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Uber Enzyme der Flechten und fiber die 
Konstitution der Umbilikars iure 

Von 

GEORG KOLLER u n d  GERHARD PFEIFFER 

Aus dem II. Chemisehen Laboratorium der Universit~t in Wien 

(Vorgelegt in der Sitzung am 18. Mai 1933) 

Die merkwfirdige~ symbio~ischen pflanzlichen Gebilde, 
welche sich aus AAgen und Pitzen ~uf,bauen, die s,ogen~nntea 
Flechben, erzeug, en durch eine Wechselwirkung der Pilz- und der 
Agemkompone~te charakteristische organische Ve~bindungen, die 
so g,enannben Flech~eastoffe. Wenn w ir uns be mfihen, diese Ge- 
bilde nach chemischen Ge,sichtsFun~kten einer gewissen, nicht zu 
eng g efal~en Einteilung zu unterwerfen, ,so erscheint e s z~weck- 
m~l~ig, folgende Ha:uptgruppen ,zu unter,scheiden. D/e aliphatischen 
Flechtensto#e, welche sowohl indif~eren~eT, wie sa~rer Natur s ein 
kOnaen, wie die yon ASAHINA geklSzte Proto]ichesterins~u~e (I) 1. 
Die me is,~en dieser 8toffe sired nicht ngher unters'uoht Bei weitem 
reicher an Individue~ ist ,die Schar der ~romatischen Flechten- 
stoffe. Ba~s~eine dieser Verbindungen si~d meist Orzin oder 
b-Orzink, e rne, welche nebea Karboxylgruppen oftmals A14ehyd- 
r es~e trag, en; diese Kerne kSnnen weiterhin z~ Gebilden h0herer 
Or dmn~ng zusammentreten, e~nerseits durch e ine l~ktonartige Ver- 
h~no~ng einer K,ar,boxylgruppe mit e iner tier phenolischen 
Hydroxylgruppen eines zweiten Pbenolkarbons~urerestes zu den 
so~enannten Depsmiden, wie d, ie Lekanors~ure (II), die Gyrophor- 
saure (III) ~, die E verns~ure (IV), ,die l~mbilikars~ure (V) ~, d~s yon 
PFAU ~ in seiner Konstitution erkannte Atran orin (VI), die yon 
ASAHINA 5 un~ersuchte Th~mnols~ure (VII) u. a. Angerseits we~den 
die prJm~,ren P,henol~arbons~,uren in Verb,i~dungen yon konden- 
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si,ertem Typ iibergefiihrt, so 4er Cetrars~ure (VIII o,4er IX) 6 der 
Kapr~rsi~v.re ~nd anderen verwandteu Ve~bindun~en. Als einzig 
gekl~trter Vertreter einer klein eren Gruppe ist die merkwiirdige 
Usni~s~ure (X)~, ~e~ner die V,ulpinsi~ure (XI) ~ und Pin~st~in- 
sliure (XII) ~ b emerkenswert. Aul~,erdem sind e inige g eflirbte Ver- 
bindungen bekannt, wie die Chrysophansaure, vce]ehe der An- 
thr~z,enreihe anzugehSren scheirmn. Wenn wir uns nun die Frage 
voflegen, weieh er tier Symb4oten i.n der ~lech~e ftir die Entstetmng 
d~e,s~r S~offtyp.er~ y,e,r~n~wortli~h z'~t ma, chen i.st, so scheinen die 
Fleehte~stoffe aliphati,seher Natur wohl b,eiden Fleehtenkompo- 
Renter ihre Ents~ehung zu ver.dankem Eine .eingehen.de Ex- 
perimentalunters~ehung l~iegt ~tber dies.en Punkt nieht vor. Reieh- 
liehes Tats~ehenmaterial j,edoeh wurde ~ber die ~rtlie,he Ent-,. 
steh~,ng 4es Or.zi~g,ebi, tde,s in d.er DIeehte g.esammelt. Es 1.iel3 
sieh n~,mlieh feststellen, dal~ d i e  0rzin~bkSmmli~,g.e. und f e r r e t  
die Fleehten.s~taren s.elbst an d.e.n Pilzhyphen und .item Pilze z~- 
gehSrigen Zelle.n ~bgesehieden werden, so dal~ wohl kein ZweiM 
da,rt~ber" herrseht, d~g tier Pleehtenpilz .~ls ~ll.einiger Erzeuger tier 
phenolisehe~ Komptexe in Betraeht kommt. Es siad ~u.n ~ueh 
in vitro gew~sse A,n'haltspunkte gew.oanen worcten, auf welehe 
W.eise der Pilz diese 0rzinsynN.ese bewirken kSnnte. So gelang es 
H. COrnELiUS und H. v. P E e ~ A ~  ~o A~zetondik~rbons~reeater zu 
einem 0rzintrika.rbo,ns~,ureester (XIII) .zu kon4ensieren, weleher 
allerdings eine tier Karboxylgmppen in tier Methylseitenkette 
tr~gt, an einer Stell.e al,so, an w.~lehe,r in k,e]ne,r Ftee,hgensXure bisher 
ei~e Karboxylgruppe angetrvffen wurde. 

_~hnlie.h i,st e,s ~ s  g.elun~en, Azetenclikarbons~,~rees~e,r mit 
Azetessig.ester zu ein, e~a ~symm.et~i,se.hen 0rzindikarbo,ns~ure- 
ester (X1V) ~ z:u kor~densi.eren, der yon einer 0rzindik~rbons~ure 
deri,viert, we leheberd ts  .versehiedentlie5 Ms Baustein d, epsid~iseher 
Pleehtens~iaren angetrotten wurde. Es ist .deshal,b sehr w~hr- 
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scheinlich, dal3 die 0r:zink.erne im Fleehtenorganismus mit Hilfe 
yon Azete.s.s.igshmre nnd Azetoad, ikarbons~ure, welehe inf.olge i,hres 
nah.en Zusaa~menhanges mit der Zitron.ens~ure den pflan'zliehen 
Org~mismen Meht  z~r Verfitgun,g steht, aufg.ebaut werden, gi~eftir 
sprieht aue,h di.e Tatsaeh.e, .dag der Orzi.nl~er,n niemals in freier 
Form in Erseh.einung tritt, soncIern immer in d~er Gestalt yon 
Orzin-mono- o.der Dikarbon.s~uren. Es w~re allerdings aueh m6g- 
lieh, dal~ tier Orzinriag ahnliehe ~erm,tisehe BezMmngen zu den 
Zuek.ern a~fweist, wie die Hexosen zu den 0xylbenzolen. Es k~me 
dana ei:n.e NeChyl.h,exo.se. als Stammsnbst.anz .far das Orzin in Be- 
trae,ht. Dies.e Ann~vhme. er, seheint jedoeh bis heut.e ohne jeden 
experimentellen Anhaltspunkt Ms nieht sehr wahrsehein!ieh. 

Die so ~ebil.deten Orzin.k.a~bons~uren mfiss.en in den Fleehten 
nun eine .sehr rasehe Ver~tader,ung in Wasser ,sehwer16stiehen 
Ver~biadungen ,erM,clen, ,da .eink,ernige Orzin~bkhmmlinge b,is,her 
in den Fl.eehten nieht naehgewi.esen wurden und wenn, dann nut 
in s.ehr ~eringer M'enge vorlaan.den ,sein dtirften. Dies.e Umwand- 
lungen b.estehen ,eir~mal in einer laktonartigen V.erkntipfung der 
primhz g, ebildete.n Orzinkar~bons~ren, wele.he zn den Fleehten- 
stoffen yon D.epsideharakter ftihrt, anderseits .dttrften unter dem 
Einflusse ein.es anderen ehemiseh.en, .sehr reaktioasf~hig.en Agens, 
des yon tier griinea A,lge ats erstes Assi.milationsprodukt ge- 
w.on~aenen Formaldehyds. eine Reihe yon "r e,insetzen; 
weleh.e Formyli.erungen, al.so Einftthrung von Aldehydresten ~nd 
K, ernkon.densatlon, en, fern.er Bitdnng yon phenoliseh gebur~denem 
und estera.rtigem MethoxyI naeh sieh ziehen. 

Naeh .di.eser kur,zen, znm Grogteile hypothetiseh~en Betr.aeh- 
tung der Fl'eehtenstoffe mhehten Mr un.s .der Frage zuwenden, 
welehe Bedeu~ung die An.h~tuf~ng -con Fleehtens~uren haben 
khnate. Die ti'ber diesen P~nkt bisher ge~ul~,erten Meinnngen 
sind wohl recht unbefriedigei~der Natnr. Die Annahme, dal3 es 
sieh in den oft stark giftigen Fleehtens~uren .urn Sehutzstoffe 
geg.en Tierfrag ,handeln khn.ne, wurde bereits dureh Unters~ehun- 
gen Z0rFS sehr nnwahrseheinlieh gem:aeht ~. Eb'enso hinf~tllig 
seheint .die B.ehauptung, dag .d}e, Abseheiduag der Fteehten.stoffe 
el,hen ~ewissen Seh~tz ~egen zu grog.e Wasserverluste bild, e. An- 
dere Fl.eehtenforseher vertraten die Ansieht, dab es sieh in den 
Fle.eh~enstoffen nm Exkrete han.dl~e, .also Auswuffstoffe, welehe den 
Leben.szweeken des Fl.eehtenorgaaismus nieht mehr di'enstbar ge- 

~ ZOPF, ,,Die Flechtenstoffe", 1907, S. 366. 
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maeht wer,&en kd.nnen. Wenn diese Hypothese rmn auch event~ell 
in manchen FNlen in Berficksichtig'ung 'zu zi.eh~en ist, da eine ge- 
Msse Zuf~illigkeit .des phytochemischen Geschehens in 4er Pfian~ze 
n~ch rein chemisehen R.e~ktionsmdglic.hkei~en nicht g~nzlich yon 
tier Hand zu weisen ist, so wi~re es doeh merkwiirdig, daft die 
Flechbe die v.on den ausgebe,uteten Algenz.ellen miihs~m aufge- 
bauten, einfachen Kohlenst~offverbindungen in fiir sie fernerhin 
wertlose F~echteas~uren .iiberfiihren sollte. 

Wir hofften nun, .tier Fr~ge ~ c h  dem Zwecke tier Ftechten- 
stoffe, ~lterdings 'bisher ~nter Besehr~tnkung a~f die .d.epsidischen 
Flech~en.stoffe von Lekarons~re typ ,  auf experimentellem Wege 
nliherzukommen. 

Wir m~chten die A.nnahme, d~fl die depsidischen Stoffe in 
den Fleehten die Rolte von t~eser~ce,stoffen ,spi.e~en, welehe bei 
mangelnder Assimilation durch die Alg.enzellen den Pilzbest~nd- 
teilen als Nahru, ngsre,ser~ce dienen. 

Entspraeh diese Annahme den tats~chlichen ~erhi~ltnissen, 
so war es zu erwarten, ,dab die Flechtenpilze unter gewissen 
Veget~tionsbedingungen er~zym.at~sche Stoffe in Aktion tre~en 
lassen mtigte,n, welche .die wasserunld.sliehen Depside zu hydro- 
ly.sieren vermOg.en u, nd so die wasserldslichen einfachen Orzin- 
und b-0rzinabkOmmlinge z'ur D essimilation bereitstellen. Be- 
trachten wir das V.orkommen tier Enzyme in der pfianzliehen und 
tieri~s~hen Welt, so finden wir, dais die Enzyme nieht planlos in 
den Organismen entstehen, sondern ganz spezifischen Zwecken 
dienen. Wir sch0pfen daraus .die wohl nieht anzuzweifelnde Be- 
rechtigung, aus 4era Auftreten .eine,s Enzyms iiberhaupt .den Rtick- 
schluft zu .zieh.en, dag die Reaktion, welche .durch eben ]enes 
Enzym aus,gelOst und katwlysiert w~r,d, aneh tatsgchlich in &e~n 
betreffenden Organismus vor ,sich geht nnd zu .den notwendigen 
Lebensvorg~ngen zu z~ihlen i st. Waren demnach in den Flechten 
en'zymati,scke ~Stoffe naekzuweis,en, w.elche im, s~anlde, sind, Depsi,de 
zu hydrolysieren oder sonst auf irgendeine Weise abzubauen, so 
war wohl die. Annahme zu reehtfertigen, daft es sieh in den 
Depsiden um Reservestoffe tier Fleehten handeln diirfte. Flechten 
mit depsidisehen Inhaltsstoffen haben wir aueh deshalb vor 
allen anderen in Untersuch~mg gez.ogen, da zu erwarten war, ,da~ 
sic,h irt diesen Fleehten ein enzymatischer Abbau am ehesten nach- 
weisen .lassen werde. Denn das er.ste Stadium dieses A'bbau.es 
muftte in di.es,e:m Falle ei~te Hydr.olyse sein, w elohe sich an relati~v 
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leicht spalt~bar.en D epsidbindun~en vollzieht~ .Bin Vorgang, der 
in begiinstigten Fi~llen so rasch ablaufen konn~e, dal~ die Wahr- 
ne .h~lung desselben auf nicht z~ g'rol~e Schwie,rigkeiten stSf~t. 
Nach etlichen vergeblichen Versuchen ist es uns mm tatsgch- 
lich gegltickt~ in drei F~llen d ep.sid.spal~ende Enzyme, zu ge~winnen. 
Aus UmbiHcaria pustulata und Umbilicaria deusta wurden 
wltsseri~e Ausziige gewonnen, welche sich als sehr energisch 
spaltend e rwiesen. Es v~urden rasch abgebaut Lekanors~ture, 
Gyrophor,s~re, E~cernsg~are, Diploschistessgure, u. zw. wurden 
wi.d, er Erwarben keine Phenolkarboas~ur.en, sond'ern Orzi.n und 
0rzin, hal,bgthe.r ,~e,w.onnen. Es ist demnach ne.ben .~inem Depsi,d- 
bindun~en .l(iserrden Enzym eine Kar,boxylase vorhanden. Nicht 
an, g egriffen wurden Atranorin, Umbilikars~ure. Die vorhande.ne 
Karboxylase wirkt raseh auf 0rsellins~ture (XV), Evernins~ure 
(XVI), n icht jedoch a~lf Paraorssllirrsltare, (XVII), b-R.esorzyls~t~ir,e 
(XVIII), Hydroehinonkarbons~ture (XIX)~ Pyrogallolkarbonsii~lre 
(XX). Sie ist demnach g anz spezifisoh aqK Orsellinsg~re ein- 
g esteltt. 

Ebenso energisch auf Le,kanor,s~ture wir,kte e in wgs.seriger 
Auszug der Umbilicaria cleusta. 

Evernia prunastri lieferte Extrakte, welche Everns~ure sehr 
langsam unter Bildung yon Orzinhalb~her und Orzin anzugreifen 
scheinen. Der B efnnd bei dieser Fleeh~e sch+int r~och nieht ganz 
gesi~hert. 

Wir habe,n f.erne~,hin ein~ Re.i,he yon Flechten in ~hnlicher 
Weise auf Gehalt an einer Depsidase und einer Karboxylase unter- 
sucht. Die Ausfallserscheir~ungen, welche wir bisher bei anderen 
Flechten wahrnahmen, k~nnten rrun wohl - -abgesehen  davon, dal~ 
unser Material ,~:m Teil :bereits einige Jahre alt war, ein Umstand, 
dessert Aus,wir~ung wir heute nieht ga~z absch~ttzen kSnnen - -  
dad~rch h ervorgerufen werden, daf~ be i der Aufarbeitung mit de,n 
Enzymen auch HemmaagskOrper in Aktion ge~setzt werden~ welehe 
die ]Perme,nte in ihrer Wirkung behind ern~ oder da$ Was ser nicht 
immer da,s ffir alas Heraus]Ssen ,de,s Enzyms erforder!iehe LSsungs- 
mitt el vorstellt. Di+se ungiinst.ig,en Umstancle scheinen bei oben- 
erw~thnte~n Fleeht,en z,u'f~lligervzeise vermieden zu sein. 

Wir sind uns be wal~t, dal~ es verfrfiht ware, aus diese,n 
kargen experimentellen An.haltspurrkSen zu vceitgehe~de Sahliisse 
hinsichtlich des Zweekes tier Flechtenstoffe im allgemeinen ab- 
leiten zm vzollen. In der ]bekanorsgure, der Eve rn.sa~re, tier 
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Gyrophors/iure, ,der [Diploschistess/~ure und auch wahrscheinlir 
in tier Umbilikars/iure diirfte e s sich je4oeh mit grSBter Wahr- 
scheinliehkeit urn Re serve.stoffe handeln. Ob die Fl.echte.ns/iuren 
von kondensiertem Char~kt, er, wie di.e Usnin:s~re, die AngehSrigen 
der Vutpins~turesippe, de r C etrars~ure und der S~lazins/iuregruppe 
ei~em /~hnlichen Zwecke in den sie ~hrenden  Flechten unter- 
lieg.en, .entzieht sich .heute .der Beobachtung. Es sind Vorbe- 
reitungen im Gange, sich mit diesen Problemen weiter ausei,nan,der- 
zus.etzen. W i r  m0chten weiterhin nicht ~ers/i.nmen, darauf hin~u- 
weisen, .d~B diese Fle,chtenenzyme infolge ihrer anseheJnend spe- 
zifisehen Wirkung ,zum Nac~hweis gew~sser Gruppierungen heran- 
gezogen werden k0nnten und auch pr/iparativ eine Methode, 
Depside auf /iuBerst schonende W ei.s~ zu spalten, an die Hand 
ge'ben, Wir b eh~lten uns vorl/i~fig die Bearbeitung unserer enzy- 
m~t~sch wirl~s~men L0sungen vor. 

In e iner vor kiir~zerer Z eit er.schienenen A.bhandlung ~ haben 
wir fiir die Umbilikavs/iure, einen Inhaltsstoff .d, er Umbilicaria deusta, 
die F.ormel eines Tr~depsids au~ge.st,ellt, w,e.lches sich arts einem 
Lekanor,s/~u~ekompl, e~ und e4nem Is.oevernin,s/iurer.est (V oder XXI) 
aufbaut. A.u.f Grund des Ausbleibens einer intensiveren Chlorkalk- 
reaktion bevorzugten wit For~mel V. Es ist uns nun g e!ungen, 
fiir die se Armahme einen strengen ,Bevceis ,zu erbringen. E s war 
vorauszusehen, dal3 die be,iden depsidisehen Bindungen in tier 
Um~oil:ikars~iure gegen spaltende Agenzien ungleiche Festigkeit 
zeigen wiirden. Bei tier 8paltang mit Laug.e Jn der K/ilte hatten wir 
Le~kanors~iure f~ssen kSnnen, .ein Zeichen daftir, dal~ di, e lakton- 
artige Vel~bindung, v~elche den Isoevernylrest mit de m Lekanor- 
S/iureg,ebild, e verkniipft, g egen Lauge empfindlicher i,st als die 
im Lekanors~iurerest vorhanderm D eps~dbindung. Bei tier Alko- 
holyse liegen nun die Verh~iltnisse aader.s. Es wurden beim Er- 
hit~zen mit Methylalkohol i,m Rohr bei zweistiindig'em Erhitzen an 
indifferenten Stoffen Orzin, geringe Mengen Orsellins~ure-methyl- 
este~r (xxII )  nud eider Verbin,dug C~sH~sO~ aufgefunden. 
Letztere kann tier Analyse naeh ,tier Methyles~er eines Didepsids 
sein, welche,s noch den tsoe,vernylrest enth/ilt und dadurch ent- 
standen ist, dal~ aus der Umbilikars~ure ,ein Ors e]lins/~ur, ere.st in 
Form v on Orzin abgespalten wurd.e und d~s neue freigeleg~e. Karb- 
oxyl mit  Methylalkohol verestert wird. Uber d~e Konstitution 

13 Monatsh. Chem. 62, 1933, S. 241, bzw. Sitzb. Ak. Wiss. Wien (II b) 142, 
1933, S. 47. 
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die.ser ,dem E~e.rns/~uremethylester isomer en Verbind~I~g g.ew~n- 
nen wir durch .eine, neu.e.rtiche Alkoholyse, j.ed, och mit Xthyl- 
alkohol, A~ffschl.~B. Wit isolierten n~mlich hiebei neben einem 
J~thyle,ster, den wit leider infolge Mange.is an Is.oeverninsBure- 
/ithyl,este,r nicht direkt identifiziere~ konnten, O~s.ellins~uremethyl- 
.ester, womit .der Nachvceis erbracht ist, .dab tier I.soevernylrest in 
unserer Verb~ndung C~sH~07 ,bei der Alkoholy,se mit _~thylalkoh.ol 
in Form des Xthy]esters vom Or sellins~,~remethylesterkomplex ab- 
ge.1Ost wurde. D.em Ester C~sH~s07 kommt ,cie,mnach .die Formel 
(XXIII) zu. 

Es i,st uas f.erner gel~ngen, durch eine l~nger andauernc~e 
Alkoholy,se der Umbilikars/~.ure mit Methylalkohol neben Orzin 
und Orsellins~ur.emet'hylester den Isoverni~s~ur;eme.thyl.este.r 
(XXIV) zu fass en, s.o dab k.ein Zweifel dartibe,r bleibt, .d.a6 in tier 
Umbilikars/~ur,e selbst die frei.e Karboxylgruppe an einem Orzin- 
res~e h/~ngt mid dab der Isovernylrest mit seiner Karboxylgruppe 
depsi.d~rtig am Lekanors/~ureg:e,bilde haftet. Der .einzig mOgl:ic,he 
Formdau.sdr~ck fiir die Um.bilik~rs~ur.e ist c[emach Form.el V. 
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Experimenteller Teil. 

B e r e i t ~ n g  d e r E n z y m l S s . u n g e n a u s U ,  p u s t u l a t a ,  
U. d e u s t a  ~ n d  E. p r u n a s t r L  

U. p~stulata wurde mSglieht rein zerrieben und derart fiir 
alle Yersuche aufbewahrt. 

VorversuChsartig wuvde~ 30 g dies es Flechtenmaterials mit 
300 c m  ~ Wasser in einer StSpselfl~sche me.hrere Tage stehen ge- 
lassen. Die LSsung war, de filtriert und ausge~ithert. Es wurden so 
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0"19 g ei~es sfil~ schmeck.ende.n ()les g ewonnen, w e.lc.hes ~iber Di- 
benzoylorzin mi t  Or,zill i.denfifiziert werden konnte. An sauren 
Bestandteilen konnten nur geringe Mengen fetts~ure~hnlicher Sub- 
stanzen g e,wonn.en we r~en, welche vorl~ufig nicht n~her u.nter- 
sucht wurden. 

Es war .nun weit er.hin d~er Nachweis zu ,er.bringen, ob unsere 
Flechte nicht yon vornhere~in freies Orzin enthalte. 

30 g unseres Flechtenp.ulvers w~urdea deshalb mehrere Tage 
mit A~her extra~hiert. Das Extrakt  hinterli.el~ .ungef~thr 1 g roher 
Gyrophors~ur.e, welche, ~m-ewent~tell vorhandenes Or zin zu g e- 
win, hen, mit kaltem W~sser a~sgelaugt wurde. Der so gewonn~ene 
w~i,sserig~e Au:szug wurde a.usge~thert. Es war k eine Spur Orzin 
nachzuv~eisen. 

Beide V.ersuche zei.gen nun, dal~ in d, er Flechte ursprfinglich 
ke.in Or.zin v0rhanden i st, d~l~ jedoch die ia tier Flech~e vor- 
handene Gyrophors~ure 'b el tier D ige,stion mit Wasser e.ine:n Ab- 
bau z,u 0rzin erf~hrt,, wobei diese Destru~ktion entw~der ~urch 
Lebensvorg~n, ge s elbst oder ,duroh enzymatische Einflfisse erfolgt 
sein ko,nnte. 

Wir s~e.llt'en desh~lb Vers~che ~n~ d~s di.e Gyrophors~ure 
sp~ltende 2~gens vo,n der Flechtensubst,anz z u trennen. 

20g  Fl:eohtenpul~ver .wurden mit W~sser ~nd gekochtem 
Sand 1�89 Stuaden in eider Reibsch~le energi.sch verrieben. Die 
Masse wurde in ein Leinen.s~ekchen gebraoht .und die Flt~ssi~k.eit 
m6glichst a:usgeprel~t. Der triibe Pr, egsaft wurde durch ei.n dop- 
peltes Filter gegossen. Die ,so ,ge,wonnene Pl~ssi.gke~it war schwa.ch 
rStlich und erwies ,sich gegen Lackmus neutral. I~n diese LSsur~g 
wurde ~un 0"13 g Gyr.ophors~ur.e, welch e m i t  ~wenig Wasser in 
einer l~eibsch~le zu rein,stem Schlar~m verrieben worden war, ein- 
g etragen und di'e milohige Flfissi,gkeit 12 ~ n d e n  unter 5fterem 
Schfitteln stehen gelassen. Es war nun v611ig, e LSsung ei.ngetreten. 
Di.e, w~ss.erige LS.sun~ enthielg nur Orzi,n, Gyrophors~ture oder 
Orselli~ns~ur.e w~ren nioht nachzuweisen. 

D~ ~nse,re: EnzymlSsun, g yon vornherein etwas Orzin ent- 
hielt, ~velohes beim Bereiben des w~sseri,gen A us,zuges aus der in 
der Flechte vorh~ndenen Gyrop.hor,s~ure g ebi~ldet wird, h~be~n wir 
den Versuch gem~cht, d~,s ~us tier eing.etr~,genen Gyrophor,s~ure 
entsta~nden~e Orzin gewich~sm~gig nachzuw.e,isen. 40 g des Pleehten- 
p~lvers wurden wie vorher auf wirksame LSsu~g ver~r,beitet und 
die so g ewonnene Flfis.sigkeit in zwei gleiche ~eile g ere.lit. 
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Die eine Hi~.lfte (54 c m  3) wurde mit rein zerriebener Gyro- 
phors~ture versetzt, 12 Stunden geschtittelt und azasge~thert. Es 
wur,de so ein 01 g.ewonaen, welches, im ttochvakuum de,stil.liert~ 
0.1400 g kristallisierte~s 0rzin gewinne~ liel~. Der zweite Tell tier 
LSs,u,ng 'blieb ffir sich ebenfalls 12 Stunden sich sel:bst/iberlassen 
und wurde dann konform dem .ersten Versuch ebenfalls auf 0rzin 
verarbeitet. Es k.onnten diesmal nur 0"08g Orzin gewonnen 
werden. Damit war .ein weiterer Beweis daftir erbracht, daft die 
Gyr0phors~ure z~ Orzin abgebaut wird. 

O ie Filtration unserer w~sserigen Fl'echtenausztige schien 
un~s nun noch .nicht volle,n~s ~ewi~hr daftir zu ,ge,ben, ,daft nicht 
doch vir~lente Zellen das Filter passieren kSnnten und durch ihre 
Lebenst~tigkeit diesen A,bbau hervorr.iefen. Wir sind desha,lb 
daran gegang.en, das verwendete Flechtenp~lver zu sterilisier, en. 

20g  des Fleehtenp~lvers wur4en mit Xt.h.er durchtr~tnkt, 
e,ine Stunde in einem verschlossenen Gef~tB mit dem Xther in Be- 
rtihru.ng gelassen und nun nach dem A~bdunsten des Xthers wie 
~iblich auf E~zymlSs~ung v.erarbeitet. Der w~tsserige. Auszug spal- 
tete Gyrophor, s~ur.e noch immer glatt. Fern er wurde ,die Fleehte 
dutch ~iinf Tage mit Ather .extrahiert. Auch die~ses Flechten- 
material erwie,s sieh geeignet, wirksa~ne LSsungen gewinnen zu 
lassen, o~bwohl d~e Ei~n~wirkung .des Xtherdampfes das Flechten- 
pulver anf e ine Temperatur yon ungefithr 30 o ,brachte. Es ist nun 
schwer anz~m~hm.e.n, da~ ,teb.en~e Zellen eine~ derartige Vorb.ehand- 
lung ohne Sehgdigun,g tiberdauern kSnnten. Ein exakber Nach- 
weis, dais in ,unseren LSsungen auch Orzin selbst zu aliphatisehen 
Stoffen a~bgebaut wird, ist bisher yon uns nicht durchgefiihrtworden. 
Es i.st demnach die Annahme, d'aft ~nsere w~tss.erigen Ausziige ein 
Depsi.&bindungen hydro]ysierendes Ferment ent.halben, nieht von 
der Hand 'zu we~sen. 

Es wurden nun ein, e, Reihe Versuehe anges~ellt, um zu unter- 
suchen, wie, weit die Enzyme ~mserer LSsungen in ihrer Wirk- 
samk, eit ,d~rch ,die Konstituti,o,n des zu spal~enden O,eps,ids be,eim 
flui~t vrerden. Bei .die,sen Versuchen wurden jeweils Flechtena,us- 
ztige aus 20 g an,seres Flec,h~enpulvers auf 0"1 g tier betreffenden 
Flechtens~Lure einwirken gelassen. Glatt gespalten wurden Gyro- 
phorsgur.e, Le,kanorsgure, Evernsgure, und zwar wur~den Orzin 
und Or zinhalb~ther nachgewiesen. Nicht hydrolysiert wurde 
Atranorin, bexiiglieh tier Um:bil.ikarsS.ure kSnnen wir noch nichts 
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Be.stimmte,s angeben, doch wird die Si~ure besti,mmt aieht bis zu 
den phenolisehen Ke~nen ,abgebaut. 

Fernerhin haben wir untersucht, ob di.e vorhan.dene Karb- 
oxylase: nur auf Or,s~llinsi~ure e,ing.estellt ist. 

Es ~r bei die s.e~r VersuchsreSh, e so verfahrerL wi, e vor- 
her, n~r  wurde nicht das Phenol, sondern die nicht angegriffe~e 
S~iure gewiehtsm/~Big ~estge,stel.lt. So wurde 0.1 g reiner Orsellin- 
s~ture, in e,ine. EnzymlSs~ung, welche aus 20 g Fleehte bereitet war, 
e, in,~etragen, nach 12 Stund.en mit N.atriumbikarbonat vers.e~zt, 
die vorhandenen Phenole mit ~ther aufgenommen, mit Saizs~,ure 
angesi~uert und vorhan.de,ne Karbo~s/i~tren mit ~ther aufgenom- 
men. Or.sel.lins~t~re war nicht nachzuwe:i,sen. I~icht ang.egriffen 
vcurden Paraorse~lins/~ure, b-Resorzyls/~ure, Hydrochi~onkarbon- 
si~ure usw. Die entkarboxylierenden F.ermente s,ind deshalb, so- 
weir es sich bisher erkennen ]/~l~t, auf die Or~sellins~turegruppie- 
rung spezifi.sch ei~gestellt. 

A l k o h o l y s e  d e r  U m b i l i k a r s / ~ u r e .  

i g Umbilikarsi~ure wurde mit 34 c m  3 absolutem Methyl- 
alkoh.ol im Rohr zwe.i Stunden auf 140 o erhit.zt. Der braune 
Bom, beni~halt wur@ im Vakuum yore Methylalkohol befreit, der 
sirupSse, l ang~sam kristallisie.rende Rfiekstand in Kther g elSst 
und die~s.e LSsung wi.e,@rholt, um eventu.ell vorhandene Karbon- 
si~uren zu entfernen, mit einer L6sung yon Natriumbikarbon;~t 
ausgesch, tittelt. I'm J~ther verblieben 0"98 nicht saurer Bestandteil% 
welohe in ein Kugelrofir gesptilt und tier fraktionier~en Sublima- 
tion im Hochvakuum unterworfen wurden. Bei ungef~hr 90 o 
0-15 m m d ,  est, i]li~ert, e .ein gelblieh'e,s 01, d.e.m s,ich b elm Erhi~zen, 
ansteigend bis 140 ~ teilweise fa~blose Kristalle anschlossen. 
Die ses Gemengsel wurde in mSglichst wenig k.oehendem Wasser 
gelSst und kristaHisieron gela.ssen. Die farblosen Krl.stalle wur,den 
yon der stil~sehmeckenden Mutterlauge, in tier re ichlic.h Orzin 
naehz~weisen war, ~bgesa~gt ~ d  neuerli~h im Hochvakuum 
sublimiert. Die V erbindun,g ge,ht bei derselb.en Temperatur fiber 
wie tier Orsellir~sii, uremethyl.ester (ungef~hr 100 ~ 0"15mm). Der 
Sehmelzpunkt li.e,gt b el 138--139 ~ mit Ors ellins~uremethylester 
(Sch.mp. 139 ~ gemengt, ergab sich keine I)epression. 

~Bei der e rs~en Sublimation der ind'ifferenten ode r phenoli- 
sehen Anteile nach der Alkohoty,se war in der Kugel eine aueh 
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bei 1500 0-15 m m  noc.h .nicht iibergehe~nde amorph, e Sltbstanz z,u- 
riickgeblieben, w.elche beim Aalfl5sen in la~aem Alkohol zu kristal- 
lisi.eren begaiin. ,Durch w,ieder,hol~es LSsen in Alk.ohol od.e,r Az.e- 
ton und Fg]len mit lauem Wass,er wurde der St'off auf eine.n 
Schmp. 163--1650 gebr.acht. Der Stoff neigt sehr dazu, milchige 
LSsungen .zu geben, aus ~r en .er erst na~h langem Stehen sich 
kristallinisch abschei.det. Um die Ei nheitlichkeit des Stoffes nach- 
zuweisen, ha~ben wir ihn in zwei Fraktionen ge:teilt;beide Fr~ktionen 
schmolzen je.doch gleich und ,ga'be~ gl.eich.e ~nalysenwerte. Die 
Analy, se s~immt.e a~tf ein I,som, eres .des Ever;ns~iuremethylesters. 

4-798 mg Substanz gaben (nach PREGL) 10"977 mg C0= und 2"368 mg H=O 
0"0617 g ,, , (nach ZEISEL) 0"0817 g AgJ. 

ClstI~sO 7. Ber. C 62"4, H 5"2, OCH s (2) 17"03%. 
Gef. C 62"39, tt 5"52, OCH~ 17-48o~. 

A l k o h o l y s . e , d e r  V e r b i i i d u n g  Cz~Ht807. 

0.5g der :be i 1630 schmel~zenden V.e.rbinduI~g wur4e mit 
20 cm 3 a.bso]utem ~thylal~kohol vie.r iSt,unden auf 1600 erhitzt. Der 
braune Rohrinhalt wurde analog dem obigen Versuche a~lf- 
gearbe,i~et. Es konnt.e auf Grund seiner bekannten Sublimations- 
t.emperatur der bei 139 o sehmel:z.ende 0rsellinsauremethylest,er ge- 
fa~t werden. 

E n . e r g i s c h e  A l k o h o l y s . e  d e r  U . m b i l i k a r s ~ i u r e  
m i t  M e t h y l a l k o h o l .  

Es k~m uns bei diesem Versu~h haupts~,~hlich darauf an, 
I.soevelminsliuremethylester zu fassen. 

0"5 g U,mbilikar.s~iure wurden Init 15 cm 3 absol.utem methyl- 
alk.ohol vi.er Stun.den im Rohr auf 1400 .erhitzt. Es wurde ebenso 
wie bei den ob,i,gen Alkoholysen gearbeitet. Die nicht sauren 
Stoffe, welch.e yon 90--1400 de stilli.erteii (0"15 ram), wog.en 0"23 g. 
Das mit Krist~lle,n ,b.ehaftet.e 01 warc~e mit wenig warmem Wass,er 
b ehandclt .und nach dem Erkalten da, s Krista]lisat yon de.r 0rzin- 
16sung g.etrennt. Um ~en e.rv~arteten I~so,e,vernins~ureme~hylester yon 
dem vorhand.enen Orsellinsguremethyles~er zu trennen, unt, erwaffen 
wir das C~emisch d,er Ester e.ine,r wiederholten fraktionierten 
Su,blimation im Hochvak~lum. Durch Heraush.oleii de,s bei 100 ~ 
(0.15 ram) zi.emlich rasch sublimi~ercn.den 0rs.e,llins~Lureme.thylesters 
konn~e ein 51ig.er ,Rti~kstanc} gewonnen ~erden, welcher d,~rch 
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UmlOsen a~us W~sser und rLeuerliche Sublimation - - d i ~  Verbin- 
dung ging wie I,soewerni~s~uremethylester erst bei 1300 (0"15 ram) 
r~scher tiber - -  auf einen Schmelzpunkt 113 ~ g,ebracht werde,n 
koml~e. 

Der Mischschmelzpunkt mit Isoeverni~ns~uremethyle,ster l~g 
bei der gleichen Temperatur. Es li,egt d~mnach zweifellos Iso- 
everninsliuremethylester vor. 

0'0539 g Substanz gaben (nach ZEISEL) 0'1291 g AgJ. 
CloHI~O 4. Bet. OCI:I 8 31"64%. 

Gel. 31"62%. 


