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FrRIEDHELM KORTE, HorsT WEITKAMP und HANS-GERD SCHICKE
Heterocyclen im Stoffwechsel, ITID

UMWANDLUNG VON PURINEN-[5-14C] UND PTERIDINEN-[8a-14C]
DURCH MIKROORGANISMEN

Aus dem Chemischen Institut der Universitit Bonn
(Eingegangen am 11. Februar 1957)

Herrn Professor Dr. B. Helferich zum 70. Geburistag gewidmet

Isoxanthopterin-carbonsiure-[{8 a-14C) und Xanthopterin-{8 a-14C] werden durch

Streptococcus faecalis R, Pichia membranaefaciens und Candida albicans

aufgenommen. Nach oxydativem Abbau 148t sich markierte 2-Amino-4-hydroxy-

pteridin-carbonsidure-(6), die unter diesen Bedingungen aus Folsidure entsteht,

chromatographisch nachweisen. Aus Guanin-[5-14C] entsteht Adenin, aus
Xanthin-[5-14C] Guanin und Adenin.

Zur Abgrenzung der Synthesefidhigkeit von Mikroorganismén untersuchten wir die
gegenseitige Umwandlung von Pteridinen, Purinen und Flavinen. Erfahrungen iber
derartige Reaktionen liegen bisher nur wenig vor 2,3, Wir benutzten fiir unsere Ver-
suche an der Ringverkniipfung 14C-markierte Pteridine und Purine?, da das C-Atom
in 2-Stellung leicht ausgetauscht wird 2,4).

Zunichst ersetzten wir im Teply-Elvehjem-Nihrmedium® Folsdure durch Iso-
xanthopterin-carbonsiure-[8a-14C]. LaBt man auf diesem Substrat Str. faecalis R
wachsen, so kann in den abzentrifugierten Bakterien Folsiure nachgewiesen werden.
Eine Isolierung der Folsdure in Substanz ist bei Einsatz nicht markierter Isoxantho-
pterincarbonsdure moglich. Bei der radioaktiven Verbindung haben wir aus Kosten-
griinden darauf verzichtet und die Umwandlungsprodukte durch Papierchromato-
graphie in verschiedenen Ldsungsmitteln charakterisiert.

Da man als biologisches Endprodukt der Folsdure das dem Citrovorumfaktor®
nahestehende Coenzym F7 annehmen mubB, sollten alle Folgeprodukte der Folsiure
(Formyl-tetrahydro-, Polyglutamylderivate) zu einem einheitlichen Produkt abgebaut
werden. Wir benutzten dazu ein Verfahren, welches gestattet, Folsdure und
deren Polyglutamylderivate quantitativ zu 2-Amino-4-hydroxy-pteridin-carbon-
sdure-(6) zu oxydieren®. Bei reiner 10(N)-Formyl-tetrahydro-folsdure gelingt diese
Reaktion im MikromaBstab nur in etwa 50-proz. Ausbeute?. In einer Mischung von
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Folsidure, Polyglutamylfolsiure und Formyl-tetrahydro-folsdure * erfaBt man jedoch
lediglich die beiden ersten Komponenten, auch wenn man das Oxydationspotential
durch einen automatischen Titrator konstant hilt. Die entstehende 2-Amino-4-hydr-
oxy-pteridin-carbonsiure-(6) wird papierchromatographisch identifiziert, eine Ge-
haltsbestimmung gelingt durch Ausmessen der Fluorescenz. Die Nachweisbarkeits-
grenze betrigt im Eppendorf-Photometer 0.05 vy/ccm.

Durch die Identifizierung der 2-Amino-4-hydroxy-pteridin-carbonsiure-(6) ist
gezeigt, daB Isoxanthopterin-carbonsiure-[8a-14C] in Folsdure {ibergehen kann. Die
gleiche Verbindung entsteht aus Xanthopterin-[8 a-14C]. Durch diese Befunde werden
frithere Ergebnisse der Wuchsstoffanalyse und eine Vorstellung iiber die Biosynthese
der Folsdure gestiitzt 10,

Neben der 2-Amino-4-hydroxy-pteridin-carbonsiure-(6) ist eine markierte Ver-
bindung (A) nachweisbar, die sich papierchromatographisch in allen Lésungsmitteln
wie Uracil verhilt. Das Verhdltnis der Radioaktivitit beider Verbindungen betrigt
etwa 2:1. Gibt man zu dem Nihrmedium mit Isoxanthopterin-carbonsidure-[8 a-14C]
Uracil, so findet trotzdem eine Umwandlung des Pteridins in diese Verbindung
statt. Diese Reaktion ist interessant, weil ein chemischer Abbau von Pteridinen
zZu 4.5-unsubstituierten Pyrimidinen bisher unbekannt ist. Normalerweise er-
folgt der Angriff am Pyrimidinring, unter Bildung von Pyrazinderivaten!l, Die
gleichen Ergebnisse werden erhalten, wenn man an Stelle von Str. faecalis R die Hefen
Pichia membranaefaciens und Candida albicans als Testorganismen verwendet. Die
Umwandlungen stellen also keinen Sonderfall dar. Daneben ist in allen Fillen
eine dritte Verbindung (B) nachweisbar.

Verwendet man an Stelle der markierten Pteridine bei den gleichen Organismen und
in entsprechenden Nihrmedien Guanin-[5-14C] und Xanthin-[5-14C], so ergibt sich
nach einer modifizierten Aufarbeitung!? der Nucleinsidurefraktion, daB8 diese Purine
nicht in Uracil oder Folsdure umgewandelt werden. Str. faecalis R nimmt etwa 709,
des Guanin-{5-14C} auf und wandelt es in Adenin um. Beim Xanthin-[5-14C], das zu
etwa 409, aufgenommen wird, entsteht neben Adenin noch Guanin. Von P. mem-
branaefaciens und C. albicans werden ebenfalls etwa 70% des Guanin-{5-14C] auf-
genommen, aber trotz deutlichen Wachstums innerhalb von 3 Tagen nicht umge-
wandelt. Erst nach 6-tdgiger Bebriitungsdauer ist Adenin nachweisbar. Beim Ein-
satz von Xanthin{5-14C], das zu 809 aufgenommen wird, entsteht nebeu Adenin
ebenfalls noch Guanin. Das Verhiltnis der Konzentrationen der Umwandlungs-
produkte ist abhingig vom Alter der Kulturen. Mit zunechmender Bebriitungsdauer
steigt der Gehalt an markiertem Adenin. Im Gegensatz zu den Befunden an Lacto-
bacillus leichmanniil® konnten wir kein Hypoxanthin nachweisen. Die Umwandlungs-
produkte der Purine wurden durch Papierchromatographie und UV-Spektren identi-
fiziert. Isoxanthopterin-carbonsiure-[8a-14C] wird von Str. faecalis R zu weniger als

*) Herrn Doz. Dr. A. WACKER, Berlin, danken wir fiir eine Vergleichsprobe.
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5%, Xanthopterin-[8a-14C] zu weniger als 1%, aufgenommen und umgewandelt. Die
gleichen Verhiltnisse werden bei P. membranaefaciens und C. albicans gefunden.

Der DEUTSCHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT danken wir fiir die finanzielle Unterstiitzung
dieser Arbeit.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Kultur und Ziichtung der Hefen und Bakterien

Organismen: Bakterien und Hefen werden in Schriagkultur gehalten, Streptococcus faecalis
R auf Difco-Dextrose-Agar*), Pichia membranaefaciens und Candida albicans auf Bier-
wiirzeagar. Uberimpfung: alle 14 Tage.

NdéhrlGsungen

a) fur Streprococcus faecalis R: 12g Bacto-Casitone *), 40g Bacto-Dextrose *), 20g Na-
triumcitrat, 0.2g L-Cystin, 0.2g pL-Tryptophan, 0.002 g Thiamin-hydrochlorid, 0.004 g Pyrid-
oxin-hydrochlorid, 0.002g Riboflavin, 0.002g Nicotinsidure, 0.0002g p-Aminobenzoesiure,
0.8y Biotin, 0.0004 g Calciumpantothenat, 1g K;HPO4, 1g KH;PO,, 0.4g MgSOy4, 0.02g
NaCl, 0.02g FeSOy, 0.02g MgSO, werden mit dest. Wasser auf 1/ aufgefiillt; pu 6.8.

b) fiir Pichia membranaefaciens und Candida albicans: 10g Glucose, 6g NH4H,PO,, lg
KH2PO,, 0.25g MgSO4, lg Natriumcitrat, I g L-Asparagin, 40y Biotin, 0.004 g Calcium-
pantothenat, 0.01 g Inosit, 0.004g Aneurin, 0.004 g Pyridoxin werden mit Leitungswasser auf
1 1 aufgefiillt und mit HiPO4 auf pu 5.0 eingestellt.

Sterilisarion: 10 Min,, 1.2 atii, 121°.

Die Fliissigkeitskulturen (50ccm) werden aus 12—20 Stdn. alten Vorpassagen mit 2 Osen
(9 2mm) beimpft. Als KulturgefiBe dienen Erlenmeyer-Kolben von 100ccm. Die Bakterien
werden zum Teil iiber 10 Passagen an die zu priifende Substanz gewohnt und diese adaptierten
Stimme auf Difco-Dextrosc-Agar unter Zusatz der jeweiligen Substanzen gehalten. Die adap-
tierten Stimme nehmen die radioaktiven Substanzen leichter auf. Die Wachstumsdauer be-
tragt bei allen Bakterienansitzen 60 —70 Stdn. bei 37°. Die Hefen erreichen ihr Wachstums-
optimum (bei 25°) nach 4 Tagen, bei den Guaninansitzen wird bis zu 6 Tagen bebriitet.

Aufarbeitung: Die bebriitete Kultur wird abzentrifugiert und wie folgt gewaschen: je 2 mal
mit Sccm 22 NHs, Wasser, Athanol, 5-proz. wifir. Trichloressigsiure (0°), Ather-Athanol 3: 1
(3 Min. sieden lassen), Ather. Aus 50ccm Nihridsung erhidlt man etwa 30 —40mg Hefen oder
Bakterien. Die lufttrockenen Zellen werden ausgewogen und auf Purine bzw. Pteridine aufge-
arbeitet.

Zur Identifizierung der Purine versetzt man mit 0.3ccm 60-proz. Perchlorsiure und a8t
iiber Nacht stehen. Das hat gegeniiber der Methode, mit Perchlorsdure zu erhitzen!?), den
Vorteil, dall man genaue Flissigkeitsmengen erhilt und keine dunkel gefirbten Zersetzungs-
produkte entstehen, welche die Chromatographie erschweren. Es wird dann mit Kalilauge
schwach alkalisch gemacht, um sdmtliche Purine und Pyrimidine in L&sung zu halten, und vom
KCl10,4 abzentrifugiert. Alle Operationen kénnen in einem Zentrifugenglas ausgefiihrt werden.

Zur Pteridin-Aufarbeitung werden die trockenen Zellen mit Wasser angefeuchtet, mehrmals
in flissiger Luft eingefroren und schnell wieder aufgetaut. Der erhaltene Zellbrei wird zur
quantitativen Bestimmung der Folsidure sowie zur Chromatographie der Folsduregruppe ver-
wendet.

Bestimmung der Folsdure in Hefen durch Fluorescenzmessung: Etwa 100 mg Zellbrei (dessen
Wassergehalt bekannt ist, z. B. durch Karl-Fischer-Titration**)) werden mit 3 ccm Acetat-

*) Difco-Laboratories, Detroit, USA.
**) E.EBERiUs,Wasserbestimmung mit Karl-Fischer-Lésung; Verlag Chemie, Weinheim 1954.
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puffer (pu 4.2) versetzt, die Aufschwemmung 15 Min. bei 90— 100" (Badtemperatur) ge-
halten, abzentrifugiert und der Riickstand mit iccm Pufferldsung nachgewaschen. An-
schlieBend wird bis zum Sieden erhitzt, mit festem KMnOy4 im UberschuB versetzt und nach
7 Min. das iiberschiiss. KMnO4 sowie abgeschiedenes MnO; mit H,O; reduziert. Nach dem
Auffiillen auf 10ccm mit Pufferldsung (pu 4.2) erfolgt die Fluorescenzmessung. Die Konzen-
tration 148t sich aus einer mit reiner Folsdure aufgenommenen Standardkurve ablesen. Die
untere Nachweisgrenze betrigt 0.05y/ccm.

Bis zu einer Konzentration von 5y/ccm ist die Fluorescenz der Konzentration direkt pro-
portional. Mit steigender Konzentration nimmt der Intensititszuwachs ab und wird bei
Konzentrationen iiber 50y/ccm negativ. Die Messung erfolgt im Eppendorf-Photometer
(Normalausfithrung) (Abbild. 1).
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Abbild. 1. Fluorescenzmessung der Folsiure, CjoH;906N7- H20, mit dem Eppendorf-Photo-
meter (Netheler & Hinz, Hamburg); Fluorescenzfilter 300 —400 my. Die Einstellung auf
100 Skalenteile erfolgt mit dem Fluorescenznormal Nr. 4081. Bei dieser Verstirkung wird
an Kurve Il abgelesen. Bei geringeren Konzentrationen kann nach Erh6hung der Ver-
stirkung auf das 3.16fache Kurve 1I, auf das 17.8 fache Kurve I benutzt werden

Chromatographische Identifizierung von Folsiure als 2-Amino-4-hydroxy-pteridin-carbon-
sdure-(6): Der Zellbrei wird mit der gleichen Gewichtsmenge festem KMnO,4 gut vermischt,
30 Min. bei 90— 100° (Badtemperatur) gehalten, tiberschiiss. KMnO4 mit Athanol reduziert
und vom MnO; sowie von den ungelésten Zellbestandteilen abzentrifugiert. Die klare
alkalische Losung dient zur Chromatographie.

Bei Formyl-5.6.7.8-tetrahydro-folsiure wird unter diesen Bedingungen das Pteridingeriist
zerstort. Das Verfahren erfaBt nur die Folsiure und ihre Konjugate.

Papierchromatographie: Die ldentifizierung der Reaktionsprodukte erfolgt papierchromato-
graphisch durch Bestimmung der Rg-Werte in verschiedenen Losungsmitteln. Die Lésungen
werden bei geringen Aktivititen liber die ganze Startlinie verteilt. Mit sek. Butanol-Eisessig-
Wasser (20:5:5) bleiben die gefirbten Begleitstoffe fast vollstindig in der Startlinie haften,
wiithrend die Purine und Pyrimidine gut wandern. Verwendet man Isopropylalkohol-Wasser-
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konz. Salzsiure (170:39:41)!4), so wandern die Begleitstoffe zum grofiten Teil mit der
Lésungsmittelfront, wiihrend die untersuchten Substanzen kleine Rr-Werte haben. Auf diese

SR S

Abbild. 2. Anordnung
fur die zweite Chroma-
tographie der radioak-
tiven Zonen. G Gum-
miband, O Objekttri-
ger, St Startlinie, a aus-
geschnittene Streifen

Weise gelingt eine Abtrennung der Hauptverunreinigungen. Fiir die
Pteridine verwendet man zweckmiBig NH4Cl (3-proz. willr. Losung,
pu 4.9) oder Kollidin-Wasser-gesittigt.

Die radioaktiven Zonen werden in 0.5— lcm breite Streifen zer-
schnitten, auf ein zweites Chromatogramm gebracht, zwischen zwei
Objekttrager geklemmt und erneut im gleichen oder einem anderen
Losungsmittel chromatographiert. Um die Konzentrationen zu er-
hohen und die Substanzen weiter zu reinigen, kann man bis zu
5 Streifen aufeinanderlegen, ohne auseinandergezogene Flecken zu
erhalten. Bei geniigender Aktivitiit 14Bt sich dieses Verfahren mehr-
mals wiederholen (Abbild. 2).

Purine und Pyrimidine zeigen in NH4Cl gut lokalisierte Zonen.
Von den Pyrimidinen (R¥ > 0.7) sind die Purine (Rr < 0.7) leicht
auch priparativ abtrennbar. Die Pyrimidine untereinander sowie
Guanin und Adenin trennt man dann durch Chromatographie mit
sek. Butanol (III). Bei Benutzung von Il als mobile Phase ist auf
den pu-Wert der Losung zu achten, aus der aufgetragen wird;
z.B. ergibt Guanin aus 2n HC! den Rr-Wert 0.52, aus 3n NHj
dagegen 0.36.

Tab. 1. Rr-Werte

I = Isopropylalkohol-Wasser-konz. Salzsdure (170:39:41)14), 11 == NH4Cl, 3-proz. wifir.
Losung, px 4.915), 111 = sek. Butanol-Eisessig-Wasser (20:5:5), IV = Kollidin-Wasser-
gesittigt!6), Papier: Schleicher & Schilll 2043a

I 11 141 Iv

Adenin 0.30 0.38 0.57 0.67
Guanin 0.22 0.36%) 0.29 0.57
Hypoxanthin 0.28 0.59 0.36 0.68
Xanthin 0.21 0.45 0.28 0.70
Thymin 0.73 0.76 0.61 0.85
Cytosin 0.44 0.79 0.39 0.47
4-Amino-uracil 0.57 0.32

Harnsdure 0.29 0.41 0.14

Xanthopterin 0.21 0.38 0.18 0.39
Isoxanthopterin-carbonsiure 0.08 0.30 0.18 0.18
2-Amino-4-hydroxy-pteridin-carbonsiure-(6) 0.22 0.49 0.08 0.25
2-Amino-4-hydroxy-pteridin-aldehyd-(6) 0.58 0.08

Uracil 0.66 0.80 0.50 0.80

*) alkalisch aufgetragen.

Guanin und Hypoxanthin lassen sich papierchromatographisch nur sehr schwer unter-
scheiden, da ihre Rr-Werte in allen L&sungsmitteln dhnlich sind. So vermuteten wir zunichst,
daB von den Mikroorganismen aus Xanthin auch Hypoxanthin gebildet wiirde!?). Durch das
UV-Spektrum konnten wir jedoch eindeutig nachweisen, daB es sich bei dieser Substanz um

Guanin handeit.

14) G. R. WYATT, Biochem. J. 48, 584 [1951].

15) R. TscHesCHE und F. KorTe, Chem. Ber. 84, 641 [1951].

16) E, ViscHER und E. CHARGAFF, J. biol. Chemistry 168, 781 [1947]; 176, 703 [1948].
17 F. KorTE, H. G. ScHicke und H. WeITKAMP, Angew. Chem. 69, 96 [1957].
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Nachweis: Der Nachweis der Purine und Pyrimidine auf dem Chromatogramm erfoigt auf
Grund ihrer Fluorescenzloschung bei 250 — 260 myu. (Hanauer Analysenquarzlampe, Pl 327). Bei
Dunkelheit sind die Flecken auch ohne Besprithen mit Fluorescein!8) gut sichtbar.

Die radioaktiven Chromatogramme werden mit Hilfe des FH 49 in Verbindung mit einem
Papierchromatographen FH 452 (Friesecke & Hépfner) ohne Benutzung der Schutzfolie aus-
gewertet. Bei geniligend hohen Aktivititen verwendet man mit Vorteil die Registrierung durch
einen an das Gerit angeschlossenen Papierschreiber (Metrawatt, PC 120). Aus der Flichen-
gréBe kann das Verhiltnis der radioaktiven Substanzen abgelesen werden (Abbild. 3).
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Abbild. 3. Auswertung der Chromatogramme. Kultur: Pichia membranaetaciens. Angebotene
Substanz: Guanin-[5-14C]. Aufgetragene Impulse/Min.: 10800. Entwickler: III (s. Tab. 1).
Laufstrecke: 20.2 cm, Vorschub: 120 mm/Stde.; Spaltbreite: 10 mm

Bei geringer Intensitat erweist sich ein Zeitdrucker FH 449 dem Schreiber iiberlegen. Durch
schrittweises Abtasten der Chromatogramme lassen sich die Zihifehler durch geeignete Im-
pulsvorwahl in beliebigen Grenzen halten; statistischer Fehler: il/ Zahl der Impulse (Tab. 2).

Tab. 2. Registrierung eines Chromatogramms mit dem Zeitdrucker.

Kultur: Candida albicans. Angebotene Substanz: Isoxanthopterin-carbonsiure-[8a-14C]. Auf-
getragene Impulse/Min.: 300. Mobile Phase: 3-proz. wiBr. NH4Cl. Laufstrecke: 22 cm,
Vorschub: 10 mm, Spaltbreite: 10 mm; Impulse/Schritt: 400; statistischer Fehler + 59%.

Sek/Schritt € 2 |28 IS T RITESTISFTSE8I 2388858
[= =) oooogogg ggggoooooooooo
!
, o -
Schrittzahl Q| SR2=2-223122=-23858533835(8
REp: 0.82 0.64 0.50

Start-
linie

Das verwendete Zihirohr FHZ 15 hat eine Massenbelegung von 0.95mg/cm2, 25mm <.

Bei unserer MeBmethode werden 270 Imp./Min. erfaBt, wenn man das Zihlrohr auf den
Standard CFP 2 (1.0uC/g)*) aufsetzt und durch ein 1 mm dickes Messingblech eine Kreisflache
von Smm & ausblendet. Durch Anwendung des MethandurchfluBzihlers FH 407 erhoht sich
die Zihlausbeute um etwa den Faktor 2.

*) Radiochemical Centre, Amersham, England. Emissionsrate 35 —h:lp—c +10%.
18) TH. WIELAND und L. BAUER, Angew. Chem. 63, 511 [1951].
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Zur Messung der von den Mikroorganismen aufgenommenen Substanzmengen entnimmt
man den VersuchsgefiBen nach der Sterilisation unter sterilen Bedingungen etwa l5ccm
Fliissigkeit, trigt eine bestimmte Menge auf ein Chromatographierpapier und miBt nach dem
Trocknen die Zahl der Impulse pro Minute. In gleicher Weise verfahrt man mit der bebriiteten
Nihriosung nach dem Zentrifugieren der Organismen. Aus der Differenz ergibt sich die Menge

Tab.3. Aufnahme und Umwandlung bei Streptococcus faecalis R

Ki‘::z' Néhr- Streptococcus faecalis R
Néghr- edi Aus- Auf- Ver-
medit:m fedtum wa:;e nal:lme gsef:::::ze hil:;is
y/ccm ccm mg % u %
Xanthin-[5-14C} 2 25 18 40 Guanin b
Guanin-[5-14C} 34 30 21 10 S vanin P
Pter.-6-COOH 40
Xanthopterin-[8a-14C] 50 40 26 <1 Subst. A 20
Subst. B 40
Isoxanthopterin- Per.-6-COOH 40
carbonsiure-[8a-14C] 2 23 30 <3 gﬁg::ﬁ ig
Tab. 4. Aufnahme und Umwandlung bei Hefen
£ E Pichia E § Candida
ES =2 membranae- E% § albicans
gefundene EE g faciens Ver- 'E:'E E Ver-
Substanz S£ £ Aus Auf- hill- | ¢S 5 Aus Auf hilt-
Z. 7 waagenahme nis 7, 7 waagenahme nis
Yleemeem mg % % | yYleemeem mg Y. %
Xanthin-(5-14C} Quanin 15 25 26 80 12 | 15 25 29 80 10
Guanin-[5-14C] Suanin 40 50 36 70 10| 40 s0 31 60 100
6 Tage bebriitet 3 Tage bebriitet
. Pter.-6-COOH 25 25
e erin Subst. A 4 50 24 <1 25 | 40 S0 28<1 25
) Subst. B 50 50
, . Pter.-6-COOH 25 25
Isoxanthopterin- Subst. A 20 50 27 1 25| 20 50 19 1 25
carbonsaure-[8a-14C]) Subst. B 50 50
Isoxanthopterin- Subst. A 20 70
carbonsiure-[8a-14C] Subst. B 50 12 1 30
-+ Folsaure 10
Isoxanthopterin- Pter.-6-COOH 20
carbonsiure-[8a-14C]  Subst. A 20 40
Subst. B 50 32 2 40
i+ Uracil 50

Die Purine und Pteridine werden in 2ccm 0.1 # NaOH gel6st und zu dieser Losung das Nihr-
medium zugegeben.
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der aufgenommenen radioaktiven Substanzen. Dieses Verfahren eignet sich gut, wenn die
Aufnahme mehr als 109 betrigt. Im anderen Falle empfiehlt sich die Impulsmessung an den
Organismen!2),

Da wihrend der Bebriitungsdauer erhebliche Mengen Wasser aus den VersuchsgefiBlen
verdampfen, stellt man diese in ein abgedecktes Becherglas, dessen Boden mit Wasser bedeckt
ist. Man erhilt so eine mit Wasserdampf gesittigte Atmosphire, wodurch das Volumen in den
VersuchsgefiBen konstant bleibt.

Spektren: Zur Bestitigung der chromatographischen Ergebnisse werden die Spektren der
erhaltenen Umwandlungsprodukte aufgenommen. Nach 3maliger Chromatographie (sek.
Butanol-Eisessig-Wasser — n-Butanol-Wasser-gesittigt — Isopropylalkohol-Wasser-konz.
Salzsdure) schneidet man die Flecken aus, eluiert iiber Nacht mit 5ccm HCl (pu 1.6 —1.9) und
filtriert die Lésung in eine Kiivette. Zur Kompensation eluiert man einen entsprechenden
Papierstreifen, den man bei der Chromatographie unter gleichen Bedingungen erhilt, ohne
daB Substanz aufgetragen wird.

In gleicher Weise werden auch die Spektren in Alkali gemessen (NaOH, pu 10.1).

Tab. 5. UV-Absorption

pu 1.6—19 pu 10.1
Amax Amin Amax Amin
Adenin 262 228 260 230
Guanin 247 225 245,276 225
Hypoxanthin 250 <220 258 230
Uracil 259 228 . 284 243

KARL ZIEGLER und HELMUT DISLICH
Metallorganische Verbindungen, XXIII I}
UBER «-PHENYL-ISOPROPYL-KALIUM?2

Aus dem Max-Planck-Institut flir Kohlenforschung, Millheim (Ruhr)
(Eingegangen am 21. Februar 1957)

Herrn Professor Dr. B, Helferich zum 70. Geburtstag gewidmet

Methyl-[a-phenyl-isopropyl]-dther ist heute viel leichter zuginglich als friiher.
Damit verdient das daraus leicht zu gewinnende a-Phenylisopropyl-kalium als
mannigfach verwendbares metallorganisches Reagens wieder erhghte Beach-
tung. Es werden besprochen: seine Verwendung zur Reinheitspriifung von Gasen,
seine Addition an Athylen, Tolan und Methylphenylacetylen sowie die Metal-
lierung von methylierten Aromaten und Athylenen durch die Kaliumverbindung.

«-Phenylisopropyl-kalium — CgHs(CH;3),CK — hat vor lingerer Zeit eine gewisse
Rolle als Prototyp einer relativ leicht herstellbaren, nicht zu kompliziert gebauten

1) XXI11. Mitteil.: Liebigs Ann. Chem. 605 [1957], im Druck.
2} Auszug aus der Dissertat. H. DisLicH, Techn. Hochschule Aachen 1957,





