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472. Carl Neuberg und Max Scheuer: Neue Art des Nach-
weises von Methyl-glyoxal bei der biochemischen Spaltung
des Zuckers.
fAus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.!
(Eingegangen am II. November 1930.)

Eine besondere Form der enzymatischen Zucker-Spaltung, die 5. Art
der Vergidrung, ist mit der Zerlegung von 1 Mol. Hexose in 2 Mol.
Methyl-glyoxal (CiH,,04 = 2CH,.CO.COH + 2H,0) aufgefunden. Zur
Herbeifithrung dieses Zerfalls, der zu fast 1009, der theoretischen Méglich-
keit erreicht werden kann, mull man — aus wiederholt!) 2) dargelegten
Gritnden — den Zucker in Gestalt seines Phosphorsidure-esters (des
Fructose-diphosphats) anwenden. Die Methyl-glyoxal-Bildung offenbart
sich als der Hauptvorgang des wirklichen dissimilatorischen Kohlenhydrat-
Umsatzes; sie ist demgemi8 in der ganzen belebten Natur (bei Pilzen, Bak-
terien, griinen Pflanzenzellen, normalen wie pathologischen tierischen Ge-
weben) nachzuweisen. Methyl-glyoxal-Bildung ist der Ausdruck der eigent-
lichen anaeroben Glykolyse, an die sich als sekundire Erscheinung die
Entstehung von Milchsdure bzw. von Alkohol und Kohlendioxyd
jeweils anschlieft. Nach vielen Belegen, mit denen diese Erkenntnis ge-
sichert ist, verlauft die Wandlung der Kohlenhydrate bei den wichtigsten
natiirlichen Prozessen iiber die Stufe des Methyl-glyoxals, auf der dann die
Differenzierung gemiB3 dem Stoffwechsel-Typus der verschiedenen Zellarten
erfolgt.

Diese Ansammlung des Methyl-glyoxals wird nicht mit Hilfe eines Ab-
fangverfahrens bewirkt. Sie beruht vielmehr auf einer Fraktionierung des
glykolytischen Enzym-Systems, in einer Behinderung des Coferments bei
erhaltener Leistung der Apozymase. Im Hinblick auf die Bedeutung, die
der von ilr vollbrachten Desmolyse der 6-Kohlenstoff-Kette zum Ketor-
aldehyd der 3-Kohlenstoff-Reihe unverkennbar zukommt, haben wir nach
weiteren Methoden gesucht, um das Ergebnis zu bekriftigen.

Das bei diesem Prozel3 auftretende Methyl-glyoxal quantitativ zu er-
fassen und zugleich einwandfrei durch Analyse zu identifizieren, war
zuerst durch Ausfillung des Keton-aldehyds mit 2z.4-Dinitro-phenyl-
hydrazin-Chlorhydrat gelungen. Sodann haben wir ein anderes Verfahren
mitgeteilt, das die Abscheidung des von der Apozymase hervorgebrachten Me-
thyl-glyoxals als Dioxim gestattet3). Durch Behandlung des Vergirungs-
Endgutes mit Hydroxylamin-Sulfat erhdlt man Methyl-glyoxim, das
sich ausithern 148t und leicht krystallisiert. Es kann durch Schmelzpunkt,
Analyse, sowie Darstellung seines innerkomplexen Nickelsalzes von besonders
kennzeichnendem Verhalten charakterisiert werden.

Schon frither!) haben wir angedeutet, daB3 auch noch eine weitere Art
der Isolierung moglich ist, namlich die Uberfithrung des entstandenen
Methyl-glyoxalsin ein Derivat des Chinoxalins (Benzo-pyrazins).
Wir haben jetzt festgestellt, dafl bei nachtriglichem Zusammenbringen des

1) C. Neuberg u. M. Kobel, Biochem. Ztschr. 207, 232 [1929].

2) C. Neuberg u. M. Kobel, Biochem. Ztschr. 210, 466 [1929]; B. 63, 1986 [1930].

3) C. Neuberg u. M. Scheuer, Monatsh. Chem. (Wegscheider- Festschrift) 63/54,
1031 (19209].
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Girguts, in dem Methyl-glyoxal sich angehduft hat, mit einem geeigneten
ortho-Diamin, dem «,f-Naphthylendiamin, die Bildung des Pyrazin-
Abkommlings leicht von statten geht.

Wie man sieht, kommen alle Methoden zur Isolierung des Methyl-gly-
oxals im Grunde auf ein Prinzip heraus. Es fuBt auf der Verwendung von
Reagenzien, die mit ev. unangegriffenem Kohlenhydrat-Material oder Zell-
leibessubstanzen unter den obwaltenden Verhiltnissen sich nicht in einer
der angegebenen Richtungen kondensieren. Natilrlich muBl jede unspezifische

Umwandlung von Zucker in Methyl-glyoxal ausgeschlossen werden, was
stets leicht durchzufithren ist.

Das 1.2-Naphthylendiamin, das wir als Chlorhydrat benutzten, reagiert
mit dem biochemisch erzeugten Methyl-glyoxal in kiirzester Zeit unter
RingschluB. Es entsteht dabei das 3-Methyl-a,f-naphthochinoxalin, oder
genauer ausgedrilckt, das angulare 3-Methyl-naphthopyrazin:

N TN
| I\j_NH OHC L
~ LI | = \-’\.lN 4+ 2H,0 .
NH, OC.CH, N, scH
C.CH,

Diese Verbindung?) wird als Oxalat ausgeiithert und bleibt beim Ver-
dampfen des atherischen Auszuges zurilck. Sie krystallisiert manchmal
direkt, sonst nach Entfirbung mit Tierkohle. Die weitere Reinigung ge-
schieht durch Umkrystallisation, sowie Sublimation.

Die Aufstellung einer Bilanz. die wir schon in so vielen Fillen vorge-
nommen haben, eriibrigte sich, da uns nur darum zu tun war, auf einem von

den bisherigen Methoden unabhingigen Wege den Befund des Methyl-glyoxals
erneut zu sichern.

Beschrefbung der Versuche.

Das bendtigte o, 3-Naphthylendiamin ist nach den Angaben der Literatur zu-
ginglich®). Wir fanden es zweckmifBiger, die gesuchte Base aus dem zumichst zu be-
reitenden a-Benzol-azo-B-naphthylamin nicht durch Einwirkung von Zinkstaub
und Essigsdure darzustellen, sondern den roten Azokdrper mit Stannochlorid®)
reduktiv zu spalten. So erhilt man unmittelbar das Dichlorhydrat. Dasselbe be-
sitzt die erforderliche Liislichkgit in Wasser, wiahrend man bei der ersten Arbeitsweise
iiber das fast ganz unlésliche Sulfat zundchst zur freien Base und von ihr aus zum salz-
sauren Salz gelangt.

Falls im Chlorhydrat mit H,S noch Zinn nachzuweisen ist, wird seine ro-proz.
Losung in heilem Wasser mit Tierkohle gekocht und an der Saugpumpe schnell filtriert.
Darauf wird die Verbindung mit dem halben Volumen rauchender HCl aus der Fliissig-
keit wieder ausgefdllt, mit salzsiure-haltigem Alkohol, dann mit Alkohol-Ather (1: 3)
und schlieBlich 2-mal mit trocknem Ather gewaschen. Farblose Prismen vom Schmp. 267°
und von der Zusommensetzung C,,H4(NH,),;, 2HCl. Der Salzsdure-Gehalt 148t sich in
groBer Verdiinnung gegen Phenol-phthalein titrieren (0.1400 g Sbst. verbraucht. 12.1 ccm
n/,o-NaOH; ber. 12.12 ccm); dabei muf man rasch arbeiten, da beim Stehen leicht
Dunkelfirbung eintritt.

4) Sie kann die Methylgruppe auch in Stellung 2 des Pyrazin-Ringes tragen.
5) E. Bamberger u. W. J. Schieffelin, B. 22, 1374 [1880].
%) T. A. Lawson, B. 18, 796 [1885].
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Das freie Diamin, das man mit Lauge abscheidet, firbt sich in feuchtem Zu-
stande leicht dunkel. Man kann es iibrigens durch Sublimation im Vakuum (Olbad 120°,
13 mm) unschwer in weiBen, glinzenden Bléittchen vom Schmp. 95° gewinnen.

Als Enzym-Material diente ein Alkohol-Ather-Trockenpriiparat des Bacterium
lactis aerogenes, das bereits vor 15 Monaten hergestellt worden war3), Die Bakterien
waren auf Fleischextrakt-Bouillon bzw. Fleischextrakt-Agar und Bierwiirze geziichtet
und in iiblicher Weise von Resten des Ndhrbodens befreit. Die abgeschleuderten Mikroben
wurden sofort in mehreren Portionen, von welchen jede ca. 15—17 g Trockensubstanz
entsprach, mit einem Gemenge von 600 ccm absol. Alkohol und 200 cem absol. Ather
8 Min. verriihrt, dann abgesaugt und mehrmals mit trocknem Ather nachgewaschen.
Das Produkt wurde in einem Porzellanmérser verrieben und im Vakuum-Exsiccator iiber
Phosphorpentoxyd nebst Paraffin getrocknet. Das Material entstammte Kulturen, die
wenige Tage nacheinander angelegt waren, es wurde gemischt und seither in einer ver-
schlossenen Glasstopsel-Flasche aufbewahrt. Wie die Experimente lehren, ist das Methyl-
glyoxal liefernde Agens, die ,.Glykolase, von auffallend grofler Bestindigkeit, wie
dies auch schon fiir das Enzym aus Tabakblittern bzw. Hefe beschrieben worden war?).

Beispiel.

Hauptversuch: 1000 ccm 4-proz. Magnesium-hexose-diphosphat-Lésung, 10 g
Trocken-Bacterien, 10 ccm Toluol. — Vergleichsversuch. 1000 ccm 4-proz. Magne-
sium-hexose-diphosphat-Ldsung, ro ccm Toluol.

Die Ansitze wurden 46 Stdn. im Brutschrank bei 37° belassen. Der
Hauptansatz wurde dann unter Zugabe von etwas Fuller-Erde zentrifugiert
und die abgeschleuderte Fliissigkeit noch filtriert. Zu g30 ccm klaren Filtrats
wurde in einer Glasstopsel-Flasche eine Ldsung von 6 g o,f-Naphthylen-
diamin-Hydrochlorid in 60 ccm heilern Wasser gefilgt, wobei ein Nieder-
schlag auftrat (vermutlich von freiem und phosphorsaurem Naphthylen-
diamin). Das Gemisch wurde 2 Stdn. auf der Maschine geschilttelt und dann
im Faust-Heimschen Verdunstungskasten bei Zimmer-Temperatur zur
Trockne eingeengt. Der Riickstand wurde mehrmals mit warmem Alkohol
griindlich verrieben, der Alkohol-Auszug filtriert und im Vakuum bei 37°
eingedampft. Um ein alkalisches Medium zu meiden, solange noch Kohlen-
hydrat-Substrat zugegen sein konnte, wurde das beim Verjagen des Alkohols
zuriickgebliebene Clilorhydrat mit Natriumoxalat-L6sung und etwas freier
Oxalsiure in das Oxalat verwandelt und dieses 4-mal, ohne zu filtrieren,
ausgedthert®). Die vereinigten Ather-Ausziige, die dann ev. vom dther-unlés-
lichen Diamin-Oxalat getrennt werden miissen, werden zur Entfernung der
Oxalsdure mit Sodalosung durchgeschiittelt, was unbedenklich geschehen
darf, da jetzt ja kein Zucker mehr anwesend sein kann. Die sofort abge-
hobene Ather-Schicht wurde mit Natriumsulfat getrocknet, iiber Tierkohle
filtriert und schlieBlich vom Ather befreit. Gewicht des trocknen Riickstandes
im Hauptversuch 2 g (im Vergleichsversuch 0.02 g, die Verunreinigungen
sind). Das ziemlich dunkle Rohprodukt wurde darauf mit kalter zo-proz.
Schwefelsiure behandelt, worin das 3(z)-Methyl-naphthopyrazin leicht
16slich ist, wihrend etwa noch vorhandenes iiberschiissiges Diamin als unlés-
liches Sulfat zuriickbleibt. Aus dem Hauptversuch war iiberhaupt nur wenig
Unlésliches abgeschieden. Die schwefelsaure Eliissigkeit wurde mit viel Tier-

?) M.Kobelu. M. Scheuer, Biochem. Ztschr. 216, 223 (1929]; vergl. auch C. Neu-
berg u. A. Gottschalk, Biochem. Ztschr. 161, 244 [1925).

8) Eine weitere Extraktion aus alkalischer Losung hinterlieB kein wigbares Resi-
duum.
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kohle digeriert und abgesaugt; die Kohle wurde mit 20-proz. Schwefelsiure
nachgewaschen. Das Filtrat wies eine fiir Naphthopyrazine charakteristische
intensive Gelbfirbung auf, die bei Alkali-Zugabe sofort verschwand. Die
Losung wurde langsam unter Umriihren und Kiihlung in ca. 8-proz. Natron-
lauge eingegossen; dabei schied sich die freie Chinoxalin-Base anfangs als
eine Emulsion ab, die sich aber bald in Flocken verwandelte. Diese wurden
nach einigem Stehen abgesaugt, mit Wasser nachgewaschen und im Vakuum
getrocknet. Erhalten wurden so 1.4 g Substanz vom Schmp. 75—80°.

Im Vergleichsversuch, der natiirlich nicht zentrifugiert zu werden brauchte, aber
ebenso mit salzsaurem Naphthylendiamin behandelt wurde, 16sten sich von dem ge-
ringen Ather-Riickstand in der Schwefelsiure lediglich Spuren mit dunkler Farbe. Die
mit Tierkohle geklirte Fliissigkeit war jedoch vollkommen farblos und gab mit Natron-
lauge keine Triibung. Aus dem Hexose-phosphat allein war kein Methyl-naphthopyrazin
hervorgegangen, wie es zu erwarten stand.

Zur weiteren Reinigung wurde die im Hauptansatz isolierte Verbindung
aus Ligroin unter Anwendung von Tierkohle umkrystallisiert. Da das Methyl-
naphthopyrazin in Ligroin ziemlich 18slich ist, war es nétig, das klare Filtrat
bis auf 2—3 ccm einzuengen und den beim Abkiihlen entstehenden Krystall-
brei, von dem sich keine Fliissigkeit mehr abtrennen lieB, direkt auf Ton
abzupressen. Man erhielt so 0.85 g schwach gelbliche Krystalle vom Schmp.
889; 0.7 g davon wurden aus wiaBrigem, ca. 25-proz. Alkohol umkrystallisiert
und ergaben 0.4 g farblose Substanz vom Schmp. g5°.

Fiir die Analyse wurde der so gereinigte Kérper noch im Vakuum sublimiert (Olbad
ca. 120% 12 mm), wodurch jedoch der Schmelzpunkt nicht mehr anstieg.

1-980 mg Sbst.: 14.630 mg CO,, 2.360 mg H ;0. — 2.505 mg Sbst.: 0.322 ccm N
(289, 759 mm, s50-proz. KOH).

CsH N, (194). Ber. C 80.41, H 5.15, N 14.43. Gef. C 80o.14, H 5.26, N 14.56.

Zum Vergleich wurde das angulare Methyl-naphthopyrazin noch
aus synthetisch bereitetem Methyl-glyoxal hergestellt: Zu einer
Auflssung von 4.6 g o,f-Naphthylendiamin-Dichlorhydrat in 100 cem heiBem
Wasser wurden 67 ccm 2.15-proz. Methyl-glyoxal®) gefiigt. Die Reaktion
setzte unter Gelbfirbung sofort ein und wurde durch 1-stdg. Erwirmen
auf dem Wasserbade beendet. Durch die mit Natronlauge alkalisch gemachte
Fliissigkeit wurde Wasserdampf geleitet. Aus dem unter Eiskiihlung auf-
gefangenen Destillat krystallisierte sogleich das Methyl-naphthopyrazin.
Etwas mit iibergehendes unverbrauchtes Diamin bleibt zunichst in Lésung;
erst bei lingerem Stehen bilden sich Zersetzungsprodukte desselben, die
als dunkle Flocken ausfallen. Die ausgeschiedene Pyrazin-Base wurde deshalb
bald abgesaugt. Die Verbindung ist bereits ziemlich rein, jedoch sind fiir
ihre vollstindige Ubertreibung betrichtliche Wasserdampf-Mengen nétig,
und in dem Destillat bleibt das Methyl-naphthopyrazin teilweise gelost.
Fiir quantitative Zwecke empfiehlt es sich daher, die Reaktionsfliissigkeit
alkalisch auszuiathern und den Ather-Auszug dann iiber das Oxalat aufzu-
arbeiten, wie es fiir den biochemischen Ansatz beschrieben ist. Die Roh-
substanz wurde einmal aus wiBrigem Alkohol und dann aus Ligroin um-
krystallisiert; Schmp. 95°.

?) Bereitet nach der Vorschrift von C. Neuberg, E. Firber, A, Levite u.
E. Schwenk, Biochem. Ztschr. 88, 264 [1917].
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Fiir die Analyse wurde die Substanz noch aus dem Olbade (120° 13 mm Druck)
sublimiert. '

4.912 mg Sbst.: 14.475 mg CO,, 2.220 mg H,0. — 2.982 mg Sbst.: 0.373 ccm N
(19° 751 mm, so-proz. KOH).

CsH, 0N, (194). Ber. C 80.41, H 5.15, N 14.43. Gef. C 80.39, H 5.06, N 14.45.

Das Methyl-naphthopyrazin 16st sich leicht in 20-proz. H,SO, mit intensiv
gelber Farbe; in konz. H,SO, geht es mit grenadinroter Nuance iiber, die
bei Verdiinnen mit H,O in gelb umschligt.

Der Misch-Schmelzpunkt der Methyl-naphthopyrazine aus synthetischem
und biochemisch entstandenem Methyl-glyoxal blieb unverdndert.

473. W.Ipatiew, B.Dolgow und J. Wolnow: Uber ein neues
Verfahren zur Darstellung von Mesitylen.
(Eingegangen am 17. September 1930.)

Die Kondensation von Aceton unter dem Einflull von wasser-
entziehenden Mitteln und Katalysatoren bei verschiedenen Tem-
peraturen ist bereits in einer Reihe von Arbeiten!) ausfiihrlich beleuchtet
worden. Freer und Lachman?) sittigten das Aceton mit trocknem Chlor-
wasserstoff und beobachteten hierbei die Bildung niederer sauerstoff-haltiger
Kondensationsprodukte, z. B. des Phorons und des Mesityloxyds. Kanel
erhielt beim Steigern der Temperatur Produkte tiefergehender Konden-
sation, darunter auch das Mesitylen. Kiister und Stallberg?), sowie
spiter Noyes?) arbeiteten fiir das Mesitylen ein Darstellungs-Verfahren aus,
bei welchem sie Schwefelsiure auf Aceton einwirken lieen und eine
13.5—17.2-proz. Ausbeute erzielten.

In einer Reihe von Arbeiten ist von Ipatiew und Petrow die Kon-
densation des Acetons unter der Einwirkung von Aluminiumhydroxyd und
Zinkchlorid bei hohen Temperaturen und Drucken ausfithrlich besprochen
worden®). Es konnte unter den beschriebenen Bedingungen die Bildung
einer ganzen Reihe von Kondensationsprodukten, beginnend bei den niedersten
und bei Verbindungen vom Sesquiterpen-Typus endend, beobachtet werden.

In der vorliegenden Arbeit interessierte uns hauptsichlich der Mecha-
nismus der Kondensations-Reaktion, die das Aceton in Mesitylen
umwandelt. Veranlassung zu dieser Untersuchung gaben die von W. Ipatiew
jun. bei seinen Versuchen iiber die Verdringung der Metalle der 5. Gruppe
aus ihren Chloriden (SbCl,, BiCl;) durch Wasserstoff in Aceton-Lésung unter
Druck gemachten Beobachtungen. Bei diesen Versuchen wurde unter anderem
eine tiefgehende Kondensation des Losungsmittels, ohne Beziehung zu den
verwendeten Salzen, beobachtet; hierzu sei als hochinteressant bemerkt,
dal} die Kondensation sogar bei Verdiiinung der Ldsungen mit Wasser
stattfindet. Dieser letztere Umstand legt die Annahme nahe, da@ die Reaktion

)y Kane, Ann. Physik 44, 475 {1838]; Descudé, Ann. Chim. Phys. [7} 29, 493
{1903); Mannich, B. 41, 574 (1908]; Hoffman, Journ. Amer. chem. Soc. 81, 723 [1909’;
Fittig, A. 110, 32 [1859]; Baeyer, A. 140, 297, 301 [1866]; Heintz, A. 187, 250 [1877].

?) Amer. chem. Journ. 19, 887 [1897]. 3) A. 278, 210 [1893].

4) Amer. chem. Journ. 20, 807 [1808]. ) B. 80, 1956 [1927].





