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Zur Kenntnis der Krotengiftstoffe. X.
Die Konstitution des Bufothionins;
von Heinrich Wieland und Theodor Wieland.

Mit 1 Figar im Text.

[Aus dem Chem. Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften
in Miinchen.]

(Eingelaufen am 6. Februar 1937.)

Der verbreitetste, im Hautsekret der meisten unter-
suchten Kroten aufgefundene basische Giftstoff, das Bufo-
tenin Cy,H, ,ON, ist als 5-Oxy-N-dimethyl-tryptamin (I) er-
kannt worden. Sein héufiger Begleiter, das Bufotenidin
erwies sich als sein Methylbetain!). Fiir eine dritte Base,
die in Bindung mit Schwefelsiure vorkommt und die als
Bufothionin bezeichnet wurde, steht die Konstitutionsermitt-
lung mnoch aus. Sie ist zuerst aus dem Hautsekret einer
japanischen Krite, von Bufo gama, isoliert worden?). Spiter
hat man sie auch in der siidamerikanischen Art Bufo are-
narum aufgefunden®) und wir verdanken Prof. V. Deulofeu
in Buenos Aires das reichliche Material, das die Ausfithrung
der vorliegenden Untersuchung erlanbte. In der Zwischen-
zeit haben Jensen und Chen®*) Bufothionin auch im Haut-
sekret von Bufo marinug und in der chinesischen Droge
Chan’ Su (Senso) aufgefunden.

Bufothionin ist eine vollkommen neutrale Substanz, die
sich weder in Séuren noch in Alkalien 10st und auch ge-
ringe Loslichkeit in Wasser besitzt. Schon beim kurzen
Erwirmen mit verdiinnten Mineralsiiuren, nicht aber mit

) A. 513, 1 (1934). Andere Basen aus exotischen Kréten, die von
Jensen u. Chen isoliert und als andersartige Verbindungen angesehen
wurden, sind jetzt von den gleichen Autoren [J. biol. Chem. 116, 86
(1936)] im Einklang mit unsrer Annahme (a. a. 0., 8. 8) als identisch
mit Bufotenin bzw. Bufotenidin erkannt worden.

Y H. Wieland u. F. Vocke, A. 481, 216 (1930).

% H, Wieland, W. Konz u. H. Mittasch, A. 513, 1 (1934).

4) J. biol. Chem. 116, 87 (1936).
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Alkali, spaltet sie, wie schon frither festgestellt wurde,
Schwefelsiure ab und bildet das Salz einer Base C,,H,,ON,,
die sich in der Zusammensetzung um 2 H-Afome vom Bufo-
tenin unterscheidet. Wie dieses gibt sie die auf pheno-
lisches OH hindeutende blaue Firbung mit Eisenchlorid und
gleichermafen auch die Indolreaktion nach Hopkins-Cole.
So lagen deutliche Anhaltspunkte fiir einen nahen struktu-
rellen Zusammenhang der beiden Basen vor.

Geht man von dieser Annahme als Arbeitshypothese
aus, faft man das Spaltprodukt des Bufothionins als De-
hydro-bufotenin auf, so erhebt sich die Frage, in welcher
Weise man sich die Dehydrierung des Bufotenins (I) zu
denken hat.

HO HO

NN CH,.CH,.N(CH,), N7 > CH=CH. N(CH,),
o g
T \fqﬁ I Yt o

Vom gieichen Grundgeriist 16t sich nur die Formel II
mit ungesittigter Seitenkette ableiten. Jedoch hatte man
auch, bei geringfiigiger Umgruppierung, mit der Miglichkeit
des Auftretens eines zweiten heterocyclischen Ringes, wie
er beim Kserolin bekannt ist, zu rechnen.

Dieser DMoglichkeit war umso mehr Beachtung zu
schenken, als frithere Versuche, Dehydrobufotenin — so
wollen wir die Spaltbase des Bufothionins nennen — zu
Bufotenin zu hydrieren, ohne Ergebnis geblieben waren.

Es wurde zuerst festgestellt, daB der basische Stick-
stoff in der Dehydrobase von tertifirer Natur ist. Man
fithrte mit Methyljodid und Thallinm#thylat die erschopfende
Methylierung aus und gelangte so zum Jodmethylat der am
Phenolhydroxyl methylierten Base. Der energische Abbau
dieses Jodmethylats in der Kalischmelze verlief anders als
bei der analogen Verbindung aus Bufotenin. Wihrend hierbei
Trimethylamin abgespalten wird, bleibt in der Reihe der
Dehydrobase der basische Stickstoff der Molekel erhalten:
Man erhiilt in guter Ausbeute den Methylather des Dehydro-
bufotenins C ;H,,ON,.
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Die Oxydation mit Permanganat, die an sich bei Indol-
derivaten wenig Aussicht hat, versprach im Falle der Giiltig-
keit von Formel 11 fir Dehydrobufotenin eine Auskuntt itber
das Endstiick der ungesittigten Kette. Zwar wurde das
erwartete N-Dimethylformamid nicht isoliert, wohl aber
seine Spaltung zu Dimethylamin und Ameisensiiure bewerk-
stelligt.

Auf Grund dieser auf die Richtigkeit von Formel II
hinweisenden Reaktionen wurde der Abban des Bufothionins
mit Brom in Angriff genommen. Die von Schwefelsiure
befreite Base und ihre Abkommlinge reagieren mit Brom
in uniibersichtlicher Weise. Dagegen verbraucht Bufo-
thionin in wiBriger Losung unter den im Versuchsteil be-
schriebenen Bedingungen genau 2 Mole Brom. Das Reak-
tionsprodukt, das noch mit Schwefelsiiure verestert ist, hat
die Zusammensetzung C,,H ,ON,BrSO,. Es ist also nur
1 Brom substituierend eingetreten, auBerdem ist die Verbin-
dung um 1 Sauerstoffatom reicher als Dehydrobufotenin.
3 Bromatome wurden als Br’ in der Reaktionslosung be-
stimmt.

Dieser Reaktionsverlauf laft sich sehr gut auf Grund
der Formel II deuten: Die 4 Bromatome lagern sich zuerst
an die beiden Doppelbindungen, an die der Seitenkette
und an die des Indolkerns an (ILI). Unter Abspaltung von
2HBr kommt es zur Bildung eines Dibrom-Substitutions-
produkts (IV), aus dem nun ein Brom hydrolytisch abgespalten
wird (V).

B, Br  Br
—-CH~C N{CH,),

Br

HO,5—
11T

O~ 1
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e H

FC C.N(CH,), . \-I——T—COHCHEN{CHSJ,

|Br /L Be
v NH Vv

Auch das in den Kern eingetretene Brom 1ift sich
durch ganz schwache S#ure, durch Einleiten von Kohlen-
dioxyd in die erhitzte Losung von V hydrolytisch entfernen,
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ohne daf es zur Abspaltung der Schwefelsiure kommt. Man
erhdlt so die bromfreie Verbindung C,,H,,0,N,S0,, die die
Farbreaktion des Indols nicht mehr gibt. Man kennt in
einigen Beispielen das Verhalten bromsubstituierter Indole,
aus denen die hydrolytische Abspaltbarkeit des Halogens
unter der Wirkung verdiinnter Siuren hervorgeht!). Bil-
dung und HEigenschaften der bromfreien Substanz legen fiir
sie die Konstitution eines Oxindol-Derivates (VI) nahe.

[v1 HO,S80]
\r’ u:: CH,N(CH,), HO/\-—wcﬁ CO.CH,N(CH,),

PN

YH  vo -'H2 YHT

Die Schwefelsiure 146t sich mit verdiinnter Bromwasser-
stoffsiure entfernen und man gewinnt so das Oxindol-Deri-
vat VII, das wieder intensive Farbreaktion mit Eisenchlorid
gibt. Es wurde als Bromhydrat isoliert. Die Spaltung von
V zu VII 146t sich bei Anwendung von verdiinnter Siure
auch in einer Operation durchfiihren.

Daf in VII ein Abkommling des Oxindols vorliegt,
wurde bewiesen durch die Aufspaltung des Ringes mit Al-
kali, die unter strengem Luftausschlul geschehen muf. Die
offene Sdure léBt sich diazotieren und als Diazoniumverbin-
dung mit F-Naphtol zu einem Farbstoff kuppeln. Durch
Mineralsduren wird sie der Erwartung gemil leicht wieder
zu VII cyelisiert.

Es ist auffallend, daB es nicht gelingt, die Siure VIII,
die eine substituierte Acetessigsiiure darstellt, durch kriftige
Einwirkung von Alkali der Siurespaltung oder mit Sduren
der Ketonspaltung zu unterwerfen. Wir haben uns ver-
geblich bemitht, auf dem ersten Wege Dimethylamino-essig-
siure zu erhalten; meist blieb das Material unverédndert.
Dies mag mit der Substitution des Methyls durch die
basische Gruppe —N(CH,), zusammenhéingen. Wir finden
nirgends Angaben fiiber basische Acetessigester der vor-
liegenden Konstitution,

) Mazzara u. Borgo, G. 35, 563 (19086).
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Nachdem die bisher geschilderten Krgebnisse durchaus
im Sinne der Formuliernng II fiir Dehydro-bufotenin ver-
wertet werden konnten, wurden die Versuche zur kata-
lytischen Hydrierung der Base erneut aufgenommen, unter
Verwendung einer zur genauen Bestimmung der Wasser-
-stoffaufnahme geeigneten Apparatur, die sich an die von
R. Kuhn und Moller?) angegebene anlehnt, und die im
Versuchsteil beschrieben ist. Bei der Hydrierung in basi-
scher oder neutraler Losung waren auch jetzt wieder die
Versuche erfolglos. Dagegen gelang es, in schwach salz-
saurer Losung mit der theoretisch notwendigen Menge
Wasserstoff Dehydrobufotenin in Bufofenin itberzufithren
und damit die Konstitution des Bufothionins vollkommen
sicher zu stellen. Die Identitit der hydrierten Base mit
Bufotenin wurde bewiesen durch den Vergleich der Jod-
methylate und der 3 Pikrate, die sich vom Bufotenin ab-
leiten. Von diesen Pikraten, an deren Bearbeitung sich
Dr. W. Konz beteiligt hat, wird nachher noch kurz die
Rede sein.

Auf Grund der somit festgelegten Konstitution er-
scheint Bufothionin als das innere Salz einer Phenyl-
schwefelsiiure mit der stark basischen Dimethylaminogruppe
gemidf Formel IX. Seine Unlgslichkeit in Siuren und Al-
kalien ist begriindet durch den polaren Ausgleich der beiden

0. +
930 \/\,I—l—cmcﬂ N<SH*  —— CHOH.CH,N(CH,),
1 . I |

h‘/ N
H IX I X

gleichstarken Ionen und durch seine geringe Lislichkeit in
Wasser. Die Veresterung der Phenolgruppe findet ihr bio-
logisches Vorbild in der Phenylschwefelsiure und im Harn-
indican. Die ungesittigte basische Seitenkette des Bufo-
thionins liegt in der Grundform im Newrin CH,—CHN(CH,),0H
vor. Ein anderes biogenes Amin dieser Struktur ist unseres

') Z. Ang. 47, 145 (1934). Niheres vgl. Dissert. Th. Wieland,
Miinchen 1937,
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Wissens nicht bekannt. Bei den Beziehungen zwischen
Neurin und Cholin wird man das Bufothionin zu dem Alka-
min X, dessen Synthese wir vergeblich versucht haben,
in einen physiologischen Zusammenhang zu bringen suchen.

Damit wiirde es wahrscheinlicher, daf Bufotenin durch
Hydrierung von Bufothionin in der Zelle sich bildet, als daf
die beiden Substanzen im umgekehrten Sinne in gegen-
seitiger Beziehung stehen.

Uber die Pikrate des Bufotenins.

Vom Bufotenin sind 2 Pikrate beschrieben worden'), ein rotes
und ein gelbes. Das rote Pikrat wandelt sich bei 140° in das gelbe
um, die beiden haben daher den gleichen Schmelzpunkt von 178°.
Vor 2 Jahren haben Hoshino und Shimodaira®) das Bufotenin
synthetisch dargestellt und durch ein rotes Pikrat vom Schmelzp. 177°
bis 1758° identifiziert. Dieses rote Pikrat ist ein Dipikrat und die
beiden Autoren sind der Meinung, daf es mit dem von uns be-
schriebenen roten Pikrat vom gleichen Schmelzpunkt identisch sei.
Diese Vermutung trifft aber nicht zu, da unser rotes Pikrat auf Grund
der Analyse ein Monopikrat ist. Wir baben das Dipikrat von H.
und Sch. bei Anwendung eines Uberschusses von Pikrinsiiure ebenfalls
erhalten, Kocht man das Dipikrat in Benzol, so wird 1 Mol Pikrin-
siiure herausgeldst und man erhiilt das gelbe Monopikrat, Krystallisiert
man es aus bicarbonathaltigem Wasser um, so kann man das rote
Monopikrat gewinnen, wie auch umgekehrt die beiden Monopikrate
mit Pikrinsfiure zum Dipikrat umgewandelt werden kinnen. Damit
sind die Verbiiltnisse geklirt: Es existieren 8 Pikrate des Bufotenins,
die zufillig etwa den gleichen Schmelzpunkt®) besitzen.

Beschreibung der Versuche.

Die Isolierung des Bufothionins aus den getrockneten Hiuten
von Bufo arenarum geschah nach der bereits fiir das gleiche Material
aus Bufo gama jap. beschriebenen Methode. Ebenso wurde das Chlor-
hydrat der Spalthase so wie frither beschrieben bereites,

Nitrosamin des Dehydrobufotenins. Wir fiigen von dem nach der
ebenfalls schon beschriebenen Methode dargesteliten Nitrosamin die
noch fehlende C,H-Bestimmung bei:

) H, Wieland, G. Hesse u, H. Mittasch, B. 64, 2099 (1931).

%) A. 520, 21 (1985).

3 Bei der Nachbearbeitung der Pikrate haben sich geringfiigige
Unterschiede in den Schmelzpunkten gegeniiber den frilheren Werten
ergeben. Vgl Versuchsteil.
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3,696 mg Subst. (0,073 mg Riickstand, als K,COy ber): 6,960 mg
CO,, 1,74mg H,0.

CpH,,0,N; . HOL (267.5)  Ber. C 53,63 H 5,22
Gef. , 52,36  ,, 587.

Pilrat. Darstellung dureh Versetzen der heilen wiilirigen Losung
des Dehydrobufotenin-chlorhydrats mit heiller wibBriger Pikrinsiiure-
losung. Gelbe Nadeln, die nach dem Umkrystallisieren aus schwach
angesiiuertem Wasser bei 186° schmelzen.

Schon frither hat W, Konz, Dissertation Miinchen 1934, aus den
Mutterlangen der Isoliernung des Bufotenins aus den Hiiuten von Bufo
arenarum ein Pikrat vom Schmelzp. 145° isoliert, das neben Dehydro-
bufotenin-pikrat vom Schmelzp. 1867 auch bei spiiteren Aufarbeitungen
erhalten wurde. Es geht beim liingeren Kochen mit Mineralsiiuren und
beim Schmelzen in die hoherschmelzende Modifikation iiber.

Darstellung der freien Base.

900 mg Dehydrobufotenin-chlorhydrat?) werden in 20 ccm
abs. Alkohol mit 27 cem einer 0,127 n-absolut alkoholischen
Losung von Thalliuméithylat versetzt. Die vom Thallinum-
chlorid-Niederschlag abzentrifugierte Liosung scheidet nach
weitgehendem Einengen das Dehydrobufotenin in schonen
6-eckigen Blittchen ab. Schmelzp. 199° (unter Zers.) nach
dem Umkrystallisieren ans Wasser, aus Alkohol bei 218°
Der Unterschied ist auf die Bindung von Krystall-Liosungs-
mittel zuriickzufiithren.

4,278 mg Subst. (aus Wasser): 9,645 mg CO,, 2,74 mg H,0. —
3,472 mg Subst.: 0,384 cem N, (20° 724 mm),

C.,H,ON,+11H,0 (229) Ber. C 628 |H 742 N 12,2
Gef. ,, 624 , T2¢ , 12,28,

Erschépfende Methylierung.

Man 1gst das Dehydrobufotenin-chlorhydrat in absolutem
Alkohol und versetzt mit absolut alkoholischer Thallium-
athylatlosung bis zur eben alkalischen Reaktion. Dann
wird ein Uberschuf von Methyljodid zugefiigt und am
Ruckfiufkithler zum Sieden erhitzt. Wenn, nach etwa
5—10 Minuten, die Losung wieder neutral reagiert, wird
neuerdings alkalisch gemacht und, wenn die alkalische

) Analyse: C,,H, ON,.HCI Ber. C 56,74 I 6,58
Get. ,, 56,50 ,, 6,63.
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Reaktion wiederum verschwunden ist, diese Prozedur solange
wiederholt, bis die Lisung lingere Zeit alkalisch bleibt
(nach etwa 2 Stunden). Nun wird mit nenem Methyljodid
bis zum Verschwinden der basischen Reaktion weitergekocht,
vom gelben Niederschlag abzentrifugiert, dieser 2-mal mit
absolnfem Alkohol ausgekocht und die gesamte Liosung im
Exsiccator eingedunstet. Der krystallisierte Riickstand
schmilzt nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 208°
Ausbeute 60 Proc.

4,408, 4,232 mg Subst.: 7,630, 7,310 mg CO,, 2,19, 2,10 mg H,0.—

4,030 mg Subst.: 2,60 mg Agl.
C, H,,ON,J (35%8) Ber. C 47,0 H 5,3 OCH, 8,66
Gef. ,, 47,21, 47,11 ,, 5,56, 555 , 8,82.

Pilrat. Herstellung wie bei Dehydrobufotenin-pikrat beschrieben.
Dunkelgelbe und rote Nadeln vom Schmelzp. 108—104° Bei der kata-
lytischen Hydrierung des Jodmethylats in Wasser mit PtO, wird nur
Ausgangsmaterial zuriickerhalten.

Spaltung des Jodmethylats in der Atzkalischmelze.

150 mg des Jodmethylats werden fein gepulvert und
in der Reibschale mit etwa 1 g Kaliumhydroxyd innig ver-
mischt. Das Gemisch wird dann der Hochvakuumdestilla-
tion unterworfen, Bei 160° gehen 80 mg eines farblosen
Ols iiber, das sofort krystallisiert. Da Umkrystallisations-
versuche aus jedem Losungsmittel erfolglos waren, wurde
in Ather gelost, von den unloslichen Verunreinigungen
filtriert und der Ather verdunsten gelassen. Schmelzp. 58
bis 59° Ausbeute 77 mg.

4,457 mg Subst.: 11,930 mg CO,, 3,07 mg H,0. — 3,465 mg Subst.
0,402 cem Ny (227 720 mm).

C H,ON, (216) Ber. C 723 H 1740 N 1295

Gef. ,, 780 ,, 7,71, 12,73,

Acetylierung des Dehydrobufotenins (bearbeitet
von W.XKonz).

Beim kurzen Aufkochen des Dehydrobufotenin-ehlorhydrats mit
Essigsidureanhydrid erhélt man nach dem Abdampfen des Lisungs-
mittels i. V. ein Acetylprodukt, das nach dem Umkrystallisieren aus
Alkobol und wenig Wasser bei 265° unter Zers. schmilzt. Von ihm
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liegt keine Analyse vor, doch diirfte es sich um das Monoacetylprodukt
handeln.

Diacetyl-dehydrobufotenin. Nach 2-stiindigem Kochen des
Chlorhydrats mit Essigsiureanhydrid fiirbt sich die Lisung
tief griin. Das Anhydrid wird i V. abdestilliert und der
krystalline Riickstand aus Alkohol umkrystallisiert. Schmelz-
punkt 140—141°

4,317, 4,362, 4,326 mg Subst.: 10,540, 10,590, 10,550 mg CO,,
2,28, 2,28, 2,33 mg H,0. — 38,599 mg Subst.: 0,352 cem N, (20°
711 mm).

CysHysOuN, (278)
Ber. C 67,0 H 8,29 N 98

Gef. ,, 66,59, 66,21, 66,51 ,, 5,78, 5,86, 6,03 ,, 10,05.

Oxydation von Bufothionin.

Bei der Einwirkung von ®/,-Permanganatlésung in schwack
schwefelsaurer Lisung werden rund 20 Aquivalente Sauerstoff ver-
braucht. Es wird vom abgeschiedenen Braunstein abfiltriert und die
gelbliche Losung mit Ather extrabiert. Die wiiBrige Lsung wird sodann
mit Schwefelsiiure angesfiuert und zur Verseifung von entstandenem
Dimethylformamid 2 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht und darauf
auf 1/, abdestilliert. Das schwach saure Destillat wird mit Ammoniak
sechwach alkalisch gemacht und mit wenig Silbernitratlésung erhitzt.
Ein dunkler Niederschlag von Silber zeigt Ameisensdure an.

Der saure Destillationsriickstand wird mit konz. Natronlauge
stark alkalisch gemacht und unter Vorlage eines mit Salzsiiure be-
schickten Péligot-Rohres weitgehend eingedampft. Die vorgelegte
Siure hinterliBt nach dem Abdampfen den krystallinen Riickstand
eines Amin-chlorhydrats, das zur Untersuchung auf das fliichtige Amin
unter Vorlage einer gemessenen Menge */,,,-HCI alkalisch destilliert wird.

Amin aus 1,904 mg Chlorhydrat: 2,52 cem, ber. fir Dimethylamin
2,34 cem P/y,-KOH.

Auch Form und Farbe der Anlagerungsverbindung des Amins an
Dinitronaphtol?) weist auf Dimethylamin hin,

Brom-abbau des Bufothionins.

Gelber Bromhorper (V). 1 g Bufothionin wird in Portionen
von 50 mg in jeweils b ccm Wasser heil gelost. Die Lisung
wird sofort in einer Aceton-Kohlensdure-Kiltemischung

) G. Klein, Handbuch der Pflanzenanalyse IV, 247,
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eingefroren, wobei kein Bufothionin auskrystallisiert. Dann
gibt man eisgekithltes Bromwasser bis zum Bestehenbleiben
der gelben Farbe rasch zu und taut das Eis mit der Hand
von aufen auf. Die gelbe klare Lissung scheidet nach kurzem
Kratzen mit dem Glasstab den Bromkdrper in prachtvollen
gelben, eckigen Blittchen ab. Gesamtausbeute 1,18 g.
Schmelzp. 186,56° (unter Zers.).
4,770 mg Subst.: 6,705 mg CO,, 1,480 mg H,0. — 4,168 mg Subst.:
0,278 eem N, (21°% T15 mm). — 10,875 mg Subst.: 5,245 mg AgBr.
C;,H,,N,0B1S0, (377)
Ber. C 38,10 H 3,44 N 742 Br 21,2
Gef. ,, 38,39 ,, 347  ,, 7,16 . 20,5.
Die Bestimmung des aufgenommenen Broms ergab in allen Fillen
den Verbrauch von 4 Atomen Brom auf 1 Mol Bufothionin, z, B.:
25,85 mg Subst.: 0,87 cem 0,412 n-Bromwasser.

Ber. fir 4 Aquivalente Brom 0,88 cem,

Der gelbe Bromkérper ist in keinem Ldsungsmittel
loslich. Fichtenspan-reaktion und Hopkins-Cole-Reaktion
negativ,

Intbromung des Bromkirpers (V1) b0 mg der Bromverbin--
dung werden in 1 ccm Wasser unter Durchleiten von €O,
bis zur Losung erwérmét. Beim Abkiihlen erscheinen farb-
lose Krystalle, die aus Wasser umkrystallisiert werden.
Schmelzp. 171—172° unter Zers. Fichtenspan-reaktion und
Reaktion auf Halogen negativ, Reaktion auf Schwefelsdure
in der Kilte ebenfalls.

Abspaltung der Schwefelsdure (VII).

1. Mit methylalkoholischer Salisiure. Etwa 100 mg der brom-
freien Substanz (VI) wurden mit methylalkoholischer Salzsiiure einige
Minuten gekocht, das Liosungsmittel wurde auf dem Wasserbad ver-
dampft. Der olige Riickstand wurde in Methanol gelést und mit
Ather gefillt. Die farblose Schmiere krystallisiert nach dem AbgieBen
des Methanol-Ather-Gemisches bald. Sie kann nach dem Aufschlimmen
mit absolutem Alkohol abgesaugt werden. Schmelzp. 241° (unter Zers.).
Das Produkt ist duBerst leicht in Wasser 16slich. Fichtenspanreaktion
und Sulfatreaktion negativ, Eisenchloridreaktion blau.

4,164 mg Subst.: 7,925 mg CO,, 2,11 mg H,0. — 8,722 mg Subst.::
0,333 cem N, (21°% 712 mm).
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C,.H,,0,N,.HCI (270,5) Ber. C531 H 555 N 10,8
Gef. ,, 524  ,, 572 , 9,8.
2. Mit Bromwasserstoffsiure. 100 mg des bromfreien
Schwefelsiiureesters (V1) werden mit 1 cem 4 n-Bromwasser-
stoffsiinre 5 Minuten zum Sieden erhitzt. Beim Erkalten
scheiden sich gelbe Krystalle ab, die aus Wasser umkrystalli-
siert werden. Schmelzp. 210—211° (unter Zers.).

Das gleiche Bromhydrat wird auch auns dem gelben
Bromkdrper (V) direkt erhalten: 2,2 g werden mit 5 ccm
Wasser, das mit 10 Tropfen 3 n-Bromwasserstoffsdure an-
gesiinert ist !/, Stunde am Riickflufkiihler zum Sieden er-
hitzt. Darauf wird mit Barytwasser die entstandene Schwefel-
sinre quantitativ entfernt und die gelbe saure Losung im
Exsicecator eingeengt, bis sich reichlich gelbe Krystalle aus-
scheiden. Ausbeute 1,45 g = 78 Proe. d. Th.

5,030 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 8,285 mg CO,, 2,92 mg
H,0. — 8,447 mg Subst.: 0,259 cem N, (25°% 760 mm).

C,H, N,O,.HBr (815) Ber. C 45,7 H 4,76 N 8,90

Gef. ,, 45,08 , 5,09 ,, B861.

Barytspaltung des Bromhydrats VIL

100 mg des Oxindolderivats VII werden in 1,5 ccm
kalt gesiittigten Barytwassers unter Durchleiten eines luft-
freien Stickstoffstroms 5 Minuten zum Kochen erhitzt. Dabei
firbt sich die Reaktionslosung sofort dunkelbraun. Aus der
dunklen Liésung fillt man durch Einleiten von Kohlendioxyd
das Barium aus, wobei auch die offene Aminosiure (VIII)
sich gleichzeitig abscheidet. Sie wird durch verdiinnte
Essigsiiure vom Bariumearbonat befreit und ans Wasser um-
krystallisiert. Schmelzp.218° (unter Zers.), Ausbeute 20 Proc.

4,201 mg Subst. (bei 70° i. Hochv. getr.): 8,235 mg CO,, 2,52 mg
H,0. — 3,722 mg Subst.: 0,348 cem N, (21°, 720 mm).

C,,H,,O,N, (270)  Ber. C 53,40 H 6,64 N 10,39
Gef. . 5346 , 671  , 10,28.

Die Substanz gibt nach dem Diazotieren mit alkalischer
f-Naphtollosung tiefe Rotfirbung, Die gleiche Probe fillt
mit dem Ausgangsmaterial negativ aus. Eisenchloridreaktion
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mit der offenen Séure negativ (wohl infolge von Oxydation
am Benzolkern).

Beim kurzen Aufkochen des Spaltungsprodukts mit
2 n-Bromwasserstoffsiure erhiilt man nach dem Eindunsten
im Exsiccator Krystalle, die nach dem Umkrystallisieren
aus Wasser bei 209—210° unter Zers. schmelzen und sich
mit dem Oxindolderivat (VII) als identisch erweisen. Kisen-
chloridreaktion tiefblau.

Katalytische Hydrierung
des Dehydrobufotenin-chlorhydrats.

Die katalytische Hydrierung erfolgt in einer Apparatur, die bei
Anwendung des von R.Kuhn und M&ller beschriebenen Gefifles
gestatiet, die Substanz durch Kippen
erst nach Abhydrierung des Kataly- . =
sators zu diesem ins Liosungsmittel zu s
bringen. Um Wasserstoffverluste durch
Diffusion zu vermeiden, ist die Meb-
biirette direkt iiber einen Dreiweghahn
an das HydriergefiB angeschmolzen und
wird mitgeschiittelt (vgl. Figur). Als
Sperrfliissigkeit dient Wasser.

30 mg reinstes Dehydrobu-
fotenin - chlorhydrat werden in
4 ccem Wasser, das mit ein paar
Tropfen 2n-Salzsiure angesiuert
ist und mit PtO, als Katalysator
bis zur Aufnahme der einer
Doppelbindung entsprechenden
Menge Wasserstoft (2,8 cem) hy-
driert. Dann wird vom Katalysa-
tor abfiltriert und im Exsiccator
auf !/, des Volumens eingeengt.
Die schwach gelbliche Liosung wird nun heif mit einem
ziemlichen Uberschub einer heil gesittigten wiiBrigen Pikrin-
siurelosung versetzt. Beim Erkalten scheidet sich ein
schmutzig rotes Pikrat aus, das 6fters aus schwach siure-
haltigem Wasser umkrystallisiert wird, wonach es den
Schmelzp. 174° erreicht. Der Mischschmelzpunkt mit einem
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in gleicher Weise aus krystallisiertem Bufotenin erhaltenen
roten Dipikrat (Schmelzp. 174—175° liegt bei 174°.

Gelbes Bufotenim-monopikrat. Eine Probe des roten Bufotenin-
dipikrats wird unter gutem Reiben mit dem Glasstab so lange mit
Benzol gekocht, bis alles in ein gelbes Pulver iibergegangen ist. Dieses
wird aus Wasser umkrystallisiert. Schmelzp. 180—181° (frithere An-
gabe 1789).

Auf gleiche Weise wird aus dem aus dem Hydrierungsprodukt
des Dehydrobufotenins erhaltenen roten Pikrat ein gelbes vom Schmelz-
punkt 180—181° gewonnen. Mischschmelzpunkt beider 180°.

Roies Bufotenin-monopikrat. Beim Umkrystallisieren des rotenx
Dipikrats aus bicarbonathaltigem Wasser wird ein rotes Pikrat vom
Schmelzp. 180° erhalten, das sich beim Erhitzen iiber 140° in ein gelbes
umwandelt. Das rote Monopikrat der bei der Hydrierung erhaltenen
Base wird auf gleiche Weise erhalten. Schmelzp. 177,59, nach Umwand-
lung in das gelbe bei 140°% Mischschmelzpunkt beider roten Mono-
pikrate 178°.

Jodmethylat. 20 mg des roten Dipikrats werden in salz-
saurer Losung bis zum Verschwinden jeglicher Farbe am
Perforator mit Ather ausgezogen. Die farblose salzsaure
Losung wird dann mit Barytwasser alkalisch gemacht und
aus ihr durch 50-stiindiges Perforieren mit Ather die Base
extrahiert. Die Atherlosung wird mit wasserfreiem Natrium-
sulfat getrocknet und dann nach weitgehendem Einengen
mit ein paar Tropfen Methyljodid versetzt. Uber Nacht
scheidet sich ein weifler flockiger Niederschlag aus, der
aus Wasser umkrystallisiert wird. WeiBe Prismen vom
Schmelzp. 216—217°% Das aus der Methanollgsung des natiir-
lichen Bufotenins durch Versetzen mit Methyljodid krystalli-
nisch abgeschiedene Jodmethylat schmolz bei 209—210°.
Nach dem Umkrystallisieren aus Wasser liegt auch sein
Schmelzpunkt bei 217,5°

Mischschmelzpunkt beider Jodmethylate 217,5°. Damit
ist die Identitét der hydrierten Base mit Bufotenin sicher-
gestellt.
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