nadeln: Schnip. I 50---151°, auch im Gemisch 
mit cinein Iiontrollpriip;ir3t). Aceton biltlct sich in den ersten Augciiblicken der Oxy- 
<l;ition, dic fnlgctiden Vraktioiien riechen Ii;ich Vetts i iu  r en  rnittlerer Kohlenstoffzalil. 
(lic je(loc1i i i u r  in Spnren ror1iantlt.n siritl. 

1)) .i 1 k :I li s ch  e P e r m  aiigan a t -1,osnng : Orieiitiercndc Versuchc wiirtleri niit 
dcr Loswig in .Iceton und init tler wd3r. Suspension nngestellt. 

3 :: K3I11O4, in GOO ccm reinem Aceton, wurdeil laiigsarii in eine warme Losung 
vnn 1 g li  chi  n u  l i n  iii 200 cciii -4cetoli eingctropft (Entwicklung arnnioniakalischer 
Diinipfe). S:ich %ugnl)e des Osytlntiotisiiiittels filtricrt man, .rvascht den 3Iangandioxyd- 
Nic~lersclil~ip init .lcctoti ails iiritl cligcriert ihn mchrerc 31ale mit  warnlem Wasser. 

13) Vergl. Fuljn. 5. 3Iikro- I)u mas. 

i l l  I , i i s u n ~  geht. 

.. ~____. 

24" 



56. E u g e n  M a c o v s k i  und J u l i a  G e o r g e s c u : .  Die Kondensation 
von 3 -  h’itro-4-methyl-benzonitril und 3-Nitro-4-methyl-benzamid 

rnit Benzaldehyd. 
:liis (1. Iliocheiii. I,x1)tJrat. r l .  S.dturwisseiisclinft1. Pnkultiit, 17niversitiit I3uk;irest.-, 

(1;inpeg;inpm nni 1 S.  J:iIiiiar 1943.) 

Der Verlauf der Reaktion von 5-Nitro-2-inethyl-benzonitril (I ; X = CN) 
und von 5-Nitro-2-methyl-benzaniid (I ; X = CO .NH,) init aroniatischen 
Aldehyden hangt von den Reaktionsbedingungen und von den verivendeten 
Katalysatoren ah. Bei 140-160O und in Gegenwart von Piperidin bilden 
sich die entsprechenden substituierten 4-Nitro-2-cyan-stilbene bzw. 4-Nitro- 
stilben-carbonsaiureaniide-(2). Fiihrt Inan aber die Kondensation in methyl- 
:~.lkoliolischer 1,iisung bei ZiIiiiiierteiiiI)eratur und in -4nwesenheit von PI; a t ri~ini- ’ 


