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reinen Stickstoffs durch d a s  GefaD geleitet wurde, um die Luftkohlensliure auszuschlie- 
Ben. Wenn sich die Arbeitstemperatur in der Lauge eingestellt hatte, wurde die notwen- 
dige Menge vorgewarmten Formaldehyds (30-proz., kiiufliches Formalin) auf einmd zu- 
gegeben, die Losungen durch einen verstiirkten Sticlrstoffstrom gut vermischt und sofort 
eine Probe von 10.0 ccm entnommen. 

Durch EingieDen in eine abgemessene Menge J L / ~ , ,  HKO, wurde die Umsetzurig abge- 
brochen, der Laugengehalt durch Rucktitration der noch unverbrauchten Salpetersiiure 
festgestellt und in der gleichen Probe der Gehalt a n  Formaldehyd durcb merkurimetrische 
Titration bestimmt.. 

Gelegentlich wurde die Aldehydtitration etwas dadurch gestort, daB in dem Konden- 
sationsprodukt Stoffe auftraten, die Hg(I1)-Salze zu Hg(1)-Verbindungen reduzierten. 
Der verursachte Fehler war jedoch nicht groBer ale 1.504 der eingemessenen Bormaldehpd- 
menge. 

___- ____ ~ _ _  ~ _ _ _ _  

63. Friedriob Weygand und Gerhard Schaefer;  Synthese von 
Pteroyl- I-glutaminsaure- [ 11 - lac] (Folinsiiure- [ 11 -14C]) 

[Aus dern Chemischen Institut der C niversitlt Heidelberg] 
(Eingegangen am 21. Dezember 1951) 

Bei der Kondensation Ton 2.3-Dibrom-propionaldehyd (Acrolein- 
dibromid) mit 6-Oxy-2.4.5-triamino-pyrimidin und p-Amino-benzoyl- 
I-glutaminslure zu FolinsLure liefert die CH2Br-Gruppe des Acrolein- 
dibromids die Methylenbriicke, wie sich durch Verwendung yon 2.3- 
Dibrom-propionaldehyd- [3-’*C] und Abbau der erhaltenen l4C-Bolin- 
siiure ergah. 

Bei cier ersten bekannt gewordenen E”olinsaure-Synthesel,”j, die auch heute 
noch die technisch bedcu tungsvollste ist, wird 2.3-Dibrorn-propionaldehyd niit 
6 - Oxy -2.4.5- triamino-pyrimidin (IV) und p -Amino-benzoyl-1-glutaminstiure 
(111) kondensiert. Es war bishcr nicht bekannt, ob bei dieser Kondensation, 
die am besten im ,,Eintopfverfahren”3) durchgefuhrt wird, die Aldehydgruppe 
oder die CH,Br-Gruppe des Acroleindibromids die Methylenbriicke zwischen 
dem Pteridinring und dem p-Amino-benzoyl-1-glutaminsiiure-Rest liefert. 

Zur Klarung dieser Frage durch Verwendung von 14C war es notwendig, 
ein l4C-Acroleindibromid herzustellen, in dem entweder C1 oder C3 markierl 
war. Im Hinblick auf die leichte Zuglinglichkeit von Acrolein durch Konden- 
sation von Formeldehyd mit Acetaldehyd uach den1 von H. Schulz  und H. 
Wagnerq) angegebcnen Verfahren entschlossen wir uns, C3 zu markieren und 
dementsprechend H24CO mit HyC .CHO zu A~rolein-[3-~~C] zu kondensieren. 

H,l%O ist ails H,l% .OH schon ofters dargestelit worden (Ausbeuten 
50-70% d.Th.)S). TJnter Einhaltung genauer Versuchsbedingungen (rergl. 

1 )  R. R. Angier ,  J.H. B o o t h e ,  R. L. H u t c h i n g s ,  J .H.Mowat ,  J. Semb,  I<. L. R. 
S t o k s t a d ,  Y. S u b b a R o w  u. C. W. Waller ,  Science 103,667 [1946]. 

2, C. W. Waller ,  H. 1,. H u t c h i n g s ,  J. H. Mowat ,  E. L. 12. Stokstr ld ,  J. H. Boo- 
t h e ,  R. B. Angier ,  5. S e m b ,  Y. S u b b a R o w ,  D.R.Cosulich, M. J. P a h r e n b a c h ,  
M. E. H u l t q u i s t ,  E. K u h ,  13. H. N o r t h e y ,  D. R. Seeger ,  J. P. Sickels  u. J . M .  
S m i t h  jr., Journ. Amer. chem. Sor. 70,19 119481. 

3, 1IIu.lVvorgelegt und Acroleindibromid zugefiigt. 4, Angew. Chem. 62,105 [1950]. 
5, A. R. J o n e s  u. W. J. S k r a b n ,  Science 110, 332 [1949]. C. Heide lberger ,  Jomn. 

c__- 

biol. Chem. 179, 139 119491. H. R. V. Arns te in ,  Nature (London) 164,361 [1949]. 
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Versuchsteil) konnte diese Reaktion bei Verwendung von 6 ccm Methanol mit 
einer Aktivitat von 1 mC in 86-proz. Ausbeute durchgefuhrt werden. 

Die Kondensation von H81dc0 mit Acetaldehyd fiihrten wir mit dem auch 
technisch verwendeten Katalysator (Natriumsilicat auf SiO,) durch und er- 
hielten bei einem Durchsatz durch die Apprtratur (vergl, Versuchsteil) 39% 
d.Th. an Acrolein-r3-W] (I), Um Verluste an radioektivem Acrolein zu ver- 
meiden, die bei einer Abtrennung von nicht umgesetztem Formaldehyd und 
Acetaldehyd durch Destillation uuvermeidlich gewesen wiiren, wurde das Reak 
tionsgemisch direkt bromiert. Bei der nachfolgenden Kondensation des so er- 
haltenen 2.3-Dibrom-propionaldehyds-[3-W] (11) mit 111 und 1V stijren, wie 
Vorversuche mit nichtradioaktivem Material zeigten, der noch vorhandene 
Fornialdehyd und Acetaldehyd nicht. Um eine moglichst hohe Ausbeute an 
Folinsiiure, bezogen auf I I z u  erhalten, wurden auf 1 Mol. I1 je 2 Moll. I11 und IV 
verwendet. Die 14C-Folin~liure (V) wurde so in 11-proz. Ausbeute, ber. auf I, 
b%w. in 3.7-proz. Ausbeute, ber. auf das urspriingliche eingesetzte radioaktive 
Methanol, in reiner, kristallisiurter Form erhalten. 

Urn die Stellung des 111c-Atoms in der radioaktiven Folinsaure zu ermitteln, 
wurde sio zunachst in bekannter Weisee) rnit Permanganat zur 6-0xy-2-amino- 
pteridin-~arbonsaure-(8) (VI) oxydiert, die durch Erhitzen auf 250-290" 6, zu 
6-Oxy-2-amino-pteridin (VII) decarboxyliert wurde. Das dabei abgespaltene 
Kohlendioxyd wurde in Bariumcarbonat ubergefiihrt und in dieser Form der 
radioaktiven Messung unterworfen. 

Tafel 1. Ergebnisae der radioaktiven leaanngen 
(extrapoliert auf die Schichtdicke 0 mg/cm*; Zji;hlrohr mit 4 mg/cmZ Climmerfolie) 

Verbindung 

Folinsaure + 2 R,O ........... 
6nre-(S) + 0.5 &O ......... 

602000 
6-0xy-2-amino-pteridin-carbon- 

BaCO, ...................... 2600 197 1 493000 

I n  der Tafel 1 sind die Ergebnisse der radioaktiven Messungen an Folin- 
slure, 6-Oxy-2-amino-pteridin-carbonsaure-(8) und am Bsriumcarbonat auf- 
gefiihrt. Man erkennt, daB die Zahl der Impulse pro Millimol fur alle drei Ver- 
bindungen praktisch gleich ist. 

Danach muS das bei der Deoarboqliemng gebildete 6-Oxy-2-amino-pteri- 
din (VI1) frei von Radioaktivitat sein, was sich nicht ohne weiteres zeigen lieS, 
denn die Decarboxylieruig erfolgte nur zu etwa 60%. DaB VII tatsiichlich 
froi voii 14C ist, ergab sich nach papierchromatographischer Auftrcnnung einer 
Probe des Decarboxylierungs-Ruckstandes (vergl.. Tafel 2). 

6) E.L.R.Stoks t&d,  B.L.Hutchings,  J. H. M o w a t ,  J. H. B o o t h e ,  C. W. 
Waller ,  R. R. Angier ,  J. Semb,  u. Y. SubbaRow,  Journ. Amer. chem. Soc.70, 
5 [1948]. 
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Tafel 2. Ergebnisse der radioaktiven Messungen am Deoarboxylierungs-  
Ruckstand nach papierchromatographischer  'rrennung 

Nulleffelrt . . . . . . . . . . . . . . . .  

6-Oxy-2-amino-pteridin- 
6-Oxy-2-amino-pteridin ...... 

carbonsaure-(8) . . . . . . . . . .  

Nulleffekt es 

30 Min. 417 14 1 0 

30 Min. 3275 109 1 96 

30 Min. 396 13 I 0 

CO,H 

V OH OH VI 

VII VIII IX 

Somit steht einwandfrei fest, dal3 entsprechend den obenstehenden Formel- 
bildern die CH,Br-Gruppe des  Acroleindibromids die  Methylen-  
briicke i n  der  Fol insi iure  l i e f e r t .  

Beziiglich des Reaktionsverlaufes, der dazu fuhrt, dal3 das 3-standige C- 
Atom des Acroleindibromids die Methylenbrucke liefert, lassen sich folgende 
Annahmen machen: Acroleindibromid geht in der auf p~ 4 gepufferten Losung 
zuniichst in a-Brom-acrolein (11,C:CBr -CHO) uber. Dieses addiort sich am III 
zu -C6H4.NH.CH,-CHBr.CH0, das dann mit I V  RingschluB zu Dihydro- 
folinsaure eingeht. SchlieBlich erfolgt Dehydrierung zu Folinsaure. Fiir diese 
Annahme sprechen die AngabeneinesPatentes von P a r k e ,  Dav i s  & GO.'), wo- 
nach a-Chlor- bzw. a-Brom-acrolein zunachst an I11 addiert wird und dann mit 
I V  Folinsiiure ergibt. In gleicher Richtung weisen auch unsere Versuche uber die 
direkte Synthese von Chinoliniumverbindungens) mit Acroleindibromid bzw. 
a-Brom-acrolein und N -Alkyl-p-amino-benzoesiiuren. Hingegen liefert die 

7) Brit. Pat. 839164. 8 )  F. Weygand u. W. Rupp, B. 83,465 (19501. 
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S chif f sche Base &us Acroleindibromid und 111 bei der Kondensation mit I \r 
unter den Bedingungen des ,,Eintopfverfahrens" Folinsiiure nur in Spuren'). 
Nach den in der vorliegenden 14rbeit mitgeteilten Ergebnissen liegt in dieser 
S c hif f schen Base -C&, .N : CH - CHBr .CH& die umgekehrte Keihenfolpe 
der C-Atome vor, wit: sie schliel3lich in der Folinsiiure ersoheint. 

Denkbar w%rc auch folgender Mechanismus, fur den allerdings keine experimentellcri 
Hinweise vorliegen: Acroleindibromid reagiert niit der a-stiindigen CHRr-Gruppe mit drr 
basischsten Aminogruppe von 1V') (5 stLndige dminogruppe) unter HBr-Abspaltung, 
worauf zwischen der Aldehydgruppe und der 4 stendigen Aminogruppe Wasser zu VIII 
abgespalten wird. I n  dieeem findet intramolekulare HBr-Abspaltung zu IX statt, das als 
Athylenimin-Derivat mit 111 zu Dihydrofolinsiure reagiert, die dann dehgdriert wird. 

Der Badisohen Ani l in-  u n d  Sodafabr ik ,  J,udwigshafen/Rhein, inshesondere Hrn. 
Dr. U. Gerloff, und Hrn. Dr. H. Schulz ,  D e g u s s a ,  I"rankfurt/Main, danken wir be- 
stens fur Unterstiitzung und wertvolle Ratschliiige bei der Ausfiihrung der Gasphaseri- 
realrtionen. Der N o t g e m e i n s c h a f t  der  D e u t s c h e n  Wissenschaf t  danken wir f ~ r  
finanzielle Untorstutzung, der Fa. F r i e s e k e & H o e p f n e r, Erlangen-Bruck, fiir leih- 
weise Uberlassung eines StrahlungsmeBgerates FH 41 und Hrn. Karl  W a c k e r  fur ge- 
schickte Hilfe bei der Durchfubrung der Versuche. 

Besehreibung der Versuche 
1) Formaldehyd-[W]:  Die Dehydrierung von Yethanol zu Formaldehyd wurde in 

riner Quarxapparatur (Abbild. 1) vorgenomnten; als Kontakt diente elektrolytisch 

Abbild. 1 .  Apparatur zur 
Darstellung von Form- 
aldchpd-[ I 4 c '  \ (31 1 : 10) 

abgeschiedenes, fein granuliertes 
Silber. Die optimalen Beaktions- 
hedingungen waren in zahlreichen 
Einzelversuchen (- 60) mit inak- 
tivem Methanol ermittelt worderi. 
Die obere Kurve in drr Abbild. 2 
zeigt die Formaldehydsusbeuten 
(Mittelwerte der lvtzten 19 Kin- 
zelversuche). 

Dcr Ratalysator wurde zu Ver- 
suchsbegirin erliitzt und behielt 
seine Temperatur konstant bei, 
wens bei einer Belastung von 38 g 
50-proz. Methanol pro Stde. zur 
Oxydation etwa 39 E Luft pro StdP. 
zugefiihrt wurden. Aus der obcrcn 
Kurve der Abbild. 2 gaht hervor, 
da8 die Ausbeuten bei Versuchen, 
die iiber einen Zeitraum von 1 his 
7 Stdn. durchgefiihrt wurden, ctws 
1% hijher liegen als die cntsprr- 
chenden Werte, die man hri der 
Osydation von nur 12 g Uelrllsch 
innerhalb ciner Versuchszrtt von 
15 Min. erhiilt (umtere Kurw, 
Abhild. 2). I>as Optimum der -411s- 
beute liegt bei eincr Katalysator- 
Temperatur yon 687". Diese Wertc 
gelten nur f6r die vcrwendete 
Apparatur. 

-__ 
O) TT'. Wilson ,  Journ. chcm. Soc. London 1948, 1157. 
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Da der Kontakt seine optiniale Wirkung erst nach einer gewissen Zeit erreicht, wurde 
ein Gernisch von 19 g Wnsser und 19 g inalctivem Methanol im Verlaufe einer Stde. durch die 
Apparatur geleitet urid anschlieljend auf radioaktires, d w a  60-proz. wLi6r. Methanol um- 
geschaltet. Es standen 0.028 g H24C.0H .Q88 
(Harwell) mitcinerAktivititvon 1mC zur 2 
Verfiigung. Dieseswurde mit6.0 ccm inakt. ' 

is Methanol und 6.0 ccm Wasser verdiinnt. 
Aus 19 g inakt. Methanol -1- 19 ccm 3 

14'as.ser wurde bei lstdg. Versuchsdauer .s 
ein waljr. Kondensat erhalten, das 15.28 g 
F o r m a l d e h y d ,  0.5 g Methanol und 3 
0.002gAmeisensLure enthielt. Das Wasch- 2 
4 aswr aus dern anschlieljenden Riesel- 
turn1 cnthielt noch 0.28 g Formaldehyd. 

86 

84 

82 670° 680° 690° 700° 770° 
Kontaki- )Tempera fur 

Abgase enthielten % ''2 und Abbild, 2. Dehydrierung von Methanol- 
[14C] zu Formaldehyd-[14C]; 1--7 Stdn.- 11m40A % \.Venn man den Formaldehyd 

im 'Waschvrasser des Ricselturines ver- 
wirft, so erhiilt man also eine Ausbeute an 
Forinaldehyd vori 85.8:d d.Th., das in 25-proe. waWr. Lbsung anfallt. Da die Dehydrierung 
des radioaktiven Formaldehgds anschlieaend unter genau gleichen Versuchsbedingungen 

stattfand (es wurde lediglich auf das Vorratsge- 

Iremuch ~ , 15 Min.-Versuch---- 

Ahbild. 3. Apparatur zur Darstellung 
von Acrolein-[3-'4C] (M 1 : 10) 

faB niit radioaktivem Methanol umgeachaltet), 
k m n  die gleiche Rusbeute.angenommen werden. 

Demnach wurden aus 6 g Methanol 4.75 g 
H,'4C0 erhalten, der als 26-proz. wiiljr. Losung 
vorlag. Im Gegensatz zu samtlichen Verguchen 
mit inakt. Material enthielt jedoch die radio- 
aktive Formaldehyd-Losung geringe Mengen wei- 
13er Flockchen (polymerisierter Formaldehyd ?). 

2) A~roTein-[3-~'C] (I): Die Kondensation 
von F o r m a l d e h y d  niit A c e t a l d e h y d  nach 
H. Schulz  und H. Wagner4)  wurde in einer 
Apparatur nach Abbild. 3 vorgenommeri. Iliese 
besteht aus einem graduierten, rohrenformigen 
'l'ropftrichter, dessen Hahnkiicken zur besseren 
Feineinstellung mit verlingerten Handgriffen 
rersehen und dessen Abtropfrohr als Capillarp 
ausgebildet ist. Das anschlie5ende Koiitaktrohr 
1ia.t eine Lange von 50cm und einen inneren 
Durchmesser von 1'7 mm. Als Katalysator dient, 
Silicagel, das mit 10% seines Gewichtes mit 
Natriumsilicat impriigniert ist4). Die urspriing- 
lich 4-8 mm langen Striinge wurden im Morser 
auf eine KorngroBe von 1-2 mm zerkleinert, das 
daneben eiitstandene feine Mehl wurde abgesiebt 
und verworfen. Der so vorbereitete Katalysator 
wurde auf die am unteren Ende des Rohres be- 
findliche lcurze Glaswolleschicht bis zu einer Hijhe 
von 10 cm aufgeschiittet. Dann wurde ein Ther- 
mometer eingesteckt, das den Bereich um 280° 
gut abzulesen gestattet, worauf der Katalysator 
neiter bis zu einer GesamtschichthBhe Ton 30 cni 
so eingefiillt wurde, da5 das Thermometer in der 
Rohrachse blieb. Die Kontaktmasse wurde nach 
ohen durch eineii kurzen Glaswollepfropfen ab- 
geschlossen. Die Reheizung geschah mit einem 
3.ircm langen elektrischen Ofen. 



6-Oxy-2.4.5-triamino- 
pyrimidin -sul€at 

(Mol.) 

1 
1 

p-Amino- Ausb. an hist. Polinsiiure, 
her. auf 1 8101. Actolein- 

dibromid 
(Mol.) ?i d.Th. 

henzoyl-l-glutamineaure 

2 
2 
3 

1 
2 
1 
2 
3 

2.3 
2.7 
8.8 u. 9.3 

12.5 
12.3 

Fi.ir die Kondensation rnit A~roleindibromid-[3-'~G] wurden daher auf 1 Mol. dieser 
Verbindung je 2 Moll. 6-Oxy-2.4.5-triamino-pyrimidin-eulfat und p-Amino-benzoyl-l-gluta- 
minslnre verwendet. - 
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Unterhalb dea Kontaktrohres befindet sich ein kurzer SchlangenkIihler, der mit stehen- 
dem Wasser etwa % gefiillt ist; wird mit fliel3endem Wasser gekiihlt, so verstopft der nicht 
umgesetzte Formaldehyd durch Polymerisation die ersten Windungen des Kuhlrohres. 
Die Vorlage wurde rnit 20-30 mg Hydrochinon beschickt und wiihrend der Kondensation 
m i t  fcster Kohlensiiure und Aceton gekiihlt. Da die Abgase nur noch sehr geringe Mengen 
Acrolein enthielten, wurde darauf verzichtet sie in einem nachgeschalteten Rieselturni 
auszuwaschen. Sie wurden iiber eine mit fliissiger Luft gekiihlte Falle abgesaugt. 

Wie bei der technischen Darstellung4) erwies sich auoh hier, daO der optimale Tempe- 
raturbereich zwischen 300 und 310° liegt. Da die Reaktion exotherm verliiuft, wurde der 
Kontakt auf 295O gleichbleibend angeheizt, worauf rnit dem Zutropfen des Gemisches 
begonnen wurde. Die Tropfgeschwindigkeit wurde 50 reguliert, dafi d l e  6 Sek. ein "rop- 
fen fiel. Auf diese Weise wurde eine gleichmaBige Belastung erreicht, die im Falle des 
radioaktiven Versuchs 19.2 ccm/Stde. betrug. 

Die nach 1) erhaltene Formaldehyd-Liisung wurde rnit 7.1 g A c e t a l d e h y d  (1 Mol) 
gernischt zur Umsetzung gebracht. Nach Beendigung der Reaktion wurde mit 6ccrn 
Wasser, das mit glaicher Tropfgeschwindigkeit iiber den Kontakt geschickt wurde, nach- 
gewaschen. 

Auch im Falle des Acroleins wurde die Ausbeute an radioaktivem Material nicht durch 
direkte Titration bestimmt. Bei 13 Vorversuchen war unter den beschriebenen Redin- 
gungen eine Ausbeute von 39-39.5% d.Th. erhalten worden. Aus den nacli 1) erhaltenen 
4.75 g Formaldehyd waren daher maximal 3.5 g Acrolein zu erwarten, was bei der uber- 
fiihrung in Acroleindibromid bestatigt wurde (vergl. unter 3). 

3) 2.3 - D i b r o m - prop  i o n a1 d e h y d - [ 3-14C] (Acr ole  i n d i b r o mid - [3-W]) (11) : Vor- 
versuche mit inakt. Material hatten ergeben, daI3 das bei der Darstellung erhaltene 
Gemisch unmittelbar weiterbromiert und ohne Beeintriichtigung der Ausbeute das irn 
Gemisch mit Formaldehyd und Acetaldehyd vorliegende Acroleinbromid zur Pteroyl-2- 
glutaminsaure-Syntheae verwendet werden konnte. 

Wie ausgefiihrt wurde, konnten maximal 3.5 g Acrolein vorliegen, die zu vollstiindiger 
Bromierung 10.0 g Brom erfordert hatten. Urn Oxydation der Aldehyde zu vermeiden, 
wurde die Bromiening im Kiiltegemisch vorgenommen. Das acroleinhaltige, waBr. Kon- 
densat wurde mit 4 ccm Ather versetzt und wabrend des Bromierens so weit gekiihlt, daIl 
das in kleinen Anteilen zugesetzte Brom jeweils nach 3&45 Sck. entfkrbt war. Nach Zu- 
gabe von 9.9 ccm blieb eine hellgelbe Farbung bestehen, d. h. die Addition war beendet. 
Daraus ergibt sich, daI3 die bei der Formaldehyd- und Acrolein-Synthese bei den zahlrei- 
chen Vorversuchen mit inakt. %Material ermittelten Ausbeuten auoh beim radioaktiven 
Versuch erreicht wurden. 

4) Pteroyl-l-glutarninsii~re-[ll-~~C] (Fol insaure-  [ll-14C]) (V) : Durch Vor- 
versuche mit nichtradioaktivem Material wurde zunachst ermittelt, bei welchem Mo1.-Ver- 
hiiltnis von p-Amino-benzoyl-Z-glutaminsiiure (111) zu 6-Oxy-2.4.5-triamino-pyrimidin- 
sulfat (IV) eine maximale Ausbeute an Folinsaure erreicht wird, wenn 1 Mol. Acroleindi- 
bromid verwendet wird. 

_- 

Die IErgebnisse dieser Versuche sind nachstehend zusammengefafit: 

Fi.ir die Kondensation rnit Acr0leindibromid-[3-'~C] wurden daher auf 1 Mol. dieser 
Verbindung je 2 Moll. 6-Oxy-2.4.5-triamino-pyrimidin-aulfat und p-Amino-benzoyl-l-gluta- 
mi nsiinre verwendet. - 
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30 g 6-Oxy-2.4.5-triamino-pyrimidin-sulfat und 30 g p-Amino-benzoyl - l -  
g l u t a m i n s l u r e  wurden in wenig Wasser aufgeschliimnit und in 1.5 I siedendes Wasser 
eingeriiht, in dem zuvor 20 g krist. Natriumacetat gelost worden waren. Nachdem Lb- 
sung eingetreten war, wurde auf Zimmertemperatur abgekuhlt und der pH-Wert auf 4.0 
eingestellt, worauf die zuvor hergestellte LBsung des 14C-Acroleindibromids (11) 
(wilBr. und zither. Schicht) und von 5.5 g Chinon in 1500 ccm Athano1 untm heftigem 
Riihren im Laufe von 1% Stdn. eingetropft wurde. Durch Zugabe von n NaOH wurde 
der pH-Wert auf 4 gehalten (Priifung durch Tupfeln). Nachdem noch 1 Stde. nachgeriihrt 
war, lieB man uber Nacht stehen. Der ausgefallene Niederschlag wurde scharf abgesaugt 
und mit Wasser sowie 500 ccm Alkohol gewaschen. 

Zur Gewinnung der krist. Y t e r o y l - l - g l u t a m i n s a u r e  wurde das ziegelrote Produkt 
mit 50 ccm 21zNaOH unter Zerreiben im bforser aufgesehlammt und in 1200 ccrn Wasser 
eingetragen. Nach Zusatz von weiteren 40 ccm 2 nNaOH trat vollstlndige Losung ein. 
Mit Hilfe von 12 g BaCI,.2Hg0, das in wenig Wasser gel6st war, wurde ein hellbrauner 
Niederschlag gefallt, der iiber Kieselgur abgesaugt wurde. Das Filtrat wurde mit 2nHCl 
auf PH 7 gebracht, aufgekocht und mit 5 g der Bleicherde Tonsil versetzt. Nacp Filtrieren 
der siedenden h u n g  wurde der Ruckstand rnit 4 1 Wasser und anschlieBend mit 3 2 Waa- 
ser ausgekocht. Die drei Filtrate wurden mit Eisessig auf PH 3.5 eingestellt, worauf beim 
Abkuhlen und Stehen iiber Nacht ein hellgelber Niederschlag ausfiel. Die drei Fraktionen 
wurden vereinigt und in 4 1 siedendem Wasser unter Zusatz von n NaOH (pa 7) gelfist. 
Nach Z m t z  von log Tonsil wurde nochmals aufgekocht und siedend filtriert. Nach dem 
Ansiiuern mit verd. Salzsiiure bis auf PH 3.5 fiel beim l a n g s a m e n  Erkalten uber Nacht 
krist. Pteroyl-Z-glutarnin~i~re-[ll-~~C] f 2 H20 (V) in Farm feiner Nildelchen am; 
Ausb. 1.9 g d 3.65% d.Th. bez. auf das is 1) eingesetzteMethano1 oder 11.1% d.Th. bez. 
auf Acrolein. 

C,,H,,O,N, (441.4) Ber. C 51.70 H 4.34 Gef. C 51.20 H 4.58 (Wasserfreies Prap.) 
Mikrobiologisch ergab sich die genau gleiche Wuchsstoffkirkung wie mit krist. ,,Folk 

acid" der Leder le  L a b o r a t i e s  Div is ion  (USA.). 
Die M w u n g  der Radioaktivitat gab einen Wert von 1050 Impulsen/Min./mg/cma lo) 

extrapoliert auf die Schichtdicke 0 mg/cm2. Das entspricht einer Aktivitat von 1050.477 
= 502 - 108 Imp./Min./Millimol/cm2. 

5 )  6-  Oxy-2 -a m i n o - p t  e r  i d i n - c a r b o n s a u r e  ["C] - (8) (VI) : 0.5 g radioaktive F o -  
l i n s a u r e  (V) wurden in 50 ccm Waseer durch Zugabe von 10 ccm 2nNaOH unter Erwzir- 
men gel8st. Darauf wurden 50 ccm einer 2-proz. wiiBr. Kaliumpermanganat-Losung zu- 
getropft. Nach Entfilrbung mit 2 ccm Athano1 wurde die Liisung heiR filtriert, mit konz. 
Salzsaure auf PH 1 angesiiuert und mit Natriumacetat auf PH 3 abgepuffert. Beim Kiihleri 
fiel die C a r b o n s a u r e  VI aus, die abzentrifugiert und mit Wasser und Athanol gewaschen 
wurde. Getrocknet wurde iiber konz. Schwefelsaure-Natriumhydroxyd ; Ausb. 0.226 g, 
schwach gelbliches Pulver. 

C,H,OSN, 0.5 H,O (216.1) Ber. H,O 4.18 Gef. H,O 4.02 
Extrapoliert auf die Schichtdicke 0 mg/cma ergab sich eine Aktivitiit von 2300 Imp./ 

Min./mg/cma, was 2300.216 :-> 497. lo3 Imp./Min./Millimol/cm2 entspricht. 
6) D e c a r b o x y l i e r u n g  d e r  8-O~y-2-amino-pteridin-carbonsiiure[~~C~-(8): 

Die Decarboxylierung der radioaktiven 6 - 0 x y  - 2 - a m i n o  - pt er  i d in - c a r b o n  silur e - (8) 
(VI) wurde in der in der Abbild. 4 wiedergegebenen Apparatur vorgenommen. Sie besteht 
au8 dem ReaktionsgefaB, dem eine Waschflasche vor- und zwei Waschflaschen nachge- 
schaltet sind. Sie sind so ausgebildet, daB zwischen dsm zentrisch bis zum Boden reichen- 
den Einleitungsrohr und der Innenwandung des GefiQes eine eng gewickelte Glasspirale 
genau hineinpaat. Dadurch wird erreicht, daB dem Case trotz geringer Menge an Absorp- 
tionsfliissigkeit ein langer Austauschweg zur Verfiigung steht . Die zu decarboxylierende 
Substanz wurde in ein knapp iiber dem Boden abgesprengtes Reagensglas eingefiillt, 
darin eingewogen, decarboxyliert und wieder zuriickgewogen. 

lo) Fensterzlhlrohr der Fa. Fr iesecke  & Hoepfner ,  Erhngen-Bruck, mit Glimmer- 
folie 4 mg/cma: StmhlungsmeBgerat FH 44 der gleichen Firrna. 



314 W e y g a n d ,  S c h a e f e r  [Jahrg. 85 
~ ~ ~ -.-____ 

219 mg der Carbonsiiure wurden in das ReaktionsgefaO eingefiihrt. Die am Anfang 
und Ende der Apparatur befindlichen Waschflaschen wurden rnit NaOH beschickt, 
worauf ein schwacher Strom reinsten Stickstoffs 1.5 Stdn. durchgeleitet wurde. Dann 
wurde die unmittelbar an das Decarboxylierungsgefii13 angeschlossene Waschflasche rasch 
mit 8 ccni carbonatfreier 1% NaOH11) gefiillt, das System wieder verschlossen und der Reak- 
tionsraum in einem Natriumnitrat-Haliumnitrat-Bad auf 270° erhitzt. Withrend 4 Stdn. 
wurde die Temperatur zwischen 260 und 2900 gehalten und ein schwacher Stickstoffstrom 
durchgeleitet. Diesen lie13 man auch nach Entfernung des Heizbades noch 15 %fin. bestehen. 

II Abgas 
=\ r4 

Abbild. 4. Apparatur zur 
Decarboxylierung von 6- 
C)xy - 2 - amino-pteridin-car- 

Imnsiiure [14C]-(8) 

Each Beendigung der Decarboxylierung wurde die Absorptionslauge rasch i n  einen Kol- 
ben iibergefuhrt u. die Waschflasche rnit so vie1 ausgekochtem dest. Wasser nachgespult, 
daB die Lauge auf 120 ccm verdunnt wurde. Wahrend d a  sofort vorgenommenen Auf- 
kochens wurden 620 mg Ammoniumchlorid zugesetzt und das Carbonat durch rasches Zu- 
tropfenlassen von 15 ccm 0.3 mBaC11, ausgefii1ltl2). Nach kurzem Kvakuieren lieB man 
erkalten, saugte das Bariumcarbonat ab und wusch es mit Wasser. Getrocknet wurde bei 
1000 im Trockenschranli; Ausb. 0.120 g BaCO, (60% d.Th.). 

Das decarboxylierte Produkt zeigte eine Gewiehtsabnahme von 0.0367 g .  Berucksich- 
tigt man, daB die Carbonsaure 0.5 Moll. Wasser enthalten hatte, das withrend des 4stdg. 
Erhitzens ausgetrieben worden ist, so sind von den eingesetzten 0.219 g Carbonsaure 
0.0095 g abzuziehen. Die Gewichtsabnahme bei der Decarboxylierung betrug also nur 
0.0272 g I 61.6 d.Th., was rnit dem Gewicht des Rariumcarbonats iibereinstimmt. 

Bei Extrapolation auf die Schichtdicke 0 ergab sich eine Aktivitat von 2500 Imp./ 
Min./mg/cm*, was 2500.197 = 493. lo3 Imp./Min./Millimol/cm2 entepricht. 

Papierchromatographische T r e n n u n g  v o n  6-Oxy-2-amino-pteridin-car- 
11 on saur e ['"C] - (8) u n  d 6 - O x  y - 2 -a mi n o -p t er i d i n  : Ein Teil des Decarboxyliemngs- 
Riickstandes, der noch unverknderte Carbonsaure und 6-Oxy-2-amino-pteridin enthielt, 
wnrde in 0.5 nNH3 zu einer 0.1-proz. Ldsung geldst. Damit wurde die gesamte Startlinie 
eines 60 x 60 cm Papierbogens W h a t  man Nr. 1 beschickt und mit einem Gemisch aus 
80 Tln. sek. Butanol, 20 Tln. 90-proz. Ameisensaure und 50 Tln. Wasser entwickeItl8). 
&Ian erhielt zwei breite, im UV-Licht stark fluorescierende Streifen der getrennten Kom- 
ponenten, wobei das 6-Oxy-2-amino-pteridin am weitesten gewandert war. Die Streifen 
wurden ausgeschnitten, und die CarbonsLure und ihre Decarboxylierungs-Produkte mit 
vord. Ammmiak-Losung eluiert. Die Iijsungen wurden in kleinen MeO-Schitlchen ein- 
gcdampft. Die Ausmessung der Radioaktivitat ist in der Tafel2 angegeben. 

I t )  Dficarbonatfreie Lauge wurde durch Auflosen von Natriumhydroxyd p. a. in Was- 
ser zu einer 50-proz. Issung, Piltrieren (nach liingerem Stehenlaasen unter Reinstickstoff) 
iind sclfortiges Verdiinnen mit der entsprechenden Menge abgekochten Wassers hergestellt. 

I?) Isotopic Carbon, M. Calvin,  Ch. Heide lberger ,  J. C. R e i d ,  B. M. T o l b e r t  
u. P. 17. Y a n k w i c h  (J. W i l e y  & Sons ,  Inc., NewYork 1949), S. 85. 

13) F. W e y g a n d ,  A. \tracker u. V. S c h m i d - K o w a r z i k ,  Experientia6,184 [19;50]. 


