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Die freie  Base gab bei der Oxydation mit Chromsaure nach Kuhn-Roth folgende 
Werte: 

148,l; 101,2 mg Subst. verhr. 32,6; 21,s cm3 0,0333-n. S a O H  
Gef. 1,03; 0,98 Mol Bqu. CH,COOH 

Die Analysen wurden in unserer mikroanalytischen Ahteilung von den HH. H .  
Gubser und W .  Xanser ausgefiihrt. 

Organisch-chemisches Laboratorium der 
Eidg. Technischen Hochschule, Zurich. 

20. Uber ein Welke erzeugendes Stoffweehselprodukt von 
Fusarium lyeopersiei Sacc. 

von PI. A. Plattner und N. Clauson-Kaas. 
(23. XII. 44.) 

E i n l e i t u n g  
Gewisse Pilze, die als Parasiten auf Pflanzen leben, haben die 

Fiihigkeit, ihre Wirtspflanze zum Welken und zum Absterben zu 
bringen. Solche Welkekrankheiten werden u. a. auch von Pilzen der 
Gattung Fusarium hervorgerufen (Fusariosen) und sind vor allem 
an wertvollen Kulturpflanzen untersucht worden, da die wirtschaft- 
lichen Schaden, welche durch den Pilzbefall entstehen, sehr erheblich 
sind l) . 

Dass der Pilzbefall die primare Urssche der Welkekrankheiten 
ist, ist heute unbestritten. Dagegen herrscht uber die Art und Weise, 
in welcher die schadigende Wirkung der Pilze zustande kommt, noch 
keineswegs Klarheit. Die von vielen Forschern vertretene Ansicht, 
dass in erster Linie toxische Stoffwechselprodukte der Pilze fur das 
Welken der Pflanzen verantwortlich sind, ist noch nicht sichergestellt, 
und such nicht allgemein anerkannt2). Diese Frage wird sich erst mit 
Aussicht auf Erfolg bearbeiten lassen, wenn es gelingt, die giftigen 
Stoffwechselprodukte der Parasiten zu isolieren und fur phytopatho- 
logische Versuche zur Verfugring zu stellen. 

Die Toxin-Theorie der Welkekrankheiten fusst vor allem auf der 
Beobachtnng, dass Filtrate von Kulturen pathogener Pilze, die auf 
kunstlichen Xahrboden gezuchtet wurden, imstande sind, gesunde 
Pflanzen zum Welken zu bringen. Da es wahrscheinlich ist, dass die 
in solchen Kulturfiltraten vorhandenen Toxine mit den bei para- 
sitarem Wachstum gebildeten identisch sind, bieten die Filtrate ein 

I) Vgl. z. B. Wollenweber-Reilzking, Die Fusarien, Berlin 1935. 
2 ,  Eine umfassendere Diskussion rles Problems findet sich bei H .  A. Harras, Phyto- 

pathology, 30, 625 (1940). 
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in beliebigen Mengen herstellbares Ausgangsmaterial, das sich fur eine 
chemische Isolierung der toxischen Substanzen gut eignet. Wir haben 
deshalb einen entspreehenden Versuch an Kulturen des Erregers der 
Tomatenwelke (Fusarium lycopersici Sum.) unternommenl). Dieser Pilz 
wurde gewahlt, weil sein Stoffweehsel und die Welkkraft seiner Kul- 
turen von G. &ax2) bereits recht eingehend untersucht worden waren. 

Es gelang uns, aus welkaktiven Kulturfiltraten eine einheitliche 
Verbindung mit starker Welkwirkung zu isolieren. Diese aktive 
Substanz wird im folgenden SubstanzA genannt. Da wir derzeit nodl 
nicht uber einen quantitativ auswertbaren Test fiir die Welkwirkung 
verfiigen, ist es vorlaufig nicht moglich, die Welkkraft unseres Pra- 
parates in konventionellen Einheiten anzugeben. Bur Orientierung 
sei erwahnt, dass eine 0,03-prozentige Losung von Substanz A bei 
pE 7, nach Zusatz von Spuren Eisen( 111)-chlorid, abgeschnittene 
Tomatenblatter, die in welkstoff-freier Losung woehenlang friseh 
bleiben, in 1 - 3  Tagen vollstandig zum Welken bringt. Weitere An- 
gaben uber die verwendete Testmethode, sowie iiber den pflanzen- 
physiologischen Aspekt der Untersuchung sind anderswo gemacht 
worden 3 ) .  

Bereits vor liingerer Zeit haben 31. Liidtke und H .  ilehmedJ) versucht, aus Kulturen 
von Fusarium vasinfectum A tk. sowie Ton Fusarium lycopersici Sam. welkaktive Ver- 
bindungen zu isolieren. Aus verschiedenen Griinden verzichteten wir dnranf, das in der 
zitierten Arbeit verwendete Verfahren als Grundlage fur unsere Isolierungsversuche zu 
verwenden. Da unsere Resultate ausserdem weitgehend von denjenigen der beiden ge- 
nannten Forschern abweichen, so eriibrigt sich vorliiufig ein nkheres Eingehen auf diese 
Veroffentlichung. 

I s  o l i e ru  ng. 
Der Pilz wurde auf einem Nahrboden, bestehend aus Gluc,ose 

und anorganischen Salzen gezuehtet. Nach 5-4 Nonaten ist die 
maximale Welkaktivitiit erreicht. Auf Grund umfangreicher Vorver- 
suche konnte folgendes Verfahren zur Isolierung des Welkstoffes 
ausgearbeitet werden. 

Das Mycelium wurde abfiltriert und das Kulturfiltrat mit Barium- 
hydroxyd gefallt, urn Sulfat- und Phosphst-ionen zu entfernen. Das 
stark nach Ammoniak riechende Filtrat der Bariumsalz-Fallung 
wurde im Vakuum zur Trockne eingedampft, wobei der grosste Teil 
des vorhandenen Ammoniaks mit dem Wasser abdestillierte. Die 

l) Wir wurden auf das Problem der Welkekrankheiten durch Prof. Dr. I<. CA3zcmann, 
Vorstand des Instituts fur spezielle Botanik der Eidg. Techn. Hochschule aufmerksam 
gemacht, der auch fur die Beschaffung der notigen Pilzkulturen besorgt war, wofiir wir 
ihm bestens danken. 

2, G .  Lzci, Diss. E. T. H. Zurich, Ausgefiihrt am Institut fur spez. Botanik, Vor- 
stand Prof. Dr. E. Giiumann, vgl. Phytopatholog. Z. 7, 585 (1934). 

3) N .  Clauson-Iiaas, Pl. A. Plattner und E. Giiaimann, Ber. schweiz. Bot. Ges. 54, 
531 (1944). 

4, &I. Liidke und H .  Achmed, Bioch. Z. 257, 256 (1933). 
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Losung muss nach dem Einengen neutral oder hochstens schwach 
sauer sein. Die Substanz A liegt jetzt im Rdckstand als wasserlos- 
liches Bariumsalz vor. Da sie die Eigenschaften einer Amino-dicarbon- 
saure besitzt, kann das Bariumsalz durch Umfallen aus Wasser- 
Nethanol weiter gereinigt werden. Das Verfahren entspricht der 
B’o~emun’schen Xethode I) zur quantitativen Bestimmung von Aspara- 
gin- und Glutaminsaure in Eiweisshydrolysaten. Das so gereinigte 
Bariumsalz wird in Wasser gelost und die Losung mit Salzsaure auf 
pH 2,6 eingestellt. Die freie Saure fallt hierbei sofort, oder erst nach 
Zusatz von Alkohol aus. Sie bildet ein weisses mikrokrystallines 
Pulver, feine Nadeln otler ein farbloses Gel, das sich aber nach Iangerem 
Stehen oder beim schwachen Erwkmen ebenfalls in ein weisses 
Pulver umwandelt. 

Das so erhaltene Produkt ist fast analysenrein, kann jedoch durch 
Urnlosen aus Natronlauge-Salzsaure noch weiter gereinigt werden. 
Die Substanz A zeigt einen Zersetzungspunkt von 327 -829O. 

Die Ausbeute betrug 80 -110 mg/L Kulturfiltrat, was nach Welk- 
versuchen ungefahr 20 yo der ursprunglichen Aktivitat entspricht. 
Die Ursachen fur diese scheinbar niedrige Ausbeute sind anderswo 
diskutiert worden2). Hier sei nur erwfhnt, dass wahrscheinlich keine 
anderen Verbindungen mit Welkwirkung in den Kulturfiltraten vor- 
handen sind, dass aber die Welkaktivitft von der Konzentration der 
anorganischen Salze und von spezifisch, in kleinen Mengen wirkenden 
Aktivatoren stark abhangig ist. 

Aus den alkoholisch-wasserigen Mutterlaugen der Substanz A 
schieden sieh meistens nach lfngerem Stehen wechselnde Mengen 
einer fhnlichen, aber inaktiven Verbindung aus, die wir als Substanz I 
bezeichnen. Sie bildet ein korniges, schweres, weisses Pulver oder 
kleine Krystallrosetten vom Zersp. 273-276O. Die Ausbeute schwankte 
sehr, war aber in einem Versuch bis dreimal so gross wie die beste 
Ausbeute an aktiver Verbindung. Wenn das Kulturfiltrat wfhrend 
tier Aufarbeitung bei alkalischer oder saurer Reaktion zu stark erhitzt 
wird, kann keine Substanz A, sondern nur Substanz I isoliert werden. 

Die Analysen verschiedener Praparate der Substanz A gaben 
stets Werte, die fur die Summenformel (C,H1,O,N,), spreehen. FCir 
Substanz I wurde die Zusammensetzung ( C9H1207N2),,, ermittelt. 
Demnach scheint I aus A durch Abspaltung von 1 Mol NH, (berechnet 
auf die einfache Formel C,H,,O,N,) zu entstehen. In  Ubereinstim- 
mung mit dieser Annahme wird nach kurzer saurer Hydrolyse von 
Substanz A Ammoniak in der erwarteten Menge im Hydrolysat ge- 
funden, und das Hydrolysat zeigt keine Welkwirkung mehr. Auch 

l )  F. W .  Foreman, Biochem. J. 8, 463 (1914); vgl. auch A. C. Chibnall, J.1. 1V. Rees, 

2, A’. Clauson-Kaas, PE. A .  Plattner und E .  Giixmnnn, Ber. schweiz. Bot. Ges. 54, 
E. F.  Williams, 6. Boyland, Biochem. J. 34, 285 (1940). 

631 (1944). 
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cfurch Kochen der Substanz A in alkalischer Losung tritt unt,er Inak- 
tivierung Ammoniak-Abspaltung ein. Schliesslich konnte Substsnz I 
in 50 bis 5.5-prozentiger Ausbeute clurch Kochen von A mit Wasser 
erhalten werden. 

Die Molekelgrosse beider Verbindungen bleibt vorlaufig unbe- 
kanntl). Es sind jedoch Anzeichen dafiir vorb.anden, dass die Moleku- 
1argewichOe relativ niedrig sind (n und m wahrscheinlich = 1). Auch 
die Tatsache, dass der Welkstoff in ganze Tomatenpflanzen mit un- 
versehrten Wurzeln einciringt und sie zum Welken bringt, spricht in 
tliesem Sinne. 

E i g e n s c h a f t e n  d e r  S u b s t a n z e n  A u n d  I. 
Z e r s e t z u n g s p u n k t :  Beide Substanzen schmelzen nicht, sondern zersetzen sich, 

allerdings bei gut reproduzierbaren Temperaturen, unter starkem Schaumen. Die unten 
mgegebenen Werte der Zersetzungspunkte sind iin Schmelzpunktsrohrchen im Vakuuni 
bestimmt worden. Sie sind korrigiert. Substanz A zersetzt sich bei 227-229O fast ohne 
vorheriges Sintern, Substanz I bei 273-276O nach Sintern von 250° an. Die Zersetzungs- 
pnnkte verschiedener Praparate zeigten nur geringe Abweichungen (&So)  von diesen 
Werten. 

Losl ichkei t .  Die Substanz A ist in Wasser fast unloslich. Die Loslichkeit der 
Substanz I ist etwas grosser (0,5 bis l%), und zwar in kaltem und heissem Wasser prak- 
tisch gleich gross. Die wasserigen Losungen beider Substanzen zeigen stark saure Reaktion. 
In verdunnten Laugen oder Sauren sind beide Verbindungen leicht loslich. Aus diescn 
Losungen lassen sie sich durch Neutralisieren wieder unverandert ausfallen. Sow-oh1 Sob- 
stanz A als such Substanz I sind in orgnnischen Losungsmitteln unloslich. 

Spez. Drehung.  Die spez. Drehung des gleichen Praparates von Substanz A, 
nach Lijsen mit verdunnter Lauge (pH der Losung ca. 7),  zeigte relativ starke Schwan- 
kungen ( -  42 bis - 45O). Bei verschiedenen  Priparaten wurden Werte fur [crIl) von 
- 42" bis - 49" gemessen. Die Messungen an Substanz I murden in Phosphat-Puffer voin 
pH 7 durchgefiihrt und waren moglicherweise deshslb besser reproduzierbar. Die v e r  - 
s c h i e d e n e n  

N i n h y d r i n - R e a k t i o n  u n d  Aminos t icks tof f .  Substanz A zeigt sofort starke 
Ninhydrin-Reaktion, Substanz I erst nach langerem Erhitzen. Nach saurer Hydrolgse 
ist bei beiden Substanzen die Reaktion stark. Weder Substanz A, noch Substanz I ent- 
halten nach can Slyke  bestiinmbaren Amino-Stickstoff. 

K o m p l e x - B i l d u n g  m i t  X u p f e r  u n d  Eisen.  Substsnz A bildet in 1-n. Natron- 
Iauge gelost mit Kupfer(I1)-sulfat eine tiefblaue Xomplexverbindung, von der Farbe einer 
Losung von Glycin-Knpfer. Substanz I gibt nur in saurer Liisung mit Kup€er(II)-ionen 
einr blaue Farbe. Die Losung scheidet schon bei pH 5-9 Iiupfer(I1)-hydroxyd aus. 

Im Gegensatz ziir inaktiven Substanz ist Substanz A im Stande, bei pH 7 Eisen(II1)- 
ionen als farblosen Komples in Losung zu halten. Dies scheint bemerkenswert im Zu- 
samnienhang mit der Beobachtung, dass die Welkkraft einer wasserigen Losung von Sub- 
stanz A durch Zusatz von wenig Eisen(TI1)-chlorid stark gesteigert wird2). 

Die peptidartige Natur der beschriebenen SubstanZen A und I 
bringt es mit sich, dass deren Einheitlichkeit nur schwierig zu beurtei- 
len ist. Die Tatsache, dass aus verschiedenen Ansiitzen von aktiven 

Praparate zeigten Schwankungen fur [%ID von - 1 1 2 O  bis - 124". 

l) Molekulargewichtsbestimmungen nach den gebrauchlichsten Methoden kommen 

') IT. Clazcsois-Ifaas, PE. d. Plaltner und I?. Guunzam, Ber. schweiz. Bat. Ges. 54, 
wegen der chemischen Eigenschaften der beiden Substanzen nicht in Frage. 

531 (1944). 
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Pilzkulturen stets Welkstoff-Praparate rnit praktisch identischen 
Eigenschaften erhalten wurden, spricht jedoch sehr fur die Auffassung, 
dass beide Substanzen chemisch einheitliche Verbindungen sind. I n  
diesem Zusammenhange ist auch zu erwahnen, dass es uns nie gelang, 
aus Kulturfiltraten, die keine Welkwirkung besassenl), Praparate 
rnit den chemischen Eigenschaften der Substanzen A oder I zu ge- 
winnen. Auch dieser Befund Iasst den Schluss zu, dass in der Substanz 
A tatsachlich das gesuchte Welk-Toxin in reiner Form vorliegt. 

Dem Otto Xonsted Fond in Kopenhagen und der Rockefeller Foundation in New York 
danken wir fur die Unterstiitzung dieser Arbeit. 

E x p e r i m e n t e l l e r  T e i l B ) .  
I s o l i e r u n g  von S u b s t a n z  A. 

Der Pilz (Fusarium lpcopersici Sacc.) wurde in Erlenmeyer-Kolben von 400 cm3 
Fassungsvermogen geziichtet ?). Jeder Kolben enthielt : 

Glucose 5,0 g 
Ammoniumnitrat 190 g 
prim. Kaliumphosphat 0,5 g 
Magnesiumsulfat-heptahydrat 0,25 g 
Eisen(II1)-chlorid-hexahydrat 0,002 g 
Wasser 100 cm3 

Nach 2 - 4  Monaten wurden die Ansatze filtriert und die Kulturfiltrate auf Welk- 
wirkung getestet. Sowohl das Aussehen der Kulturen als auch die Welkwirkung der Fil- 
trate sind starken Schwankungen unterworfen. I m  folgenden wird die Aufarbeitung eines 
Ansatzes beschrieben, der gute Welkwirkung zeigte. 

Der Inhalt von 50 Kolben wurde filtriert und das Kulturfiltrat (3,7 L) mit 2,85 L 
0,2-n. Bariumhydroxyd-Losung versetzt. Die ausgefallene Mischung von Bariumsulfat 
und Bariumphosphat liess sich nach Zugabe von 60 g Celite3) gut abnutschen. Das stark 
nach Ammoniak riechende Filtrat wurde nun im Vakuum bei einer Badtemperatur von 
4-50 moglichst rasch zur Trockene verdampft, wobei das Ammoniak sich verfluchtigte, 
so dass die zuruckbleibende Losung schwach sauer wurde. Nach Auflosen des Ruckstandes 
(20 g) in 370 01113 Wasser und Zusatz von 15 g Tierkohle wurde nach einigen Minuten 
Schutteln erneut filtriert. Auf Zugabe von 750 cm3 Methanol zum Filtrat schied sich ein 
weisser, flockiger Niederschlag (6,6 g) Bus, welcher das in Methanol schwer losliche Rarium- 
salz der Substanz A enthielt. Der Niederschlag wurde nochmals aus 1500 cm3 Wasser 
und 3 L Methanol umgefallt. Ausbeute 2,7 g. 

Das in dieser Weise vorgereinigte Bariumsalz wurde in 200 cm3 Wasser gelost. Die 
Losung wurde durch Zusatz von 22 om3 1-n. Salzsaure auf pH 2,6 eingestellt und dann 
mit 200 om3 Athanol versetzt. Dabei schlug sich ein weisses Pulver nieder, welches ab- 
filtriert und mit Wasser und Alkohol gewaschen wurde. Es lag jetzt schon fast reiner 
Welkstoff vor. Zur volligen Reinigung wurde die Substanz (330 mg) in 3 cm3 1-11. Natron- 
huge kalt gelost, filtriert, mit Wasser auf 23 cm3 verdunnt und durch Ansauern mit 
3 cm3 1-n. Salzsaure erneut gefallt. Nach Abfiltrieren, Waschen mit Wasser und Trocknen 
wurde analysiert. Die Ausbeute betrug 300 mg Substanz A. 

Bei fortgesetzter Ziichtung des Pilzes auf kunstlichem Nahrboden verliert er die 

2)  Die Herstellung der Pilzkulturen verdanken wir Frl. F.  Speckert vom Institnt 

3, Filter-Kieselguhr der Firma Johns-ll.lanvilk, New York, I\. Y. 

Fahigkeit, welkeerzeugende Stoffwechselprodukte zu bilden. 

fur spezielle Botanik der Eidg. Techn. Hochschule. 
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Praparat I. Zur Analyse wurde 2 Stunden bei 90° getrocknet. Zersp. 227-2290. 
4,074; 3,764 mg Subst. gaben 5,804; 5,358 mg CO, und 1,97; 1,802 mg H,O 
2,070; 2,370 mg Subst. gaben 0,286; 0,316 cm3 N, (19O, 718 mm; 15O, 727 mm) 

C,H,,O,N, Ber. C 35,99 H 5,45 N 15,160/, 
Gef. ,, 38,SS; 38,85 ,, 5,41; 5,35 ,, 15,25; 15,12% 

Ein Teil des Praparates wurde zusatzlich 4 Stunden bei looo getrocknet. Zersp. 227 
bis 229O. 

3,744 mg Subst. gaben 5,327 mg CO, und 1,815 mg H,O 
2,262 mg Subst. gaben 0,309 om3 N, (17O, 732 mm) 

C,H,,O,?U', Ber. C 38,99 H 5,45 iV 15,16% 
Gef. ,, 38,83 ,, 5,43 ,, 15,497" 

Bei anderen ilhnlichen Versuchen enthielten die Praparate geringe Mengen von 
Asche (Na CI), die fur die Berechnung der Analyse von der Einwage abgezogen murden. 

PrLp. 11: Zersp. 226,5-227,5O 
3,793 mg Subst. gaben 5,393 mg CO, und 1,873 mg H,O und 0,010 mg Asche 
2,370 mg Subst. gaben 0,323 em3 N, (Is0, 725 mm) (0,006 mg Asche) 

C,H,,O,N, Ber. C 38,99 H 5,45 S 15,1626 
Gef. ,, 3S,90 ,, 5,54 ,, 15,499/, 

Prap. 111: Zersp. 222-222O 
3.664 mg Subst. gaben 5,224 mg CO?, 1,729 mg H,O und 0,028 mg Asche 
1,615 mg Subst. gaben 0,228 om3 N, (lSo, 722 mm) (0,012 mg Asche) 

Gef. C 39,21 H 5,32 I\i l5,84% 
Zur Messung der spez. Drehungen wurden abgewogene BIengen der Praparate in 

0,l-n. NaOH durch kurzes Schutteln in Losung gebracht (pH ca. 7 , O ) .  Dann wurde mit 
Wasser aaf das gewunschte Volumen (Konz. 0,5-1,0%) aufgefiillt. Die in dieser Art 
bestimmten Drehungen zeigten auch beim gleichen PrLparat. gewisse Schwankungen, die 
moglicherweise auf eine Veranderung der Substanz beim Losen zuriickzufuhren sind. 

Prap. I: [a]= = - 41,s"; - 47,8O; - 44,5O; - 4S,Oo (wasserige Losung, 
pH cn. 7 ungepuffert) 

,, 111: [E], = -49,OO (wssserige Losung, pH ca. 7, ungepuffert). 

I n a k t i v i e r u n g  d e r  S u b s t a n z  A be i  d e r  A u f a r b e i t u n g ;  
I s o l i e r u n g  von  S u b s t a n z  I. 

Bei eineni anderen Versuch zur Isolierung des Welkstoffes aus der gleichen Menge 
Kulturfiltrat wurde dns durch zweimaliges Umfallen vorgereinigte Bariumsalz in 1 Liter 
Wasser gelost und zur Fallung des Bariumions mit 36 cm3 I-n. Schwefelsaure versetzt. 
Die schwach saure Losung wurde dann bei 70° Badtemperatur auf 100 cm3 eingeengt. 
Hierbei schied sich 1,42 g rohe Substanz I aus. Diese wurde durch Kochen in  200 cm3 
Wasser gelost und durch Zugabe von 400 a n 3  AthanoI wieder gefallt. Die Hauptmenge 
schlug sich a1s mikrokrystallines, korniges, weisses Pulver nieder, wahrend ein kleiner 
Teil sich erst nach 2 Tagen Stehen in kleinen Krystallrosetten an den Wanden des Kolbens 
abschied. Beide Anteile zeigten die gleichen analytischen Daten. Sowohl der mikro- als 
auch der makrokrystalline Anteil besassen einen geringen Aschegehalt. Das letztere Pra- 
parat wurde zur Analyse 10 Stunden bei SOo im Hochvakuum getrocknet. 

Praparat I: Zersp. 273-276O. 
3,984 mg Subst. gaben 6,023 mg CO,, 1,688 mg H,O und 0,016 mg Asche 
3,377 mg Subst. gaben 0,324 om3 N, (20°, 722 mm) (0,013 mg Asche) 

C9HI,0,N, Ber. C 41,54 H 4,65 N 10,770/, 
Gef. ,, 41,42 ,, 4,76 ,, l0,66% 

Spez. Drehung, wie fiir Substanz A beschrieben, bestimmt : 
[;*ID = - 124O (wasserige Losung, pH ca. 7, ungepuffert). 

13 
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Die Praparate von Substanz I enthielten meist 0,2--0,5% Asche. Es wurden jedoch 
auch aschefreie Praparate erhalten, deren Analysenwerte sich nicht wesentlich von den- 
jenigen der aschehaltigen unterschieden. Im allgemeinen zeigten die Analysen fur die 
angegebene Bruttoformel etwas zu tiefe C-Werte. 

4,163; 3,972 mg Subst. gaben 6,252; 5,931 mg CO,, 1,771; 1,754 mg H,O und 0,021; 

2,138; 3,359 mg Subst. gaben 0,196; 0,317 cm3 N, (1S0, 737 mm; 19O, 732 mm) (0,010; 

Praparat 11: 

0,010 mg Asche 

0,009 mg Asche) 
C9H,,0,N, Rer. C 41,54 H 4,65 N 10,77y0 

Gef. ,, 41,19; 40,85 ,, 4,78; 4,95 ,, 10,48; 10,66y0 
Spez. Drehung.  Die Praparate wurden in 0,l-n. NaOH durch kurzes Kochen 

gelost (2,5 Mol. auf C,H,,O,N, berechnet) und dann mit O,66-molarem Phosphatpuffer 
vom pH 7,O auf 5 01113 gebracht. Die Konzentrationen betrugen 0,4-0,7%. 

Prap. 11; ["ID = - 115,9O (wasserige Losung, pH 7, Phosphat-Puffer) 
111; [alD = - 113,SO (wasserige Losung, pE 7, Phosphat-Puffer) 
IIIa und IIIb;  (durch Umfallen von I11 weiter gereinigt) 

,, 
,, 

[alD = - 114,2O; - 112,l" (wasserige Losung, pH 7,  Phosphat-Puffer.) 

U m w a n d l u n g  v o n  S u b s t a n z  A i n  S u b s t a n z  I. 
70 mg Substanz A wurden 1 Stunde im offenen Erlenrneger-Kolben mit 10 cm3 

Wasser gekocht. Die Losung xvurde nun auf 2 om3 eingeengt und mit 50 cm3 Athanol 
versetzt: Nach langerem Stehen hatten sich 25,6 mg Substanz I ausgeschieden. Der 
Zersetzungspunkt des Praparates lag bei 274O. 

[%ID = - 122" (wasserige Lnsung, pH 7 ,  Phosphat-Puffer) 
Durch Einengen der Mutterlaugen konnten noch 5,5 mg Substanz I vom Zersp. 270 

bis 273O gewonnen werden. Die Totalausbeute betrug demnach 34,l mg oder 52% der 
theoretisch moglichen Menge. 

Beim Eindampfen der Mutterlaugen verblieb eine sehr hygroskopische, schmierige 
Masse zuriick, welche mit Ninhydrin eine rote Farbe gab. Nit Dinitro-benzoylchlorid nach 
Sazcndersl) liess sich kein krystallisiertes Derivat isolieren. 

Ammoniakbi ldung bei  d e r  s a u r e n  H y d r o l y s e  v o n  S u b s t a n z  A. 
15,220 mg Substanz A wurden mit 2 cm3 18-proz. Salzsbure 1 Stunde am Ruckfluss 

gekocht und dann im Mikro-Kjeldahl-Apparat von Parnas- Wagner mit einem geringen 
tberschuss von Natronlauge destilliert. 

Verbrauch 4,525 cm3 0,0143-11. HC1 
1 Mol. NH, pro 1 Mol. C,H,,O,N, Ber. 1,118 mg NH, Gef. 1.100 mg NH, = 95% 

Best immung v o n  Aminos t icks tof f  ( v a n  S Z y k e )  i n  S u b s t a n z  A u n d  I. 
Es wurde die iibliche,) Miliroapparatur benutzt. Die Substanzen wurden in neutra- 

lisierter, wasseriger Losung zugegeben. Konz. ca. 0,6y0. Die bei einer Schuttelzeit von 
5 Minuten bei 25O erhaltenen Stickstoff-Mengen uberstiegen nicht den Blindwert. 

N i n h y d r i n - R e a k t i o n .  
Die Ninhydrin-Reaktionen wurden in 0,067-m. Phosphat- Puffer von pH 7,O durch- 

S u b s t a n z  A: 1,l  mg zeigte gleich starke Reaktion wie 0,15 mg Leucin. 
gefu hrt . 

l) B. Ch. Saunders, Biochem. J. 28, 580 (1934). 
2, Vgl. Pregl-Roth, Die quantitative org. Mikroanalyse, IV. Sufl., Berlin 1935, 

S. 206. 



19.5 - - 

S u b s t a n z  I: gibt anfiinglich nur Gelbfarbung, die erst nach 2-6 Stunden suf 

S a u r e  H y d r o l y s e  v o n  S u b s t a n z  A bzw.1: (Kochenmit20proz.HCl,15Stun- 

Die Verbrennungsanalysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung von 

dem Wasserhad durch die langsam eintretende Hydrolyse nach griin umschlagt. 

den) ; beide Hydrolysate geben starke Ninhydrin-Reaktionen. 

den HH. 1Y. Xunser und W .  Jngold susgefiihrt. 

Organisch-chemisches Laboratorium der 
Eidg. Technischen Hochschule, Ziirich. 

21. Zur Kenntnis der Triterpene. 

Abbau des Bisnor-Iupansaure-methylesters zur C,,-Stufe 
von L. Ruiieka, W. Huber und 0. Jeger. 

(26. XII. 44.) 

(92. Mitteilung')). 

I n  einer friiheren Mitteilung haben wir fur das Lupeol und das 
Betulin die Anwesenheit einer Isopropenyl-Gruppe (Teilformel I) 
nachgewiesen2). In  dieser Arbeit berichten wir fiber $len weiteren 
Abbau des Bisnor-lupansaure-methylesters (11) zur  C,,-Stufe (V). 

C C30CH, C -OH C 0 c 
/ \  / \  / \  

(1) (11) (111) (IV) (V) (VI) 

Nach Umsetzung des Esters (11) mit Phenylmagnesium-bromitl 
in benzolischer Losung und chromatographischer Trennung der 
Reaktionsprodukte haben wir in guter Ausbeute das bei 265 -267" 
schmelzende Diphenyl-carbinol(II1) isoliert, das ein U. V.-Absorp- 
tionsspektrum mit einem Naximum bei 255 mp,  loge = 3,3 aufweist 
(Fig. A, Kurve 1). Durch Kochen mit Acetanhydrid-Pyridin wurde I11 
in das Diphenylmethen-Derivat (IV) iibergefiihrt. Das U. IT.-Ab- 
sorptionsspektrum der Verbindung IV mit einem NIaximum bei 
247 mp, log F = 4 9  (Fig. A, Kurve 2 )  steht in guter Ubereinstim- 
mung mit dem U.V.-Spektrum des A 33-3tl, 12/?-Diacetoxy-24,24- 
diphenyl-cholens3). Die Anwesenheit des Chromophors (C,H,),C=C < 
in der Verbindung IV beweist, dass die Wasserabspaltung 111 -> IV 
ohne Umlagerungen des Geriistes stattgefunden hat. 

CH, CH, C,H, C,H, C,H, C,H, 
/ \  

CH, CH, 

I )  91. Mitt. Helv. 27, 1859 (1944). 
z ,  Helv. 23, 1311 (1940). 
,) Helv. 27, 1820 (1944). 




