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Diacetyl-Verbindung: Die'Darstellung erfolgt in der oben beachriebenen Weise.
Aus Aceton-Wasser erhilt man gelblichweiBe Nadeln, die bei 67¢ sintern und bei 71 —729
schmelzen.

CyHyOyNS, (598.6) Ber. C 48.15 H5.05 N 9.36 S10.71
Gef. C48.356 H5.20 N 9.64 S11.09

Azothiazol-(2.2’)-diessigsiure-(4.4)-dicarbonsiure-(5.5)-tetraithylester
(II, R’=CH,-CO,C,H,, R"”"=CO0O,(C,H;): 2g Hydrazothiazol-(2.2')-diessigsiure-(4.4’)-
dicarbonsiure-(5.5')-tetraithylester werden mit 20 cem verd. Salpetersiure erhitzt
und der rote Niederschlag in heiBem Aceton geldst. Beim Hinzufiigen von Wasseer in
der Hitze fallen rote, glitzerndé Nidelchen aus, die bei 109—110° schmelzen.
CyoHpOgN (S, (512.5) Ber. C46.87 H 4.72 N 1093 Gef. C 47.26 H 4.63 N 10.80

72. Rudolf Tschesche, Karl-Heinz Kihncke, Friedhelm Korte:
Uber Pteridine, IL Mitteil Die Synthese der 9-0xy pteroyl-glutamin-
sdure

[Aus der Biochemischen Abteilung des Chemischen Staatsinstitutes der Universitit
Hamburg]

(Eingegangen am 28. Februar 1951)

Es wird dber die Synthese und die Eigenschaften der 9-Oxy-
pteroyl-glutaminsiure berichtet.

Im vergangenen Jahr!) hahen wir die Synthese der 9-Oxy-pteroyl-gluta-
minsdure mitgeteilt, die moglicherweise als ein Zwischenprodukt der Bildung
der Folinsaure (folic acid) in Bakterien anzusehen ist. Damals hatten wir
nur ein etwa 10-proz. Rohprodukt fiir die bakteriologischen Versuche zur
Verfiigung. In dieser Arbeit berichten wir nun iiber die Reindarstellung und
die Eigenschaften der Verbindung. Dafiir war zunichst die Kondensation
des 8.9-Dioxy-2-amino-8-brommethyl-pteridins (I) mit p-Amino-benzoyl-glu-
taminsgure (II) so zu verbessern, daB die 9-Oxy- -pteroyl-glutaminsgure (III)
in guten und reproduzxerbaren Ausbeuten entstand.
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Anfangs versuchten wir die Kondensation bei py 8—12, ohne jedoch zu
brauchbaren Ergebnissen zu gelangen. Erst als wir die Reaktion bei py 4.4

1) R. Tschesche, C. H. Kdhncke u. F. Korte, Ztachr. Naturforsch. §b, 132 [1950].
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bis 4.9 durchfiihrten, wurden die Ausbeuten befriedigend. Anscheinend hydro-
lysiert das Brom im alkalischen Medium zu schnell ab und tauscht nicht mit
der p-Amino-benzoyl-glutaminsiure aus. Die nachfolgende Tafel gibt die Aus-
beuten unter verschiedenen Kondensationsbedingungen wieder:

Tafel. Kondensation von 6.9-Dioxy-2-amino-8-brommethyl-pteridin
mit p-Amino-benzoyl-glutaminsaure

‘ Geh. des
. ' Rohpro-
1 Mol. 6.9-Dioxy-2-amino- | ' = dukts an
8-brommethyl-pteridin, Lasungsmittel | Pu ' § tMin. | 9-Oxy-
kondensiert mit 1 Mol.: ‘ w pteroyl-
} glutamin-
i ' siurei. %,
1. PABGS®) | Wasser  8;9;10;11 | 25°| 60—180 | 4—20
2. PABGS-Methylester Glykol © 8;9;10; 11 | 25°| 80—180 4-15
3. PABGS-Methylester Glykol 8;9; 10; 11. . 140° 60 8
4. PABGS-Methylester \ Glykol i 4449  140° 60 25-30
5. PABGS Wasser ' 4449  25°| 300 | 30-35
Methanol-
6. PABGS-Methylester o otlMPY) 4449 ’ 250| 300 3035

*y PABGS = p-Amino-benzoyl-glutaminsiure

Danach a0t sich das Verfahren bei einem py = 4.4—4.9 in Waaser, Alkohol-Waaser
oder Glykol bei 25° oder 140° mit etwa gleichen und einigermaBen brauchbaren Ausbeuten
durchfiibren. Wegen der leichteren Reindarstellung des p-Amino-benzoyl-glutaminsgure-
diithylesters haben wir spiter vorwiegend nach den Verfahren 5 und 6 gearbeitet.

Auch durch dieHydrierung des 6.9-Dioxy-2-amino-pteridin-aldehyds-(8) mit
p-Amino-benzoyl-glutaminsiure punter Druck, analog dem Verfahren von F.
Weygand, A. Wacker u. V. Schmied-Kowarzik? gelang es, wie die
mikrobiologische Priifung zeigte, die 9-Oxy-pteroyl-glutaminsiure herzustellen:
Jedoch enthielt das Rohprodukt nur etwa 209, der gesuchten Verbindung®).

Wir hielten daher an dem zuerst erwihnten Reaktionswep fest, da das in
guter Ausbeute und Reinheit entstehende 6.9-Dioxy-2-amino-8-brommethyl-
pteridin als Ausgangssubstanz am geeignetsten erschien. Zur Kontrolle der
Versuche bestimmten wir, wie bereits angegeben!), die gebundene p-Amino-
benzoyl-glutaminsiure auf colorimetrischem Wege durch Diazotierung und
Kupplung mit Thymol nach Spaltung der 9-Oxy-pteroyl-glutaminsiure in
saurer Lysung mit Zinkstaub.

Die Reinigung erwies sich anfangs als schwierig, da die zur Isolierung der Pteroyl-
glutaminsiure bekannten Verfahren — Bildung von Schwermetallsalzen, Adsorption, Be-
handlung mit Ionenaustauschern — keine guten Ergebnisse brachten. SchlieBlich fanden
wir in dem Ausziehen der Rohprodukte mit gesittigter Calciumhydroxyd-Léosung ein ge-
niigendes Verfahren zur Anreicherung. Riihrt man ein 30% 9-Oxy-pteroyl-glutaminséure
enthaltendes Produkt bei etwa 60° 30 Min. mit Kalkwasser und filtriert heil ab, so léBt

%) B. 82, 25 [1949].

*) Anmerkung b. d. Korrektur (17. 5. 1951): Inzwischen stellten wir fest, daB hierbei
auch Aktivitit b. Leuconostoc cilrovorum auftritt, so daB mioglicherweise ein Gemisch ver-
schiedener Wirkstoffe entateht.
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sich aus dem Filtrat nach Ansiuern auf py=— 3—4 ein Niederschlag crhalten, der eine
Anreicherung der 9-Oxy-pteroyl-glutaminsiure auf 60—70% aufweist. Eine Wiederholung
des Verfahrens gibt oft schon ein 90-proz. Produkt, das sich aus Wasser umkristallisieren
liBt. Eine vollstindig durchkristallisierte Substanz ist allerdinge nur nach hiufigem Um-
kristallisieren aus Waaser zu erhalten.

10
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stallbild der 9-Oxy-.pteroyl-
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Abbild. 1. Kristalle von 9-Oxy- Abbild. 2. UV.Spektren von 9-Oxy-
pteroyl-glutaminsiure, 140fache pteroyl-glutaminsiure ————— und
VergroBerung Pteroyl-glutaminsiure — — — ——

y Be-
messen in n/,, NaOH mit dem Beck-
man-UV-Spektrophotometer

Die 9-Oxy-pteroyl-glutaminsiure ist in Wasser schwerer loslich als die
Pteroyl-glutaminsiure; sie 168t sich bei 100° in Wasser zu 200 mg/l, wah-
rend die Léslichkeit der letzteren®) ungefahr I g/l bei 100° (0.0016 mg/ccm bei
259 betrigt. Die Farbe der Oxy-Verbindung ist blasser gelb als die der
Pteroylglutaminsiure. Die Einfithrung der OH-Gruppe in 9-Stellung. bewirkt
also in Xarbe und l.slichkeit eine Verschiebung zum Isoxanthopterin-Typ.
Die 9-Oxy-pteroyl-glutaminsiure wird durch Licht wie Pteroyl-glutaminséure
zersetzt. Lost man 200 mg reine 9-Oxy-pteroyl-glutaminsiure in 1/ Wasser
bei 1000 und 1iBt 7 Tage bei 0° am Tageslicht stehen, so enthillt der Nieder-
schlag nach Ansiuern auf py 3 nur noch 309, der urspriinglichen Verbin-
dung; der Rest ist zersetzt.

Die Wachstumswirkung der 9-Oxy-pteroyl-gluteminsiure ist im Difco-
Nahrinedium?*) bei Streptococcus faecalis R ungefihr die gleiche wie die der
9-Desoxy-Verbindung (Abbild. 3). Dagegen zeigt sie bei Lactobacillus casei bis
zu 0.01 y/cem keinen Effekt. Dieser Befund geht mit der Unwirksamkeit des
6.9-Dioxy-2-amino-pteridinaldehyds-(8) bei diesem Bakterium parallel. Auch
bei Leuc. citrovorum ist bis zu 0.0l1y/cem keine "Wachstumswirkung von

" 3, B. L. Hutchings u. Mitarbb., Journ. Amer. chem. Soc. 70, 1 [1948).
¢) Difco-Laboratories, Detroit I, Michigan.
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Oxypteroyl-glutaminsidure festzustellen®). Tierversuche mit der 9-Oxy-pter-
oryl-glutaminséiure sind im Gange*).
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Abbild. 3. Wachstumskurven von Streplococcus faecalis R i. Ggw. von
Pteroyl-glutaminsiure und 9-Oxy-pteroyl-glutaminsiure — — —-—

Wir danken der Notgemeinschaft der DeutschenWissenschaft fir die
Gewiithrung eines Forschungs-Stipendiums an den einen von uns (K 6hn cke) und fiir weitere
finanzielle Unterstiitzung.

Beschreibung der Versuche

6.9-Dioxy-2-amino-8-mcthyl-pteridin: 40g 6-Oxy-2.4.5-triamino-pyri-
midin-sulfat, 30 g wasserfreies Natriumacetat und 40 g Oxalessigester werden in
400 ccm wasserfreiem EKisessig unter 6fterem Umschiitteln 1 Stde. auf dem siedenden
Wasserbad erwiirmt. Dabei scheidet sich die Pteridinessigsiure als eine gelbe Substanz
ab. Nach Zugabe von 400 ccm Wasser hilt man weitere 30 Min. auf 100°. Die Siure
wird noch heill abgesaugt, mit Wasser gewaschen und in 1 [ siedender 10-proz. Natron-
lauge aufgenommen. Nach kurzem Kochen mit Kohle wird die siedendc alkal. Lisung
der Pteridinverbindung in siedende verd. Salzsiure (2 I) gegossen. Die Substanz fallt in
farblosen Flocken aus, die nach dem Abkiihlen abfiltriert, mit Methanol gewaschen und
im Trockenschrank bei 100° getrocknet werden. Man erhilt so ein Gemisch von Methyl-
pteridin und Pteridinessigsiure, das man noch so lange in einem Kaliumhydrogensulfat-
Bad in einem Stickstoffstrom auf 280° crhitzt, bis keine Kohlensiure mehr entwickelt
wird. Die Methylpteridinverbindung kann ohne weiteres zur Brommethylverbindung
verarbeitet werden.

6.9-Dioxy-2-amino-8-brommethyl-pteridin(l): Die Losung von 15 g der be-
schriebenen Methylpteridinverbindung in 100 ecm konz. Schwefelgiure wird in
400 ccm wasserfreien Eisessig gegossen. Nach Umschiitteln wird die dunkel gefirbte Lo-
sung, aus der bisweilen das Sulfat nach einigen Minuten ausfallen kann, mit 4 ccm
wasserfreiem Brom versetzt und sofort auf dem Babo-Trichter zum Sieden erhitzt (Riick-
fluBkiihler und Calciumehlorid-Rohr). Bevor der Eisessig zum Sieden gekommen ist, ist
die Bromverbindung bereits als weiBes Kristallmehl quantitativ ausgefallen. Nach dem Ab-
kiihlen wird sie auf einer Nutsche (12 em @) abgesaugt und mit Eisessig gewaschen. Nach
dem Waschen mit 500 ccm Methanol erhilt man 21—22 g farblose Bromverbindung I.

) Wir danken Hrn. Prof. F. Weygand-Heidelberg fiir die Priifung unserer 9-Oxy-
pteroyl-glutaminsiure bei Leue. ¢itrovorum, wodurch unabhiingig von uns diese Beobach-
tung bestdtigt wird. '

*) Anmerkung b. d. Korrektur (17. 5. 1951): Herr Dr. K. Junkmann, Schering
A.G., Berlin, stellte fest, daB sie etwa 1/,, der Wirksamkeit wie Pteroyl-glutaminsiure
auf die Retikulozytose bei erwachsenen mannlichen Ratten hat.
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p-Nitro-benzoyl-1(+)-glutaminsiure: Zu einer Lésung von 158 g Glutamin-
siure-hydrochlorid (Schmp. 206°) in 850 ccm Wasser und 120 g Natriumhydroxyd
werden unter Riihren und Kihlen durch flieBendes Wasser inncrhalb von 60 Min. 200 g
p-Nitro-benzoylchlorid zugegeben. Gleichzeitig werden in kleinen Anteilen 850 cem
2n NaOH (68 g NaOH in 810 ccm Waaser geldst) hinzugefiigt, wobei die Temperatur
nicht iber 15° steigen darf. Die Losung bleibt dabei stark alkalisch. Nachdem noch
6Q Min. gerithrt worden ist, wird — ebenfalls unter Riihren — 80 viel konz. Schwefelsiure
zugegeben (180—200 ccm), daB ein py 4.0 erreicht wird. Die ausgeschiedene p-Nitro-benzoe-
siure (etwa 50 g) wird abgesaugt, mit Wasser gewaschen und das Filtrat langram auf py
1.5 gebracht. Es bildet sich ein geringer liger Niederschlag, der bei einigemn Stehen mit der
Hauptmenge der ausfallenden p-Nitro-benzoyl-glutaminsdure erstarrt. Schmp.
nach dem Trocknen im Exsiccator 112—1159; Ausb. 230 g.

p-Amino-benzoyl-glutaminsdure-didathylester: 60g p-Nitro-benzoyl-glu-
taminsiure werden in 500 ccm Wasser mit Hilfe von Natronlauge gelést, die Losung
auf py 5.5 eingestellt und dann bei Zimmertemperatur mit Raney-Nickel hydriert. Die
Wasserstoffaufnahme betriigt ctwa 10 [, die Dauer der Hydrierung 3—5 Stdn. Nach dem
Abfiltrieren des Katalysators wird durch Einstellen von py 3.0 die p-Amino-benzoyl-
glutaminsiure(II) in Freiheit gesetzt und die Lésung i. Vak. zur Trockne eingedampft.
Der Riickstand wird darauf mit 500 ccm 96-proz. Alkohol, der mit Chlorwasserstoff ge-
mittigt ist, Gbergossen und stehen gelassen. Nach 2 Tagen und hiufigem Umschiitteln
wird der Alkohol i.Vak. abgedampft, der Riickstand mit Wasser Gbergossen, und ein
unlésliches Nebenprodukt abgesaugt. Der p-Amino-benzoyl-glutaminséure-di-
dthylester wird aus acinem wasserlielichen Hydrochlorid durch Neutralisieren mit Am-
moniak bei py 8 unter Kithlung mit Eis in Freiheit gesetzt. Man erhalt weiBe Kristalle,
die abgesaugt und getrocknet werden. Sehmp. 1369; Ausb. 28—36 g.
9-Oxy-pteroyl-glutaminsidure (III): 1.)33.5g p-Amino-benzoyl-glutamin-
séure-didathylester werden in' 2] wasserfreiem Glykol auf 140° erhitzt, wobei die
Losung mit so viel Natriumacetat versetzt wird, daB beim Verdiinnen mit einem gleichen
VolumenWasser ein py von 4.5 erreicht wird. Es werdendann 27.2g 6.9-Dioxy-2-amino-
8-brommethyl-pteridin in moglichst feiner Form eingetragen. Dabei hilt man den py-
Wert zwischen 4.4 und 4.9. Man erhitzt 40 Min. unter kriftigem RGhren auf 140°, laBt
abkthlen und gieBt die rote Losung in 21 Wasser. Es wird iber Nacht stehen gelassen, die
braunen Flocken werden abfiltriert und mit Methanol gewaschen. AnschlieBend verseift
man den gebildeten Ester durcb Riihren (etwa 4 Stdn.) mit der ber. Menge Natronlauge,
oder durch Stehen {iber Nacht in 0.1n NaOH. Nach dem Ansiuern und Waschen mit
Methanol erhilt man 25g, die 25—30% 9-Oxy-pteroyl-glutaminsiure enthalten.

2.) 26.7g p-Amino-benzoyl-glutaminsiure werden in 2 | Wasser beipy 4.5 ge-
lost und unter RGhren 27.2g 6.9-Dioxy-2-amino-8-brommethyl-pteridin in még-
lichst feiner Form eingetragen. Man hilt den py-Wert zwischen 4.4 und 4.8 und riihrt
bei 25° 5 Stunden. AnschliefSend wird die Fallung abfiltriert und mit Methanol gewaschen.
Ausb, 30—-35g; Gehalt an 9-Oxy-pteroylglutaminsidure 30—35%,.

3.) Man 168t 33.5g p-Amino-benzoyl-glutaminsiure-didthylesterin 1] wiBr.
Methanol (1:1), hilt den py-Wert zwischen 4.4 und 4.9 und trigt 27.2g 6.9-Dioxy-
2-amino-8-brommethyl-pteridin bei 25° moglichst fein ein. Nach 5stdg. Riihren
wird der Niederschlag abfiltriert und zur Verseifung 4 Stdn. mit der ber. Menge Natron-
lauge geriihrt. Bei py 3—4 fillt ein Niederschlag aus, der abzentrifugiert wird. Ausb.
30—35g; Gehalt an 9-Oxy-pteroyl-glutaminsdure 30—359%.

4) 5g 6.9-Dioxy-2-amino-pteridin-aldehyd-(8) werden mit 10g p-Amino-
benzoyl-i-glutaminsiure, 3g Natriumhydrogencarbonat und 20g Natriumacetat
in 21 70-proz. Alkohol unter Zusatz von 1 g Raney-Nickel 1 Stde. bei 120—130° unter
20 At Wasserstoff geachfittelt. Nach dem Abkiihlen wird auf py 3 gebracht und die
ausgefallene Substanz durch Umfillen aus Natronlauge gereinigt. Es wurden so 5 g eines
20-proz. Produktes gewonnen.

Reinigung: Man riihrt 15 g eines 30% 9-Oxy-pteroyl-glutaminsiure enthal-
tenden Produktes dreimal mit je 2 [ gesitt. Kalkwasser je 30 Min. bei 609, filtriert vom
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Ungelésten und siuert die Filtrate auf py; 3—4 an. So erhilt man 4—5 g einer Fillung
die 60—709% 9-Oxy-pteroyl-glutaminsiure enthilt.

Der unlgsliche Riickstand der Kalkwasserextraktion wird mit Salzsiure bei py 3 in
die freie Siure Gbergefiihrt, wobei man 7—9g erhilt, in denen noch 12—159%, 9.-Oxy-
pteroyl-glutaminsiure enthalten sind.

Wenn man 7g dicses 12-159, 9-Oxy-pteroyl-glutaminsiure enthaltenden Materials
aufs neue mit je 2! Kalkwasser je 30 Min. bei 60° riihrt, so lassen sich aus dem Filtrat
noch einmal 500—700 mg 60-proz. 9-Oxy-pteroyl-glutaminsiure isolieren.

Durch Wiederholung des angefiihrten Verfahrens lassen sich aus 6 g cines nunmehr
60—70-proz. Rohproduktes durch dreimaliges Behandeln mit je 2 ! Kalkwasser 2.5 g eines
in dér Regel 90—100-proz. Materials isolicren. Aus dem Kalkriickstand gewinnt man
noch 2.5g 23-proz. 9-Oxy-pteroyl-glutaminsiure. Es werden so verhiltnismiBig leicht
mehr als 50% der im Rohpriparat enthaltenen 9-Oxy-pteroyl-glutaminsiure als Rein-
substanz gefaBt. Die Verbindung ist gelb, aus Wasser bei py 4 umkristallisierbar. Sie
zeigt keinen Schmelzpunkt. Zur Analyse wurde der Dimethylesterder3-Oxy-pteroyl-
glutaminseidure entsprechend d-n Angaben bei der Bildung des Pteroyl-glutaminsiure-
esters®) dargestellt.

CpHpuN,0, (497.5) Ber. C53.11 H 4.64 N 19.71 Gef. C52.62 H5.12 N 19.93

73. Ferdinand Bohlmann: Konstitution und Lichtabsorption, 1. Mit-
teil.: Carbonyl-Derivate®*)

[Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Braunschweig)
(Eingegangen am 29. Januar 1951)

Es wurden die Absorptionsspektren einer grifleren Zahl von
Carbonyl-Derivaten untersucht. Die allgemein beobachtete Ver-
schiebung der Lichtabsorption ins Langwellige gegeniiber der bei den
Carbonyl-Ausgangsverbindungen wird dem freien Elektronenpaar
der NH-Gruppe zugeschrieben.

Zur Charakterisierung von Carhonyl-Verbindnngen sind eine Reihe von
stickstoffhaltigen Substanzen im Gebrauch, die sich praktisch alle vom Hy-
drazin ableiten. Kine Ausnahme bilden nur die Oxime. Alle diese Verbin-
dungen geben mit Carbonyl-Verbindungen Derivate, die sich durch charak-
teristische Spektren auszeichnen. In der Literatur sind bereits einc groBe
Zahl derartiger Absorptionsspektren beschrieben'-7?). Bei diesen Spektren ist

‘_)Inqdi_e_ser Arbeit werden die in der Carotinoid-Chemie iblichen Namen benutzt.
Es bedeutet ;

H, CH, ﬁn,
§-Cy-Aldehyd = R-CH, CH:C-CHO 8-Cio-Keton - R-CH:CH-C:CH-CO
& | H,C__CH
B-Cy-Keton - R-CH:CH-C:CH-CH:CH-CO Ot
CH, R - |\)|\
B-Cie-Aldehyd ~ R'CH,-OH=(JJ-CH:CH-CH:CH-CHO CH,

) L.X.Evans u. A. E.-Gillam, Journ. chem. Soc. London 1948, 565.

?) E. A. Braude u. E. R. H. Jones, Journ. chem. Soc. London 1845, 498.

3) J. D. Roberts u. Ch. Green, Journ. Amer. chem. Soc. 88, 214 [1946]

4 A. E. Gillam u. D. Moss, Journ. chem. Soc. London 1847, 1387.

%) A. Burawoy, Journ. chem. Soc. London 1841, 20.

%) E. A. Braude, E. Jones, H. Koch, R. Richardson, F. Sondheimer u. J.
Toogood, Journ. chem. Soc. London 1849, 1890.

") J. Meisenheimer, A. 502, 156 [1933].





