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The  same  co lour  r eac t ions  cha r ac t e r i s t i c  of reserp ine  
and  r e s c i n n a m i n e  were g iven  b y  the  four  c rys ta l s :  w i th  
F r o e h d e ' s  r eagen t ,  ye l low-green to b lue  ; w i th  c o n c e n t r a t e d  
sulfur ic  acid,  s l igh t ly  g reen i sh  yel low a n d  w i t h  concen-  
t r a t e d  n i t r i c  acid,  b r i ck  red  t u r n i n g  to  g reen i sh  yellow 
solut ion.  

E l e m e n t a r y  ana lys i s  y ie lded t he  fol lowing resu l t s :  

C rys t a l  1: C 64.76, H 6.71, N 4.81 
Crys ta l  2: C 65.30, H 6.78, N 4-08 
Crys ta l  3: C 65.88, H 6.83, N 4.61 

Crys ta l s  1 a n d  2 Were iden t i f i ed  b y  compar i son  on  a 
p a p e r  c h r o m a t o g r a m  w i t h  pure  rese rp ine  a n d  b y  the i r  
u l t r av io l e t  (Fig. 5, 6) a n d  in f r a red  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  
(Fig. 7, 8, 9). Crys ta l s  3 a n d  4 were ident i f ied  b y  p a p e r  
c h r o m a t o g r a p h y  to  be  m i x t u r e s  of reserp ine  a n d  resc inn-  
amine .  Q u a n t i t a t i v e  ana lys i s  showed  c rys ta l s  1 a n d  2 to  
be 99% reserp ine ,  c ry s t a l  3 is 90% rese rp ine  and  10% 
r e s c i n n a m i n e  a n d  c ry s t a l  4 c o n t a i n s  95% reserp ine  a n d  
5% re sc innamine .  

The  e l e m e n t a r y  ana lyses  were m a d e  b y  Misses LYDIA 
JosoN a n d  GLORY LLEANDER, N S D B ,  a n d  t he  UV-  a n d  
J R - s p e c t r a  b y  J.  CAROL a n d  staff ,  FDA,  W a s h i n g t o n .  

R. M. BERNAL, A. VILLEGAS-CASTILLO, 
a n d  O. P. ESPEJO 

College o/ Pharmacy, University of the Philippines and 
National Science Development Board, Manila, A ngnst 17, 
1959. 

Zusammen/assung 

Aus Rauwolfia amsoniae/olia A. DC. w u r d e n  ziemlich 
reines  Rese rp in  u n d  e in  G e m i s c h  yon  Rese rp in  un d  
R e s c i n n a m i n  isol ier t  u n d  cha rak t e r i s i e r t .  

Note  on  the Speci f ic i ty  of Mercuric  B r o m o p h e n o l  
Blue for the Cytochemica l  Detect ion  of Prote ins  

Qui te  r ecen t l y  BAKER 1 h a s  expressed  some d o u b t s  on 
the  speci f ic i ty  of b r o m o p h e n o l  b lue  (BPB)  as a p ro t e in  
s ta in .  He  seems to  be of t h e  op in ion  t h a t  w h a t e v e r  is 
s t a i ned  b y  b r o m o p h e n o l  b lue  does no t  necessar i ly  c o n t a i n  
p ro te ins ,  a n d  hence  t h i s  fac t  does  no t  qua l i fy  th i s  s t a in  
to  ac t  as a re l iable  a g e n t  for t he  de t ec t i on  of p ro te ins .  

The  purpose  of t h i s  c o m m u n i c a t i o n  is to  emphas i ze  
t h a t ,  in  a d d i t i o n  to w h a t  BAKER 1 ha s  obse rved ,  w h a t e v e r  
is no t  s t a i ned  w i th  th i s  dye  is n o t  a lways  devoid  of pro- 
teins.  

The  c red i t  of b r i ng ing  th i s  power fu l  acid dye  to t he  
fo re f ron t  as a specific s t a in  for va r ious  p ro t e in s  goes to  
MAZIA, BREWER, a n d  ALFERT 2, who  modif ied  t he  o lder  
t e c h n i q u e s  e m p l o y e d  b y  DURRUM 3, KUNKEL, a n d  TISE- 
LIUS 4 a n d  GESCHV¢IND a n d  LI s and  s t a n d a r d i z e d  a new 
t echn ique .  

I h a v e  s tud ied  in de ta i l  t h e  muc inogenes i s  in t h e  gob le t  
cells of d i f fe ren t  v e r t e b r a t e s  [viz., Mystus seenghala (fish), 
Rana tigrina ( amph ib i an ) ,  Hemidactylus sp. (reptile),  a n d  
t he  house-  a n d  wh i t e  r a t s  (mammal s ) ] .  The  m u c u s  which  
these  cells secrete  h a s  been  e s t ab l i shed  h i s tochemica l ly  as 
acid m u c o p o l y s a c c h a r i d e s  (see also PEARSE ~ and  PALAV 7) 
as is e v i d e n t  f rom the  fol lowing r eac t ions  ( P A S  + ,  Bes t ' s  
c a r m i n e - - ,  Alc ian  b lue  s + ,  m u c i c a r m i n e  + ,  S B B - - ,  in- 
t ense ly  m e t a c h r o m a t i c  a f t e r  F e y r t e r ' s  ' enc losure '  me-  
t h o d  6, a n d  t o lu id ine  b lue  6 etc.  etc.).  F u r t h e r ,  mucopo ly -  
sacchar ides  a n d  acid m u c o p o l y s a c c h a r i d e s  i n v a r i a b l y  
c o n t a i n  p ro t e in s  ( +  a f t e r  coupled  t e t r a z o n i u m  9) as one of 
t he i r  c o n s t i t u e n t s  (PEARSE ~ and  LILLIE ~0). 

D u r i n g  t h e  p r e s en t  inves t iga t ions ,  mercur i c  b r o m o -  
pheno l  b lue  s t a i n i n g  h a s  been  emp loyed  b o t h  on  pa ra f f in  
sec t ions  f rom t h e  var ious  f ixa t ives  such  as  Regaud ,  Le- 
wi tsky,  Lewi t sky  sa l ine  n ,  C h a m p y ,  Helty,  Zenker -  
formoI,  Z e n k e r  a n d  C a r n o y  (bo th  w i th  a n d  w i t h o u t  
ch lo roform)  a n d  ge la t in  sec t ions  f rom f o r m a l d e h y d e  
ca lc ium ~2, Lewi t sky  sa l ine  at, an d  py r id ine  e x t r a c t e d  
(prior  f ixa t ion  in weak  Bouin)  m a t e r i a l  13. In  none  of the  
a b o v e  p r e p a r a t i o n s  does t h e  m u c u s  in the  t hecae  of the  
gob le t  cells give b lue  co lo ra t ion  wi th  mercur i c  b romo-  
p h e n o l  b lue  t e c h n i q u e  of MAZIA, BREWER, a n d  ALFERT 2. 

So in t h e  p re sen t  s t a t e  of knowledge,  as BAKER 1 h a s  
also p o i n t ed  out ,  i t  is safe to  r ega rd  b r o m o p h e n o l  b lue  
m e r e l y  as a 'powerfu l  acid dye ,  c ap ab l e  of m a k i n g  d i rec t  
l inks  wi th  bas ic  g roups  in t i s s u e - c o n s t i t u e n t s '  a n d  p e r h a p s  
also w i th  ce r t a i n  acidic  groups ,  t h r o u g h  mercury .  

In  shor t ,  w h a t e v e r  is s t a ined  w i th  mercur i c  b romo-  
p h e n o l  b lue  does no t  a lways  c o n t a i n  p ro t e in s  an d  w h a t -  
ever  is n o t  s t a ined  is n o t  necessar i ly  dewfid  of p ro te ins .  

K. C. KANWAR 

Department o/Zoology, Panjab University, Hoshiarpur 14 
(Punjab, India), January 23, 1960. 

Rdsumd 

Le b r o m o p h 6 n o l  m e r e u r i q u e  bleu n ' e s t  pas  un  co lo ran t  
spdcif ique des prot6ines .  T o u t  ce qui  es t  t e i n t  p a r  lui ne 
c o n t i e n t  pas  t o u j o u r s  des p ro t6 ines  e t  t o u t  ce qui  n ' e s t  pas  
t e i n t  n ' e s t  pas  ndces sa i r emen t  d 6 p o u r v u  de protdines .  
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E n z y m a t i s c h e  Hydrierunp, en i m  Rin~, A yon  
S tero iden  mi t t e l s  S t r e p t o m y z e t e n l - 3  

Die F~ihigkeit,  S te ro ide  im R i n g  A e n z y m a t i s c h  zu de-  
h y d r i e r e n ,  {st u n t e r  den  M i k r o o r g a n i s m e n  z iemlich ver-  
b r e i t e t  4. Die u m g e k e h r t e  R e a k t i o n  h ingegen ,  die Hydr i e -  
r u n g  v o n  : i4 -3-Keto-s te ro iden  zu d en  e n t s p r e c h e n d e n  im 

i 10. Mitt. tiber mikrobiologische Reaktionen; 9. Mitt. siehe J. 
I"RECH, E. V1SCIiER /llld A. ~VETTSTE[N, Heir. chim. Acta 43, Io77 
(1960). 

170. Mitt. fiber Steroide; t69. Mitt. siehe R. NEIIEr und A. 
\VETTSTEIN, Helv. claim. Aeta 43, 1171 (1960). 

s Auszugsweise vorgetragen am VII. Internationalen Kongres~ 
tiir Mikrobiologie, Stockhohn 1958. 

4 Vgl. zum Be{spiel E, VISCttER mid A. ~rETTSTEIN~ Adv. Enzy- 
tool. Z0, '2a7 (195s). 
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Ring A ges~tttigten Verbindungen, wurde nur selten und 
meist lediglich als Nebenreaktion anderer mikrobiologi- 
scher Umsetzungen beobachtet. 

Im Verlaufe von Untersuchungen fiber die Einwirknng 
verschiedener Streptomyzeten auI A4-3-Keto-steroide 
haben wir einen Stamm gefunden, der Cortexon ( l l -  
Desoxy-corticosteron, Ia) bei 30stiindiger Inkubation in 
guter Ausbeute in eine Substanz umwandelt,  welche die 
charakteristische Absorption im UV nicht mehr aufweist. 
Sie ist im Papierchromatogramm etwas polarer als das 
Ausgangsmaterial und enthglt  noch die unverAnderte 
Ketol-Seitenkette,  nach der Elementar-Analyse aber 
keine zusAtzliche Sauerstoffunktion, In der Folge liess sie 
sich als das 3fl, 21-Dihydroxy-allopregnan-20-on (IIIa) 
identifizieren. 

Bei dieser enzymatischen Reaktion entstand also unter  
stereospezifischer AbsAttigung der 4,5-Doppelbindung 
ein Produkt  der Allo-(5~)-Reihe, und zudem wurde die 
3-Ketogruppe in eine fl-orientierte sek. Alkoholgruppe 
fibergefiihrt. Da es sich um eine ffir Pitze und speziell fiir 
Streptomyzeten neuartige Reaktion handelte ~, wurde sie 
n/£her untersucht. 

Der verwendete Mikroorganismus kann gem/iss der 
Klassierung von ETTLINGER et aL ~ der Gat tung Strepto- 
myces griseus (Krainsky) Waksman et Henrici 7 zugezAhlt 
werden. Er  wurde ffir diese Umsetzungen auf einem 
Pepton-Fleischextrakt-Medium bei 27°C in Sehiittel- 
gef~issen gezfichtet. Zu den innerbalb 24 h ausgewachsenen 
Kulturen gab man die zu untersuehenden Steroide in 
Azeton-L6sung unter  sterilen Bedingungen zu, worauf bei 
der gleichen Temperatur  inkubiert wurde. Die Umset- 
zungsprodukte wurden durch Extrakt ion  mit  Essigester 
und anschliessender Chromatographie an Silicagel in 
reiner Form isoliert oder in einzelnen Fiillen papier- 
chromatographisch unter Verwendung mehrerer LSsungs- 
mittelsysteme und Farbreaktionen identifiziert. 

Mit diesem Streptomyzeten konnten auch andere A*-3- 
Keto-steroide, wie Corticosteron, 17cc-Hydroxy-cortexon 
(Reichsteins Substanz S), Progesteron (Ib) und 16c¢- 
Hydroxy-progesteron, sowie A~-Androsten-3,17-dion in 
die entsprechenden ges~ttigten 3fl-Hydroxy-(5~)-Verbin- 
dungen fibergeffihrt werden. 

Bei einigen dieser Iermentat iven Umsetzungen wurde 
die Bildung von jeweils einem zustttzlichen Umsetzungs- 
produkt  beobachtet,  das sich im Papierchromatogramm 
etwas weniger polar als das Ausgangsmateriat elavies und 
das auf Grund der fehlenden UV-Absorption ebenfalls im 
Ring A gesiittigt sein musste. Diese Produkte sind bei 
18stiindigen Inkubationen yon Cortexon, Progesteron, 
17~-Hydroxy-cortexon und A4-Androsten-3,17-dion als 
Reinsubstanz isoliert und identifiziert worden. In allen 
F~llen handelte es sich um die entsprechenden gesiittigten 
3-Keto-(5~)-Verbindungen, offenbar die Zwischenpro- 
dukte der fermentat iven Prozesse. Die Tatsaehe, dass 
diese Verbindungen bei nochmaliger Inkubation mit  dem 
S.-griseus-Stamm in guter Ausbeute in die 3fl-t:Iydroxy- 
Derivate iibergefiihrt wurden, bestiitigte diese Annahme. 

Im Verlaufe der mikrobiologischen Umsetzung yon 
Cortex on (Ia) und Progesteron (Ib) wurden die Konzen- 
trationen der Ausgangsstoffe, der ges~ittigten 3-Keto- 
Derivate I Ia  und IIb, sowie der 3fl-Hydroxy-Verbindun- 
gen I I I a  und I I I b  quant i ta t iv  verfolgt. Dabei zeigte sich 
in beiden F~illen, dass zuerst die 4,5-Doppelbindung 
hydriert  wurde unter Bildnng der 3-Keto-Derivate I Ia  
und IIb,  und dass die letzteren in einer zweiten Phase zu 
den entsprechenden 3fl-Hydroxy-Verbindungen I I I a  und 
I I I b  reduziert wurden. Die Resnltate eines solehen Expe- 
rimentes sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 

"Inkubation von Cortexon mit S. griseus 

Zeit h 

8 
14 
24 
36 

Ia 

50% 
20% 
0 
0 

IIa 

40% 
4O% 
25% 

0 

I I I a  

5% 
35% 
60% 
85% 

Die beschriebenen reduktiven Umsetzungen k6nnen 
selbstverst/indlich auch mittets bekannter  chemischer 
Methoden durchgefiihrt werden. Diese erfordern aber 
meist den Schutz der anderen im Molekiil vorhandenen 
reduzierbaren Gruppen, und der stereospezifische Verlauf 
ist nicht gewiihrleistet. Aus diesen Grfinden kann die An- 
wendung der mikrobiologischen Reaktiorl yon Vorteil 
sein. So konnte zum Beispiel das friiher aus Nebennieren 
isolierte 3/~,16a-Dihydroxy-allopregnan-20-on 8 in einer 
fermentat iven Verfahrensstufe aus 16m-Hydroxy-proge- 
steron gewonnen werden. 

Wir danken Herrn A. REVT fiir die sorgf~iltige Ausfiihrung der 
experimentellen Untersuchungen. 

E. VISCHER und A. W]~TTSTt~IN 

Forschungslaboratorien der C I B A ,  Basel, 25. Mai  1960. 

Summary 

A strain of Streptomyces griseus has been found to 
convert  A4-3-keto steroids into the corresponding satur- 
ated 3-keto-5~-compounds and, on prolonged incubation, 
into the 3fl-hydroxy-5x-derivatives. 

5 Neuerdiags beschrieben M. SHIRASAKA und M. TSURUTA 5hn- 
liche reduktive Umsetzungen mit einem Stature yon Alternaria 
bataticola, vgl. Arch. Biochem. Biophys. 85, 277 (1959). 

6 L. ETTLINGER, R. CORBAZ und R. HOTTER, Arch. Mikrobiol. 
31, 3~6 (1958). 

Wir danken den Herren Prof.E, G'~,UMANN, Dr. R. H~3TTER und 
Dr. H. ZXHNER bcstens ffir die 0berlassung und Bestimmung dieses 
Stammes. 

s R. NEHER, P. DESAULLES, E. VISCIIER, P. WIELAND und A. 
WETTSTE1N, Helv. chim. Acta 41, 1667 (1958). 


