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angeh6ren .  Mi t  T r i p h e n y l c h l o r m e t h a n  t r i t t  ke ine  R e a k t i o n  
ein, n a c h  HELF~RICI~ ein  t l inweis ,  dab  ke ine  p r i m a r e n  H y -  
d r o x y l g r u p p e n  in der  B i s -DHA-Moleke l  v o r h a n d e n  Mud. 

F a r  die A u f f a s s u n g  der  B i s - D H A  als D i o x a n d e r i v a t  
sp r i ch t  das  ana loge  V e r h a l t e n  y o n  c~-OxyMdehyden, bet  
denen  fiber die p r i m a r e  B i l dung  y o n  E p o x y d e n  D i m e r i s i e r u n g  
der  Grundmoleke l  zu  D i o x a n d e r i v a t e n  a n g e n o m m e n  wird.  

Insti tut  /i~r Therapeutische Chemic der Universitdit, Mai~z  
H. ALBERS u n d  E.  ~V[uLLER 

Eingegangen am 31. Oktober 1958 

*) Dimenthylsulfoxyd wurde nns  freundlicherweise yon der 
,,Union Rheinisehe Braunkohlen Kraftstoff AG" fiberlassen. Der 
Wert  der Gefrierpunktskonstanten wurde empirisch inittels meso- 
Inosit (4.26}, Diaeetonalkehol (4,88), L-Aseorbinsfiure (4,57), trans- 
Zimts~ure (4,10) und  Tetraacetyl-bis-DHA (4J7) zu 4,40 (:t=0,50) 
best immt.  

**) KARRER, P. U. Mitarb.: Biochem. Z. 25S, ~4 (~933) be- 
s t immten  das Molekulargewieht der DHA nach ~[3ARGER-RAST ZU 
t 86. Wir fanden, dab Bis-DHA in Kampfer  sehr schwer 16slich ist 
und dab sich die Sehmelzen mit  DHA unter  Zersetzung gelbbraun 
f/~rben. 
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The Synthesis of Chrysoeriol (3'-methyl ether of Luteolin) 
and Homoeriodictyol (5,7,4-trihydroxy-3qmethoxy flavanone) 

D u r i n g  t h e  course  of t h e  s t u d y  of t h e  a n t h o x a n t h i n  
g lycos ides  f r om I n d i a n  celery seeds  (Ap ium graveo lens ) l ) ,  t h e  
i d e n t i t y  of chrysoer io l  (V) h a d  to  be  conf i rmed.  T h i s  c o m p o u n d  
h a d  earlier been  syn t he s i zed  b y  ROBINSON et  al. 3) b y  t he  well 
k n o w n  A l l a n - R o b i n s o n  syn thes i s .  Chrysoer iol  (V) was  there -  
fore  p repa red  b y  t h e  m e t h o d  a d o p t e d  b y  ROBINSON et  al 2) as 
well  as by  a d i f fe rent  r ou t e  v ia  homeer iod i c tyo l  (IV) g iven  
below. 

P h l o r o g h c i n o l  (I) h a s  been  condensed  w i t h  c a r b e t h o x y  
ferulyl  chlor ide  (1I) in p resence  of a l u m i n u m  chloride (an- 
hydrous)  in d r y  e the r  and  y ie lded  2', 4',  6 ' - t r i hyd roxy -4 -ca rb -  
e t h o x y - 3 - m e t h o x y  cha lcone  (III) w h i c h  could  n o t  be  ob t a ined  
in c rys ta l l ine  fo rm  b u t  r e sponded  to  t h e  u s u a l  cha lcone  tes ts .  
The  c rude  cha leone  (III) was  sub j ec t ed  to  cyc l i sa t ion  w i th  
a m i x t u r e  of alcohol a n d  su l phu r i c  acid for 48 h o u r s  w h e n  i t  
y ie lded a p r o d u c t  wh ich  gave  a s a l m o n  p i n k  co loura t iou  b o t h  
w i th  m a g n e s i u m  and  hydroch lo r i c  acid a n d  s o d i u m  a m a l g a m  
fol lowed b y  acidif icat ion.  All a t t e m p t s  to  pu r i fy  t h e  sub-  
s t ance  b y  c rys ta l l i za t ion  failed and  there fore  i ts  pur i f i ca t ion  
u n d e r t a k e n  t h r o u g h  c h r o m a t o g r a p h y  on a l u m i n a  , ,Merck"  
{Brockmann) .  T h i s  r e su l t ed  in t h e  s e p a r a t i o n  of t h r ee  d i s t inc t  
subs t ances .  One  of t h e m  was  ident i f ied  as homoer id i c tyo l  (IV), 
m.  p. 220,5 to  22,5 ~ [cf. SHINODA a n d  SATe 3} m.  p. 224 to 5~ 
RIJSSEL a n d  TODD ~) m.  p. 2 t 9  to 20~ 
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The flavanone, homoeriodictyo! (IV) was subjected to 
oxidation with sodium acetate and iodine in alcoholic solution 
and the product so obtained chromatographed on alumina 
when it yielded a yellow substance. The yellow substance was 
identified as chryseeriol (V) by along side paper chromato- 
graphy (ascending) with authentic samples obtained by the 
synthesis of ROBINSON et al. 2) and from apium graveolensl), a) 
using NYhatman filter paper No. I and butanol : acetfc acid: 
wate r  (40:10:50)  (R/ 0,9t)  and  acet ic  a c i d :  w a t e r  (60:40) 
(R/ 0,72) as  s o t v a n t  m i x t u r e s .  T he  spo t s  were revea led  b y  
e x a m i n a t i o n  ill U.V. l ight ,  u. v. l igh t  a n d  a m m o n i a  v a p o u r s  

and  s p r a y i n g  w i th  s o d i u m  ca rbona t e  solut ion.  The  f l avone  (V) 
on  ace ty l a t i on  a n d  c rys ta l l i za t ion  w i th  e thy l  a ce t a t e  g av e  
colourless,  c rys ta l l ine  sh in ing  needles  ident i f ied  b y  me l t i ng  
a n d  m i x e d  me l t i ng  po in t s  w i th  an  a u t h e n t i c  s a m p l e  of chryso-  
eriol aceta te .  

All me l t i ng  po in t s  h a v e  beeI1 t a k e n  on  Koflers  block. 

Department o/ Chemistry, Musl im U~civersity, Aligarh 
(I~dia)  

�9 M. O. FAROOQ, I. P.  VARSHNEY, W. RAHMAN 
a n d  P.  C. GANGWAR 

Eingegangen am 5. November 1958 
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Die Verwendtmg yon Zn2+-Ionen bet der HersteUung 
gereinigten und konzentrierten Antitoxins dureh enzymatisehe 

Hydrolyse 
H e u t z u t a g e  wird die R e i n i g u n g  u n d  14onzent r ierung y o n  

z u m  t h e r a p e u t i s c h e n  Geb rauch  b e s t i m m t e n  a n t i t o x i n h a l t i g e n  
Sera  im  a l lgemeinen  dn rch  e n z y m a t i s c h e  A b b a u v e r f a h r e n  
bewerks te l l ig t .  Die in  der  I n d u s t r i e  a n g e w a n d t e n  M e t h o d e n  
s ind  jedoch  langwier ig  (Dialyse, usw.) u n d  beg i ins t igen  da-  
d u t c h  die bak te r ie l l e  Verunre in igun.g  der  bea rbe i t e t en  Sera, 
was  wieder  in m a n c h e n  Fa l len  das  A u f t r e t e n  y o n  p y r o g e n e n  
Stoffen  zur  Folge  ha t .  I n  der  H o f f n u n g ,  e in  Re in ig u n g s -  
u n d  K o n z e n t r i e r u n g s v e r f a h r e n  an t i t ox inha l t i ge r  Sera  d u t c h  
e n z y m a t i s c h e  H y d r o l y s e  zu entwickeln ,  das  die oben  e rwah n -  
t e n  Nach te i l e  ausschliel?t ,  h a b e n  w i t  in den  le tz ten  Jah ren ,  
d u t c h  die Arbe i ten  tiber die Eiwei l3f rakt ionierung m i t  Schwer-  
me t a l l en  l-a) angeregt ,  die W e c h s e l w i r k u n g  zwischen  Zn 2+- 
I o n e n  u n d  den  ve r seh iedenen  E i w e i g k o m p o n e n t e n ,  die ill den  
a n t i t o x i s c h e n  Sera  n a c h  der  Pro teo lyse  auf t re ten ,  zu erfor- 
s chen  ve r such t .  

Die  bet  d iesen U n t e r s u c h u n g e n  anges te l l t en  Beobach-  
t u n g e n  h a b e n  es u n s  erm6gl icht ,  e ine Methode  zur  Her s t e l lung  
y o n  gere in ig ten  u n d  konzen t r i e r t en  a n t i t o x i n h a l t i g e n  Sera  
auszua rbe i t en ,  der  e in  neues  Pr inz ip  z u g r u n d e  l iegt  u n d  welche 
fo lgende  H a u p t a b s c h n i t t e  umfal3t :  

t .  P ro teo lyse  des  a n t i t o x i s c h e n  Serums .  
2, F r a k t i o n i e r u n g  des  P r0 t eo lysa t e s  du rch  die k o m b i n i e r t e  

W i r k u n g  yon  ZnZ+-Ionen u n d  des t h e r m i s c h e n  F a k t o r s  in  An-  
wesenhe i t  y o n  Phenol .  (Das N a t i v s e r u m  wurde  zu Beg in n  
m i t  0,25 g Pheno l  p ro  100 ml  S e r u m  verse tz t . )  N a c h  t3eendi- 
g u n g  de r  P ro teo lyse  wird  au f  pj~ = 7,0 e inges te l l t  u n d  soviel  
e iner  10%igen  Zn  (CHa-CO~) ~ �9 2 t t 2 0 - L 6 s u n g  h inzugef~g t ,  d ab  
i m  S y s t e m  eine K o n z e n t r a t i o n  yon  0, t7  g Zn(CKa-CO2) ~ pro 
t00  ml  e r re ich t  wird. N u n  Eins te l lu l lg  au f  PH ~ 6,25 u n d  Er-  
w a r m e n  der  P r o b e n  auf  58 ~ C. N a c h  45 rain  langer  Be la s sung  
bet  dieser T e m p e r a t u r  wird  der  i nzwischen  gebi ldete  Nieder-  
sch lag  d u t c h  Abzen t r i fug ie ren  en t fe rn t .  Der  U b e r s t a n d  wird 
au f  PH = 7,8 g e b r a c h t  [Bi ldung yon  Zn(OH)2 ill s t a t u  nascendi ]  
u n d  n a c h  2 S td  S tehen  bet  + 4 ~  zent r i fugier t .  

3. E n t f e r n u n g  der  Zn2+-Ionen m i t  I l i l fe  e ines  I o n e n a u s -  
t auschers ,  so dab  die E n d k o n z e n t r a t i o n  des  Zn  im  gere in ig ten  
u n d  k o n z e n t r i e r t e n  S e r u m  den  Vorschr i f t en  ffir in j iz ierbare  
biologische P r a p a r a t e  en t sp r i ch t .  

4. Die  I so l ie rung  des  A n t i t o x i n s  du rch  eine e infache  Fal -  
l ung  m i t  A t h a n o l  bet  - -  5 ~ C. Die E n d k o n z e n t r a t i o n  des ~ t h a -  
nols  im  S y s t e m  b e t r u g  37,5% (v/v) u n d  die T e m p e r a t u r  des  
Gemisches  - -  5 bis  - -  7 ~ C. 

5. E n t f e r n u n g  der  ~ t h a n o l r e s t e  au s  d e m  Niedersch lag  
d u t c h  Gef r ie r t rocknung ,  L 6 s u n g  des  lyophi l i s ie r ten  P r a p a r a -  
tes  in phys io log i scher  NaC1-L6sung,  E ins te l l en  des  PH an t  7,0 
u n d  E n t k e i m u n g  d u t c h  F i l t ra t ion .  

Die D a u e r  dieses Re in igungs -  u n d  K o n z e n t r i e r u n g s v e r -  
f ah rens  a n t i t o x i n h a l t i g e r  Sera b e t r a g t  u n g e f a h r  72 S td ;  das  
F e r t i g p r a p a r a t  i s t  den  Vorschr i f t en  e n t s p r e e h e n d  unseh ad l i ch  
u n d  fret y o n  p y r o g e n e n  Stoffen. 

Bet  n a c h  d e m  besch r i ebenen  Ve r f ah ren  herges te l t t en  ge- 
r e in ig ten  u n d  konzen t r i e r t en  Diph the r i e se ra  ge lang eine An-  
r e i che rung  der  A E  pro m g  EiweiB-N zwischen  1,$1 u n d  2,24 
m i t  e i nem D u r c h s c h n i t t s w e r t  y o n  2,03, e ine N o n z e n t r i e r u n g  
der  Sera  y o n  2,3 bis  3,2, im  D u r c h s c h n i t t  2,8 (bet e ther  m ax i -  
maIen  I<onzen t ra t ion  y o n  12 g EiweiB pro t00  ml  der  gereinig-  
t e n  u n d  k o n z e n t r i e r t e n  Sera), m i t  e ine r  A u s b e u t e  y o n  51,7 
b is  64,0%, im  D u r c h s c h n i t t  56,5%. 


