[15. X. 1946]

essigsiiure (IVb) und aus Oxalyl-diacetophenon ({Ic)
die Dehydro-benzoyl-essigsaure (IVc) erhalten.

Man kann die ungewdhnlich verlaufende Reaktion
durch die Annahme erkldren, daB die «,y, d, {-Tetra-
ketone in der Di-enol-Form (II} reagieren, welche eine
Glykolspaltung unter Bildung von Acyl-ketenen (III)
erleidet. Aus 2 Molekeln Acyl-keten,entsteht dann die
«Dehydron»-g-ketosiiure.

Schon L. Craisen? hat angenommen, daB die «De-
hydro»-p-ketosiuren bei der klassischen Bildungsweise
durch Pyrolyse von f-Ketoestern ihre Entstehung einer
Dimerisierung der intermedidr auftretenden unbestidn-
digen Acyl-ketene verdanken.

Einen &hnlichen Reaktionsmechanismus zogen H.
STAaUDINGER und- H. BEckERr?! in Erwigung zur Er-
klirung der Bildung der analog gebauten Verbindung
IVd aus Malon-monomethylester-sdurechlorid bei der
Behandlung mit Chinolin.
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Die beobachtete Reaktion bestitigt diese Vermutung
und erlaubt dariiber hinaus die « Dehydro»-§-ketosiuren
IV auf einfache Weise unter milden Reaktionsbedin-

gungen herzustellen. K. BaLeNovIE

Chemisches Institut, Universitit Zagreb ( Jugoslawien),
den 26. August 1946,

Summary

Oxidation of «,y,d, {-Tetraketones (I} with lead-
tetraacetate yields dehydracetic acid and analogous
compounds {IV). The reaction can be understood if one’
assumes that acylketenes (III) are formed as inter-
mediates through the glycol-fission of the dienolic form
II of the tetraketones,

1 In einer Privatmitteilung an H. Staupinger und H. BECKER
{vgl. Anm. 2).
2 Ber. dtsch. chem. Ges. 50, 1016 (1917).

Molke und andere Naturstoffe als Substrate
fiir Penicillien bei der Penicillinherstellung

F. BAR berichtet soeben iiber Versuche, als Substrat
fir Penicillium notatum bei der Penicillingewinnung
Molke zu verwenden!. Er kommt zum SchiuBl, daB
Molke bei Zusatz von Hefe der iiblichen modifizierten
Crapek-Dox-Nahrlosung? mit 49 Zuckerzusatz glejch-
wertig sei. Dies veranlat uns zu einer kurzen Notiz
iiber eigene Ergebnisse, die vor drei Jahren im Rahmen
einer in Gemeinschaft mit dem Institut fiir spezielle
Botanik (Dr. L. ETTLINGER) und dem Institut fiir orga-

1 F. Bir, Pharmazie (Berlin}, 1, 52 (1946).
2 P. W. CrurrerBUCK, R. Loveir und H. RaisTrick, Biochem.
J. 26, 1907 (193%).
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nische Chemie (Prof. PL. A. PLatTNER) der ETH. durch-
gefithrten Untersuchung erzielt wurden. Die mit Molke
erhaltenen wesentlichen Resultate sind bereits in Pa-
tenten niedergelegt!, aber inzwischen durch Verwendung
produktiverer Penicillien weit iibertroffen.

Ahnlich wie F. BAR, standen wir bei der damaligen
Zuckerknappheit vor dem Problem, fiir Oberflichen-
kulturen von Penicillien eine geeignete Kohlehydrat-
basis zu finden. Besonders aber muBte eine «Wuchs-
stoffrquelle erschlossen werden, da ohne eine solche
auf Czapek-Dox-Nahrlosung mit 4% Rohrzucker in kiir-
zerer Zeit bekanntlich kaum Penicillin, hochstens Nota-
tin gebildet wird. Wir fanden nun eine Zucker- und
zugleich Wuchsstoffquelle in der Molke bzw. in der
durch Abscheidung des MolkeneiweiBes daraus ent-
stehenden Schotte. Da diese beiden Milchprodukte ca.
4,89 Laktose enthalten, konnten sic noch mit 3 bis
maximal 1/1 ihres Volumens an destilliertem Wasser
verdiinnt werden. Uberraschend war dann der Befund,
daf} ihre Wuchsstoffeigenschaften besonders hervortreten
bei Zusatz von anorganischen Salzen nach Czapek-Dox.
Die folgende Tabelle gibt einen typischen, sehr oft re-
produzierten Versuch wieder. Danach wurden bei genii-
gender Schottenkonzentration und Salzzugabe (2 und
¢} in 9—13 Tagen Kulturfiltrate gewonnen, die im Ver-
diinnungstest an Staphylococcus aureus eine etwa 20fach
stidrkeve antibakterielle Wirkung ausiibten als entspre-
chende Filtrate aus Kulturen auf Czapek-Dox-Salz-
16sung mit Zucker (f).

Nihrlosung Kulturfiltrat
% % dest. 9% Salz- | 9% Rohr- Einheiten?
Schotte| H,0 | gemisch?| zucker | PH | pro cmd

al 99,5| — 0,5 — 7,4 52
b 100 — — — 5,8 12
c| 75 24,5 0,5 — 7.4 52
a| 50 49,5 0,5 —_ 7,4 | 40
el 25 74,5 0,5 — 7,2 10
Fl — 97,5 0,5 2 5,6 3

Im allgemeinen wurde frische Molke mit Milchsiure
auf py 4,5 eingestellt, mit dem Salzgemisch versetzt
und innert 2 Stunden auf 90° C erhitzt. Nach Abkiihlen
und Abtrennen des MolkeneiweiBles verdiinnte man die
Schotte. gegebenenfalls mit Wasser und sterilisierte je
150 cm?® oder 800 cm?® davon in Glas- oder Aluminium-
gefillen. Angeimpit wurde mit einem zur Chrysogenum-
gruppe der Gattung Penicillium gehdrenden Schimmel-
pilzt, Zur Erzielung eines gleichmiiBig und nicht nur
am Rande wachsenden Oberflichenmyzels ist es wesent-
lich, die groBeren GefiBle nach 3—4 Tagen zu schiitteln.
Ahnliche Resultate wurden mit 6 % Trockenschotte oder
Magermilchpulver in einer wisserigen Salzgemisch-
16sung erhalten. Gelegentlich. muBte in den -Molken-
produkten ein starker  (saisonmiBiger?) Abfall des
Wuchsstoffgehaltes festgestellt werden.

1 Siehe z. B. Schweiz. Pat. Nr. 240315, angemeldet 13, 1. 1944,
verdifentlicht 16. 4. 1946; Franz. Pat. Nr. 908774 und viele andere.

2 Natriumnitrat 0,8%; Monokaliumphosphat 0,1%; Kalium-
chlorid 0,05%; Magnesiumsulfat (7 HgQ) 0,05%,; Ferrosulfat (7 H,0)
0,0019. Vgl. im {ibrigen den inzwischen von R.P.Cook und
W. J. TurrocH, Nature 155, 515 (1945), beobachteten giinstigen
Einfluf des Zusatzes groBer Salzmengen zu ErbsenpreBsaft.

3 Da uns damals noch kein internat. Penicillin-Standard zur
Verfiigung stand, ist die absolute GréSe dieser Einheit ungewiB.
Sie diirfte etwa der internat. Einheit entsprechen.

¢ Dr. L. ETTLINGER, Ziirich.
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Dal es sich bei dem Antibiotikum der alkalischen
Kulturfiltrate um Penicillin handelt, wurde durch Ex-
traktion mit Essigester bei py 2 und Aufarbeitung der
Extrakte bewiesen.

In diesem Zusammenhang seien schlieBlich noch ei-
nige Naturstoffe aufgefiihrt, die in unseren dazumaligen
Parallelversuchen besonders ausgesprochene sWuchs-
stoffeigenschaften» besaflen, im Sinne einer rascheren
und wesentlich vermehrten Penicillinbildung bei der
Oberflichenkultur. Sie wurden einer 29%igen Rohr-
zuckeriésung mit Czapek-Dox-Salzen und gegebenen-
falls Schwermetall- und weiteren anorganischen Salzen
zugesetzt. Thre Wirkung reicht im allgemeinen nicht
ganz an diejenige des heute im grofen verwendeten
«Corn steep liquor» heran. Einige dieser Zusitze sind
bereits frither oder inzwischen auch von anderer Seite
benutzt worden.

1—29, zitronensaures K oder Na?
0,5—19% Obstkonzentrat (Trauben, Apfel oder Birnen?)
3—49, rohe Watte (Extrakt aus —)23
0,3—19% Ribenmelasse
6% Riibenmelasse (ohne Zuckerzusatz)
1%, Riibenschlempe (Eindampfriickstand der al-
koholisch vergorenen Riibenmelasse)
29, Rohzucker aus Zuckerrohr (ohne Zuckerzusatz)
1—29, Weizenkleie oder Weizenkeimlinge (Extrakt
aus —)
2% Weizenschlempe (von der Stirkefabrikation).

A, WETTSTEIN

Forschungslaboratorien der Ciba Aktiengesellschaft,
Basel, den 3. September 1946.

Summary

Solutions containing 50 and more percent of whey
and additional anorganic salts represent suitable
substrates for the surface culture of Penicillia in the
production of penicillin. Some other natural substances
are enumerated, which, in our experiments, also enhanced
the penicillin yield.

1 Wieweit hier die Pufferwirkung mitspielt, soll offengelassen
werden.

2 Dr. L. ETTLINGER, Ziirich.

3 Vgl. W. H. Scuoprer und W. Ryrz, Arch. Mikrobiol. 8, 244
(1937).

Einwirkung von N-Brom-succinimid
auf 44-3-Keto-steroide!

In dieser Zeitschrift beschrieb No. Pu. Buu-Hoi?
kiirzlich die Umsetzung zweier aliphatischer Ketone,
die eine Doppelbindung in Xonjugation zur Keto-
gruppe aufweisen, mit N-Brom-succinimid?® Er schloB
aus seinen Versuchen, daB in beiden Fillen die Methyl-
gruppe in a-Stellung zur Ketogruppe mit Brom substi-
tuiert wird, letzteres also nicht wie bei einfachen Athylen-
verbindungent an der «-Stellung zur Doppelbindung
(in der sogenannten Allylstellung) angreift. Eine Anzahl
wichtigster Hormone der Steroidreihe stellen ebenfalls
a, B-ungesittigte Ketone dar, und wir untersuchten des-

1 53, Mitteilung der Reihe «Uber Steroide» (52. Mitt. s. Helv.
chim. acta 29, 1231 (1946).

2 Ne¢. Pu. Buu-Hoi, Exper. 2, 310 (1946).

3 Zur analogen Bromierung gesittigter Ketone vgl. H. Scamip
und P. KarrER, Helv, chim. acta 29, 573 {1946}

¢ K. ZiEGLER, A. SpitH, E. Scuaar, W, Scuumany und E. Win-
KELMANN, Liebigs Ann. Chem. 551, 80 {1942). — Vgl. Cd. MEYSTRE,
H. Frey, A. WeTrTsTEIN und K. Miescurr, Helv. chim. acta 27,
1815 {1944},
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halb, wie in solchen Fillen die Einwirkung von N-Brom-
succinimid verlduft. Wiirde hier das Brom in «-Stellung
zur 3-Ketogruppe eintreten, so ergibe sich die Moglich-
keit, durch anschlieBende Bromwasserstoffabspaltung
in glatter Reaktion zu A':4-3-Keto-dienen zu gelangen,
die wichtige Zwischenprodukte bei der Aromatisierung
des Ringes A darstellen,

In den ersten Vorversuchen reagierte Testosteron-
azetat (I) mit N-Brom-succinimid in Tetrachlorkohlen-
stoff unter der von uns frither als besonders vorteilhaft
befundenen Belichtung? zwar sehr rasch, aber etwas
uneinheitlich. Wurde es hingegen auf dhnliche Weise im
Dunkeln mit 3 Mol Brom-succinimid erhitzt, so war
nach 5 Stunden gerade ungefihr 1 Mol des letzteren
verbraucht, und das Reaktionsprodukt ergab durch
Kochen mit Kollidin (45 Minuten) und Umkristalli-
sieren in 80%iger Ausbeute ein einbeitliches reines Ke-
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todien CyHps0,. Dieses erwies sich nach Schmelzpunkt,
Mischschmelzpunkt und optischer Drehung?als identisch
mit dem frither (durch Dehydrierung mittels Chinon
und Aluminium-tertiiir-butylat) direkt aus dem A%-3-
Keton erhaltenen 6-Dehydro-testosteron-azetat (V)4
Die neue, stufenweise Umwandlung iiber das Bromid
verliuft insgesamt mit wesentlich. besserer Ausbeute
als die direkte Uberfiithrung. Die Konstitution der Ver-
bindung V wurde weiter durch Verseifung mit alko-
holischer Kalilauge zum §-Dehydro-testosteron CH, O,
(VD)* und durch Benzoylierung des letzteren zum
6-Dehydro-testosteron-benzoat (VII)%5 sichergestelit.
Auch diese beiden Verbindungen zeigten mit authen-
tischen Priparaten keine Schmelzpunktserniedrigung.

Aus der Natur der erhaltenen Verbindungen V-VII
ergibt sich die Tatsache, dafl bei der Umsetzung von
A-3-Keto-steroiden mit N-Brom-succinimid von den
zwei Methylengruppen in 2- bzw. 6-Stellung die letztere
stark bevorzugt reagiert. Es tritt hier also die iibliche

1 H, H. InnorreN und Mitarb., Ber. 73, 451 (1940); 74, 1911
(1941); Angew. Chem. §3, 471 (1940).

2 Cn. MEYSTRE, L. EEMANN, R. NEHER und K. MiescHER, Helv.
chim. acta 28, 1252 (1945); Cu. MevstrE und K. MIESCHER, tbid. 28,
1497 (1945); 29, 83 (1946); Cu. Mevstre, H.Frey, R.NEener,
A. WerrstEiN und K. MiescuERr, 16id. 26, 627 (1946},

8 [a}g = + 85,5% 4 4% (in Athanol).

4 A, WerrsTemN, Helv. chim. acta 23, 388 {1940).

% 1. Ruzicka und W. BossHaArD, Helv, chim. acta 20, 328 (1937}.



