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Leicht loslich in Aceton, Chloroform, Benzol, Methanol, etwas schwe-
rer in Athanol. In Ather und Wasser nur sehr wenig 16slich. Fehlingsche
Losung wird nicht reduziert.

{4-0Oxy-3.a-dimethoxy-propiophenon]- [8-cellobiosid]-
(4): Das acetylierte Cellobiosid wird mit 3 TIn. krystallisiertem
Barythydrat wie oben verseift und aufgearbeitet. Nach mehrmaligem
Umkrystallisieren aus 95-proz. Alkohol 2.3 g aus 5 g Acetat (71%0 d. Theo-
rie). Schmp. 197—201°.

C,,H,,0,, (OCH,), (534.50). Ber. C 51.68, H 6.41, OCH, 11.61.
Gef. C 51.25, H 6.55, OCH, 11.91.

[a]®: —64.41° (Methanol, ©=0.437), —68.98° (Wasser, ¢ =0.616).

~ Leicht 1oslich in Wasser, ziemlich leicht in Methanol, schwerer in
Athanol, schwer in Aceton, Chloroform, Ather, Benzol. Fehlingsche Lo-
sung wird nicht reduziert.

116. Ludwig Anschiitz und Robert Neher: Zum Isomerieproblem der
Disalicylide, Ill. Mitteil.: Genetische Verkniipfung von g-Disalicylid und
Diplosal unter gema8igten Versuchsbedingungen¥).

[Aus d. Organ.-chem. Institut der Deutschen Techn. Hochschule Briinn.}
(Eingegangen am 30. Mirz 1944.)

Die in unseren ersten beiden Mitteilungen') verdffentlichten Ver-
suchsergebnisse hatten fiir das §-Disalicylid die gleiche lactidartige Struk-
tur wahrscheinlich gemacht, die fiir das a-Disalicylid schon seit langem
bewiesen ist. Gegen die Strukturidentitit der beiden Disalicylide spricht
aber u. a. die Tatsache, daB} es bisher nie gelungen ist, das §-Disalicylid
mit O-Salicoyl-salicylsdure (Diplosal) unter gemiB8igten Versuchsbedin-
gungen genetisech zu verkniipfen, wiihrend dies beim a-Disalicylid ohne
weiteres moglich ist und den besten Beweis fiir die Konstitution dieser-
Verbindung abgibt. a-Disalicylid (I) 148t sich ndmlich glatt durch Hydro-
lyse, Alkoholyse oder Aminolyse zu Diplosal (II) oder dessen Derivaten (III)
halbseitig aufspalten?):

CO—0 RH ~ COR HO
0.0 CoFe > GHC, o OCH,

I. II. R=O0H. 1II. R=0OCH; oder NHAr,

CeH(

Auch gelingt es, Diplosalchlorid durch Abspaltung von HC] mit Hilfe
von Didthylanilin in e-Disalicylid iiberzufiihren®). Ganz anders liegen
die Verhiltnisse beim g-Disalicylid: Aufspaltende Mittel, gegen die es sehr
widerstandsfidhig ist, verwandeln es in Salicylsiure oder deren Derivate.

*) Hrn. Prof. Dr. Hans Meerwein, Marburg/Lahn, zum 65. Geburtstag zu-
geeignet.

1) Journ. prakt. Chem. [2] 159, 264, 343 [1941].

2) R. Anschiitz, B. 52, 1878 [1919]; G. Schroeter, B. 52, 2228 [1919]. In
letzterer Arbeit wird das a-Disalieylid als Salosalicylid bezeichnet.

3) G. Schroeter, B. 52, 2227 [1919].
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Immerhin ist aber das f-Disalicylid mit dem Diplosal dadurch genetisch
verkniipft, da3 es aus ihm bei der zersetzenden Destillation im Vak. her-
vorgeht*), jedoch bei Temperaturen (240—300°), bei denen Umlagerungen
durchaus moglich sind, wie man schon daraus ersieht, dal auch das Disali-
cylsiureanhydrid bei der Destillation im Vak. g-Disalicylid liefert?®).

Wir setzten es uns zum Ziel®), g-Disalicylid und Diplosal unter ge-
méiBigten Versuchsbedingungen genetisch miteinander zu verkniipfen.
In der Tat ist es uns schlieflich gelungen, das -Disalicylid aus Diplosal
bei einer Temperatur zu synthetisieren, die 150° nicht iibersteigt. Hier-
nach konnte an der lactidartigen Struktur des g-Disalicylids kaum mehr
gezweifelt werden. Immerhin schien es erwiinscht, das Ergebnis der Syn-
these des B-Disalicylids durch dessen hydrolytische Riickverwandlung in
das Diplosal zu bestitigen. Diesem Vorhaben stellte sich die Schwierig-
keit in den Weg, daB Aufspaltungsversuche am B-Disalicylid, wie er-
wihnt; stets zu Salicylsdure oder deren Derivaten gefiihrt hatten. Bei einer
Untersuchung dieser Verhiltnisse stellten wir fest, daf§ g-Disalicylid von
aufspaltenden Mitteln erst unter Versuchsbedingungen angegriffen wird,
denen Diplosal nicht standzuhalten vermag. Fiir die Umwandlung von
B-Disalicylid in Diplosal schien uns hiernach nur noch der enzymatische
Weg in Frage zu kommen, der uns wirklich zum Erfolg gefiihrt hat; aller-
dings verliduft der Vorgang aus noch zu erérternden Griinden wenig glatt
und ist nicht sicher reproduzierbar.

1) Synthese von f-Disalicylid aus Diplosal.

Unsere urspriingliche Annahme, daB sich bei der erwihnten Synthese
von a-Disalicylid aus Diplosalchlorid und Didthylanilin das 8-Disalicylid
als Nebenprodukt bilde, hat sich als irrig erwiesen, obschon wir die HCI-
Abspaltung aus Diplosalchlorid unter den verschiedensten Bedingungen
vornahmen. SchlieBlich fiihrte uns das Verfahren von R. Spallino und
G. Provenzal”) zur Darstellung der Dithymotide aus Thymotinsiure
mit Hilfe von Phosphoroxychlorid in siedendem Xylol zum Ziel. Unter
diesen Bedingungen erhilt man aus Diplosal (IV) neben Tetrasalicylid
und Polysalicylid das g-Disalicylid (V) in 17-proz. Ausbeute:

COOH HO — H;0 c0-0
00’ C e ooy > GHA g
v. V.

CoH( S CoH,.

2) Chemische Spaltung des #-Disalicylids.

Aus der lactidartigen Formulierung des §-Disalicylids lieB sich fol-
gern, dafl diese Verbindung quantitati» in Salicylsdure (mit Diplosal als
Zwischenprodukt) iiberfiihrbar sein miisse. In der Tat haben wir aus
B-Disalicylid durch alkalische Verseifung bei geniigend energischen Ver-
suchsbedingungen die berechnete Menge Salicylsdure prhalten. Im iibrigen
stellten wir fest, daB g-Disalicylid in Ubereinstimmung mit den Angaben
der Literatur auch von anderen aufspaltenden Mitteln nur schwierig an-

4) R. Anschiitz, B. 52, 1881 [1919].

5) L. Anschiitz u. R. Neher, Journ. prakt. Chem. [2] 7159, 267 [1941].
8) Vergl. Diesertat. R. Neher, Briinn 1943.

7) Gazz. chim. Ital. 39 11, 330 [1909] (C. 1910 1, 273).
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gegriffen wird, wobei sich Salicylsdure oder deren Derivate bilden. Diplo-
sal oder dessen Abkdinmlinge wurden niemals gefafit, was vermuten lie,
diese als Zwischenprodukte angenommenen Verbindungen kénnten mog-
licherweise gleich nach ihrer Entstehung von den angewandten Reagen-
zien weiter gespalten werden. Eine vergleichende Hydrolyse von g-Disali-
cylid und Diplosal mit 13-proz. methanolisch-wifiriger Salzsiure hat
diese Annahme vollkommen bestitigt. g-Disalicylid lieferte hierbei erst
nach 40 Tagen, dagegen Diplosal schon nach 6 Tagen durch Ferrichlorid
nachweisbare Mengen von Salicylsdure. Aus diesen Befunden geht hervor,
warum f-Disalicylid bei fritheren Spaltungsversuchen niemals Diplosal
oder dessen Derivate geliefert hat.

3) Enzymatische Hydrolyse der Disalicylide.

(Bearbeitet von R. Neher
unter Leitung von Prof. A. Schiffner?®), Briinn.)

Naeh E. Bamann, E. Schweizer und M. Schmeller® wirkt
Leberesterase auf Glykolid miBig, aut Lactid gut, auf Diplosal dagegen
iiberhaupt nicht ein. Hiernach war zu hoffen, die lactidartig gebauten
Disalicylide durch Leberesterase zu Diplosal ohne weitere enzymatische
Hydrolyse zu Salicylsdure spalten zu konnen. Diese Annahme hat sich
zwar als grundsétzlich richtig erwiesen, doch war es bei den fiir die
Versuche notwendigen Bedingungen und der von ihnen beanspruchten
Zeitdauer unvermeidlich, daB durch Wirkung der Esterase entstandenes
Diplosal auf nichtenzymatischem Wege hydrolytisch zu Salicylsiure ge-
spalten wurde. Dieser Umstand hat das Gelingen der enzymatischen Ver-
suche ernstlich in Frage gestellt.

Zur enzymatischen Hydrolyse verwendeten wir Esterase aus Schweine-
leber, die dieser in Form eines ammoniakalischen Extrakts entzogen und
sodann gereinigt und konzentriert worden war. Zur Feststellung des
Spaltungsverlaufs diente das Verfahren von E. Knaffl-Lenz'%), bei
dem die Verseifung eines Esters durch die verbrauchte Laugenmenge ge-
messen wird, die zur Aufrechterhaltung eines bestimmten, durch einen
Indicator gekennzeichneten PH notwendig ist. Die Schwerldslichkeit der
Substrate zwang zum Arbeiten in Suspensmn Weitere methodische Einzel-
heiten im Versuchsteil.

Zunichst fithrten wir eine vergleichende Hydrolyse der beiden Disali-
cylide und des Diplosals bei Abwesenheit von Esterase, aber unter sonst
gleichen Bedingungen wie bei den enzymatischen Versuchen durch. Dabei
ergab sich die Bestindigkeit des g-Disalicylids, wihrend a-Disalicylid
betrichtlich und Diplosal stark hydrolysiert wurde. Anschliefend vor-
genommene enzymatische Spaltungsversuche zeigten, daB beide Disali-
cylide auf Leberesterase ansprechen. Da bei diesen Versuchen stets Boden-
korper zugegen war, also mit unbekannten Konzentrationen gearbeitet
wurde, kénnen sie nicht zu einer genauen Bestimmung der Hydrolysen-

8) Hrn. Prof. Schiffner sei auch an dieser Stelle fiir seine Hilfsbereitschaft
herzlich gedankt.

#) Ztschr. physiol. Chem. 222, 121 [1933].

10) Medd. Kgl. Vetenskapsakad. Nobelinst. 6, Nr. 2, 1 [1922] (C. 1923 111, 261);
Arch. exper. Pathol. Pharmakol. 97, 242 (C. 1923 111, 399).
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geschwindigkeiten dienen. Immerhin bieten sie wohl einen brauchbaren
Anhalt fiir die Beurteilung der vorliegenden Verhiltnisse. Wir lassen
daher die Ergebnisse zweier Hydrolysenversuche in graphischer Darstel-
lung folgen. Abbild. 1 zeigt den Laugenverbrauch bei der hydrolytischen
Spaltung von a-Disali-
cylid und von Diplosal
bei Abwesenheit von -
Esterase, Abbild. 2 das :
Ergebnis der enzymati- /
schen Hydrolyse der bei-
den Disalicylide. Die
Kurven der beiden Di-
salicylide bei der enzy-
- matisch bewirkten Spal-
tung anterscheiden sich
nicht so sehr voneinan-

der, wie man hitte er- - Disalicylid p—1
warten konnen. Wich- ___———'—"‘['-'_r__—

tiger als dieser aus dem 50 00 f50 200 250 300 5w
angegebenen  Grunde
nicht weiter auszuwer-
tende quantitative Befund ist -
die qualitative Feststellung
der Umwandlung von g-Di-
salicylid iiber das (in einigen
Fillen isolierte) Diplosal in
Salicylsiure durch Leber-
esterase unter Versuchsbe-
dingungen, die bei Abwesen-
heit des Enzyms keinerlei
Verinderung hervorzurufen
vermdgen. Denn hieraus
ergibtsichmitzwingen-
der Notwendigkeit der
Schlufl, daB die aroma-

tischen Kerne des §-Di- S0 700 150 200 25054
salicylids dureh zwei

Carbonsiureester - Bin.  Abbild. 2. Enzymat. Hydrolyse der Disalicylide.
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verknipft sein miissen, da die Annahme der Offnung ande-
rer Bindungen durch eine Esterase allen bisherigen Erfah-
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4) Versuche zur Ermittlung der Konfiguration
der Disalicylide.

Legt man der Disalicylid-Isomerie die stereochemische Deutung zu-
grunde, dann bleibt noch die Entscheidung zu treffen, welches der beiden
Disalicylide die cis-Form und welches die ¢rans-Form darstellt. Diese
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Frage hat bereits die Beilstein-Redaktion'!) gestreift, und zwar mit
dem Hinweis, daB die cis-Form — im Gegensatz zur #rens-Form — nicht
mit ihrem Spiegelbilde deckbar ist und mithin in zwei optisch aktiven
Modifikationen gewinnbar sein sollte, vorausgesetzt, dall diese nicht
spontan oder doch sehr leicht incinander tibergehen, was auf Grund einer
Modellbetrachtung nicht ausgeschlossen erscheint. Im Hinblick auf diese
Erwigungen haben wir mit der Moglichkeit gerechnet, bei der enzymati-
schen Hydrolyse eines der beiden Disalicylide zu einer optischen Aktivie-
rung des behandelten Materials zu gelangen dank Bevorzugung einer der
beiden spiegelbildlichen cis-Modifikationen vor der anderen seitens der
Leberesterase. Eine solche ‘Aktivierung ist jedoch nicht eingetreten. Wir
haben sodann versucht, substituierte Disalicylide mit reaktiven Gruppen
zu gewinnen, um an diesen Spaltversuche durch Bildung diastereomerer
¥Verbindungen anstellen zu kénnen. Diesem Vorhaben stand vor allem die
flir Substitutionsreaktionen zu groBe Empfindlichkeit der Disalicylide
entgegen. Auch die hierauf versuchte Umwandlung geeignet substituierter
Salicylsiduren in die zugehorigen Disalicylide oder von Disalicyliden mit
nichtreaktiven Gruppen in solche mit reaktiven Gruppen hat uns wegen
der damit verbundenen Versuchs-Schwierigkeiten nicht zu einer fiir unsere
Zwecke geeigneten Verbindung gefiihrt. Als ungangbar erwiesen hat sich
schlieBlich auch der neuerdings gelegentlich mit Erfolg eingeschlagene
Weg der Spaltung von Racematen durch chromatographische Adsorption
an optisch aktivem Material'?); zum wenigsten zeigte Lactose, die fiir
diesen Zweck besonders geeignet ist, kein Adsorptionsvermdgen gegen-
iiber den Disalicyliden. Einzelheiten iiber die vorstehend beschriebenen
Versuche sind der Dissertation®) des einen von uns zu entnehmen.

Fiir die Zuordnung der cis- und {rans-Form zu den beiden Disalieyli-
den fehlt also einstweilen eine sichere Grundlage. Wir halten es fiir wahr-
scheinlich, dafl dem reaktionsfihigen a-Isomeren die durch groBe Beweg-
lichkeit ausgezeichnete®) c¢is-Form und dem reaktionstrigen S-Isomeren
die vollig starre trans-Form zukommt.

Zusammenfassung.

Auf Grund der von uns erreichten genetischen Verkniipfung des
B-Disalieylids mit dem Diplosal durch Synthese bei gemifigten Versuchs-
bedingungen und durch enzymatischen Abbau sehen wir keine andere
Erklirungsmdoglichkeit mehr fiir die Disalieylid-Isomerie als die Annahme,
daB hier eine neuartige Stereoisomerie vorliegt.

Beschreibung der Versuche.

1)Synthese von 8-Disalieylid aus Diplosalund Phosphoroxy-
chlorid in siedendem Xylol

10 g Diplosal wurden in der Wirme in 100 cem trocknem Xylol
gelist und mit 6 g frisch dest. Phosphoroxychlorid unter Riickfluf und

11y Beilsteins Handb. d. organ. Chemie, 4. Aufl, Bd. 19, S. 171/72, 500 [1934].

12) G.Karagunisu.G.Coumoulos, Praktika Akad. Athenon 73, 414 [1938]}
(C. 7939 I, 4740); G. M. Henderson u. H. G. Rule, Nature [London] 141, 917
[1938] (C. 1939 I, 4911); Journ. chem. Soc. London 71939, 1568 (C. 1940 I, 846).

13) Das Modell 148t sich spannungsfrei in sehr verschiedene Lagen bringen.
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FeuchtigkeitsausschluB so lange zum Sieden erhitzt, bis sich kein HCl

ehr entwickelte (etwa 5 Stdn.). Wihrend des hlhltzens schied sich aus
der anfangs klaren Losung allmihlich Polysalicylid als weiBe Krystall-
masse ab. Nach dem Erkalten wurde vom Krystallbrei abgesaugt und die
Xylol-Lésung so lange mit anteilweise zugesetzten Mengen von Natron-
lauge durchgeschiittelt, bis sich ein kleiner unverbrauchter Rest hiervon
durch schwach alkal. Reaktion nachweisen lieB, worauf mehrmals mit
Wasser gewaschen wurde. Bei diesen Operatlonen fiel aus der Xylol-
Losung Polysalicylid aus, welches die Trennung von der wiflr. Fliissig-
keit erschwerte. Um etwa mitgerissenes f-Disalicylid nicht zu verlieren,
gab man etwas Chloroform hinzu, worauf vom Polysalicylid abfiltriert
wurde. AnschlieBend engte man die Xylol-Chloroform-Losung stark ein,
was zur Abscheidung von Tetrasalicylid-Chloroform '), CysHy40s, 2 CHCls,
fiihrte, das abfiltriert wurde. Aus der Mutterlauge entfernte man das
restliche Xylol moglichst vollstindig durch Vak.-Destillation. Die hierbei
erhaltene Krystallmasse nahm man in Chloroform auf, kochte unter Zu-
satz von Aktivkohle und krystallisierte nach dem Verjagen der Haupt-
menge des Chloroforms fraktioniert, wobei sich zuerst g-Disalicylid und
dann der Rest von Tetrasalicylid als Molekiilverbindung mit Chloroform
abschied. Bei dem Versuch wurden erhalten:

1.6 g B-Disalicylid, entspr. . . . . . 17.2%p d.Theorie
2.1 g Tetrasalicylid-Chloroform, entspr . . . 1619% ,, ’
5.0 g Polysalicylid, entspr. . . . . . . . . 538%,

Gesamt-Ausb.: 86.1%p ,, ’

a-Disalicylid konnte unter den Reaktionsprodukten nicht nach-
gewiesen werden.

Um die Ausbeute an g-Disalicylid zu verbessern, wurde die Reaktion
unter mehrfacher Abdnderung der Versuchsbedingungen wiederholt, je-
doch ohne den gewiinschten Erfolg. Ein Ersatz des Xylols durch Chloro-
form fiihrte bei sonst gleicher Arbeitsweise zu einem Ausbleiben der
B-Disalicylid-Bildung. a-Disalicylid entstand in keinem Fall.

2) Chemische Spaltung der Disalicylide und des Diplosals.

a) Quantitative Umwandlung von g-Disalicylid in Sali-
cylsiuredurchenergische Einwirkungstarker Natronlauge:
1 g #-Disalicylid wurde in der Hitze bis zur vollkommenen Ldsung
mit 50 cem 45-proz. Natronlauge behandelt. Sodann fiillte man auf 200 ccm
auf und untersuchte aliquote Anteile dieser Losung qualitativ und quanti-
tativ, indem man zunichst mit Salzsdure schwach ansiuerte und sodann
ausitherte. Der Ather-Riickstand zeigte alle Eigenschaften der Salicyl-
siure; nur waren ihm kleine Mengen Natriumchlorid beigemengt (die von
dem im Ather gelosten Wasser aufgenommen waren). Zur quantitativen
Bestimmung der entstandenen Salicylsiure wurde vom Gesamtgewicht
eines Verdampfungsriickstandes die durch Ausfillung mit Silbernitrat
ermittelte Menge Natriumchlorid abgezogen.

14) Vergl. R. Anschiitz, B. 25, 3507 [1892].
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20, 100 cem Losung (entspr. 0.1000, 0.5000 g g-Disalicylid) hinterlieBen
0.1193, 0.5682 g Riickstand, der 0.0260, 0.0324 g AgCl lieferte (entspr. 0.0106, 0.0132 g
NaCl).

Ber. Salicylsidure 0.1150, 0.5750 g.
Gef. Salicylsiure 0.1087, 0.5550 g, 94.5, 96.5%/¢ d. Theorie.

b) Weitere Aufspaltungsversueche an g-Disalicylid: Zu
den nachstehend verzeichneten Versuchen wurden etwa je 0.5 g §-Disali-
cylid verwendet, die mit einem groBen Uberschull der aufspaltenden
Mittel (10—100 ccm) behandelt wurden. N&here Angaben in der Disser-
tation des einen von uns®). Ergebnisse:

CH, .CO,H, 2 Stdn. kochen [ 8-Disalicylid
> | isalicyli

B-Disalicylid

8-Disalicylid CH, . CO,H, 80 Stdn. kochen R 8-Disalicylid
Salicylsiure
H,80, (konz.). lésen [ Salicylsaure

B-Bisalicylid 5-Sulfosalicylséure
CH3 .OH -{*‘ HQO -{*‘ HCl (40/0) N BD]sal]cyhd

15 Min. kochen 7| Methylsalicylat (wenig)
CH, . OH + H,0 -+ HCL (15%/,) Salicylsiure

Dicationl ,
B-Disalicylid 50 Stdn. kochen Methysalicylat

CH, . OH + CH, . ONa (0.3%,) [ B-Disalicylid (wenig)
» ¢ Salicylsiure

15 Min. kochen Methylsalicylat

¢) Vergleichende Hydrolyse von g-Disalicylid und Di-
plosal mit 13-proz. methanol.-wilr. Salzsdure: 2 g f-Disali-
cylid wurden in 290 ccm methanol.-wifr. Salzsdure (13%/0 HCI) suspen-
diert und bei Zimmertemp. unter wiederholtem Umschiitteln stehen ge-
lassen. Von Zeit zu Zeit wurde mittels Ferrichlorids auf Salicylsédure
gepriift, die erst in 40 Tagen in Spuren nachweisbar war. Aufarbeitung
des Ansatzes nach 48 Tagen: Zunichst wurde von unverindertem g-Disali-
cylid abfiltriert. Das Filtrat versetzte man mit Wasser, dtherte aus und
trocknete den Auszug. Der geringfiigige Ather-Riickstand enthielt Tropf-
chen von Salicylsduremethylester (Geruch) und eine krystallisierte
Substanz, die man mit verd. Soda-Losung aufnahm. Nach dem Filtrieren
und Ansiuern entstand eine sehr geringe weifle Fillung. In Wasser auf-
genommen, zeigte sie keine Reaktion mit Ferrichlorid. Da die Substanz
bei 146° schmolz, diirfte es sich um Diplosal gehandelt haben, das bei
148° schmilzt und mit Ferrichlorid keine Férbung gibt. Eine genaue
Identifizierung war aus Materialmangel nicht mdglich.

2 g Diplosal wurden in gleicher Weise behandelt, wie vorstehend
fiir B-Disalicylid angegeben. Bereits nach 6 Tagen zeigte sich eine
schwache Reaktion mit Ferrichlorid, die nach 48 Tagen sehr deutlich
wurde. Von einer Aufarbeitung wurde abgesehen.

d) Vergleichende Hydrolyse der Disalicylide und des
Diplosals bei Abwesenheit von Enzym?®): 0.1 g §-Disalicylid

15) Fiir die Ausfiilhrung der Versuche mit a-Disalicylid und Diplosal sind wir
Frau Dr. 1. Lichtblau zu Dank verpflichtet.

8-Disalicylid

B-Disalicylid
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wurde in 85 ccm Wasser suspendiert. Nach Indicatorzusatz (Bromkresol-
purpur) wurde auf dessen Umschlagspunkt durch Zusatz von 0.1-n. KOH
eingestellt, worauf der Ansatz im Thermostaten bei 37° gehalten wurde.
Das g-Disalicylid erwies sich unter diesen Bedingungen mehrere Wochen
hindurch als vollkommen bestindig.

0.1 g a-Disalicylid wurde in 85 ccm Wasser in gleicher Weise
behandelt. Es erfulir eine betrichtliche Hydrolyse, wie aus dem Laugen-
verbrauch hervorgeht, der in Abbild. 1 wiedergegeben ist. Eine Wieder-
holung des Versuchs mit 0.5 g a-Disalicylid in 55 ccm Wasser (zwecks
Angleichung der Verhiltnisse an die bci Gegenwart von Enzym aus-
gefithrten Versuche) zeitigte etwa dieselben Ergebnisse.

0.2 g Diplosal wurden in 85 ccm Wasser aufgeschwemmt, wobei
sich ein grofler Teil loste; hierauf wurde unter den oben angegebenen
Bedingungen bei 37° gehalten und die bald einsetzende starke Hydrolyse
am Laugenverbrauch beobachtet, der in Abbild. 1 wiedergegeben ist.

Bei Beurteilung dieser Ergebnisse ist zu beriicksichtigen, da Diplo-
sal in Wasser wesentlich leichter 16slich ist als die beiden Disalicylide.

3) Enzymatische Hydrolyse der Disalicylide.

a) Darstellung und- Reinigung der Leberesterase-Lo-
sungen: Fein zerkleinerte Schweineleber wurde durch Extraktion mit
Aceton und Ather entfettet und getrocknet. 5 g des angefallenen Leber-
pulvers behandelte man bei Zimmertemp. 3 Stdn. mit der 40-fachen Menge
0.025-n.NH,, worauf durch Abzentrifugieren die Enzym-Loésung gewon-
nen wurde. Zu deren Reinigung nach Z.Baker und C. G.Kin g'®) siuerte
man zunichst vorsichtig (um nicht zuviel Eiweifl und damit Enzym
auszuféllen) mit 0.1-n . Essigséure gegen Methylrot schwach an. Von dem
abgeschiedenen Eiweifl wurde abzentrifugiert, mit Ammoniak unter Ver-
wendung von Universal-Indicatorpapier (Merck) auf pg 6.8 abgestumpft
und durch 17-stdg. Dialyse gegen Glycerin (87-proz.) gereinigt und auf
das 2- bis 3-fache des Ausgangsvol. konzentriert. Von der Brauchbarkeit
der erhaltenen Enzym-Ausziige iiberzeugte man sich durch Testspaltungen
an Methylbutyrat'?) und Milchsdurelactid '®).

b) Enzymatische Spaltungen der Disalicylide: Zunichst
wurde eine Spaltung der Disalicylide ohne Zusatz eines Desinfektions-
mittels durchgefiihrt, wobei sich zeigte, dafl beide Verbindungen auf
Leberesterase ansprechen, und zwar das a-Disalicylid besser als das
B-Isomere. Bei der Suche nach einem geeigneten Desinfektionsmittel hat
sich das Natriumsalz der Athylquecksilber-thiosalicylsiure (Merthiolat)'®)

18) Journ. Amer. chem. Soc. 57, 358 {1935] (C. 1935 II, 539). Es hat sich, als
zweckmiBig erwiesen, die Vorschrift der amerikanischen Autoren in der oben wieder-
gegebenen Weise abzuindern, um nicht Enzym-Losungen von allzu geringer Wirk-
samkeit zu erhalten.

17) Dargestellt nach Dtsch. Reichs-Pat. 232818 (C. 1911 I, 1090), vergl. Frdl,,
Fortschr. Teerfarb.-Fabrikat. 10, 72 [1910/12].

18) Dargestellt nach R. Dietzel u. R. Krug, B. 58, 1313 [1925].

19) Na0,C(1)CH,(2)S.Hg.C,H,; vergl. J. H. Waldo, Journ. Amer. chem.
Soc. 53, 992 [1931)] (C. 1931 1,2744); J. H. Waldo,H. A. Shonle u. H. M, Powell,
Journ. Bacteriol. 21, 323 [1931] (C. 1932 I, 3077); H M. Powell u W. A, Jamxeson,
Amer. Journ. Hyg. 13, 296 [1931] (C. 1932 1,3085); W.A.Jamieson u.H. M.Powell,
Amer. Journ. Hyg. 74, 218 [1931] (C. 1932 I, 3085).
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weitaus am besten bewihrt. Als Indicator bei dem von uns angewandten
Verfahren von Knaffl-Lenz!®) diente uns anfangs Bromkresolpurpur.
Spéter verwendeten wir wegen der dunklen Farbe der Enzym-Losungen
Universal-Indicatorpapier (Merck). Die enzymatischen Spaltungen er-
folgten in Suspension bei 37°2°).

Beispiel fiir eine Spaltung (vergl. Abbild. 2): 0.5 g a- bzw. §-
Disalicylid -+ 55 ccm gereinigte und konz. Enzym-Losung + 3 mg
Merthiolat -+ 13 Tropfen Indicator-Losung?'). Der Verlauf der Hydro-
lyse ist in Tafel 1 wiedergegeben.

Tafel 1. Vergleichende enzymatische Spaltung der Disalicylide.

Versuchs- Verbr. ccm 0.1-n . KOH °/o Spaltung zu Salicylsiure **)
. zeit in beim beim
Stunden. | 4 pisalicylid g-Disalicylid oDisalicylid | p-Disalicylid
17 3.61 2.15 8.7 | 5.2
42 6.65 5.10 16.0 12.3
66 9.81 7.75 23.6 18.6
90 12.45 9.40 29.9 922.6
138 16.77 13.25 40.3 31.8
186 1983 15.80 476 38.0
249 22,55 18.91 | 54.2 45.4
307 925.59 \ 21.75 | 615 52.2

Aufarbeitung: Den Ansatz machte man mit konz. Soda-Losung
schwach alkalisch und schiittelte mit Chloroform unverindertes Disalicylid
aus. Hierauf wurde die alkal. Losung von abgeschiedenem EiweiB (durch
Abzentrifugieren) und von der Chloroform-Schicht getrennt, sofort mit
konz. Salzsiure angesiduert und 3-mal ausgeéthert. Der 4ther. Auszug
wurde durch Abzentrifugieren von neuerdings gallertartig abgeschiedenem
EiweiB und der wiBr. Losung abgetrennt. Die édther. Losung lieB man mit -
Calciumchlorid und Aktivkohle 24 Stdn. stehen, filtrierte sodann und
verdampfte den Ather. Der Ritckstand enthielt die entstandenen Hydro-
lysenprodukte, Salicylsiure und Diplosal. Unter dem Koflerschen Heiz-
mikroskop konnte das Vorhandensein beider Siuren an ihrem gut zu
beobachtenden Eutektikum (118°) mit Sicherheit erkannt werden, und
zwar sowohl bei dem mit a-Disalicylid wie bei dem mit f-Disalieylid an-
gesetzten Versuch.

20) Ausfithrung des Versuchs im gewhnlichen Thermostaten; die Verwendung
eines Schiittel-Thermostaten empfiehlt sich nicht, da sie eine vorzeitige Ausflockung
von Eiwei begiinstigt.

21) Verwendet wurde eine 0.5-proz. alkohol. Liosung von Bromkresolpurpur
(Dibrom-o-kresol-sulfophthalein).

22) Die Spaltungsprodukte der Disalicylide stellen ein Gemisch von Diplosal
und Salicylsiure dar, in dem letztere stark iiberwiegt. Die Zusammensetzung dieses
Gemisches 148t sich im Gang der Untersuchung nicht feststellen. Die angegebenen
Prozentzahlen sind also Mindestwerte, die je nach den vorhandenen (micht erheb-
lichen) Mengen an Diplosal zu erhthen wiren.
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Isolierung von Diplosal: Trotzdem der Nachweis von Diplosal
unter den Produkten der enzymatischen Spaltung der beiden Disalicylide
durch Feststellung des Eutektikums mit Salicylsdure als geniigend sicher
anzusehen ist, haben wir uns bemiiht, das aus f-Disalicylid durch enzy-
matische Hydrolyse gebildete Diplosal in Substanz zu fassen, da die
genetische Verkniipfung dieser beiden Verbindungen bei 37° von grofler
Bedeutung fiir die von uns bearbeitete Frage ist. Die beabsichtigte Isolie-
rung des Diplosals ist bei einigen Ansitzen gelungen, bei anderen blieb
uns der Erfolg versagt. Schuld hieran diirfte neben der Hydrolysen-
empfindlichkeit des Diplosals dessen EinschlieBung durch die in ihrem
AusmaBl nicht genau reproduzierbaren Eiweififdllungen sein, die nach-
weislich auch einen groBen Teil der gebildeten Salicylsiure zuriickhalten.
Die Versuche wurden in der vorstehend beschriebenen Weise bei py 6.8
unter Anwendung von Universal-Indicatorpapier (Merck) ausgefiihrt.
Die nach dem Verdampfen des Athers erhaltenen Hydrolysenprodukte
erhitzte man im Vak.-Trockenschrank 1 Stde. bei 15 mm auf 100°, wobei
die Salicylsiure quantitativ wegsublimierte, wihrend etwa vorhandenes
Diplosal rein zuriickblieb (Schmp. 148%). Tafel 2 gibt eine Ubersicht iiber
die von uns ausgefiihrten Versuche, die teils gruppenweise aufgearbeitet
wurden.

Tafel 2. Enzymatische Umwandlung von p-Disalicylid in Diplosal.

Versuch B-Disalicylid Enzym-Losung | Versuchszeit in | Erhaltenes Diplo--
Nr. in g’ in cem: Stunden : sal in mg:
1 0.8 20 24 6
2 08 40 24
3 0.8 53 T 164 } .

4 | 0.8 53 164
5 0.6 60 121 0
6 0.5 60 234
7 0.5 40 24
8 0.5 40 24 25
9 0.5 40 24
10 0.5 40 263 4

4) Verhalten der Disalicylide unter dem Koflerschen Mikro-
schmelzpunktsapparat nach Beobachtungen von M. Baumeister
und M. Brandstitter®),

Die hochliegenden Schmelzpunkte der Disalicylide lassen sich nicht
leicht genau festlegen; insbesondere wird der Schmelzpunkt des a-Disali-
cylids sehr verschieden gefunden, wobei die Wahl des zum Umkrystalli-

28) Fiir die Durchfithrung dieser Untersuchungen zu einer Zeit, in der uns noch
die apparativen Mittel dazu fehlten, im Institut von Hrn. Prof. Kofler, Innsbruck,
durch Frl. Dr. Baumeister und Frl. Dr. Brandstitter méchten wir auch hier
unseren Dank zum Ausdruck bringen.

43*
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sieren verwendeten Losungsmittels eine betrichtliche Rolle spielt®®). Es
schien daher erwiinscht, zur besseren Kennzeichnung dieser Verbindungen
ihr Verhalten beim Schmelzvorgang nach dem schénen Verfahren von
L. Kofler genau zu verfolgen. Bei dieser Untersuchung lieferten die aus
Chloroform umkrystallisierten Disalicylide folgende Werte:
a-Disalicylid (Makro-Schmp. 213°): Beim Erhitzen ab etwa 140°
starke Sublimation in Form von Blittchen, Kérnern und Prismen. Die
Verbindung schmilzt zwischen 213° und 218°; ihre Schmelze erstarrt glasig.
Ein Gleichgewicht zwischen Krystallen und Schmelze 1iBt sich nicht
einstellen. Brechungsindices bei verschiedenen Temperaturen, bestimmt
nach der Koflerschen Glaspulvermethode: n?y 1.5700, n%® 1.5794.
B-Disalicylid (Makro-Schmp. 199—200°): Begmnt ab 130° in Na-
deln und Blidttchen zu sublimieren. Die Verbindung schmilzt zwischen
197° und 203°; ihre Schmelze erstarrt beim Erkalten krystallinisch. Bei
203° 148t sich ein Gleichgewicht zwischen Krystallen und Schmelze ein-
stellen. _Brechungsindices bei verschiedenen Temperaturen, bestimmt
nach der Koflerschen Glaspulvermethode: n%’' 1.5609, n's® 1.5700%%),
Eutektikum von a- und B-Disalicylid: 175 &= 1°.

117. Ludwig Anschiitzund Gerhard Gro8: Zum Isomerieproblem der
Disalicylide, IV. Mitteil.: Beitrdge zur Kenntnis der Dikresotide*).

[Aus d. Organ.-chem. Institut d. Deutschen Techn. Hochschule Briinn.]
(Eingegangen am 30. Mirz 1944.)

Die in der Literatur enthaltenen Angaben iiber Dikresotide schienen
insofern einer Nachpriifung bediirftig, als aus ihnen geschlossen werden
kann, da} es nicht gelungen, ja vielleicht nicht einmal maéglich ist, die
sechs theoretisch vorauszusehenden bimolekularen Anhydride der drei
Kresotinsiiuren darzustellen. Auf Grund der in unserer III. Mitteilung®)
auf chemischem und biochemischem Wege bestens gestiitzten stereochemi-
schen Deutung der Disalicylid-Isomerie ist aber nicht einzusehen, warum
sich nicht von der o-, m- und p-Kresotinsiure je ein a- und ein B-Dikresotid
ableiten sollte wie von der Salicylsdure das a- und das g-Disalicylid. Wir
haben uns daher um die Klarstellung dieser Verhéltnisse bemiiht.

Zuerst hat M. Sch6pff?) ein bei 224—225° schmelzendes Dikresotid
als Nebenprodukt bei der Darstellung von 4.5-Dimethyl-xanthon durch
Destillation von o-Kresotinsdure -mit Essigsiureanhydrid erhalten. Zehn
Jahre spiter haben A. Einhorn und C. Mettler®) durch Einleiten von
Phosgen in die Pyridin-Losung der dreil Kresotinsiuren drei Dikresotide
dargestellt: o-Dikresotid, Schmp. 231—281.5°% m-Dikresotid, Schmp. 207°
bis 207.5°%; p-Dikresotid, Schmp 243° In neuerer Zeit hat R. Anschutz‘)
mltgetellt daB sich dle zur Disalicylid-Bildung mit Erfolg angewandte

24) Vergl. G. Schroeter, B. 52, 2234 [1919)].

25) Bestimmung an der unterkiihlten Schmelze.

*) Vergl. G. Gro 8, Dissertat. Briinn 1943.

1) Vergl. die vorangehende Abhandlung.

2) B. 25, 3645 [1892]. 3) B. 35, 3644 [1902]. 4) A. 439, 8 [1924].





