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Halyseris polypodioides.

Diese Braunalge verdanken wir der Freundlichkeit des Herrn
L. Berner (Marseille). Sie wurde uns in getrocknetem Zustand ge-
liefert. In krystallisierter Form liessen sich daraus B-Carotin und
Zeaxanthin isolieren, wihrend eine Reindarstellung von Fucoxanthin
nicht gliickte. Kiirzlich haben J. M. Heilbron und R. F. Phiperst)
an der Braunalge Fucus vesiculosus Adhnliche Beobachtungen ge-
macht: aus der getrockneten Pflanze erhielten sie B-Carotin und
Zeaxanthin, aus der frischen Braunalge Carotin und Fucoxanthin.
Ihre Schlussfolgerung, dass Zeaxanthin ein postmortales Produkt
des Fucoxanthins ist, halten wir aber fiir wenig wahrseheinlich.
Fucoxanthin scheint beim Trocknen der Braunalgen leicht der
Zerstorung anheimzufallen, was wir schon bei fritheren Extraktions-
versuchen haufig beobachten konnten.

Zirich, Chemisches Institut der Universitit.

7. Uber Cortin, das Hormon der Nebennieren-rinde?).
1. Mitteilung
von T. Reichstein.
(13. XII. 35.)

Vor ca. 5 Jahren zeigten besonders Rogoff und Stewart?), Swingle
und Pfiffnert) sowie Hartman und Brownell®), dass die Nebennieren-
rinde ein lebenswichtiges Hormon produziert, welches sich aus ihr
in Form von Extrakten gewinnen lisst. Die Sekretion dieses Hormons
kann als wichtigste Funktiou der ganzen XNebenniere iiberhaupt
angesprochen werden; denn Tiere, denen beide Nebennieren operativ
entfernt worden sind, konnen den Ausfall des im Mark produzierten
Adrenalins relativ leicht iiberwinden, nicht aber denjenigen des
Rindenhormons. Dies konnte dadurch gezeigt werden, dass solche
Tiere beliebig lange und anscheinend v6llig normal am Leben er-
halten werden konnen und auch fortpflanzungsfihig sind, wenn sie

1) Biol. J. 29, 1369 (1935).

%) Die erheblichen Mittel, die diese Untersuchung benétigte, wurden mir von der
Haco-(iesellschaft Giumligen bet Bern gewihrt. Das Roh-Cortin stellte in dankenswerter
Weise die N.V.0Organon Oss (Holland) zur Verfiigung. Die biologische Auswertung
geschah im Laboratorium der letzteren Firma durch die Herren Dr. P. de Fremery und
R. W. Spanhofi. Es sei allen Beteiligten fiir diese Hilfe auch hier der beste Dank aus-
gesprochen.

%) J. Am. Med. Ass. 92, 1569 (1929).

4) Science 71, 321 (1930). vgl. besonders Medicine 11, 371 (1932).

3) Science 72, 76 (1930).
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regelméssig Injektionen des gereinigten Hormons erhalten, das
frei von Adrenalin ist. Beim Aussetzen der Hormonzufuhr treten
dagegen schwere Ausfallserscheinungen ein, mit nachfolgendem Tod,
wenn nicht durch erneute Injektion fiir Zufuhr des lebensnotwendigen
Stoffes gesorgt wird.

Auf dieses Verhalten ist auch die biologische Prifung von
Cortin-priaparaten begriindet, indem die minimale Dosis des Pri-
parates ermittelt wird, die nétig ist, um ein beidseitig epinephrekto-
miertes Tier ,,normal*‘ zu erhalten. Unterschiede in der Test-methode
ergeben sich dabei je nachdem was fiir ein Kriterium angewendet
wird, um zu beurteilen, wann der ,,normale‘ Zustand erreicht ist.
Von der einfachen Bestimmung der Uberlebensdauer ist man meist
abgekommen, da sie wenig iibereinstimmende Resultate liefert?).
Die genauesten Werte scheint der Hunde-Test?) zu geben, wenn er
sorgfaltiz genug vorbereitet wird, was nicht ganz leicht zu sein
scheint. Als Kriterium gilt der Nichtprotein-sticksteff (= Harn-
stoff) im Blut, der bei Cortinmangel charakteristisch erhoht wird?).
Beim FEverse-de Fremery-Test?), nach welchem die in dieser Arbeit
beschriebenen Priparate ausgewertet wurden, werden Ratten als
Versuchstiere benutzt und die Ermiidbarkeit von Muskeln gemessen,
die durch Cortinmangel ebenfalls sehr stark erhéht wird. Die Er-
gebnisse der beiden ganz verschiedenen Testmethoden haben bisher,
soweit ein Urteil ohne direkten Vergleich mdoglich ist, miteinander
iibereingestimmt. Immerhin ist die genaue Auswertung von Cortin-
praparaten auch heute noch als schwierig und nicht ganz zuverlissig
anzusehen.

Klinisch wird das Cortin heute hauptsichlich bei der Addison’-
schen Krankheit verwendet, die auf einer Zerstérung der Neben-
nieren, meist durch Tuberkulose oder auch durch blosse Atrophie,
beruht; neuerdings in Kombination mit Kochsalz.

Von den verschiedenen Verfahren, die fiir die Gewinnung von
Cortinpriaparaten beschrieben sind®), dirfte das nach Swingle und

1) Ein bemerkenswerter Vorschlag ist von Brownell und Hartiman, Am. J. Physiol. 95,
670 (1930) gemacht worden. Danach sollen junge epinephrektomierte Ratten verwendet
werden, wobei als Kontrolle der Wirkung die Wachstumskurve gilt. Also ein dhnliches
Verfahren, wie es bei vielen Vitaminbestimmungen angewandt wird. Wieweit es sich
bewihrt hat, ist mir unbekannt.

%) Harrop, Pfiffner, Weinstein, Swingle, Proc. Soc. exptl. Biol. Med. 29, 449 (1932);
31, 839 (1934); Pjiffner, Swingle, Vars, J. Biol. Chem. 104, 701 (1934).

3) Nach Van Slyke bestimmt.

1) Acta Brev. Neerl. 2, 152 (1932).

%) Ausser den erwihnten vgl. z. B. Kdhler, Eichelberger, Am. .J. Physiol. 90, 417
(1929); Hartmann und Mitarbeiter, Proc. Soc. exptl. Biol. Jed. 28, 962 (1931); 29, 48,
141 (1931); Am. J. Physiol. 98, 674 (1931); 95, 670 (1930); 86, 353 (1928). Grollman
und Firor, J. Biol. Chem. 100, 429 (1933); Am. J. Physiol. 10, 46 (1932), wo auch
ein krystallines Praparat beschrieben ist; 105, 41 (1933). Kendall, Me¢. Kenzie, Proc.
Staff Meet. Mayo Clinic, 8. Febr. 1933, u. andere.



Pfiffner') am vorteilhaftesten sein und wahrscheinlich auch technisch
vorzugsweise- beniitzt werden, da es ganze Nebennieren verwendet,
also die miihsame und verlustreiche Abtrennung des Cortex ver-
meidet?). Durch Behandlung der gereinigten alkoholischen Hormon-
10sung mit Permutit wird nach diesem Verfahren das Adrenalin am
Schluss entfernt, ohne dass Verluste an Rindenhormon eintreten.
Die aktive Substanz aus 1 kg Rinder-Nebenniere kann bei guten
Priaparaten so auf ca. 60 mg Trockenriickstand gebracht werden,
die eca. 1000—2000 Hunde-Einheiten enthalten3).

Fir die weitere Anreicherung solcher ,,Rohextrakte‘ sind
inzwischen auch geeignete Methoden publiziert worden, die sich
zunéchst vor allem auf Ausschiittelungsoperationen griinden, wegen
der Empfindlichkeit des Hormons gegen Hitze sowie gegen Alkalien.
In der Literatur besteht ziemliche FEinigkeit dariiber, dass sich
Cortin in Wasser relativ gut 16st, dass es daraus jedoch je nach
dem Reinheitsgrad mehr oder weniger schwer mit organischen Losungs-
mitteln wie Ather oder Benzol extrahierbar ist. Hartman, Brownel
und Crosby*) geben ferner an, dass es gegen 0,1-n. Salzsiure be-
stindig ist, dagegen von 0,1-n. Natronlauge rasch zerstort wird,
wihrend wissriges Ammoniak relativ gut vertragen wird. Nach
Kendall, Mason, Mec. Kenzie, Myers und Koelsche®) lasst es sich
sowohl aus salzsaurer, wie aus stark ammoniakalischer wéssriger
Losung mit Ather extrahieren, ist somit ein Neutralkérper. Eine
sehr sorgfiltice Arbeit iiber die Anreicherung von Cortin ist schliess-
lich von Pfiffner und Vars®) publiziert worden, wo die Reinigung
cenau beschrieben und auch der Verteilungskoeffizient zwischen
Ather (oder Benzol) und Wasser zu 1:3 bis 1:4 bestimmt wird.
Die reinsten (amorphen) Priparate zeigten eine Wirksamkeit von
200—400 Hunde-Einheiten pro mg. Inzwischen wurde von Kendall
und Mitarbeitern”) angegeben, dass es ihnen gelungen sei, das Cortin
in krystallisierter Form vom Smp. 210° zu isolieren. Die Krystalle
sollen die Zusammensetzung O, H,,0; aufweisen und eine Wirk-
samkeit von allerdings nur 10-—100 Hunde-Einheiten pro mg be-

1} Proc. Soc. Exptl. Biol. Med. 28, 510 (1931); Am. J. Physiol. 98, 144 (1931);
Medicine 11, 371 (1932); Proc. exptl. Biol. Med. 29, 998, 1267 (1932).

2y Qb die nach Schmitz und Kiihnau, Bioch. Z. 259, 301 (1933) bereiteten Koérper
irgend etwas mit dem hier erwihnten Hormon zu tun haben, erscheint mehr als fraglich.

%) Eine Hunde-Einheit ist definiert als die minimale tagliche Dosis Cortin pro
kg Hund, die nétig ist, um einen beidseitig epinephrektomierten Hund fiir die Dauer
von 7—10 Tagen normal zu erhalten. Als Kriterium gilt Beibehaltung des Korper-
«ewichts, Ausbleiben von Asthenie, Erbrechen etc., und Nichterhohung des Nichtprotein-
stickstoff-(~Harnstoff-)Spiegels im Blut.

1) Prod. Soc. exptl. Biol. Med. 28, 962 (1931).

5} Proc. Staff Meet. Mayo Clinic 9, 245 (1934).

5) J. Biol. Chem. 106, 645 (1934).

“) Proc. Staff Meet. Mayo Clinic 9, 245 (1934).



sitzen?), doch sollen ihnen die vollen Wirkungen des Hormons zu-
kommen. Daneben soll noch eine ,,andere Form‘ (wasserloslich)
existieren, die dieselben Wirkungen hat.

Die Angaben sind bisher von anderer Seite noch nicht bestitigt,
hingegen durch einige inzwischen erschienene Notizen von Kendall?)
teilweise eingeschrinkt worden. Danach so’'len die Krystalle, von
denen einige Gramm (!) hergestellt wurden, zwar auf die Uberlebens-
dauer der Tiere, nicht jedoch auf den Blutharnstoff und den Natrium-
chloridgehalt des Blutes wirksam sein (also beim Test nach Swingle
und Pfiffner unwirksam sein miissen). Zur vollen Wirkung sollen sie
der Erginzung durch reichliche Kochsalzgaben oder durch einen
zweiten Hormonfaktor B bediirfen. Hingegen sollen sie bei Addison-
Patienten gut gewirkt haben.

Wenn es also noch nicht als bewiesen gelten kann, dass Kendall’s
Krystalle wirklich den physiologisch wichtigsten Bestandteil der
Nebennieren-Rinde darstellen, so tut dies der Bedeutung ihrer
Untersuchung keinen wesentlichen Abbruch, denn wie spiter gezeigt
werden soll, scheinen die wirksamsten Cortin-Konzentrate aus einem
Gemisch nahe verwandter Stoffe, wahrscheinlich desselben Grund-
skelettes zu bestehen, von denen die Substanz Kendall’s der erste
Vertreter ist, der krystallisiert erhalten wurde. Nach den erwihnten
Notizen?}, sowie nach Referaten von Vortrigen?) soll die Formel der
Krystalle nicht wie oben CygH;,O;, sondern C,,H,,0, lauten und
wie folgt zu einem Trioxy-aldehyd mit einem atherartigen Sauer-
stoffatom aufgeldst werden konnen.

OH OH

[
0<(CgHyy)>C—CH—CHO

OH (tertidr) .
Der Korper ist optisch aktiv, das [«], soll 65—110° betragen
Bei Abwesenheit von Doppelbindungen miisste die obige Formel
3 Kohlenstoffringe enthalten, fiir die auch das Result. t einer Zink-
staubdestillation spricht.
Weitere sehr wichtige Resultate in dieser Richtung sind inzwischen
ferner von Wintersteiner und Pfiffnert) kurz publiziert worden®).

1) Kendall betont allerdings ausdriicklich, dass bei der Schwierigkeit der biologischen
Auswertung diese Angabe nur grossenordnungsméssig zu nehmen ist.

%} Proc. Staff Meet. Mayo Clinic 10, 245 (1935); J. Biol. Chem. 109, 1 (1935) (Scien-
tific Proc. 29).

) Atlantic City 11. 6. 1935, sowie S. Francisco 19.-23. 8. 1935. Fiir ein Referat
des ersten bin ich Herrn Dr. P. Laqueur, fiir ein solches des zweiten Herrn Prof. 0. Winter-
stetner zu Dank verpflichtet.

1) J. Biol. Chem. 109, ¢ (1935) (Scientific Proc. 29).

%) Vgl. die soeben erschienenen ausfithrlichen Publikationen von Pfiffner, Winter-
steiner, Vars, J. biol. Chem. t1 1,585 (1935), und Wintersteiner, Pfiffner. J. Biol. Chem. 114,
599 (1935). Die hier als Nr. 1—35. bezeichneten Substanzen sind dort mit Buchstaben
A—FE benannt. Nr. 3 == C ist als [-Leucyl-l-prolin aufgeklirt.



— 33 .

Sie erhielten aus ihren Konzentraten 5 verschiedene krystallisierte
Substanzen:
Wahrscheinliche Formel

Nr. 1. Hexagonale Krystalle  Smp. 213,5° (unkorr.) CyH3,0;5
Nr. 2. Nadeln . . . . ... ,»  208—2110 (C,H 0)x
Nr. 3. Platten . . . . . . . ,  ca.1589 ' Stickstoffhaltig
Nr. 4. Event. nicht ganzrein. ,, ca.127° »

Nr.5 . ... ....... »  236—239° 1)

Nr. 3 fillt als stickstoffhaltig aus der Reihe heraus, aber auch
die anderen erwiesen sich nach dem Swingle und Pfiffner-Test als
inaktiv. Nach neueren Ergebnissen?) soll Nr. 2 einen Smp. 213°
(unkorr.), sowie die wahrscheinlichste Formel C,;H,,0, besitzen
und vermutlich mit Kendall’'s Krystallen identisch sein. Nr. 1
besitzt keine reduzierenden Eigenschaften, wihrend Nr. 2 und Nr. 5
Fehling’sche Losung stark reduzieren. Die physiologische Wirkung
verblieb in den amorphen Mutterlaugen.

Die nachfolgend referierten eigenen Arbeiten wurden vor ca.
2 Jahren begonnen. Die dazu beniitzten Cortinpraparate waren
nach dem Permutitverfahren bereitet, ohne dass die letzte Reinigung
mit Wasser jedoch sehr weit getrieben worden wire. Sie enthielten
pro 1 kg Ausgangsmaterial (ganze Rinder-Nebennieren) durch-
schnittlich 400 mg Trockenriickstand (hauptsichlich fettartige Stoffe)
mit einer Gesamtaktivitdt von ca. 20 Ratteneinheiten?®), was grossen-
ordnungsmissig 1000 Hundeeinheifen (oder mehr) entsprechen
diirfte.

Fir die erste Anreicherung dieser ,,Rohextrakte‘ wurde zuerst
die Verteilung zwischen Pentan und Wasser oder wiissriger Salzsiure
beniitzt. Durch griindliches Waschen geht die gesamte wirksame
Substanz in die wissrige Phase und l4sst sich daraus nach entsprechend
vorsichtigem Einengen durch sehr oftmaliges Ausschiitteln mit
Ather wieder vollstindig extrahieren. Bedeutend rascher gelingt
dies mit Essigester. Es wurden so Priparate in einer Ausbeute von
ca. 30 mg pro kg Driise gewonnen, die eine Ratteneinheit in ca.
1,5 mg Trockenriickstand enthielten, was einer ca. 13,3-fachen
Anreicherung ohne merklichen Aktivitatsverlust entspricht. Durch

1) Nach Privatmitteilung von Dr. Pfiffner und Prof. Winlersteiner.

2) Nach Privatmitteilung von Dr. Pfiffner und Prof. Wentersterner.

3) Eine Ratteneinheit ist die minimal wirksame tigliche Dosis pro Ratte von
ca. 150 g Gewicht, die bei mindestens 3 von 5 Tieren nach Ablauf von 4 Tagen beim
Everse-de Fremery-Test ein positives Resultat ergibt. (Tiere, die vor Ablauf dieser Zeit
sterben, werden nicht mitgezahlt.) Eine Ratteneinheit dirfte ungefahr 50—100 Hunde-
Einheiten entsprechen. Die Ratte braucht demnach pro kg Kérpergewicht ca. 500mal
soviel Cortin als ein Hund, wenn man von den sehr verschiedenen Versuchsbedingungen
absieht. Vgl. auch Kroc und Martin, Am. J. Physiol. 108, 438 (1934), nach denen eine
Ratte tdglich den nach Swingle und Pfiffner bereiteten Extrakt aus 30—120 g Driise
benétigt, das sind 30—240 Hunde-Einheiten, da der Extrakt aus 1 g Driise bei richtiger
Herstellung 1—2 Hunde-Einheiten enthalt.

3
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anschliessende Extraktion aus soda-alkalischer Lésung konnten
hierauf noch geringe Mengen von Sauren abgetrennt werden, wiederum
ohne merkliche Aktivititsverluste; die dadurch erzielte Anreicherung
war gewichtsmissig jedoch nur unbedeutend. Diese Priparate
wiren fiir eine weitere Untersuchung sehr brauchbar gewesen und
standen in Bezug auf Aktivitit den nach Pfiffner und Vars!) be-
reiteten (vgl. weiter unten) nur wenig nach. Leider war die Art
der Aufbereitung aber nur bei kleinen Anséitzen durchfiihrbar, be-
sonders wegen dusserst hartnickiger Emulsionen, die sehr langes
Zentrifugieren notig machten, was bei grossen Chargen Spezial-
apparaturen erfordert hiatte, die nicht zur Verfiigung standen.

Da inzwischen die Arbeit von Pfiffner und Vars!) erschienen
war, wurde in der Folge dieses Verfahren zur ersten Anreicherung
beniitzt. Es ergab in der Tat Konzentrate (als C. 13 bezeichnet),
die noch etwas reicher waren und eine Ratteneinheit in 0,8—1,05 mg
enthielten. Leider betrug die Ausbeute aber nur ca. 7 mg pro kg
Driise, was einem Verlust von iiber 509%, an wirksamer Substanz
entspricht. Dieser Verlust ist wahrscheinlich durch den relativ
hohen Lipoidgehalt unserer Rohextrakte bedingt, die ein ausge-
zeichnetes Losungsvermogen fir das Hormon zu haben scheinen,
sodass es nur sehr langsam an Wasser abgegeben wird. Aber auch
Pfiffner und Vars berichten, dass ihr Verfahren bei grossen Anséitzen
relativ viel Verluste verursachen kann. Spiter zeigte es sich, dass
eine sehr wirksame Trennung, mit fast quantitativer Hormon-
ausbeute (innerhalb der Fehlergrenze der biologischen Auswertung)
erreicht werden kann, wenn die Rohextrakte nach einer geeigneten
Vorreinigung der Verteilung zwischen Pentan und ca. 20-proz. wiss-
rigem Methylalkohol unterworfen werden. Die gesamte Aktivitit
mit wenig Ballast geht in die wissrige Phase und kann jetzt nach
Entfernung des Methanols im Vakuum ,normal‘‘ nach Pfiffner
und Vars weiterbehandelt werden.

Fir die endgiiltige Aufarbeitung grésserer Quantititen wurde
dann so verfahren, dass diese zunfichst der Trennung nach Pfiffner
und Vars unterzogen wurden, wobei das Konzentrat C.13 resultierte.
Die dabei abfallenden Lipoidlgsungen ergaben dann bei der Weiter-
behandlung mit Pentan und wissrigem Methanol den Rest des
Hormons nach entsprechender Reinigung als Konzentrat C. 13a.
C. 13 und C. 13a besassen zwar ungefihr dieselbe Aktivitidt pro
mg gerechnet; doch enthielten sie etwas verschiedenartige Begleit-
stoffe, was fiir die Isolierung von Einzelindividuen wichtiz war.
Hauptsichlich aus diesem Grunde wurde diese etwas komplizierte
doppelte Aufarbeitung beibehalten.

1y J. Biol. Chem. 106, 645 (1934).



Diese Konzentrate waren nun soweit vorgereinigt, dass weitere
Trennungen durch einfache Ausschiittelung wenig aussichtsreich
schienen, es wurden daher chemische Trennungen versucht. Zunichst
wurde Bisulfit probiert in -Anlehnung an die Beschreibung von
Kendall'). Behandelt man die Konzentrate C. 13 mit Natriumbisulfit-
losung, so scheiden sich in der Tat allmihlich Krystalle ab, die nach
gehoriger Reinigung sogar ungefihr den von HKendall angegebenen
Schmelzpunkt zeigten. Die Menge, die auf diesem Wege erhalten
wurde, war jedoch so gering, dass von dieser Bereitungsart abgesehen
wurde, insbesondere da sich eine viel bessere Trennungsmethode
ergab, wie anschliessend erwahnt wird, bei der diese Krystalle sehr
bequem erhalten wurden. Natriumbisulfit schien auch aus einem
anderen Grunde fiir eine glatte Trennung wenig aussichtsreich.
Durch griindliches Ausschiitteln der Bisulfitlosung mit Ather lisst
sich nidmlich nicht nur die gesamte Aktivitit, sondern iiberhaupt
praktisch die ganze Gewichtsmenge des angewandten Konzentrates
extrahieren. Daraus ldsst sich folgern, dass, wenn darin iiberhaupt
Stoffe vorhanden sind, die mit Bisulfit Anlagerungsverbindungen
geben, diese jusserst instabil sein miissen.

Eine recht gute Trennung liess sich jedoch durch Behandlung
der Konzentrate mit eigentlichen Ketonreagentien erzielen?). Mit
Semicarbazid wird ein zun#chst amorphes Semicarbazongemisch
als gelbliches Pulver erhalten, das in Wasser recht schwer, in Ather
fast unléslich ist und sich durch Waschen daher von Begleitstoffen
einigermassen befreien lisst. Durch Umkrystallisieren aus Alkohol
konnte ein Teil davon sogar in Krystallen anscheinend rein ge-
wonnen werden. (Vgl. weiter unten als Substanz F., es liegt an-
scheinend ein Disemicarbazon der Formel C,,H,,O,N, + H, vor,
dem als Grundkérper ein Diketon der Formel C,,H,,O; + H, ent-
spricht.) Weiterhin wurde eine Probe des rohen, aber gut gewaschenen
Semicarbazongemisches durch vorsichtige Behandlung mit Salz-
sdure bei Zimmertemperatur gespalten. Das so erhaltene amorphe
Priparat erwies sich als physiologisch stark aktiv, 1,25 mg enthielten
ungefihr eine Ratteneinheit, wihrend die bei der Semicarbazon-
herstellung anfallenden ketonfreien Anteile in der Dosierung von
1,4 mg pro Tag und Ratte ganz unwirksam waren. Es wurde daher

1) Proc. Staff Meet. Mayo Clinic 2, 245 (1934).

%) Zum Patent angemeldet April 1935. Dass Cortinpriparate mit Phenylhydrazin-
derivaten Fillungen (Osazone) geben kénnen, ist schon von Kendall, Proc. Staff Meet.
Mayo Clinic. 2,- 245 (1934), angegeben worden. Ob dies mit d=r Aktivitit viel zu tun
hat, ist nicht genau ersichtlich, da die von ihm als wirksam angesehenen Krystalle diese
Fillungen nicht leicht geben sollen. Inzwischen ist von Wintersteiner und Pfiffner, J.
Biol. Chem. 109, ¢ {1935), berichtet worden, dass sich aktive Produkte gewinnen lassen,
wenn man die durch Fillung mit Phenylhydrazin in der Kilte erhaltenen Priizipitate
mit Benzaldehyd spaltet.
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vermutet, dass der wirksame, oder die wirksamen Stoffe, eine Car-
bonylverbindung oder ein Gemisch solcher darstellen.

Es wurde hierauf nach anderen Ketonreagentien gesucht, die
noch eine glattere Trennung bewerkstelligen lassen, als es mit Semi-
carbazid moéglich ist. Hierzu sind besonders solche geeignet, die
ausser der zur Reaktion mit der Carbonylgruppe befihigten Gruppe
noch eine salzbildende Gruppe enthalten, wie z. B. die Phenyl-
hydrazinsulfosdure. Als besonders bequem erwies sich das neu-
artige Reagens von Girard'). Fiir genauere Angaben iiber dasselbe
bin ich Herrn Dr. A. Girard zu besonderem Dank verpflichtet. Die
genaue Anwendung desselben soll jedoch erst in einer spiteren
Mitteilung beschrieben werden.

Mit solchen Ketonreagentien liess sich eine glatte Trennung in
eine ,,Ketonfraktion‘* C.17 und einen ,ketonfreien Anteil** C. 16
erreichen. Aus 0,7 g Konzentrat C. 13 (mit einer Ratteneinheit in
ca. 0,8-—1,05 mg), die nach Pfiffner und Vars aus 100 kg Driise
gewonnen waren, wurden mit dem zuletzt erwihnten Reagens durch-
schnittlich 0,4 g ,,Ketonfreies* (C.16) und 0,22 g ,,Ketofraktion‘
(C.17) erhalten. Die letztere zeigte eine sehr hohe Aktivitit von
ca. 0,33 mg pro Ratteneinheit. Es war also eine iiber dreifache
Anreicherung praktisch ohne Verlust an wirksamer Substanz einge-
treten. Dementsprechend erwies sich der ketonfreie Anteil (C. 16)
als inaktiv bis zur Dosis von 2 mg pro Tag und Ratte.

In ganz analoger Weise wurde auch die Fraktion C.13a in
die ,,Ketofraktion‘* C.17a und das ,,Ketonfreie* C.16a getrennt.
Die bis hier geschilderte Trennung konnte auch an grossen Chargen
bequem durchgefithrt werden. Der Versuch mit Rohextrakt aus
1000 kg Driise (mit insgesamt ca. 20000 Ratteneinheiten) gab:

9,92 g C.13 daraus 3,5 g C. 17 mit ca. 10500 Ratteneinheiten?)
36 gC. 13a ,, 18¢g C.17a,, , 5400 ye
Total an aktivem Konzentrat (Ketofraktionen) 5,3 g mit ca. 15900 Ratteneinheiten.

Daneben wurden 5,15 g C.16 und 1,46 g C.16a gewonnen.

Sowohl C. 16 wie C. 17 erwiesen sich als optisch aktiv und zwar
zeigte C.16 ein [«]y = ca. —6° (¢ = 4 in Aceton), wihrend C. 17
stark positiv drehte mit einem [a]y == ca + 120° (¢ = 2 in Aceton).
Beide Teile reduzierten Silber-diammin-hydroxydiosung in der
Kalte stark. Bei C. 16 rithrt dies jedoch mit Sicherheit zum grossen
Teil von einem phenolischen Korper (Brenzecatechinderivat) her,

1y Franz. Patent 767464; C. 1935, I. 959.

%) Die relativ gute Ausbeute an C. 13 kommt daher, dass hier bei der ersten Wasser-
trennung 20 Mal sehr energisch mit Wasser ausgeschiittelt wurde statt nur 8 Mal, wie
Pfiffner und Vars angeben. Trotzdem bleibt ein erheblicher Teil Aktivitit zuriick und
wird erst anschliessend als C.13a gewonnen. (Der schliesslich ermittelte Verlust von
ca. 4100 fallt in die Fehlergrenze der Bestimmungsmethode. Aus diesem Grunde kann
mit einem eventuell noch grdsseren Verlust gerechnet werden.)
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denn dieser Teil gab mit Eisen(IIT)chlorid eine deutlich griine Reak-
tion, die auf Alkalizusatz in rot umschlug. Nach Extraktion aus
verdiinnter Natronlauge mit Ather war das Reduktionsvermégen
dieser Fraktion auch weitgehend vermindert. C.17 gab dagegen
keine merkbare Eisen(IIT)chlorid-Reaktion, sodass es wahrscheinlich
ist, dass das Reduktionsvermogen dieser Fraktion auf die Anwesen-
heit von 0-Oxy-ketonen ete.!) zuriickzufithren ist. Eine Behandlung
mit Alkali musste hier natiirlich, wegen der Alkaliempfindlichkeit
der aktiven Komponente, unterbleiben. Diese physiologisch wichtigste
Fraktion war ferner frei von Stickstoff, Schwefel, Phosphor und
Halogen, sie enthielt 68,849, Kohlenstoff und 8,359, Wasserstoff,
was einer ,,Durchschnittszusammensetzung‘ der Hauptbestandteile
von ungefahr C, H,,0O, entsprechen wiirde. Die Fraktion zeigt
ferner eine starke Bande im Ultraviolett-Absorptionsspektrum bei
ca. 240 my, was auf den Gehalt an «, f-ungesittigten Keton
hindeutet. Sie stellt aber ein noch recht komplexes Gemisch dar.
Besonders deutlich wird dies durch das Resultat der Oxydation mit
Silberoxyd in leicht alkalischer Losung gezeigt, wobei, wie weiter
unten noch erwéhnt wird, ca. %/, des Gewichtes in Sduren iiber-
gefiilhrt wird, wihrend ca. 1/, zur Hauptsache unangegriffen bleibt.

Aus den vier oben genannten Fraktionen, von denen bisher
besonders die zwei inaktiven (.16 und C.16a bearbeitet wurden,
konnten weiter teils durch direkte Krystallisation, teils durch che-
mische Eingriffe die folgenden 7 Substanzen in reiner Form (soweit er-
sichtlich) isoliert werden. Sie sind alle (bis auf die letzte, die noch
nicht gepriift werden konnte) im Fverse-de Fremery-Test unwirksam?),
doch diirfte ihre Untersuchung wertvolle Hinweise auf den Bau des
Hormons selbst liefern, da bei der offenkundig 4hnlichen Zusammen-
setzung der Hauptbestandteile eine enge chemische Verwandtschaft
vermutet werden kann, wie dies ja in anderen Fillen gefunden wurde.
Die 7 krystallisierten Korper sollen vorliufig nur mit den Buch-
staben A—G bezeichnet werden.

Substanz A. Wurde durch direkte Krystallisation von (.16
gewonnen, weitere Mengen nach alkalischer Verseifung der Mutter-
langen (neben Subst. B). Krystallisiert in sechseckigen Blittchen
(aus Alkohol), die bei ca. 160° opak werden und bei 221-—222° korr.
unzersetzt schmelzen. Die Temperatur um 160° entspricht einem

!} Auch o-Diketone wiren prinzipiell méglich. Aldehyde sind weniger wahr-
scheinlich, da diese aus der Girard’schen Zwischenverbindung meist viel schwerer abge-
spalten werden als dies bei C 17 der Fall war und daher bei der Trennung verloren gehen
wiirden. TImmerhin sind speziell gebaute Aldehyde nicht ausgeschlossen.

%) Einige konnten allerdings nur als Mischung gepriift werden, da die reinen KXom-
ponenten zu schwer lslich waren. HEs ist daher nicht ausgeschlossen, dass der eine oder
andere Korper sich in héheren Konzentrationen doch noch als aktiv erweisen wird. Die
Hauptaktivitit ist jedoch sicher in den oligen, resp. amorphen Anteilen enthalten.
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Umwandlungspunkt. Unreinere Priparate schmelzen oft schon
gegen 140° unscharf, beginnen bei ca. 160—170° unter Bildung
schoner Nadeln wieder festzuwerden und schmelzen dann wieder
gegen 2200 Die bis ca. 100° im Vakuum getrocknete Substanz ist
sehr hygroskopisch, die kurz tiber 160° getrocknete nicht mehr.
Der Xorper ist optisch aktiv, zeigt ein [«]y = + 16° =~ 1° (¢ = 1,808
in absolutem Alkohol) und besitzt die Formel C, H,O; -+ H,. Er
reduziert alkalische Silberldsung nicht in der Kilte, ist recht stabil
gegen Erhitzen und ldsst sich im Hochvakuum bei 0,1 mm und
ca. 2909 Aussentemperatur unzersetzt destillieren (nur in kleinen
Mengen versucht). Er reagiert nicht mit Semicarbazid und ldsst
sich mit Nickel und Wasserstoff auch unter energischen Bedingungen
(135° und 140 Atm. Druck) nicht hydrieren. Von den Sauerstoff-
atomen diirften mindestens vier, vielleicht auch alle fiinf als Hydroxyl-
gruppen vorliegen, da die Zerewitinoff-Bestimmung 4,66 aktive
Wasserstoffe anzeigte. Aus dem Ansatz konnte die angewandte
Substanz unverindert regeneriert werden. Sollten nur vier Hydroxyle
vorliegen, so miisste das fiinfte Sauerstoffatom danach als Ather-
sauerstoff enthalten sein. Mit HEssigsiure-anhydrid-Pyridin in der
Hitze wird eine krystallisierte Tetra- oder Penta-acetylverbindung
vom Smp. 150—151° korr. erhalten. Die Substanz A zeigt ferner
keine selektive Absorption im Ultraviolett bis 200 mu. Sie ist
gegen kochende alkoholische Lauge bestindig, weniger gegen Siduren
in der Hitze. Von den Hydroxylen sind mindestens 2, wahrseheinlich 3
direkt benachbart und eines davon primir, denn bei der Behandlung
mit Bleitetracetat in Eisessig nach Criegee') bei 30° werden ca.
2,5 Atome Sauerstoff aufgenommen unter Bildung von Formaldehyd
{(Dimedonverbindung, Smp. 191° korr., Mischprobe). Glycerin ver-
braucht unter denselben Bedingungen ca. 3 Atome Sauerstoff.
Dementsprechend bildet die Substanz auch eine krystallisierte
Mono-acetonverbindung vom Smp. 209—210° korr. Die Substanz A
ist von allen zu erwihnenden bisher am leichtesten zuginglich.
Aus 4 g C.16 wurden ca. 0,5 g Rohprodukt, davon ca. die Hilfte
in reiner Form erhalten.

Substanz B. In geringer Menge aus den Mutterlaugen von
A nach alkalisecher Verseifung, also eventuell nicht genuin, sondern
sekundir durech Verseifung entstanden. Nadeln (aus absolutem
Alkohol) vom Smp. 253--255° (unkorr. im zugeschmolzenen Réhr-
chen) die im Hochvakuum unter 0,05 mm schon bei 160-—200°
Blocktemperatur sublimieren. Die Formel ist noch unsicher.

Substanz C. Ein Keton vom Smp. 253—256° korr. (Zers.) aus
Fraktion C. 16a. Feine Nadeln aus absolutem Alkohol, darin weniger
als 19, loéslich. [a]fy = + 69,80 4 2,5° (¢ = 0,387 in absolutem

1) A. 495, 211 (1932).
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Alkohol). Die Substanz reduziert alkalische Silberlésung in der
Kalte stark, zeigt keine selektive Absorption im TUltraviolett bis
200 my, besitzt die Formel C,,H,;,0; 4 H, und gibt ein Semicar-
bazon C,,H,,O.N; 4+ H, vom Smp. 243—245° korr. (Zers.).

Substanz D. Ein Keton vom Smp. ca. 230—2389 korr. (Zers.) (je
nach Erhitzungsgeschwindigkeit etwas verschieden). Aus Fraktion
C.16a. Glasklare Korner aus absolutem Alkohol oder Aceton,
viel leichter loslich als Subst. C. [«]}y = + 66° 4+ 1,5° (¢ = 0,365
in absolutem Alkohol). Sie reduziert alkalische Silberlosung in
der Kilte stark, zeigt keine selektive Absorption im Ultraviolett
bis 200 my und besitzt die Formel C, H,,0; 4 H,, ist also wahr-
scheinlich isomer mit C. Sie gibt ein Monosemicarbazon C,,H,,O,N,
+ H,, das besonders gut krystallisiert und den sehr hohen Schmelz-
punkt von 327—329° korr. unter Zersetzung zeigt.

Substanz E. Ein weiteres Keton der wahrscheinlichen Formel
CyH,,0; + H,, das aber zum Unterschied von C und D alkalische
Silberlésung in der Kilte kaum reduziert. Gewonnen wurde es aus
der aktiven Fraktion C.17 nach Entfernung reduzierender Korper
mit Silberoxyd. Krystalle vom Smp. 126—129° (aus Aceton-Wasser,
event. wasserhaltig). Es zeigt ein [« = + 87° 4 2° (¢ = 0,701
in absolutem Alkohol), besitzt keine selektive Absorption im Ultra-
violett bis 200 my, und gibt ein Semicarbazon, das aus Alkohol
ziemlich langsam krystallisiert, solange man iiber keine Impfkrystalle
verfiigt. Dieses zeigt einen Smp. 280—285° korr. unter Zersetzung.

Substanz F. Voraussichtlich ein Disemicarbazon der Formel
CosH 3O N 4+ H,, dem also ein Diketon der Formel CyH,,0; 4= H,
zugrunde liegen wiirde. Es wurde, wie oben kurz erwihnt, direkt
aus der Fraktion C.17 mit Semicarbazid isoliert, es zeigt keinen
Schmelzpunkt, sondern zersetzt sich allmihlich von ca. 250° an
unter Braunfirbung. Die Reinheit ist somit unsicher, da sie sich
nur durch mikroskopische Krystallbetrachtung kontrollieren liess.
Der Korper zeigt eine starke Bande im TUltraviolett-absorptions-
spektrum bei ca. 270 myu, was der Absorption der Fraktion C. 17,
die bei 240 myu liegt, entspricht!). Es ist also zu vermuten, dass
das erwihnte Diketon eine «, 8-stindige Doppelbindung enthilt und
einen der Korper darstellt, welche die Absorption der Fraktionen
C.17 und C.17a verursachen?). Ein weiterer in diesem Gebiet
absorbierender Korper liegt in Substanz G vor.

1) Beim Cholestenon liegt der Schwerpunkt der Absorptionsbande bei ca. 240 mp.
beim Semicarbazon dieses Korpers liegt er bei 270 mpu. Vgl. Menschik, Page, Bossert.
A. 495, 225 (1932). Es ist also ungefihr derselbe Unterschied zwischen freiem Keton
und Semicarbazon zu konstatieren.

%) Nach einer brieflichen Mitteilung von Herrn Prof. O. Winterstetner ist es ihm
gelungen, einen Koérper aus aktiven Konzentraten zu isolieren, der méglicherweise das
Diketon darstellt, das dem Disemicarbazon zugrunde liegt.
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Substanz @. Ein Di-keton der wahrscheinlichen Formel
CsH20; + C + H,. Es wurde durch fraktionierte Trennung mit
Girard-Reagens aus C.17a gewonnen und zwar in geringer Menge,
sodass die Formel noch unsicher ist. Auf jeden Fall fallt der Korper
stark aus der Reihe der oben erwihnten heraus. Er krystallisiert
aus absolutem Alkohol, in dem sich bei 20° knapp 19, l6sen, in
langlichen Blattchen, die zu Drusen vereint sein kénnen, schmilzt
bei ca. 216—2239 korr. ohne merkliche Zersetzung und lisst sich
bei 0,2 mm Druck bei 190—200° Blocktemperatur unzersetzt subli-
mieren. Er reduziert alkalische Silberlosung in der Kilte recht
langsam aber deutlich und zeigt die sehr hohe spezifische Drehung
von [« = +262° +3° (¢ =1 in absolutem Alkohol, was eine
leicht iibersdttigte Losung darstellt). Im TUltraviolett zeigt er eine
Bande bei ca. 235 mu.

U. V. Absorptionskurven der Substanzen A, C, D, F, &
und Fraktion C. 17 a.1)

Die folgenden Kurven sind durch lichtelektrische Vermessung
am Gitterspektroskop?) erhalten. Die Methodik, etwas weniger
genau als die Vermessung mit Hilger-Spektrograph, bendtigt aber
viel weniger Substanz und liefert die Kurven bis 200 myu herunter.

50 x 103
25 X IOJT
Subst. F-
Frakt. C. 17 a
Subst Gy \
A e swm— -
D 0 mp 250 mp W0 mp  — X
Alle in Alkohol und d = 0,121 cm.
Subst. A ¢ = 5,93 x 1074 Mol/Ltr. Subst. F ¢=4,2 x 10~ Mol/Ltr.
., C ec=543x107¢ w G e=153x10"%
. D ¢=257 x107% . Frakt.C.17a ¢ = 1,43 < 1073 ,

Weitere Krystallisate. Aus den Mutterlaugen von C und D
konnten weitere krystallisierte Fraktionen erhalten werden, die

1) Die Kurven wurden durch freundliche Vermittelung von Herrn Prof. R. Kuhn
von Herrn A. Schrider im Kaiser-Wilhelm-Institut Heidelberg aufgenommen, wofir
auch hier der beste Dank ausgesprochen sei.

%) Nach Pohl. Zur Methodik vgl. die Angaben in der soeben erschienenen 4. Aufl.
von F. Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse, S. 308.
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wahrscheinlich noch mindestens zwei verschiedene Korper ent-
halten, die 'beim Ewverse-de Fremery-Test wahrscheinlich inaktiv
sind. Eine davon, die die ca. 222° korr. schmilzt und alkalische
Silberlosung stark reduziert, kénnte eventuell mit den Kendall’schen
Krystallen identisch sein, jedoch ist die Reinheit noch zweifelhaft.
Das ganze Krystallgemisch zusammen mit C und D war bis zur
Dosierung von 0,5 mg taglich beim Everse-de Fremery Teft un-
wirksam.

Die bei der Gewinnung der neutralen Konzentrate anfallenden
sauren und basischen Begleiter sind noch nicht untersucht, eine
krystallisierte Base ist vorhanden.

VYon den verschiedenen Koérpern ist Substanz A identisch mit
Substanz 1 von Wintersteiner und Pfiffnerl). Es ist ferner wahr-
scheinlich, dass Substanz ¢ mit Nr. 5 und Substanz E mit Nr. 4
von den Korpern der genannten Autoren identisch ist, ein direkter
Vergleich ist in den beiden letzten Fillen jedoch noch nicht durch-
gefiihrt worden?).

Aus den fettartigen Riickstdnden der Rohextrakve, denen das
Hormon mit Wasser und verdiinntem Methylalkohol entzogen war,
und die gewichtsmissig den Hauptbestandteil der Rohextrakte
ausmachen, konnte ferner eine reichliche Menge einer krystallisierten
Neutralsubstanz vom Smp. 72,5—73° isoliert werden, die sich als
Glycerin-mono-palmitat erwies. Sie hat inscfern praktisches In-
teresse, als sie zeigt, was fiir Korper in diesen Extrakten fiir die
unangenehmen Emulsionsbildungen verantwortlich sind. Die al-
kalische Verseifung des Petroldther-l16slichen Fettes ergab ferner
neben Fettsiuren und Glycerin in geringer Menge eine neutrale
Schwefel-haltige Substanz, die aus Aceton in Nadeln vom Smp. 113—
114,5° krystallisiert und die wahrscheinlich die Formel CH, 033
besitzt. Da sie Permanganat in der Kilte momentan reduziert,
50 ist ein Sulfon unwahrscheinlich, am wahrscheinlichsten ein ali-
phatisches Trioxy-sulfid oder Dioxy-sulfoxyd, was gelegentlich
festgestellt werden soll.

1y Literatur vgl. Anm. ¢) und %) S. 32 sowie 1) S. 33. Herr Prof. Winfersteiner hat
den direkten Vergleich durch Mischprobe in entgegenkommender Weise ausgefiihrt, die
zwei Proben zeigten fast denselben Schmelzpunkt und gaben gemischt keine Depression.
Ferner hatte Herr Dr. Pfiffner die Freundlichkeit, die Substanz A noch an zwei Hunden
biologisch zu priifen, sie erwies sich genau wie die als unwirksam befundene Nr. 1 als
inaktiv (Wirksamkeit geringer als 10 Hunde-einheiten pro mg). Es sei auch hier der
verbindlichste Dank fur dieses Entgegenkommen ausgesprochen.

2) In der soeben erschienenen Publikation Anm. %) S. 32 der amerikanischen Autoren
geben diese fiir ihre Substanz vom Smp. 126—1289, die hier noch als Nr. 4 (jetzt von ihnen
als C) bezeichnet wird, die Formel C,,H,0,. Die Verbrennungswerte wiirden jedoch
cbensogut mit Cy, Hy,0;, - H,0 + H, iibereinstimmen. Substanz E scheint aber tatsichlich
Krystallwasser zu enthalten. Sie wurde daher bisher nicht als solche, sondern nur als
Semicarbazon verbrannt.



Schliesslich sollen noch einige orientierende Reaktionen der
biologisch wichtigsten Fraktion C.17 und C.17a erwidhnt werden.

Die direkte Druckhydrierung von C. 17a mit Nickel und Wasser-
stoff bei ca. 130° und 100 Atmosphiren gab ein kaum mehr redu-
zierendes Gemisch, aus dem ca. 109, (auf angewandtes Material
gerechnet) nadelige Krystalle (aus absolutem Alkohol) isoliert werden
konnten, die bei ca. 200-—216° (korr.) unzersetzt schmelzen und
gich im Hochvakuum bei 0,2 mm Druck und ca. 270° Blocktemperatur
unzersetzt destillieren liessen, und deren Analyse auf die Zusammen-
setzung C, H,,0; + H, passt. Es ist sehr wohl moglich, dass auch
dieser Korper aus einem o0-Oxy-keton mit 5 Sauerstoffatomen ent-
standen ist, da solche Korper bekanntlich bei der Hydrierung leicht
ein Sauerstoff verlieren.

Ferner soll noch das Resultat der Oxydation von Fraktion
C.17 mit Silberoxyd erwidhnt werden. Dass Cortinkonzentrate
starkes Reduktionsvermogen gegen alkalische Silberlosung, sowie
gegen Fehling’sche Liosung zeigen, ist verschiedentlich beobachtet
worden. HKendall und Mitarbeiter!) erwihnen die Oxydation ihrer
Krystalle mit Silberoxyd. Wintersteiner, Vars und Pfiffner?) geben
an, dass ihre Konzentrate mindestens zwei reduzierende Faktoren
enthalten, von denen einer, dessen Menge nur dem geringeren Teil
der reduzierenden Bestandteile entspricht, Jod in bicarbonatalkali-
scher, sowie Silber-diammin-hydroxyd bei py 8 reduziert, wihrend
der andere unter diesen Bedingungen noch nicht angegriffen wird.
Der erstere soll mit der physiologischen Aktivitit nichts zu tun
haben. Die Gesamtreduktionskraft entsprach ca. 20—259%, Glucose.
Da die von den amerikanischen Autoren beniitzten Priparate wahr-
scheinlich noch etwas phenolische Bestandteile enthalten, so ist
aus dem Reduktionswert ein definitiver Schluss nicht zu ziehen.
Oxydationen mit Silberoxyd an amorphen Xonzentraten sind
inzwischen von Kendall auch ausgefithrt worden?) ).

Bei den eigenen Versuchen wurde eine Probe der biologisch
stark aktiven Fraktion C.17 mit iiberschiissigem Silberoxyd in
verdiinntem Methanol geschiittelt unter allmihlichem Zusatz von
Soda- oder Natronlauge-Losung unter leichter Erwirmung zum
Schluss gegen 60° TUnter diesen Bedingungen wurde knapp %/; des
Gewichtes der Probe in ein Gemisch von Sduren iibergefiihrt, wihrend
etwas mehr als 1/, als Neutralkorper erhalten wurden, die offenbar
wenigstens zur Hauptsache unangegriffenes Material darstellen.
Die letztere Fraktion (C.18) war nun bemerkenswerterweise in der

1} J. Biol. Chem. 109, 1 (1935).

2) Vars, Pfiffner, J. Biol. Chem. 104, ¢ (1934); Wintersteiner, Pfiffner, J. biol.
Chem. 109, ¢ (1935).

3y J. Biol. Chem. 109, 1 (1935).

4) Vortrage Atlantic City 11. 6. 1935, sowie San Franzisco 19.—23. 8. 1935.
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Dosierung von 0,42 mg pro Tag und Ratte noch gut wirksam, wihrend
0,21 mg sich als unwirksam erwiesen, sie zeigt somit etwa dieselbe
Aktivitat wie C.17. Es ist demnach mit der Oxydation von fast
zwei Dritteln des urspriinglichen Gewichtes auch ungefihr 2%/, der
Aktivitat zerstort worden. Die Fraktion C. 18 zeigte trotz der guten
Aktivitat fast keine Reduktionswirkung gegen alkalische Silber-
l6sung in der Kilte mehr. Entweder wird das Hormon also unter
den angewandten Bedingungen nur ziemlich langsam und unvoll-
standig zerstort, besitzt also selber keine reduzierenden Eigenschaften,
oder es existieren zwei verschiedene Koérper, die bhiologisch wirksam
sind, von denen einer oxydiert wird, der andere nicht. Die anderen
verbleibenden Moglichkeiten sind weniger wahrscheinlich.

Die kaum mehr reduzierende Fraktion C.18 lieferte durch
direkte Krystallisation das schon erwihnte Keton (Substanz E),
das bei 0,4 mg pro Tag und Ratte biologisch unwirksam war. Von
den bei der Oxydation mit Silberoxyd in relativ reichlicher Menge
erhaltenen Sduren konnte bisher nur ein Vertreter in sehr geringer
Menge rein erhalten werden. Es ist eine #dtherlosliche Sdure, die
aus Aceton-Wasser in Nédelchen vom Smp. 2209 korr. krystallisiert
und als Natriumsalz eine spezifische Drehung von ca. + 160° besitzt.
Nach der Verbrennung konnte eine Saure C,;,H,;O0, oder C, H;,0,
+ H, vorliegen. Die Hauptmenge der Sduren war amorph, resp.
wurde bisher noch nicht getrennt.

Betrachtet man die bisherigen Resultate dieser Arbeit, sowie
die erwihnten Publikationen der zwei amerikanischen Arbeitskreise
zusammenfassend, so ist es naheliegend zu vermuten, dass die ver-
schiedenen krystallisierten Substanzen mit 21 Xohlenstoff- und
5 Sauerstoffatomen nahe miteinander verwandt sind und dass sie
sich hauptsichlich durch einen verschieden hohen Wasserstoffgehalt
voneinander unterscheiden, soweit sie nicht isomer sind. Eine
direkte gegenseitige Uberfiilhrung ist allerdings bisher noch nicht
durchgefithrt worden. Es sprechen viele Griinde dafiir, dass auch
der biologisch aktive Anteil der Konzentrate derselben Stoffgruppe
angehoért. Als deren weitmoglichst hydrierter Grundkérper wire
Substanz A anzusehen, die mit der Substanz Nr. 1 resp. A von
Wintersteiner und Pfiffnert)?) identisch ist.

Zusammenfassung der Ergebnisse.

Bei der Auswertung von Nebennieren-extrakten nach dem Testverfahren von
Swingle und Pfiffner an Hunden, sowie nach dem Everse-de Fremery-Test an Ratten
ergeben sich bisher keine Widerspriiche, wenn man annimmt, dass in beiden Fillen
derselbe Stoff gemessen wird. Ratten benétigen aber pro kg Kérpergewicht ca. 500mal
mehr Hormon als Hunde.

1) J. Biol. Chem. 109, ¢ (1935).
2) J. Biol. Chem. 111, 585, 599 (1935).
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Aus Cortin-extrakten lisst sich durch Verteilung zwischen Pentan und wissrigem
Methanol von 20%, die gesamte Menge an aktiver Substanz in einem Reinheitsgrad ge-
winnen, der geniigt, um die nachherige weitere Konzentrierung (z. B. nach Pfiffner
und Vars) ohne merkliche Verluste durchfithren zu kénnen.

Aus den Konzentraten lisst sich das gesamte Hormon durch geeignete Keton-
reagentien herausholen. Die biologisch wirksamen Anteile von Extrakten aus 1000 kg
Rinder-nebennieren kénnen in einfacher Weise so auf ein Gewicht von ca. 5,4 g gebracht
werden, ohne merkbaren Aktivitatsverlust.

Die so gewonnenen Priparate stellen zur Hauptsache ein Gemisch von Oxyketonen-
und Diketonen dar. Sie sind frei von Stickstoff, Schwefel, Phosphor und Halogen und
enthalten ca. 3 Ratteneinheiten pro mg.

Es werden eine Anzahl krystallisierter Korper beschrieben, die teils aus den wirk-
samen Konzentraten, teils aus] unwirksamen Nebenfraktionen isoliert wurden, die
sich in den bisher gepriiften Dosierungen aber als biologisch inaktiv erwiesen haben.
Fiinf davon (die Substanzen A, C, D, E und F) scheinen nahe miteinander verwandt
zu sein, da sie alle vermutlich 21 Kohlenstoffatome und 5 Sauerstoffatome enthalten.

Es werden Griinde beigebracht, die es als wahrscheinlich erscheinen lassen, dass
auch die Hauptbestandteile der aktiven Priparate derselben Korperklasse angehoren,
wie die genannten reinen Substanzen.

Experimenteller Teil.

Beispiel zur Anreicherung mit Pentan-Wasser: Der
,,Rohextrakt‘* (vgl. theoretischer Teil) aus 50 kg Driise, der als
konzentrierte alkoholische Lodsung bezogen wurde, wurde nach
Zusatz von 100 cm3® Wasser im Vakuum vom Alkohol befreit. Der
Riickstand, der aus einer wissrigen Phase und braunem Ol bestand,
wurde in einen Scheidetrichter gespiilt, mit Salzsiure bis zur eben
kongosauren Reaktion versetzt und nach Zugabe von 600 cm? ge-
reinigtem Pentan sehr griindlich geschiittelt. Nach Trennung wurde
die wassrige Phase durch zwei weitere Scheidetrichter mit je 300 cm?
Pentan geschickt und die Ausschiittelung 10mal mit.je 100 cm?
0,1-n. Salzsiure (trennt besser als Wasser allein) wiederholt. In
den drei Pentanschichten verblieben ca. 20 g {fettartige Stoffe.
Die Trennungen waren teilweise sehr miihsam und die entstandenen
Emulsionen konnten nur durch sehr langes Zentrifugieren aufgeteilt
werden, es wurden aber nur die ganz klaren wissrigen Lisungen
ahgelassen. Die vereinigten wissrigen Losungen wurden soweit
neutralisiert, dass Kongo nicht mehr gebliut, Lakmus aber noch
deutlich gerdtet wurde, und im Vakuum auf 50 em?® eingedampft.
Der Riickstand wurde 15mal mit je 200 cm?® frisch destilliertem
Ather ausgeschiittelt und noch 24 Stunden im Apparat mit Ather
extrahiert (gab fast nichts mehr). Die mit Sulfat getrockneten
Atherlosungen gaben 1,4 ¢ Substanz mit insgesamt ca. 800 Ratten-
einheiten, also praktisch vollstindig alles Hormon, da der verwendete
Rohextrakt ungefihr ebensoviel enthielt. — Zur Entfernung von
basischen und sauren Begleitstoffen wurde obiges Konzentrat zunéchst
in Wasser aufgeschlemmt und nach Zusatz von Salzsdure bis zur
deutlich kongosauren Reaktion erschépfend mit Ather ausgeschiit-
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telt. Der nach Abdampfen des Athers zum Schluss im Vakuum,
crhaltene Riickstand wurde aus der Aufschwemmung mit 25 cm3
Wasser, der starke Pottaschelésung bis zur eben deutlich alkalischen
Reaktion auf Phenolphtalein zugesetzt wurde, wiederum erschipfend
mit Ather ausgezogen. Erhalten wurden so ca. 1 g gereinigtes Kon-
zentrat (C. 9) von hellbraunlicher Firbung, die immer noch ca. 800
Ratteneinheiten enthielten. (Einfacher ist es, von Anfang an mit
Essigester auszuschiitteln und die Ausziige direkt von Basen und
Sauren durch einfaches Waschen mit wéssriger Salzsiure und Soda-
losung zu befreien. Das Hormon ist in Essigester so gut ldslich,
dass keine Verluste eintreten, wenn mit drei Scheidetrichtern mit
Essigester gearbeitet und nicht mehr als notig wissrige Phase ver-
wendet wird.) Ein Trennungsversuch mit Bisulfit wird weiter unten
gegeben. Nachfolgend soll ein Beispiel fiir die Trennung mit
Semicarbazid gegeben werden:

Ca. 10-proz. Lésungen von Semicarbazid-acetat in Methanol
wurden hier wie fiir die spiter beschriebenen Fille wie folgt bereitet.
1 Teil Semicarbazid-chlorhydrat und 1,5 Teil krystallisiertes Natrium-
acetat werden im Mérser verrieben, bis Verfliissigung eintritt, hierauf
werden 10 Teile Methanol zugegeben, gut verrieben und filtriert.
0,5 g der oben genannten Fraktion C. 9 (aus ca. 25 kg Driise) wurden
mit 10 em? 10-proz. Semicarbazid-acetatlésung in Methanol 24 Stun-
den stehen gelassen, im Vakuum von Methanol befreit und der
Riickstand mit wenig Wasser verrieben, wobei eine dicke olige
Fiallung entstand. Es wurde noch zweimal nach Zusatz von wenig
Wasser im Vakuum eingeengt und durch Zusatz von wenigen Tropfen
starker Pottasche gegen Lackmus neutralisiert. Die ca. 3 cm?® be-
tragende Mischung wurde dreimal im Scheidetrichter mit je 50 em3
frisch destilliertem Ather ausgeschiittelt. Gibt 0,2 g , Ketonfreies‘.
Hierauf wurde mit etwas Essigester ausgeschiittelt, der Auszug
im Vakuum stark eingeengt und mit viel Ather versetzt. Die Fillung
wurde mit dem Semicarbazongemisch (siehe weiter unten), die
Atherlésung mit dem XKetonfreien vereinigt. Bei den wiissrigen
Teilen wurde das Wasser von den schmierigen Semicarbazonen
vorsichtig abgegossen und letztere zweimal mit sehr wenig Wasser
gewaschen. Die Rohsemicarbazone wurden mit wenig Alkohol
zusammengespiillt und nach Entfernung des Alkohols im Vakuum
gut getrocknet. Erhalten ca. 150 mg. Zur Vorreinigung wurden
sie mit einer Spur Alkohol gelost und daraus mit viel absolutem
Ather gefillt und gut mit Ather gewaschen. Dieses Produkt wurde
beim Verreiben mit Wasser pulvrig. Ausbeute nach dem Trocknen
136 mg crémefarbiges amorphes Pulver. Zeigt keinen Schmelzpunkt,
sondern zersetzt sich von 190° an allméihlich. Aus diesem konnte
durch fraktionierte Krystallisation aus absolutem Alkohol unter
Zusatz von etwas gewaschener Kohle ein schwer 1oslicher Teil in
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gut ausgebildeten Krystallchen gewonnen werden. Es wurde 6,5 mg
einer schwerloslichen Spitzenfraktion, die noch etwas graun gefirbt
war und wenig flockiges Material enthielt, abgetrennt. Die folgende
vollig krystallisierte Fraktion (16 mg) wurde fiir die Analyse ver-
wendet. Das praktisch farblose, feine Krystallpulver zeigte keinen
Schmelzpunkt, sondern zersetzte sich von ca. 250° an unter Braun-
farbung; es ist der als F bezeichnete Korper. Die Mutterlaugen
lieferten nach Eindampfen zum Syrup und Ausreiben mit Ather
70 mg ,,Semicarbazongemisch aus Mutterlangen* als crémefarbiges
Pulver, zur Hauptsache amorph, das sich bei ca. 180—190° zer-
setzte.

Substanz F. Diese zeigte eine starke Absorptionsbande im Ultra-
violett bei ca. 270 mgu (vgl. theoretischer Teil) und nach dem
Trocknen im Hochvakuum bei 80% die folgende Zusammensetzung:

3,661 mg Subst. gaben 7,52 mg CO,, 2,53 mg H,0 und 0,018 mg Riickstand

2,712 mg Subst. gaben 0,398 em?® N, (23° 721 mm)

CyHyOsNg  Ber. C 57,70 H 8,02 N 17,58%
CyH360;N; Ber. ., 57,94 ,, 7,62 ,, 17,65%
Gef. ,, 57,59 ,, 7,95 ,, 16,09%

Es ist nicht sicher, dass die Substanz ganz rein gewesen ist;
der zu niedrige Stickstoffgehalt kann von geringen Mengen beige-
mischtem Monosemicarbazon eines Monoketons herriihren, die in dem
Hormonkonzentrat reichlich enthalten sind, jedoch werden bei
Disemicarbazonen sehr hiufig zu niedrige Stickstoffwerte gefunden.
Am wahrscheinlichsten ist daher als- Grundkorper ein Disemicar-
bazon eines Diketons C, H,,05; + H,, das wahrscheinlich eine Dop-
pelbindung in Konjugation zu einer CO-Gruppe enthilt. Fir ein
Disemicarbazon spricht auch die geringe Ldslichkeit in Alkohol,
sowie das Verhalten beim Erhitzen. Die spater zu beschreibenden
Monosemicarbazone zeigen durchwegs wirkliche Schmelzpunkte,
wihrend dieses Derivat, ebenso wie das Disemicarbazon von Sub-
stanz G sich, ohne zu schmelzen, allmihlich zersetzt.

Spaltung der 70 mg ,,Semicarbazon aus Mutter-
lauge‘‘. Diese wurden mit 2 cm?® n. Salzsidure verrieben, wobei das
Pulver klebrig wurde, und iiber Nacht in Kohlendioxydatmosphére
stehen gelassen. Hierauf wurde 20 mal mit frisch destilliertem Ather
ausgeschiittelt, wobei die ungeldst gebliebenen Teile jedesmal grind-
lich mit der wiissrigen Schicht und mit Ather verrieben wurden. Die
harzigen Knéllchen wurden dabei allm#hlich pulvrig und verschwan-
den schliesslich fast ganz. Gegen Schluss wurde mit der wissrigen
Schicht jeweils gegen 50° erwirm$ vor einer neuen Ausschiittelung.
Die sukzessive durch eine kleine Schicht verdinnter Sodalosung ent-
siuerten, und iiber Natriumsulfat getrockneten Atherausziige hinter-
liessen 50 mg Trockenriickstand (Fraktion C.11), die bei 1,25 mg
pro Tag und Ratte gerade noch wirksam waren. Die ketonfreien
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Anteile waren jedoch biologisch unwirksam bei 2 mg pro Tag und
Ratte. Da inzwischen ein besseres Trennungsverfahren gefunden
wurde, so wurde von der Anwendung von Semicarbazid in diesem
Stadium abgesehen. Fiir eine quantitative Trennung der noch un-
reinen Konzentrate ist es wenig geeignet, auch nicht zur Bereitung
anderer einheitlicher Semicarbazone, besonders da eine Kontrolle
durch charakteristische Schmelzpunkte fehlt.

Trennung grosserer Chargen.

Die Aufarbeitung von Extrakt aus 1000 kg Driise erfolgte in
Anlehnung an die Vorschrift von Pfiffner und Vars!) in Portionen
aus 250 kg Driise wie folgt:

Die alkoholischen Lésungen des ,,Rohextrakfes* (mit Permutit
gereinigt) aus 250 kg Driise, enthaltend ca. 125 g Trockenriickstand,
wurden filtriert und das Filtrat im Vakuum auf ein kleines Volum
eingedampft. Der Riickstand wurde mit 250 cm3 frisch destilliertem
Ather und 100 cm?® Wasser in einen Scheidetrichter gespiilt und
dort insgesamt 20mal mit je 100 cm?® Wasser sehr energisch ausge-
schiittelt. Bei der ersten Ausschiittelung entstand oOfters eine sehr
starke Emulsion, die nach 5-stiindigem Stehen fiir sich abgelassen
und filtriert wurde; die auf dem Filter verbleibenden geringen Reste
wurden gut mit Wasser ausgewasclien. Die weiteren Ausziige trennten
sich nach Zugabe von 1 cm?® 2-n. Salzsdure meist ziemlich rasch ab.
Alle wissrigen Teile passierten noch einen zweiten Scheidetrichter,
in dem sich 50 em3 Ather befanden. Im ersten musste der Ather von
Zeit zu Zeit etwas erganzt werden. Im Ather verblieben ca. 110 g
itherlosliche Fettriickstdnde, noch Hormon-haltig; deren Ver-
arbeitung siehe weiter unten.

Die wissrigen Losungen wurden soweit neutralisiert, dass sie
noch deutlich lackmussauer, aber nicht mehr kongosauner waren und
im Vakuum auf ca. 100 cm? eingeengt. Nach Zusatz von Salzsiure
bis zur deutlich kongosauren Reaktion wurde 16 mal mit je 400 cm?
frisch destilliertem Ather ausgeschiittelt. (Die wiissrigen Anteile
wurden mit den analogen der folgenden Operation vereinigt.) Die
dtherische Hormonlésung wurde durch Eindampfen, zum Schluss
im Vakuum, auf 200 cm? konzentriert (wobei sich etwas honigartiges
Produkt ausschied) und mit vielen kleinen Portionen Wasser in einen
Scheidetrichter gespiilt. Jetzt wurde 18 mal mit je 100 cm3 Wasser
ausgeschiittelt, die wissrigen Losungen passierten wieder einen zwei-
ten Scheidetrichter, wo sie mit 50 cm3 Ather nachgereinigt wurden.
(Die in den beiden Atherschichten verbleibenden Anteile wurden als
»Ather-rest II¢ bezeichnet und fiir eine spitere Priifung zuriick-
gestellt.) Die wiissrigen Teile wurden wieder auf 100 em? im Vakuum
eingedampft (40° Badtemperatur), der Riickstand mit soviel starker

1) J. Biol. Chem. 106, 645 (1934).



Pottascheldsung versetzt, dass Phenolphtalein eben gerétet wurde
und 15mal mit je 400 cm?® Ather ausgeschiittelt. (Die wissrigen
Lésungen wurden mit den oben erwihnten vereinigt, nach Zusatz
von Salzsiure bis zur stark kongosauren Reaktion wurden extrahier-
bare Siuren, hierauf nach Zugabe von Pottasche bis zur alkalischen
Reaktion, extrahierbare Basen mit Ather ausgezogen. Die verblei-
bende Losung wurde bis zur lackmussauren Reaktion neutralisiert,
im Vakuum zum Syrup eingedampft und durch Extraktion mit
absolutem Alkohol noch vorhandene organische Bestandteile von
den Salzen getrennt. Diese Anteile wurden fiir eine event. spitere
Priffung anfgehoben. Sie waren zusammen bis zu einer Menge, die
500 g Ausgangsdriise entspricht, pro Tag und Ratte, inaktiv.) Die
letzte Atherlosung hinterliess beim Eindampfen das erste Konzentrat
C. 13, von dem 1 mg pro Tag und Ratte kaum, 1,5 mg jedoch wirksam
waren. Die Ausbeute betrug ca. 2,56 g.

Zur Gewinnung der Hormonreste aus den oben erwidhnten
,/atherloslichen Fettriickstinden* mussten diese zunfichst etwas vor-
gereinigt werden. Sie wurden nach vélliger Entfernung des Athers
mit der 4—5-fachen Menge Pentan gelést, wobei zundchst geringe
Triibung und dann Abscheidung eines reichlichen krystallinischen
Niederschlages erfolgte. Nach 1-tigigem Stehen wurde dieser ab-
genutscht, mit Pentan gut gewaschen und zur Entfernung event.
adsorbierter Hormonreste einmal aus Aceton umkrystallisiert. (Ist
rohes Glycerin-monopalmitat; siehe weiter unten.) Die Acetonlésung
wurde im Vakuum vom Losungsmittel befreit, der Riickstand mit
Pentan und 20-proz. wissrigem Methylalkohol in einen Scheide-
trichter gespiilt und dort mit der Hauptmenge der Pentanlésung
vereinigt. Jetzt wurde 10mal mit je 100 cm?® Wasser ausgeschiittelt,
dem wenn nétig soviel Methanol (maximal aber 259,) beigegeben
wurde, dass eine glatte Trennung ohne Emulsionsbildung eintrat.
Im Pentan verblieben die ,,pentanlislichen Fettreste‘* nunmehr frei
von Hormon. (Untersuchung derselben siehe weiter unten.) Die
wissrigen Ldésungen wurden im Vakuum eingeengt und wie die
obigen aus Ather erhaltenen weiterbehandelt. Die Nebenprodukte
wurden mit den analogen vereinigt. Die letzte Atherlésung hinter-
liess beim Eindampfen das zweite Konzentrat C. 13a, durchschnitt-
lich 0,8 g, die ungefidhr ebenso, eher noch etwas aktiver waren als
C. 13.

Insgesamt wurden aus 1000 kg Driise 9,918 g C. 13 und 3,6 ¢
C.13a erhalten. Diese wurden der Trennung mit Girard-Reagens
unterworfen, deren genauere Ausfithrung spiter bekanntgegeben
wird. Die 9,918 g der Fraktion C.13 gaben dabei 3,56 g ,,Keto-
fraktion* C. 17, sowie 5,15 g ,,Ketonfreies‘* C. 16. Der Verlust be-
trug somit 1,228 g, wahrscheinlich inaktive Nebenbestandteile. C. 16



49

erwies sich als inaktiv bei der Dosierung von 2 mg pro Tag und Ratte,
(lagegen hatte'C. 17 eine sehr hohe Wirksamkeit, da 0,33 mg pro Tag
und Ratte gut wirksam, dagegen 0,22 mg kaum mehr wirksam waren.
Die 3,55 g C. 17 enthielten somit insgesamt ca. 10 650 Ratteneinheiten,
also innerhalb der Fehlergrenze der biologischen Bestimmung, die
man mit 509, ansetzen muss, ebensoviel wie das zur Bereitung be-
niitzte Konzentrat C.13. Weiter wurde die Fraktion C.13a der-
selben Trennung unterworfen und lieferte 1,460 g ,,Ketonfreies‘
C.16a und 1,8 g ,,Ketofraktion** C.17a, die biologisch ungefihr
ebenso wirksam war wie C.17. Es erwiesen sich namlich 0,25 mg
pro Tag und Ratte als ungeniigend, wihrend 0,5 mg wirksam waren.
Es mag hier schon hervorgehoben werden, dass die als ,,Ketonfreies*
bezeichneten Fraktionen C. 16 und C. 16a nicht wirklich vollstindig
ketonfrei waren, inshesondere die letztere enthielt noch eine Anzahl
verschiedener Ketone. Das liegt daran, dass die Trennung unter
sehr milden Bedingungen durchgefiihrt wurde, unter denen nur die
Ketone erfasst werden, die mit dem Reagens sehr leicht in Reaktion
treten, und die, wie es sich zeigte, die Hauptaktivitit enthalten.

Eigenschaften der Fraktionen.

Fraktion €. 16. Hell-rotlich-braunliche, glasige Masse; ist
schwach linksdrehend. [«]j = ca. — 6°. Eisen(III)chlorid-Reaktion
in verdiinntem Methanol deutlich griin, auf Zusatz von Alkali rot.
Line kleine Probe in wenig Methanol gelost und mit dem doppelten
Volum alkalischer Silberlosung?) versetzt firbt sich nach wenigen
Minuten bei Zimmertemperatur schwarz. Sie ist leicht 1dslich in
Alkohol, Methanol, Aceton und Essigester, schwer in Wasser, Benzol
und Ather, fast unléslich in Petrolither. Nach kurzem Stehen tritt
meist spontan teilweise Krystallisation ein. Zur Gewinnung der
Krystalle wurde die Fraktion in knapp zwei Teilen Aceton gelost
und mit Toluol soweit versetzt, dass gerade noch keine bleibende
Fillung entstand. Nach lingstens 12 Stunden war jeweils Krystal-
lisation eingetreten, die durch zweitatiges Stehen bei 0° moglichst
vervollstindigt wurde. Es wurde abgenutscht, mit Aceton-Toluol
(1:2), zum Schluss mit ganz wenig reinem Aceton und Ather ge-
waschen. Die Krystalle stellen die rohe Substanz A dar. Nachdem
es sich gezeigt hatte, dass diese Substanz auch gegen heisses Alkali
stabil ist, konnten weitere Mengen aus den Mutterlaugen wie folgt
gewonnen werden: Losungsmittelreste wurden im Vakuum entfernt
und der Riickstand mit einer Mischung von 20 ecm? 2-n. Natronlauge
und etwas Eis versetzt und 5mal mit je 400 ecm? frisch destilliertem
Ather ausgeschiittelt. (Die alkalische Lésung gab nach Behandlung

1) Die Silberlésung wurde wie in allen weiteren Fillen wie folgt bereitet. Wassrige
Nilbernitratlssung wurde mit soviel 2-n. Natronlauge versetzt, dass alles Silberoxyd

ausgefallen war, hierauf wurde Ammoniak bis eben zur Lésung zugetropft.
4
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mit Kohlendioxyd an Ather ca. 300 mg ,,Phenole‘* und nach Zusatz
von Salzsiure bis zur kongosauren Reaktion ca. 550 mg ,,Siuren‘
ab, die noch nicht weiter untersucht wurden.) Die nach Abdestil-
lieren des Athers gewonnenen Neutralteile gaben durch Krystallisation
aus Aceton-Toluol eine weitere Menge rohe Substanz A. Die weiter
verbleibende Mutterlauge wurde von Losungsmitteln im Vakuum
befreit und wog dann ca. 3,6 g. Diese wurden zur Verseifung mit der
Losung von 2,7 g Natrium in 30 cm? Methanol und 1 ¢m?® Wasser
versetzt, 20 Minuten unter Riickfluss gekocht und nach Zusatz von
Wasser im Vakuum vom Methanol vollstéindig befreit. Der Riick-
stand wurde 5mal mit je 400 cm?® Ather ausgeschiittelt, (die Ather-
schichten passierten noch einen weiteren Scheidetrichter)!) und
gaben ca. 2,05 g Unverseifbares. (Aus der alkalischen Losung wurden
noch wie oben ca. 63 mg ,,Phenole*“ und ca. 310 mg ,,Sduren** er-
halten, die saure Schicht lieferte nach Zusatz von Pottasche und
Ausschiitteln mit Ather ca. 68 mg ,,Basen', von Pyrazin-artigem
Geruch, die teilweise krystallisierten und noch nicht weiter unter-
sucht sind.) Das rohe Unverseifbare wurde in 10 cm? 40-proz. Me-
thylalkohol geldst und dreimal mit Pentan ausgeschiittelt, der 485 mg
Pentan-l6sliches entfernte, das nicht weiter untersucht wurde. Die
wissrige Methanol-losung wurde im Vakuum stark eingeengt. Es
verblieben knapp 1,6 g, die teilweise krystallisierten. Es wurde
unter Kihlung mit wenig 40-proz. Methanol verfliissigt, abgesaugt,
zuerst mit demselben Losungsmittel, dann mit Ather und wenig
Aceton gewaschen. Die Krystalle erwiesen sich als Gemisch von
Substanz A und B, die durch Vakuum-Sublimation getrennt werden
konnten.

Substanz 4. Im Ganzen wurden 406 mg des Rohproduktes er-
halten, das unscharf gegen 145° schmolz (manche Proben nicht voll-
stindig); bei ca. 160° begann die Bildung von Nadeln, die dann
erneut bei ca. 209—216° korr. schmolzen. Zur Reinigung wurde
zunichst aus Alkohol-Wasser durch Einengen im Vakuum, dann aus
Alkohol-Ather umgefiillt und schliesslich aus absolutem Alkohol bis
zum konstanten Schmelzpunkt umkrystallisiert. Es konnten so
knapp die Hilfte des Materials analysenrein erhalten werden; die
aus der Mutterlauge regenerierte Substanz diente fiir Abbauversuche.
Der reine Korper scheidet sich aus Alkohol in meist sechseckigen
klaren Blittchen aus, die beim Erhitzen unter dem Mikroskop bei
ca. 160° korr. opak werden und dann bei 222—224° korr. unzersetzt
schmelzen. Im Sublimationsréhrchen destilliert der Korper im Va-
kuum bei 0,05 mm und ca. 290° Aussentemperatur. Das glasige
Destillat zerspringt beim Anfeuchten mit Aceton zu einem weissen
Krystallpulver, das, ohne Umwandlung zu zeigen, bei 222° korr.

1) Mit 10 cm?® n. Salzsiure.



schmilzt. Durch Umkrystallisieren aus Alkohol werden wieder die
sechseckigen Blittchen erhalten, die den Umwandlungspunkt wieder
zeigen. Der Korper ist leicht 16slich in Alkohol, Methanol (besonders
wenn wenig Wasser zugegen ist), auch Essigester lost leicht und
Dioxan. Schwerer 165t Aceton (die Léslichkeit wird auch hier durch
einen geringen Wassergehalt von 10—209, erhoht). Benzol und
Ather 16sen sehr schwer, Petrolither und Benzin fast gar nicht. Die
Substanz vertrigt halbstiindiges Kochen mit methylalkoholischer
Kalilauge, wird jedoch durch lingeres Kochen mit alkoholisch-
wissriger Salzsdure verdndert. Sie ist optisch aktiv und zeigt [«]f) =
+16° £ 1° (¢ = 1,808 in absolutem Alkohol). Die konzentrierte
Losung in 50-proz. Methanol gibt mit einer méglichst konzentrierten
Losung von Digitonin in demselben Loésungsmittel nach kurzem
Stehen eine krystalline Fallung. Der Kérper ist frei von Schwefel,
Stickstoff und Halogen.

Fiir die Analyse ist es wichtig zu beachten, dass die bei ca. 100° im Vakuum ge-
trocknete Substanz sehr hygroskopisch ist; trocknet man dagegen auch nur kurz iiber
dem Umwandlungspunkt, so ist der Korper nicht mehr hygroskopisch. Nr. 1 wurde
bei 95° im Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz getroeknet (3 Stunden) und unter
Feuchtigkeitsausschluss (Schweinchen) zur Wagung gebracht. XNr. 2 ist bei 1709 30 Mi-
nuten bei 0,05 mm getrocknet.

4,306 mg Subst. Nr.1 gaben 10,78 mg CO, und 3,87 mg H,0
3,390 mg Subst. Nr. 2 gaben 8,49 mg CO, und 3,13 mg H,0
9,12 mg Subst. Nr.2 gaben 2,62 cm? Methan (kalt), resp. 2,91 cm3
Methan (bei 80°) (Zerewitinoff) (21° 727 mm)
0,468 mg Subst. Nr.2 in 4,971 mg Campher gaben A = 9,4°
C;Hy0, Ber. C 68,05 H 10,379
CyH30; Ber. ,, 6842 ,, 9,87% —OH(5) 23% - OH(4) 18,49, Mol.-Gew. 368,3
Nr. 1 Gef. ,, 68,28 ,, 10,069,
Nr. 2 Gef. ,, 68,30 ., 10,33% 19,43 resp.  21,53% » 381

Die bei der Zerewitinoff-Bestimmung erhaltene Loésung wurde
mit Ammoniumechlorid und Wasser zerlegt und mit Essigester aus-
geschiittelt. Die Essigester-Anisol-losung wurde im Vakuum zur
Trockne gebracht und hinterliess eine gelbliche Krystallmasse, die
mit wenig Ather gewaschen bereits den Smp. 207—215° zeigte. Aus
wenig Alkohol wurden wieder die charakteristischen-Blattchen er-
halten, die bei der Mischprobe keine Depression zeigten. Es diirfte
also ein 4- oder 5-wertiger Alkohol O, H,,0; + H, vorliegen. Sind
36 Wasserstoffatome vorhanden, so miissen 4 Ringe vorliegen, einer
davon muss als Oxydring vorhanden sein, fir den Fall, dass nur 4
Hydroxyle vorhanden sind. Der Korper besitzt nimlich keine Car-
bonylgruppe und keine Doppelbindung. Ausser der Tatsache, dass
durch Methylmagnesiumjodid (vgl. obige Aufarbeitung des Ansatzes
aus Zerewitinoff-Bestimmung) keine Verinderung eintritt, konnte
eine Probe nach mehrtigigem Stehen mit Semicarbazid-acetat in
Methanol unverindert regeneriert werden. Tetranitromethan gibt
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keine Gelbfirbung. Auch mit Essigsdure-anhydrid und wenig konz.
Schwefelsiure tritt keine charakteristische Farbung ein. Auch bei
dem folgenden Hydrierungsversuch unter energischen Bedingungen
blieb er unveridndert.

Hydrierungsversuch. 30 mg Subst. A (nicht ganz rein, vom
Smp. 214—216° korr. nach weitgehendem erstem Schmelzen bei
145-—155° und Wiedererstarren zu Nadeln) wurden in den Glaseinsatz
eines Rotierautoklaven gegeben, mit 1 em3 alkoholischer Nickel-
kieselsiuregel-suspension (enthaltend ca. 100 mg Nickel) und 5 em?
katalytisch reinem Alkohol versetzt und nach Vertreiben der Luft
durch Wasserstoff mit dem letzteren auf 100 Atm. aufgepresst.
Unter Rotieren wurde zuerst auf 100° aufgeheizt, im Laufe von 2
Stunden bis 140° gesteigert und bei dieser Temperatur 3 Stunden
laufen lassen; der Druck betrug dabei 140 Atm. Nach Erkalten wurde
mit Alkohol herausgespiilt, filtriert, mit wenig Kohle von Nickel-
resten geklirt und im Vakuum eingedampft. Der Riickstand krystal-
lisierte sofort und gab, aus wenig absolutem Alkohol gereinigt, 22 mg
der charakteristischen sechseckigen Blattchen, die nach Schmelzpunkt
und Mischprobe unveridnderte Substanz A darstellten.

Acetylierung. 22 mg analysenreine Substanz A wurde mit
0,1 cm?® Essigsdure-anhydrid und 0,1 em3 wasserfreiem Pyridin in
einem kleinen Rohrchen eingeschmolzen 24 Stunden auf 80° erhitzt.
Der ganz leicht braun gefarbte Inhalt wurde im Vakuum zur Trockne
gebracht, der Riickstand mit Wasser und Soda geschiittelt und in
reinem Ather aufgenommen. Die Atherlésung wurde mit verdiinnter
Salzsdure und Natronlauge neutral gewaschen, mit Wasser gewaschen,
getrocknet und abdestilliert. Der Riickstand wurde im Vakuum
getrocknet und mehrmals mit Benzin (Sdp. 50-—60%) ausgekocht
(je ca. 5 cm?) und die nach dem Erkalten in Lésung verbliebenen An-
teile klar abgegossen. Diese wurden auf ein kleines Volum eingeengt,
wobei sich ein Ol abschied. Es wurde soviel absoluter Ather zuge-
tropft, dass das Ol gerade in Losung ging und verschlossen stehen
gelassen. Nach ca. 1 Stunde begann die Abscheidung von Krystallen
in kugeligen Drusen. Smp. 150°% Zur Analyse wurde nochmals aus
Benzin mit einer Spur Ather umkrystallisiert. Es wurden ziemlich
grobe flache Nadeln erhalten, jetzt weniger zu Drusen verwachsen.
Smp. 150—151° korr.

2,957 mg Subst. gaben 7,00 mg CO, und 2,19 mg H,0
1,810 mg Subst. gaben 4,28 mg CO, und 1,32 mg H,0
CpH,,0, Ber. C 64,89 H 8,25%
CyH,eO0p0 Ber. ., 64,32 . 8,189
Gef. ,, 64,55; 64,49 ,, 8,29; 8,169%

Es ist also nicht moglich zu entscheiden, ob 1 oder 5 Acetyl-
gruppen eingetreten sind, da die Kohlenstoffwerte gerade zwischen
den zwei Moglichkeiten liegen und auf beide Formeln stimmen. Aus



den in Benzin unléslichen Teilen wurde eine geringe Menge eines
Nebenproduktes erhalten, das viel héher unscharf bei 200-—220°
schmolz.

Mono-acetonverbindung. 22 mg nicht ganz reine Substanz A
(Smp. 214—216° korr. nach erstem teilweisem Schmelzen bei 145
bis 1535% und Wiedererstarren zu Nadeln) wurden in 50 cm? {iiber
Calciumchlorid destillierten Acetons gelost, mit 1 g wasserfreiem
Kupfersulfat versetzt und auf der Maschine 3 Tage geschiittelt.
Hierauf wurde filtriert, das Filtrat mit gepulverter Pottasche 4
Stunde geschiittelt und die erneut filtrierte Losung durch Destillation
von Aceton befreit. Der krystalline Riickstand wurde, in Ather
gelost, mit wissriger Sodaldsung und zweimal mit wenig Wasser
ausgeschiittelt. Die Atherlosung wurde mit Sulfat getrocknet und
hinterliess einen krystallisierten Rickstand, der aus wenig Aceton
umkrystallisiert wurde. Sternférmig verwachsene Nadeln, mit etwas
Ather, dann mit Pentan gewaschen. Sie wurden bei ca. 120° opak
und schmolzen nicht ganz scharf bei 207—213,5° korr. Zur Analyse
wurde im Hochvakuum sublimiert bei 195° Blocktemperatur und
0,00 mm Druck. Der Schmelzpunkt war dann scharf 209—210°
korr. unter dem Mikroskop. Der Koérper ist also, wie erwartet, viel
besser fliichtig als die Substanz A selbst, ebenso in organischen
Lésungsmitteln leichter, in Wasser schwerer 16slich als diese.

4,027 mg Subst. gaben 10,37 mg CO, und 3,61 mg H,0
CpyHy,05;  Ber. C 70,19 H 10,319,
CosHyoO; Ber. ,. 70,53 ,, 9,889,
Gef. ., 70,23 ,, 10,03%

Aus der Mutterlauge konnten nach vorsichtigem Zusatz von
Pentan neben weiteren Mengen an Nadeln eine kleine Menge von
schénen Kornchen isoliert werden, die mechanisch ausgesucht wurden.
Sie schmolzen bei ca. 108—112° wurden dabei aber gleich wieder
fest und schmolzen dann erneut bei 207—210° korr. Sie wurden
nach Trocknen im Hochvakuum bei 50° direkt verbrannt. Nach
der Analyse konnte die obige Acetonverbindung mit 1 Mol Krystall-
aceton oder 15, Mol Krystallwasser vorliegen.

3,173 mg Subst. gaben 8,055 mg CO, und 2,93 mg H,0
CprH, 60, (== CpyHyO; + C,H,0) Ber. C 69,47 H 9,920
C,,H,,0, - 1 H,0 Ber. ,, 69,00 ., 9,919

Gef. ,, 69,24 ,,10,339%,

Ebenso wiren natiirlich auch die um zwei Wasserstoff reicheren
Formeln moglich.

Einwirkung von Bleitetracetat in Eisessig. 17,5 mg
Substanz A (fast analysenrein) hochvakuum-trocken, wurden in
0,5 cm?® Eisessig (analysenrein) gelost und mit 0,95 e¢m?® 0,1-n. Blei-
tetracetatlésung in Eisessig (entsprechend 1 Atomgewicht Sauerstoff)
versetzt und eine Stunde auf 50° erwirmt. Hierauf wurde der Eis-



essig im Vakuum vollstindig abdestilliert und in einer auf — 80°
gekiihlten Vorlage gesammelt. Das Destillat reagierte nach dem
Verdiinnen stark mit fuchsinschwefliger Siure in salzsaurer Lidsung.
Es wurde mit 20 mg Dimedon und 15 cm3 Wasser versetzt und
1 Stunde auf dem Wasserbad erhitzt. Dabei schieden sich feine
Nadeln aus, die nach 12-stiindigem Stehen abfiltriert wurden und
dann 9 mg wogen (theoretisch koénnten bei Entstehung von 1 Mol
Formaldehyd 14,4 mg des Derivates gebildet werden). Smp. 195°
korr., Formal-dimedon und Mischprobe ebenso. Auch die Sublima-
tionstemperatur im Vakuum war dieselbe, der Schmelzpunkt des
Sublimates war unverindert. — Der Riickstand, der beim Abdestil-
lieren des Eisessigs im Vakuum zuriickblieb, lieferte ein Gemisch
interessanter Abbauprodukte, die aber leichter unter etwas anderen
Bedingungen erhalten und in einer spiteren Mitteilung besprochen
werden.

Quantitative Bestimmung des Verbrauchs an Blei-
tetracetat. Substanz A verbraucht schon bei Zimmertemperatur
rasch Bleitetracetat. Es wurden eingewogene trockene Proben von
ca. 4 mg mit 2 cm? Bleitetracetat-Eisessiglosung versetzt, die 11,40 cm?3
0,01-n. Thiosulfat verbrauchte (nach Zusatz von wissriger Kalium-
jodid-Natriumacetat-l6sung). Nach den angegebenen Zeiten wurde
zersetzt und zuriicktitriert.

) Ein- Thiosulfat Thiosul- Entspre- Entspr.
Einwaage . zum Zuriick- chende Jod- | Sauerstoff-
wirkungs- s fat ver- e R
Subst. A dauer titrieren braucht iquivalente | dquivalente
benoétigt pro Mol pro Mol
3,88 mg 1 Stunde 8,55 cm? 2,85 2,72 1,36
3,65 53 Stunden| 7,94 3,46 3.38 1,69
3,72 25 6,74 ., 4,66 1,62 2,31
4,085 ,, 48 5,86 5,54 1,98 2,49

Da gleichzeitig aufgestellte Proben von 2 cm? derselben Bleitetracetatlosung nicht
ganz konstant blieben, sondern nach 2 Tagen einen Aktivitdtsverlust bis zu 0,5 cm?
0,01-n. zeigten, so sind obige Messungen mit einem TFehler entsprechend ca. 0,25 Sauer-
stoff pro Mol angewandte Substanz behaftet.

Gleichzeitig wurde eine Serie mit je 0,01 Millimol Glycerin ebenso mit 2 em? obiger
Bleitetracetatlosung angesetzt, der Verbrauch war folgender (bei 20° C):

Nach 2 Stunden entsprechend 1,16 Sauerstoffatomen pro Mol Glycerin

. 18 - . 2,04 - .. .
. 42 - - 3,12

.. 68 - . 3,00 -

92 . 3,32 v

Glycerin verbraucht also etwas langsamer, aber deutlich etwas mehr Sauerstoff,
nidmlich 3, die Substanz A dagegen 2—2,5 Atomgewichte.

Die Messung wurde hierauf bei 50° wiederholt in Schliffrohrchen, bei der Blind-
proben mit Bleitetracetatlosung allein recht konstant blieben, sodass die folgende Mes-
sung genauer ist.



Substanz A verbrauchte nach 2 Stunden 2,34 Sauerstoff-atome pro Mol
oo A ” »w 3 » 2,44 "

Glycerin ' ,» 1 Stunde 2,03 - -
. . »» 2 Stunden 3,12 . .

Lingeres Erhitzen auf 50° bis zu 5 Stunden hatte beim Glycerin keinen Zuwachs
melir zur Folge. Es verbraucht also 3 Sauerstoffatome pro Mol, die Substanz A nur
knapp 2,5, bei der letzteren dirfte die Reaktion daher wahrscheinlich nicht einheitlich
verlaufen.

Substanz B. Das Gemisch von Substanz B und A, das durch alka-
lische Verseifung der Mutterlaugen aus Fraktion C. 16 erhalten wurde,
liess sich durch Sublimation im Hochvakuum trennen. Substanz B
ging schon bei 160—200° Blocktemperatur unter 0,05 mm Druck un-
zersetzt itber (withrend Substanz A ca. 290° Heiztemperatur benotigt).
Das weisse, gut krystallisierte Sublimat zeigte im zugeschmolzenen
Rohrchen den Smp. 248—250° unkorr. Es wurde aus absolutem
Alkohol umkrystallisiert, in dem es recht schwer 19slich ist; es schei-
det sich in langen Nadeln ab. Ausbeute 10 mg. Zur Analyse wurde
nochmals im Vakuum sublimiert. Smp. 253—255° unkorr. im zu-
geschmolzenen Rohrchen. Unter dem Mikroskop sublimiert es weg,
lange bevor es geschmolzen ist.

3,095 mg Subst. gaben 7,21 mg CO, und 2,57 mg H,0
CpeHps05  Ber. C 63,95 H 9,429, Mol.-Gew. 300,22
C;;H,0, Ber. ,, 63,11 ., 8,83% . 228,16

Gef. ,, 63,54 ,, 9,279, . 266 (in Campher)

Es dirfte sich vielleicht um ein Abbauprodukt handeln. Die
kohlenstoffarmere Formel ist nach der tiefen Sublimations-temperatur
wahrscheinlicher, wenn sie auch schlechter stimmt, aber noch sehr
unsicher.

Fraktion C. 17.

Die biologisch stark aktive Fraktion stellt wie C. 16 eine leicht
briunlich gefirbte glasige Masse dar. Sie zeigt eine selektive Ab-
sorption im Ultraviolett mit einer Bande bei ca. 240 myu. Die Los-
lichkeiten sind 4hnlich wie bei C.16 (eher leichter loslich). Sie
ist optisch aktiv und dreht zum Unterschied von C. 16 rechts.
[o]p = ca. + 120° (¢ = 2 in absolutem Alkohol).

Eine Probe wurde im Hochvakuum bei 56° 1} Stunden getrocknet (Verlust ca. 5%;)
und dann analysiert.

3,233 mg Subst. gaben 8,16 mg CO, und 2,44 mg H,0
CyHy0, Ber. C 69,2 H 8,879,
Gef. ,, 68,84 ,, 8,35%

Die Formel C,;H,,0, kann natiirlich nur einen Durchschnitts-
wert fiir die Hauptbestandteile bedeuten, denn die Fraktion ist sicher
noch ein komplexes Gemisch. Sie ist dagegen frei von Stickstoff,
Schwefel, Phosphor und Halogen. Alkalische Silberlosung wird
rasch reduziert, dagegen ist die Eisen(lII)chlorid-reaktion negativ.



In konzentrierter Losung von 50-proz. Methanol wird mit Digitonin
eine Fillung erhalten. In Essigsiure-anhydrid erzeugt eine Spur
konz. Schwefelsiure Farbungen, die ja nach den Bedingungen sehr
verschieden sind, sich rasch verindern und wenig charakteristisch
sind, da sehr raseh Braunfirbung eintritt. Die Fraktion zeigte bisher
keine Neigung, direkt zu krystallisieren. Es wurde daher eine Probe
mit Silberoxyd oxydiert.

Oxydation mit Silberoxyd. 300 mg C. 17 wurden in 10 cm?
Methanol gelost, mit der Aufschwemmung von gut gewaschenem
Silberoxyd aus 5 g Silbernitrat in 10 em? Wasser und unter gutem
Schwenken allmihlich mit 0,5 bis 1,0 ecm?® 2-n. Sodalésung versetzt,
worauf bald Dunkelfirbung des Silberoxyds eintritt. Unter Schiit-
teln wurde noch leicht erwirmt, bis eine Probe der klaren Lésung
eben keine merkbare Reduktion gegen alkalische Silberlosung zeigte.
Die gegen Phenolphtalein noch alkalisch reagierende Lésung wurde
hierauf von Silbersalzen abfiltriert, die letzteren mit wenig Wasser,
dann mit Methanol gewaschen und die vereinigten Filtrate nach
Sattigung mit Kohlendioxyd im Vakuum auf ein kleines Volum
eingeengt. Nach Zusatz einer Spur Natronlauge bis zur eben alka-
lischen Reaktion gegen Phenolphtalein wurden die Neutralbestand-
teile mit Essigester ausgeschiittelt (117 mg Ausbeute). Zur wissrigen
Losung wurde Salzsiure bis zur kongosauren Reaktion zugefiigt,
und die harzig ausfallenden Siuren zunichst mit Ather (gibt 143 mg
itherlosliche S#iuren), dann mit Essigester (gibt 45 mg &dtherunlos-
liche Sduren) ausgeschiittelt.

Die 117 mg Neutralkorper (als Fraktion (.18 bezeichnet) er-
wiesen sich als biologisch stark aktiv. 0,42 mg pro Tag uud Ratte
waren wirksam, dagegen 0,21 mg nicht mehr. Ferner konnte daraus
die Substanz & isoliert werden. Zu diesem Zwecke wurde mit wenig
Aceton verfliissigt und dann mit Toluol versetzt, sodass noch keine
bleibende Fillung entstand. Die Krystallisation setzte dann nach
wenigen Stunden ein. Nach zweitigigem Stehen wurde abgesaugt,
mit wenig Aceton-Toluol, dann noch mit etwas Ather gewaschen.
Ausbeute 22,5 mg Rohprodukt Substanz E, die unter dem Mikroskop
nicht einheitlich aussahen. Aus den &lig verbliebenen Teilen wurde
Semicarbazon hergestellt, das in fast quantitativer Ausbeute er-
halten wurde, aber dessen Auftrennung in einheitliche Individuen
nicht gelang.

Es zeigt wiederum keine brauchbaren Schmelzpunkte. Als Kontrolle wurden von
verschieden 16slichen Fraktionen Stickstoffbestimmungen ausgefithrt, die zwischen

10%, fir die leichtest loslichen, und ca. 149, fiir die schwerer l5slichen schwanken. Es
diirften immer noch Gemische von Mono- und Disemicarbazonen vorliegen.

Trennung der Atherléslichen Séduren.

Zur Trennung der 143 mg Rohprodukt erwies sich die frak-
tionierte Ausschiittelung mit Kaliumbicarbonat fiir die Isolierung



eines Vertreters brauchbar. Es wurde dazu die ganze Menge in
Ather gelost und wiederholt mit je 1 e¢m3 1-proz. wissriger Kalium-
bicarbonatlosung ausgeschiittelt. Die Ausziige wurden einzeln mit
Salzsdure angesiduert. Der erste lieferte nichts, der zweite bis sechste
harzige Fillungen, der siebente bis zwolfte krystalline, die nach
Schmelzpunktkontrolle spiter vereinigt wurden. Weiter war keine
Saure mehr mit Bicarbonat auszuziehen. Die harzigen Siauren wur-
den noch nicht weiter gepriift. Die krystallinen Siuren, zusammen
9 mg, nach Umfillung aus Aceton-Wasser, wurden zur Vorreinigung
in Ather gelost, wodurch eine geringe Menge darin unléslicher Sub-
stanz abgetrennt wurde, dann aus wenig Benzol mit Benzin gefillt
(Smp. 197-—208%) und hierauf aus Aceton-Wasser umkrystallisiert.
Es wurden schone facherformig verwachsene Nadeln erhalten. Aus-
beute knapp 5 mg. Smp. 219—2249 korr. Leider war wegen der
geringen Menge ein weiteres Umkrystallisieren unméglich.

4,712 mg Subst. verbr. 0,767 cm? 0,02-n. Lauge (korr.), was einem Aquivalent-
gewicht von ca. 306,8 4- 59, entspricht.

Die ca. 0,8 cm?® Alkohol und eine Spur Phenolphtalein enthaltende Lésung wurde
auf 2,532 cm?® mit Wasser verdiinnt und von dieser Losung die Drehung bestimmt (schlecht
sichtbar). Gef. a?;) = + 0,31° + 0,04° (im 1-dm Robr) und + 0,60 im 2-dm Rohr.
Es ergibt sich ein [a]i;) = + 166% 4 209 (¢ =.0,1865 als Na-Salz fiir freie Sdure gerechnet)
oder + 155° + 20° auf Na-Salz gerechnet.

Aus der verbleibenden Losung wurde die Siure regeneriert nach
Ausschiitteln des Phenolphtaleins mit Ather aus bicarbonat-alka-
lischer Losung. Nach Umféllung aus Aceton-Wasser wurden wieder
die schonen Niadelchen erhalten, die nach dem Trocknen im Hoch-
vakuum bei 90° den Smp. 223-—-226° zeigten (eine Spur schmilzt
héher). Sie verloren bei weiterem Trocknen bei 100° und 0,1 mm
noch 0,014 mg (2 Stunden) und wurden so verbrannt.

3,204 mg Subst. gaben 8,41 mg CO, und 2,46 mg H,0
CygHpOy, Ber. C 71,2 H 8,89% Aquiv.-Gew. 320,22

CpoHaO; Ber. .. 71,8 . 9,05% . 33424
CpHyO; Ber. ., 723 ., 8,5% . 332,22
Gef. ,, 71,59 ,, 8.59% . ca.292—322

Substanz E. Die oben genannten 22,5 mg Rohprodukt wurden aus
Aceton-Wasser umkrystallisiert, wobeisich der Korper langsam in Kry-
stallen abschied, die nicht ganz einheitlich aussahen (Kérnchen und
wenig Nadeln) und nach dem Trocknen unscharf bei 126—129° schmol-
zen. Ausbeute 16 mg. Die nicht getrocknete Substanz zeigte unter
dem Mikroskop deutliche Zersetzungserscheinungen und noch viel un-
schiirferen Schmelzpunkt, sodass vermutet wird, dass Krystallwasser
resp. ein anderes gebundenes Lésungsmittel vorliegt. Die bei ge-
wohnlicher Temperatur getrocknete Substanz zeigte ein [a] =
+ 87 4+ 29%(c = 0,701 in absolutem Alkohol). Sie warin der Dosierung
von 0,4 mg tiglich pro Ratte inaktiv. Aus den oben genannten
Grinden wurde vorliufig auf die Verbrennung des freien Xetons
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verzichtet und lediglich das Semicarbazon analysiert. Dieses wurde
zuerst als amorphes Pulver erhalten, das bei 208—210° schmolz und
in wenig Alkohol leicht 16slich war. Aus der Lisung krystallisiert es
langsam (beim Impfen sofort) in schonen zu kugeligen Drusen ver-
einigten Krystillchen, die dann in absolutem Alkohol recht schwer
loslich sind, bei 280-—285° korr. unter Zersetzung schmelzen und
merkbar wasserloslick sind.

2,142 mg Subst. gaben 4,88 mg CO, und 1,60 mg H,0

1,570 mg Subst. gaben 0,139 cm3 N, (209 726 mm)

CpH,;0,N; Ber. C 62,37 H 8,82 XN 9,922
Gef. ,, 62,14 ,, 836 ,, 9,85%

Es diirfte somit ein Monoketon C,,H,,0, + H, als wahrschein-
lichster Grundkdrper vorliegen.

Fraktion C. 16a.

Diese Fraktion gab nach Zusatz von Aceton und hierauf Toluol
bis fast zur Tritbung nach einigen Tagen ebenfalls eine reichliche
Krystallabscheidung. Es handelte sich aber nicht um die Substanz A,
sondern um ein Gemisch von Verbindungen, die alkalische Silber-
losung stark reduzieren. Frhalten wurden 330 mg Rohkrystalle.
Diese wurden zunéchst mit 20 em?® reinem Aceton ausgekocht und
der darin schwerlosliche Anteil heiss abgenutscht und gut mit Aceton
gewaschen. Es handelt sich zur Hauptsache um Substanz C, die in
Aceton sehr schwer 16slich ist. Die Mutterlaugen wurden fraktioniert
mit Wasser gefillt, teilweise nach leichtem Einengen, ferner frak-
tioniert aus Aceton mit Ather gefillt und schliesslich fraktioniert
aus Aceton unter event. vorsichtigem Zusatz von Ather umkrystal-
lisiert. Es wurden dabei neben weiteren kleinen Mengen von fast
reiner Substanz C ein Gemisch von Substanz C und D, sowie weitere
Krystallisate erhalten, die noch nicht fertig aufgetrennt wurden.
C liess sich leicht durch Krystallisation aus absolutem Alkohol
(einengen) vollstindig reinigen, da sie viel schwerer loslich ist als die
Nebenprodukte. D konnte nur durch mechanisches Aussuchen der
wohlausgebildeten klaren Krystallkérner unter der Lupe, von den
feinen Nadeln der Substanz C befreit werden. Zum Schluss wurde
sie ebenfalls aus wenig absolutem Alkohol umkrystallisiert.

Substanz C. Krystallisiert aus absolutem Alkohol, in dem sie recht
schwer 16slich ist, je nach der Geschwindigkeit etwas verschieden, bei
langsamer Abscheidung aber in feinen langen Nadeln, die alkalische
Silberlosung rasch und stark reduzieren. Smp. 253—256° korr.
unter Zersetzung. [« = + 69,8° + 2,5 (¢ = 0,387 in absolutem
Alkohol). Nach dem Trocknen im Hochvakuum bei 90° war der
Korper nicht hygroskopisch. Er zeigt keine selektive Absorption

im Ultraviolett bis 200 mg.
4,426 mg Subst. gaben 11,14 mg CO, und 3,72 mg H,0
CyH,,05 Ber. C 68,81 H 9.379%
Gef. .. 68.65° .. 9.419)
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Der Korper ist in Aceton noch schwerer loslich, in Ather und
Benzol nur spurenweise. Auch Wasser 16st schwer. Zum Nachweis,
dass es sich um ein Monoketon handelt, wurde das Semicarbazon
hergestellt.

Semicarbazon. 9,8 mg Subst. C wurden mit 1,5 cm3 methyl-
alkoholischer Semicarbazidlosung 2 Tage bei Zimmertemperatur
stehen gelassen, im Vakuum bei 309 zum Syrup gedampft und dieser
mit wenig Wasser gefillt. Das schon pulvrige Rohprodukt wurde
mit Wasser gewaschen und schmolz bei 220—222° korr. unter Zer-
setzung. Die Krystallisation erfolgt nicht sehr gut, am besten wie
folgt. Man 16st in absolutem Alkohol, filtriert, engt im Vakuum zum
diinnen Syrup ein. Nach Einsetzen der Krystallisation setzt man
etwas frischen Alkohol zu und erwirmt vorsichtie, Die Krystalle
sind jetzt schwer loslich in Alkohol. Die kleine Spitzenfraktion
zeigte den Smp. 265—267° korr. unter Zersetzung und reichte knapp
fiir eine Stickstoffbestimmung.

0,910 mg Subst. gaben 0,081 em?® N, (219 723 mm). Gef. N 9,83%

Die Hauptmenge als zweite Fraktion vom Smp. 243—2459° korr.
unter leichter Zersetzung gab einen ganz dhnlichen Stickstoffgehalt.
1,272 (!) mg Subst. gaben 2,880 mg CO, und 1,00 mg H,0

2,344 mg Subst. gaben 0,198 cm?® N, 20° 723 mm

CpH,,0.N, Ber. C 62,37 H 8,82 N 9,929
Gef. ,, 63,19 ,, 6,99 ,, 9,36% und oben 9,83%

Dass die C-H-Werte nicht gut stimmen, ist in Anbetracht der sehr geringen Ein-
wage und der schwierigen Krystallisierbarkeit kein Wunder. Sie gentigen jedoch voll-
kommen, um die Mono-keton-natur der Substanz C zu beweisen.

Substanz D. Der Korper krystallisiert in reiner Form sowohl aus
Aceton wie aus absolutem Alkohol (in dem er recht leicht 16slich ist) in
elasklaren Kornern. Zur Unterscheidung von C ist bisher nur die Be-
trachtung der Krystalle unter dem Mikroskop geeignet. Der Schmelz-
punkt liegt bei ca. 230-—238° korr. unter Zersetzung, etwas ver-
schieden je nach Erhitzungsgeschwindigkeit. [o]f) = + 66° 4 1,5°
(¢ = 0,865 in absolutem Alkohol). Er reduziert alkalische Silber-
losung rasch und stark in der Kilte und ist moglicherweise mit C
isomer. Naeh dem Trocknen im Hochvakuum bei 80° nicht hygro-
skopiseh.

3,310 mg Subst. gaben 8,29 mg CO, und 2,86 mg H,0
CyHy0; Ber. C 68,41 H 9.87Y%
CyH, 0, Ber. ,, 68,81 ,, 9,37%
Gef. ,, 68,30 ,, 9.87%

Zum Nachweis der Mono-keton-natur diente wieder das Semi-
carbazon. Es ist das bisher beste Semicarbazon der Gruppe und
wurde aus 8,75 mg wie das analoge aus C bereitet, das Rohprodukt
krystallisierte aber sofort sehr schén aus absolutem Alkohol in feinen
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glainzenden Bliattchen von dem hohen Smp. 327—329° korr. unter
Zersetzung, die bei 100° im Hochvakuum 40 Minuten getrocknet
wurden, aber wahrscheinlich noch Krystallwasser enthielten.
1,243 (1) mg Subst. gaben 2,75 mg CO, und 1,05 mg H,0
2,500 mg Subst. gaben 0,225 em3® N, 23° 723 mm
Cpo H;,0,N; Ber. C 62,37 H 8,82 N 9,929
CpeHy,0,N, - H,O Ber. ,, 59,82 ., 8,91 ,, 9,53%
Gef. ,, 60,3¢ ,, 945 ,, 9,879,
Die C-H-Werte konnen wegen der zu kleinen Einwage wiederum
nur als Niherungen angesehen werden. Es diirfte wiederum kaum
zweifelhaft sein, dass Substanz D ein Monoketon darstellt.

Fraktion C. 17a.

Die Fraktion stellt eine hell-rétlichbrdunliche glasige Masse dar
mit dhnlichen Loslichkeiten wie die obenerwihnten Fraktionen. Die
Absorptionskurve, wie die biologische Aktivitit ist im theoretischen
Teil erwdhnt. Sie reduziert alkalische Silberlgsung stark.

Hydrierungsversuch. 200 mg Fraktion C.17a wurden, in
3 em3 Alkohol geldst, mit 2 cm? alkoholischer Nickel-Kieselgel-
suspension versetzt, im Rotier-Autoklaven wie bei Substanz A be-
schrieben, behandelt. Die Maximaltemperatur war 135°% bei dieser
betrug der Druck 165 Atm. Nach Erkalten wurde mit reinem Alkohol
aufgenommen, filtriert und iiber einer Spur gewaschener Kohle
geklirt. Nach dem Verdampfen des Alkohols und gutem Trocknen
verblieben ca. 165 mg fast farbloses glasiges Material, das alkalische
Silberlosung in verdiinntem Methanol kaum mehr reduzierte. Nach
Losen in wenig Aceton und Zusatz von Toluol bis fast zur Triibung
trat nach einiger Zeit Krystallisation ein. Die Krystalle wurden
abgenutscht und mit wenig Aceton-Toluol gewaschen. Ausbeute
19 mg Rohprodukt. Smp. ca. 185—204° nach starkem Sintern bei
ca. 125° und Wiederfestwerden. Aus wenig absolutem Alkohol wur-
den feine lange Nadeln erhalten. Unzersetzt im Hochvakuum bei
0,05 mm und ca. 270° Blocktemperatur destillierbar. Der Schmelz-
punkt wurde nicht scharf erhalten, sondern lag bei ca. 204—2179
korr. ohne Zersetzung.

4,068 mg Subst. gaben 10,63 mg CO, und 3,36 mg H,0
CyH;,0, Ber. C 7193 H 9,819
C,H,,0, Ber. ,, 71,53 ,, 10,03%,
Gef. ,, 71,27 ,, 9,79%

Von einer Molekulargewichtsbestimmung, die wegen dem ohne
Zersetzung erfolgenden Schmelzpunkt méglich wire, wurde ab-
gesehen, da die Sublimationstemperatur schwer mit einer viel klei-
neren oder viel grosseren Formel vereinbar wire, sie passt sehr gut
auf diese.



Isolierung von Substanc G.

1,96 g der Fraktion C.17a wurden mit Girard-Reagens frak-
tioniert in vier Teile getrennt. Die genauen Bedingungen werden
spater bekannt gegeben. Der vierte Teil (252 mg) krystallisierte
nach Zusatz von 1 cm?® 50-proz. Alkohol nach einigen Tagen bei
— 100 (Dieser Teil schien auch nach den Loslichkeiten etwas ver-
schieden von den iibrigen und war besonders in Ather ete. leichter
loslich als diese.) Die Krystalle konnten mit auf — 80° vorgekiihltem
Alkohol am besten abgenutscht werden. In Aceton waren sie erheb-
lich, in Ather ebenfalls viel leichter Igslich, als die oben genannten
Korper der C,-O,-Reihe. Aus den Mutterlaugen wurden nach Ein-
engen, Trocknen und langem Ausfrieren aus 1 ¢cm?® absolutem Alkohol
noch weitere Mengen erhalten. Insgesamt 26 mg Rohprodukt, das
sich am besten aus absolutem Alkohol event. unter Zusatz von
absolutem Ather umkrystallisieren liess. TFarblose, oft zu Drusen
vereinigte Blittchen vom Smp. 220—223° korr., unzersetzt. [«]j) =
+262° (¢ =1 in absolutem Alkohol, was eine leicht iibersittigte
Lésung darstellt). Die Drehung musste an einem nicht ganz analysen-
reinen Produkt gemessen werden. Zur Analyse wurde im Hoch-
vakuum bei 0,05 mm und 190—200° Blocktemperatur sublimiert.
Der Korper reduziert alkalische Silberlésung langsam aber deutlich.
Eisen(III)chlorid-reaktion negativ. Kr ist unléslich in wissriger Na-
tronlaunge, sowie frei von Stickstoff.

3,419 mg Subst. gaben 9,42 mg CO, und 2,46 mg H,0
CsHyy0, Ber. C 7548 H 7,75%
CysH, 0, Ber. ,, 74,94 ,, 8,39%
Gef. ,, 75,14 ,. 8,05%

Zum Nachweis der Diketon-natur diente das Di-semicarba-
zon. Aus 10 mg fast analysenreiner Substanz G, wie bei den vorigen
bereitet. Das Rohprodukt fiel auf Zusatz von Wasser als gallertige
Masse aus, die schwer filtrierbar war. Nach gutem Trocknen krystal-
lisiert es aus wenig wasserfreiem Alkohol in sehr feinen aber deut-
lichen Krystdllchen ohne amorphe Beimischungen. Es zeigt keinen
Schmelzpunkt, sondern zersetzt sich bei ca. 270° allmahlich unter
Dunkelfarbung ohne zu schmelzen, zeigt also darin Ahnlichkeit mit
dem anderen Disemicarbazon (Substanz F). Getrocknet wurde es
bei 0,2 mm und 100°. Es erwies sich als leicht hygroskopisch, konnte
aber gerade noch normal gewogen werden. (Die C-H-Werte sind
aber trotzdem als nicht ganz zuverlissig zu betrachten.)

3,570 mg Subst. gaben 7,73 mg CO, und 2,27 mg H,0
1,300 mg Subst. gaben 0,245 cm?® N, (20°, 718 mm)
CyHyO,N;  Ber. € 59,65 H 7,51 N 20.85%
Gef. ., 59,05 ,, 7,12 ,, 20,74%

Der Korper gibt eine starke Absorptionsbande im Ultraviolett

bei ca. 235 my. Die wahrscheinlichste, aber noch weiter zu sichernde
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Formel ist C;;H,,0,, wobei 2 Sauerstoffe als Ketogruppen fungieren und
wahrscheinlich zu einer konjugiert eine Doppelbindung vorhanden ist.

Verseifung des pentanloslichen Fettes.

100 g ,,pentanlosliches Fett** (alle bei der Ausschiittelung der
Pentanlésungen mit 20-proz. Methanol in der oberen Schicht ver-
bliebenen Anteile) wurden in einem Schliffkolben mit der Lésung
von 30 g Kaliumhydroxyd, 20 g Wasser und 200 cm? Methanol
1 Stunde unter Riickfluss gekocht. Nach dem Erkalten wurde mit
700 cm?® Wasser versetzt, mit Salzsfiure angesiuert und die Fett-
siuren (incl. Cholesterin etc.) mit viel Pentan ausgeschiittelt. Die
Pentanlosungen wurden noch dreimal mit 20-proz. Methanol ausge-
schiittelt. (Im Pentan verblieben ca. 90 g rohe Fettsiuren inecl.
pentanlislich Unverseifbares.) Die vereinigten wissrig-methylalkoho-
lischen Loésungen wurden bis zur knapp lakmussauren Reaktion
neutralisiert und im Vakuum auf 50 cm?3 eingeengt. Nach Zusatz
von konz. Salzsiure bis zur stark kongosauren Reaktion wurde der
Salzbrei 10mal mit je 400 cm3 Ather ausgeschiittelt. Die Ather-
l6sungen wurden sukzessive zur Entsiuerung mit einer kleinen Menge
starker Pottaschelosung (immer derselben unter event. Zusatz wei-
terer Pottasche) durchgeschiittelt. Sie hinterliessen 650 mg Extrakt,
die nach Zusatz von etwas Aceton und einer Spur Ather bald nadelige
Krystalle abschieden (schwefelhaltiger Korper).

Der wissrige Salzbrei wurde mit der Pottaschelésung vereinigt,
und nach Zusatz von starker Pottasche bis zur eben alkalischen
Reaktion mit viel Methanol versetzt. Nach dem Abnutschen der
Salze wurde die Methanol-losung im Vakuum véllig zur Trockne
gedampft und der Riickstand mit absolutem Alkohol ausgezcgen,
wodurch weitere Salzreste entfernt wurden. Die alkcholische Lésung
hinterliess beim Eindampfen im Vakuum einen Syrup, der bei der
Hochvakuumdestillation unter 0,1 mm fast ohne Riickstand bei
130—160° iiberging (Hauptmenge bis 140° und aus fast reinem
Glycerin bestand. Ausbeute ca. 8,8 g.

Dey schwefelhaitige Korper aus der Verseifung.

Die oben erwihnten nadeligen Krystalle wurden durch Ab-
nutschen und Nachwaschen mit Acetcn-Ather isoliert. Rohausbeute
90 mg vom Smp. 108—111°% Zur Reinigung wurde aus viel Aceton
durch Einengen umkrystallisiert. Es wurden farblose Nadeln vom
Smp. 113—114,5° korr. erhalten. Eine Probe erwies sich als unzer-
setzt destillierbar bei 0,1 mm und 150—160° Aussentemperatur. Der
Korper ist leicht loslich in Wasser, Alkohol und Methanol, schwer
in Aceton, noch schwerer in-.Ather. Die wissrige Lésung reagiert
neutral, gibt keine Eisen(III)chlorid- und auch auf Zusatz von wenig



Alkali keine Nitroprussidreaktion. Alkalische Silberlésung wird nicht
reduziert, jedoch wird Kaliumpermanganat auch bei 0° sofort ent-
firbt. Am wahrscheinlichsten handelt es sich daher um ein alipha-
tisches Trioxy-sulfid oder um ein Di-oxy-sulfoxyd.
3,351 mg Subst. gaben 4,16 mg CO, und 2,12 mg H,0
2,550 mg Subst. gaben 4,422 mg BaSO,
C,H;ySO;, Ber. C 34,85 H 7,30 S 23,149
Gef. ,, 33,86 ,, 7,08 ,, 23,82

Trotz der schlechten Ubereinstimmung der Analysenwerte diirfte
wohl kaum eine andere Formel in Betracht kommen. Zum Vergleich
wurde das Athyl-{2-oxy-dthyl]-sulfon!) C,H,—S0,—CH,CH,0H her-
gestellt und zwar durch Oxydation des entsprechenden Sulfids?)
mit Kaliumpermanganat bei 0°. Der auf diese Art in guter Ausbeute
erhaltene Korper krystallisierte rasch und zeigte den Smp. ca. 35—38°
(aus wenig Aceton mit viel Ather), war aber an der Luft zerfliesslich.
Der Siedepunkt lag ebenfalls bedeutend tiefer als bei der aus Cortin
isolierten Substanz, namlich unter 0,1 mm bei 100—120° Aussen-
temperatur, was mit der fiir die letztere angenommenen Konstitu-
tion vertraglich wire. Die wissrige Losung war gegen Permanganat
in der Kilte lingere Zeit bestindig.

Glycerin-monopalmitat.

Das frither erwiahnte krystalline Nebenprodukt wurde zur Vor-
reinigung in Ather gelést und mit wissriger Salzsiure, dann mit
Wasser gewaschen, getrocknet und von Ather befreit. Der Riick-
stand wurde zuerst aus Benzin, dann noch dreimal aus Aceton um-
krystallisiert, das erste Mal unter Zusatz von etwas Kohle. Der
Schmelzpunkt blieb konstant bei 72,5—73° Der Korper ist im Hoch-
vakuum bei 0,1 mm und ca. 190° (in kleinen Mengen) unzersetzt
destillierbar. Bei einem Titrationsversuch erwies er sich aly voéllig
neutral.

3,542 mg Subst. gaben 8,975 mg CO, und 11,31 mg H,0
CHy,0, Ber. C 69,03 H 11,609%
Gef. ,, 69,07 ,, 11,319

Bei der alkalischen Verseifung wird als pentanldsliche Sidure
reine Palmitinsiure (Smp. 55—>57° Mischprobe) erhalten.

Die Mikroanalysen wurden von Herrn Dr. M. Furter und Frl. T. Ziegler ausgefiihrt.

Laboratorium fiir organische Chemie
Eidg. Techn. Hochschule Ziirich.

1) Otto, J. pr.[2] 36, 443 (1887).
2) Demuth, V. Meyer, A. 240, 310 (1887).





