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HeLmut SIMON und JOACHIM STEFFENS

Abbauverfahren zur Ermittlung der 14C-Verteilung
in Pentosen und Hexosen

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen
(Eingegangen am 20. Juli 1961)

Es wird ein Verfahren beschrieben, mit dem von allen unverzweigten 14C-mar-
kierten Pentosen und Hexosen die Radioaktivititsverteilung bestimmt werden
kann. Die Osotriazole werden der Perjodatspaltung unterworfen und der ent-
stehende N-Phenyl-triazolaldehyd nach Oxydation zur Sdure weiter zu Cyan-
wasserstoff und Phenylhydrazinoessigsiure abgebaut, die dann decarboxyliert
wird. Das Verfahren ist ebenfalls zur Bestimmung der Tritiumverteilung in
Zuckern geeignet. Die einzelnen Abbaureaktionen wurden, soweit ndtig, mit
positionsmarkierten Verbindungen kontrolliert. Das Verfahren wurde mit Ergeb-
nissen der Leuconostoc mesenteroides-Methode verglichen. Die Abbauergebnis-
se verschiedener 14C-markierter Ribulosen, Glucosen und Fructosen aus
Photosyntheseexperimenten werden angegeben.

Bei vielen Stoffwechselvorgingen kommt den Kohlenhydraten eine zentrale Bedeu-
tung zu. Daher wurden in den letzten 10—15 Jahren zahireiche Untersuchungen zur
Bildung bzw. Umwandlung von Zuckern mit Hilfe von 14C durchgefiihrt. Dabei
mubten Zucker so abgebaut werden, daB die Radioaktivitiit eines jeden C-Atoms
bestimmt werden konnte. Die zahlreichen fiir Pentosenl-4 und Hexosen5—2%) aus-
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gearbeiteten Verfahren befriedigen jedoch meist aus einem oder mehreren der folgen-
den Griinde nicht vollig:

a) Der Abbau 148t sich nur fiir einen speziellen Zucker oder nur fiir Aldosen oder nur
fiir Ketosen anwenden,

b) Es konnen nicht alle C-Atome bestimmt werden,

¢) Es werden zuviele C-Atome indirekt, d. h. durch Differenzbildung bestimmt,

d) Die Vérfahren sind zu aufwendig und schlieBlich

e¢) Zum Gesamtabbau miissen zu viele Wege beschritten werden, wodurch die 14C-
Verteilung von Zuckern mit geringer Radioaktivitit nicht mehr genau genug ermittelt
werden kann.

Wir stellten uns daher die Aufgabe, ein allgemein anwendbares Verfahren auszuar-
beiten, das auf alle unverzweigten Aldosen und Ketosen in der Pentose- und Hexose-
Reihe anwendbar ist und moglichst wenige der unter b)—e) aufgefiihrten Nachteile
besitzt. SchlieBlich war es noch wiinschenswert, die Methode auch auf die Ermittlung
der Tritiumverteilung in Zuckern anwenden zu k6nnen.

Bei vielen Abbauverfahren wurden bisher die Osazone und die daraus zu gewinnen-
den Osotriazole angewandt4.15-17.19.21.26), ym die C-Atome 4, 5 und evtl. 6 von Pen-
tosen bzw. Hexosen zu bestimmen. Es erhob sich daher die Frage, ob es mdglich ist,
das durch Perjodatspaltung aus den Zuckerosazonen erhiltliche Osazon des Mesoxal-
dehyds oder den aus der Perjodatspaltung der N-Phenyl-osotriazole erhiltlichen
2-Phenyl-triazol-aldehyd-(4) (I1) 29 weiter abzubauen.

1891 beschrieben A. JoNaAs und H. v. PECHMANN3® die Gewinnung von Phenyl-
hydrazinoessigsdure durch Natriumamalgamspaltung von 2-Phenyl-1.2.3-triazol-
carbonsiure-(4) (IIT). Dabei trat nach Angabe der Autoren ein Geruch nach Blausdure
auf.

Wir priiften daher, ob auf Grund dieses Befundes eine saubere Erfassung der ein-
zelnen C-Atome von III méglich ist. Aus Glucose-[1-14C] bzw. Glucose-[2-14C]
stellten wir I11-[5-14C] bzw. I11-[4-14C] her und unterwarfen sie der Natriumamalgam-
spaltung. :

Die in Form von Silbercyanid isolierte Blausidure aus III-[5-14C] besitzt 98 % der
Radioaktivitit des Triazols. Die Phenylhydrazinoessigsiure aus III-{4-14C] weist
98.4%, der Aktivitit des Triazols auf.

Dies zeigt, daB die Amalgamspaltung fiir die Ermittlung der 14C-Verteilung sehr
gut brauchbar ist. Unter entsprechenden Bedingungen kann die Phenylhydrazino-
essigsdure (IV), ausgehend von 0.5 mMol II, mit ca. 55% und die Blausédure mit 709,
Ausbeute isoliert werden.
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Der weitere Abbau von IV durch Decarboxylierung erfolgt, wie durch eine Reihe
von Versuchen festgestellt wurde, am giinstigsten im Vakuum mit konz. Phosphor-
sdure bei 230°, Das mit 65 % Ausbeute anfallende Kohlendioxyd zeigte in 3 Versuchen
1.76%, 1.73% und 1.70% der Radioaktivitit der Phenylhydrazinoessigsaure-[2-14C].
Dieser Fehler ist jedoch nur dann iiberhaupt merklich, wenn sich die Aktivititen von
C-2 und C-3 stark unterscheiden und die Genauigkeit der Messung hoch ist.

Auf Grund dieser Befunde eignet sich fiir Aldopentosen oder Ketopentosen das
Abbauverfahren nach folgendem Schema:

-N, HC=N
Osazon 294 Hc|: “N-Cels 2, X ;\/?N—csn, + CH,0 + HCOH
Cli=N/ <|:-N () (C-4
T HCOH CHO II
Pentose H(|:OH /
I Hz(l:OH ¥ /
HC=N,
€0; «— | S N-CéH; ——— CsHs—NH-NH-CH;~COH + HCN
(C-3) ¢= IV (C2 + CJ) (C-1)
COH 1II \J,

(C1 + C2+ C-3)
CO; (C3)

Die Pentose wird zunidchst in das Osazon itbergefiihrt, aus dem das Phenyl-oso-
triazol (I) gebildet wird. Durch anschlieBende Perjodatspaltung erhilt man II neben
Formaldehyd (C-5) und Ameisensiure (C-4). Der Aldehyd II wird zur Carbonsiure 111
oxydiert und durch Natriumamalgamspaltung in IV (C-2 + C-3) und Cyanwasser-
stoff (C-1) zerlegt. Durch Decarboxylierung der ersteren erhilt man C-3 in Form von
Kohlendioxyd. C-2 ergibt sich aus der Differenz (C-2 + C-3)—C-3. III kann auch
direkt decarboxyliert werden.

Die Darstellung der Osotriazole erfordert in der Pentosereihe sehr reine Osazone.
Oft bereitet jedoch deren Reindarstellung Schwierigkeiten. So scheiterte der von
ZWwEIFLER? versuchte Ribuloseabbau zur Einzelbestimmung von C-3, C4 und C-5 an
den Schwierigkeiten, das kristallisierte Osotriazol zu erhalten.

Versuche zur Darstellung der Osazone nach W. T. Haskins, R. M. HaANNund C. S.
Hupson31 im mMol-MaBstab fiihrten immer zu dunkelgefirbten Produkten, deren
Reinigung sehr verlustreich war. Durch Anderung der Bedingungen, sowohl bei der
Osazonbildung, wie auch bei der Triazolbildung (vgl. Beschreibung der Versuche)
gelang es, auf befriedigende Ausbeuten zu kommen.

Der durch Perjodatspaltung des Osotriazols erhaltene Phenyltriazolaldehyd II ist
wasserdampffitichtig. Er muB vor dem Abdestillieren des Formaldehyds restlos aus der
Losung entfernt werden. Auf Grund seiner Schwerloslichkeit kristallisiert die Haupt-
menge aus, und der geringe, in LOsung verbleibende Rest muB durch Ausiithern ent-
fernt werden. Entsprechende Kontrollexperimente zeigen, daB der Formaldehyd zu
weniger als 0.02% mit Triazolaldehyd verunreinigt ist.

31) J, Amer. chem. Soc. 68, 1766 [1946].
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Das ausgearbeitete Verfahren wurde zum Abbau von vier aus Photosyntheseexperi-
menten stammenden Ribulosen angewandt. Die Ribulose wurde von Papierchromato-
grammflecken eluiert und nach Zusatz von Triger in Form von Ribulose und Arabi-
nose das Osazon gewonnen. Der Vergleich der Radioaktivitiit der Eluate, des Osazons
und besonders von I ergab, daB sich die Ribulose-[14C] auf den Papierchromatogram-
men zu einem wesentlichen Teil verindert hatte32). Durch diesen Umstand standen
fiir die Abbauversuche nur relativ geringe spezif. Aktivititen zur Verfiigung. Die nach-
folgend aufgefiihrten Abbauergebnisse von vier Ribulosen wurden, ausgehend von
2.85 mMol Pentoseosazon mit einer spezif. Radioaktivitit von 2500—10000 ipm/
mMol, erhalten.

Tab. 1. Prozentuale 14C-Verteilung in Ribulose von Photosyntheseexperimenten mit Chlorella
A 15 Sek. Photosynthese
B: 15 Sek. Photosynthese unter KCN-Zusatz
C: 60 Sek. Photosynthese
D: 60 Sek. Photosynthese unter KCN-Zusatz

C-Atome A . B C D
1 16.8 19.3 19.4 20.2
2 214 16.9 209 18.9
3 52.6 52.5 384 394
4 5.4 5.2 9.5 9.2
5 6.6 6.4 12.6 12.6

Summe 102.8 100.3 100.8 100.3

Wie der Vergleich der Summe der fiir die einzelnen C-Atome gefundenen Aktivitits-
werte mit dem Wert der Ausgangsverbindung (N-Phenyl-osotriazol = 100%;) zeigt,
ist die Ubereinstimmung sehr gut, ein Beweis fiir die Leistungsfahigkeit des Verfahrens.

Es wiire ein besonderer Vorteil des vorstehenden Pentoseabbaus, wenn er sich mit
relativ geringen Modifikationen auf die Hexose-Reihe iibertragen lieBe. Besonders
glinstig ist dabei, daB sich die Osazon- und Osotriazolbildung bei den Hexosen im
allgemeinen wesentlich vorteilhafter gestaltet. Wihrend jedoch im Falle der Pentosen
bei der Perjodatspaltung von I nur ein C-Atom in Form von Ameisensiure anfillt,
ergeben in der Hexose-Reihe, beim analogen Vorgehen, C4 und C-5 Ameisenséure.

Zur getrennten Erfassung von C4 und C-5 muB man daher das Hexose-phenyl-
osotriazol (V) vor der Spaltung mit Perjodat in ein Derivat iiberfiihren, das zwischen
C-5 und C-6 nicht spaltbar ist.

Es wurde auf verschiedenen Wegen versucht, V durch spezif. Oxydation in die entsprechende
6-Carbonsiure zu {iberfiihren. Eine Perjodatspaltung dieser Sdure wiirde dann II (C-1 4 C-2
+ C-3), Ameisensiure (C-4) und Glyoxylsiure (C-5 + C-6) liefern. Versuche, V analog
H. KiL1an133) mit Salpetersiure zur N-Phenyl-osotriazolglucuronsiiure zu oxydieren, schlugen
fehl. ’

32) Die Ribulose-Chromatogrammflecke wurden von Herrn Prof. Dr. O. KANDLER,
Techn. Hochschule Miinchen, zur Verfigung gestellt. Herr Dr. Kauss fiihrte daraufhin
Versuche durch, die zeigten, daB sich die Ribulose auf dem Papier bei langer Lagerung in
mehrere Substanzen, u. a. Glycerinsiure, zersetzt.

33) Ber. dtsch. chem. Ges. 58, 2344 [1925].
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Durch Verwendung von Stickstofftetroxyd, das von MAURER und DREFAHL34.35) zur Dar-
stellung von Glucuronsiuren angegeben wurde, erzielten wir zunichst erfolgversprechende
Ergebnisse. Die N-Phenyl-osotriazolglucuronsiure lieB sich als Lacton isolieren, was durch
C,H-Analyse und IR-Spektrum bestitigt wurde. Durch Umsetzung der Substanz mit o-Pheny-
lendiamin erhilt man das Benzimidazolderivat. Die Ausbeute an reinem N-Phenyl-osotriazol-
glucuron war jedoch recht niedrig (15% d. Th.). Wir versuchten daher, die Ausbeute durch
Variation der Mengenverhiltnisse, der Temperatur und der Zeit sowie durch Verdiinnung
des Oxydationsmittels mit Chloroform und durch Zugabe von wasserentzichenden Mitteln
zu steigern. Maximel bildeten sich jedoch, wie durch Verdiinnungsanalyse festgestellt wurde,
nur 359 Séure.

Wie papierchromatographische Auftrennungen zeigten, waren im Reaktionsgemisch auBer
der Sdure bzw. dem Lacton und Ausgangsmaterial noch 4 andere Substanzen vorhanden.

Auch durch katalytische Oxydation konnte die Sidure zwar erhalten werden, aber
auch hjer waren die Ausbeuten mit maximal 309, unbefriedigend. Es wurde deshalb
versucht, die Hydroxylgruppe an C-6 zu verithern bzw. zu verestern, wobei sich heraus-
stellte, daB das 6-O-Benzoyl-D-glucose-phenylosotriazol (VI)20.2D) das giinstigste
Derivat war.

Bei der Perjodatspaltung von VI36) ergeben sich 2 Probleme: 1. Trennung des ent-
stehenden Phenyltriazolaldehyds II und des O-Benzoyl-glykolaldehyds (VII). 2. Ver-
meidung der Verseifung des Benzoylrestes wihrend der Perjodatspaltung und bei der
Trennung der beiden Aldehyde..

Folgende Arbeitsweise ergab schlieBlich eine einfache und zuverlissige Trennung
von II und VII. Die beiden Aldehyde werden unter vollig wasserfreien Bedingungen in
Aceton mit Kaliumpermanganat oxydiert. AnschlieBend kdnnen nach Abspaltung des
Benzoylrestes die Glykolsdure, Benzoesidure und IIT gut getrennt werden.

Nach Versuchen von WEIGEL 21 ist die Benzoylgruppe am 6-O-Benzoyl-osotriazol
(VI) und am O-Benzoyl-glykolaldehyd (VII) sehr hydrolysenbestindig. Wir tiberpriiften
diese Angaben und stellten mit Hilfe von 6-O-Benzoyl-osotriazol-[6-14C}] fest, daB
Perjodatspaltungen unter sehr verschiedenen Bedingungen stets mit einer mehr oder
weniger starken Hydrolyse verbunden sind. Dabei zeigte sich, daB der Benzoylester
des Glykolaldehyds relativ hydrolysenempfindlich ist. Unter speziellen Bedingungen
tritt bei der Perjodatspaltung von 6-O-Benzoyl-osotriazol (VI) eine reproduzierbare
Menge von 4—5%, Formaldehyd auf. Mit der gleichen Menge Ameisensiure, die aus
C-5 stammt, ist folglich C-4 verunreinigt. Obwohl sich eine entsprechende Korrektur
anbringen lieBe, ist es giinstiger, einen Teil des Osotriazols nicht zu benzoylieren und
direkt der Perjodatspaitung zu unterwerfen. In diesem Falle wird C-6 als Formaldehyd
gefaBt und C-4 + C-5 als Ameisensidure. Aus dem durch Spaltung der Glykolsiure
erhaltenen Wert fiir C-5 kann C-4 berechnet werden.

34) K. MAURER und G. DREFAHL, Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 1489 [1942].

35) K. MAURER und G. DreFAHL, Chem. Ber. 80, 94 [1947).

36) 6-0O-Benzoyl-D-glucose-phenylosotriazol (VI) wurde schon vorher von J. C. BEVINGTON,
E. J. Bourne und C. N. TurTtoN, Chem. and Ind. 1953, 1390, zum Studium der Radioaktivi-
titsverteilung benutzt. In der Verdffentlichung wird auch eine Trennung von N-Phenyl-
osotriazolaldehyd und Benzoylglykolaldehyd angegeben, ohne daB jedoch der dazu einge-
schlagene Weg angedeutet wird.
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Von SmitH3? wurde ein Verfahren zum Abbau von Glykolsiure mit Hilfe von
Cer(IV)-Salzen entwickelt. Danach wird Glykolsidure in 6 m Perchlorsiurelosung bei
Raumtemperatur zu Kohlendioxyd und Ameisensiure gespalten. Bei 100° wird die
Ameisensidure oxydiert.

Ein unter den angegebenen Bedingungen durchgefiihrter Versuch bestiitigte die
Angaben (s. Tab. 2, Vers. 1). Versucht man jedoch die Bedingungen zu variieren,
indem man z. B. eine wiiBirige Glykolsdurelsung vorlegt, wie sie beim Hexose-Abbau
anfillt, so ist die Reaktion nicht mehr so spezifisch. Besonders auffallend ist die niedri-
ge Ausbeute beim zweiten Oxydationsschritt (s. Tab. 2, Vers. 2 und 3).

Tab. 2. Spaltung der Glykolsiure mit H,Ce(ClO4)s

Vers. CO?-Ausbeute CQ;-Ausbeute

Nr. Glykolsaure bei 25° (C-1) bei 100° (C-2)
: mMol mMol % mMol Y

1 0.50 0.501 = 100 0.443 = 89.0

2 0.56 0.608 = 108 0.147 = 26.5

3 0.50 0442 = 89 0.077 = 15.4

Eine 4hnliche Methode zur Spaltung der Glykolsdure bedient sich des Cer(IV)-
ammoniumsulfats3?), Dieses Verfahren hat den Vorteil, da8 es weniger von der Kon-
zentration abhingig ist. In schwefelsaurer Losung wird Glykolsdure bei 100° von
Cer(IV)-ammoniumsuifat quantitativ zu Kohlendioxyd und Ameisenséiure oxydiert.

Die Spezifitit der Reaktion wurde durch Versuche mit Glykolsdure-[1-14C] bestiitigt.
Dabei wurde nach beendeter Cer(IV)-ammoniumsulfat-Oxydation der UberschuB
an Cer(IV)-Ionen mit Zinn(IT)-Lésungen zerstort und die mitentstandene Ameisensédure
direkt mit Quecksilber(I)-acetat zu Kohlendioxyd oxydiert.

Tab. 3. Spaltung von 1 mMol Glykolsiure-[1-14C} mit Cer(IV)-ammoniumsulfat und an-
schlieBende Oxydation der Ameisensdure mit Hgt-Salz

v Glykol- C-1 als CO, C-2 als CO;
= j‘“‘f CO»- ipm/ % Aus CO,-  ipm/ % Aus-
L. pm, Ausb. mMol  gangsakt. Ausb. mMol gangsakt.
mMol
1 67672 100% 64247 95 91.7% 89 0.3
2 67672 93% 66620 99.1 92.7% 6 0.0

Da die Glykolsiure beim Abbau von Hexosen durch Verseifung aus O-Benzoyl-
glykolsiure in Gegenwart der Phenyltriazolcarbonséure III erhalten wird, muBte
noch das Verhalten von III unter den Reaktionsbedingungen gepriift werden, da
diese noch in geringen Mengen in der wifrigen Glykolsdurelosung enthalten sein
kann. Wie Versuche zeigten, wird III durch Cer(IV)-ammoniumsulfat decarboxyliert.
Sie kann aber durch mehrmaliges Ausiithern von Glykolsdure leicht abgetrennt wer-
den. So zeigte das aus einer Mischung von 0.5 mMol Glykolsiure und 0.05 mMol
radioaktivem III nach 3maligem Ausithern gewonnene Kohlendioxyd keine Radio-
aktivitit.

37) G. F. SmitH, Cerate oxidimetrie, S. 88, G. F. Smith Chemical Company, Columbus,

Ohio, 1942.
u.
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Daher ist es am zweckmaiBigsten, die Glykolsdure nach sorgfiltiger Abtrennung
der Phenyltriazolcarbonsdure mit Cer(IV)-ammoniumsulfat zu Kohlendioxyd und
Ameisensdure zu spalten.

Die Perjodatspaltung des Osotriazols und die Bestimmung von C-5 aus der Glykol-
sdure liefert, wie aus nachfolgender Tabelle hervorgeht, gut reproduzierbare Werte.
Ohne Angaben von Beleganalysen ist nach ARONOFF3® die Bestimmung von C-4 + C-5
als Ameisensidure nicht zuverldssig, was unter den von uns angewandten Bedingungen
nicht zutrifft.

Tab. 4. Reproduzierbarkeit einzelner C-Positionen bei verschiedenen Degradationen desselben
Ausgangsmaterials

Vers. 1 und 3: Perjodatspaltung von p-Glucose-phenyl-osotriazol in der Kilte. Dauer 40 Stdn.

Vers. 2: Perjodatspaltung von p-Glucose-phenyl-osotriazol in der Siedehitze. Dauer 20 Min.

Substanz 1. Vers. 2. Vers. 3. Vers.
Phenyltriazolcarbonsiure I1I 50.9 - 50.6
Anmeisensiure (C-4 + C-5) 41.1 41.0 40.9
C-5 von Glykolsiure 4.6 - 4.9
2.4-Dinitrophenylhydrazon von H>CO (C-6) 78 7.9 1.5

Auf Grund der Untersuchungen fiihrten wir eine Reihe von Hexoseabbauversuchen
nach dem auf der niichsten Seite gezeigten Schema durch.

Die Hexose wird in das Osotriazol V iibergefilhrt und ein Teil davon benzoyliert.
Die Perjodatspaltung des 6-O-Benzoyl-osotriazols VI liefert C-4 als Ameisensiure.
II (C-1 + C-2 + C-3) und VII (C-5 + C-6) werden oxydiert und die O-Benzoyl-
glykolsiure anschlieBend verseift. VIII, Benzoesdure und III werden getrennt. Glykol-
sdure wird mit Cer(IV)-ammoniumsulfat zu CO; und Ameisensiure oxydiert. Das
nicht benzoylierte Osotriazol (V) wird ebenfalls der Perjodatspaltung unterworfen
und C-6 als Formaldehyd sowie (C-4 + C-5) als Ameisensdure bestimmt. Die auf
beiden Wegen anfallenden Triazolcarbonsiéuren werden vereinigt und wie bei den
Pentosen angegeben, weiter abgebaut. Nach dem angegebenen Verfahren wurden
4 Glucosen und 2 Fructosen abgebaut.

Tab. 5. Prozentuale 14C-Verteilung in Glucose und Fructose von Photosyntheseexperimenten
A: Glucose, 60 Sek. Photosynthese

B: Glucose, 60 Sek. Photosynthese unter KCN-Zusatz

C: Fructose, 60 Sek. Photosynthese

D: Fructose, 60 Sek. Photosynthese unter KCN-Zusatz

E: Glucose, 6 Min. Photosynthese

F: Glucose, 60 Sek. Photosynthese

A

C-Atome B C D E F
1 10.3 10.8 9.5 10.8 15.2 9.8
2 7.9 8.2 7.9 8.5 14.9 6.2
3 320 30.5 31.0 30.3 18.6 35.0
4 34.4 32.6 37.0 32.7 21.3 36.3
5 5.8 5.4 6.0 6.2 71 4.7
6 79 8.4 9.0 8.6 14.3 1.7
Summe 98.3 95.9 100.4 97.1 97.4 99.7

38) S. ARONOFF, Techniques of Radiobiochemistry, S. 110, The Iowa State College Press,
Ames Jowa 1956.
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Abbauschema fiir Hexosen
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Die Zucker der Abbauversuche A —D stammen aus denselben Photosyntheseexperi-
menten wie die Ribulosen, deren Abbauergebnisse in Tab. 1 angegeben sind.
Auch hier ist die molare Aktivitit der Osotriazole V = 1009 gesetzt.

Nach der Ausarbeitung und Uberpriifung der Methode interessierten wir uns fiir
einen Vergleich mit dem zum Abbau von Glucose hiufig angewandten biochemischen
Verfahren mit Leuconostoc mesenteroides13.19, Da hierbei hdufig die Summe der
molaren Radioaktivititen der einzelnen C-Atome nicht gleich der Aktivitit des Aus-
gangszuckers ist3940, stellten wir uns insbesondere die Frage, ob alle C-Atome eine
gleichmiBige Verdiinnung erfahren oder ob einzelne C-Atome nach der Leuconostoc-
Methode zu geringe Aktivitit zeigen.

39) O. KANDLER, Privatmitteil., und H. KAuss, Dissertat. Univ. Miinchen 1961.
40) F. FrepLER, Diplomarb. Techn. Hochschule Milnchen 1961 und Privatmitteil.
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Tab. 6. Vergleich der prozentualen 14C-Verteilung einer biosynthetisch gewonnenen Glucose
nach der in dieser Arbeit angegebenen Methode mit dem Leuconostoc mesenteroides-Verfahren

Unsere Methode Leuconostoc-Methode

C-Atom Diese Arbeit*) 1. c.40%) 1. c.40%%) 1. c.39%%)

1 13.5 13.8 16.0 14.8
2 11.1 8.8 10.2 11.4
3 25.8 22,6 26.2 25.6
4 29.0 24,5 284 - 27.8
5 7.2 6.7 1.7 8.4
6 11.5 9.9 11.5 12.0
Summe 98.1 86.3 100.0 100.0

* Die Radioaktivitdit der Glucose = 1009 gesetzt.
**) Diec Summe der gefundenen Radioaktivititen der einzelnen C-At: = 100%

Tab. 6 zeigt eine befriedigende Ubereinstimmung der beiden Verfahren. Offensicht-
lich sind bei der Leuconostoc-Methode alle C-Werte mit Ausnahme von C-1 um den
gleichen Prozentsatz zu tief, falls die Summe der Einzelaktivititen nicht gleich der
Ausgangsaktivitit ist.

Um einen moglichst raschen Uberblick iiber die 14C-Verteilung in einer Hexose
erhalten zu kénnen, kann man das 6-O-Benzoyl-osotriazol VI in Aceton mit Perman-
ganat zu Phenyltriazolcarbonsdure III und O-Benzoyl-glykolsiure oxydieren. Diese
beiden Siduren kénnen dann, wie beschrieben, weiter abgebaut werden. C-4 muf} dann
allerdings durch Differenz bestimmt werden.

Wie wir durch eine Reihe von Versuchen zeigen konnten, kann der vorstehend be-
schriebene Abbau fiir Pentosen und Hexosen auch zur Ermittlung der Tritiumvertei-
lung in Zuckern verwendet werden, woriiber in anderem Zusammenhang berichtet wird.
Weiterhin sollte das Verfahren sehr gut zum Abbau von Rhamnose geeignet sein und
allgemein fiir den partiellen Abbau von Verbindungen des Typs R —CHX—CHOH —
CHO bzw. R—CHX—CO —CH,0H, bei denen X=H, OH, NH, oder SH ist, falls
sie ein Osazon und Osotriazol darzustellen erlauben.

Die Radioaktivitdtsbestimmungen wurden in Gaszédhlrohren durchgefiihrt, gleich-
zeitig erfolgte stets eine C-Analyse4?, Falls notig, erfolgte die Radioaktivititsbestim-
mung mit einer Antikoinzidenzanordnung (Nulleffekt eines 100-ccm-Gaszihlrohres
ca. 3 ipm).

Herrn Prof. Dr. F. WEYGAND danken wir fir seine Unterstiitzung und sein Interesse, der
DEeUTSCHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT flir ein Stipendium und eine Sachbeihilfe, ebenso

dem FoNDs DER CHEMISCHEN INDUSTRIE; Frl. PFLAUMER und Herrn SALECKER fiir geschickte
Mitarbeit und sorgfiltige Durchfiihrung der Analysen.

41) H. StmoN, H. DANIEL und J. F. KLEBE, Angew. Chem. 71, 303 [1959].
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE
1. Abbau von Ribulose-[14C]

. Osazondarstellung: Die Eluate der Papierchromatogrammflecke wurden mit 30 mg
Trigerpentose versetzt und gefriergetrocknet. Der Riickstand wurde mit weiteren 270 mg
Tréger (Ribulose, Arabinose oder Ribose) versetzt. Nach Zugabe von 1.2 ccm Glykol-
monomethyléther, 3.5 ccm Eisessig und 0.78 ccm Phenylhydrazin (farblos) wurde 20 Min.
auf 50—55° erhitzt und anschlieBend 30 ccm siedendes 20-proz. Athanol zugefugt. Nach Er-
kalten und Nachwaschen mit verd. Essigsiure lieBen sich 328 mg (50% d. Th.) Osazon vom
Schmp. 164° isolieren.

Das Rohprodukt wurde mit 825 mg (2.5 mMol) reinem, nichtradioaktivem Osazon aus
absol. Athanol umkristallisiert. 970 mg. Schmp. 167°.

2. Osotriazolbildung: 940 mg fein pulverisiertes Osazon wurden in 100 ccm Wasser suspen-
diert (250-ccm-Dreihalskolben, RiickfluBkiihler, Rithrer) und in einem Olbad zum Sieden
erhitzt. In die kochende Suspension wurde eine siedende Lsung von 0.785 g CuSQO4: S H,O
in 10 ccm Wasser gegeben. Nach 15 Min. war das Osazon in L8sung gegangen. Nach insgesamt
30 Min. wurde rasch auf Raumtemperatur abgekithit und filtriert. Mit Dowex 50 X 8, 200 bis
400 mesh, in der H®-Form und mit Dowex 2 x 8, 20—50 mesh, in der OH®-Form wurde vom
Kupfer und von der Schwefelsdure befreit42), Die Reaktionslésung vom pH 6—7 wurde an-
schlieBend gefriergetrocknet und der farblose, bzw. mitunter schwach briaunlich gefirbte feste
Riickstand in 50 ccm reinem Chloroform aufgenommen, filtriert, i. Vak. unter Stickstoffauf
2 ccm eingeengt und durch Zugabe einer Mischung von 1.5 ccm absol. Ather und 1.5 ccm
n-Hexan ausgefillt. Das abgeschiedene 8lige Triazol kristallisierte beim Kratzen. Ausb.
343 mg (51% d. Th.), Schmp. 65°.

Das nochmals in 2 ccm Chloroform geldste und mit 1.5 ccm Ather + 1.5 ccm Hexan aus-
gefillte Osotriazol I (330 mg) zeigte Schmp. 67 —68°.

C11H13N303 (235.2) Ber. C 56.19 Gef. C 56.58
10400 ipm/mMol

3. Perjodatspaltung des Osotriazols: Zu einer Lésung von 298 mg (1.27 mMol) I in S ccm
Wasser wurden 10 ccm einer 0.35 molaren Natriummetaperjodatldsung gegeben. In kurzer
Zeit bildete sich ein kristalliner Niederschlag, der nach 2 Stdn. (mehrmals umschiitteln!)
abgesaugt und mit wenig kaltem Wasser gewaschen wurde. Das Filtrat wurde mit 0.8 ccm
Eisessig angesiiuert und iiberschiiss. Perjodat und Jodat titrimetrisch durch Zugabe von
1 m NaySO; zerstért. Der Endpunkt wurde am Verschwinden der Jodfarbung erkannt.
(UberschuB an Na,SO; ist zu vermeiden.) Nach erfolgter Reduktion wurde die Reaktions-
18sung neutralisiert. Zur Entfernung letzter Spuren von II wurde die Lsung 2mal mit 10 ccm
Ather extrahiert.

Der Atherextrakt wurde mit der Hauptmenge an 11 vereinigt und mit Na,SO4 getrocknet.
AnschlieBend wurde der Ather i. Vak. abgezogen und der erhaltene Riickstand im Vakuum-
exsikkator {iber P,Os getrocknet. Ausb. 204 mg (939 d. Th.) II. Schmp. 68°.

Falls nur die 14C-Verteilung bestimmt werden soll, kann der Aldehyd ohne Isolierung
oxydiert werden.

4. Oxydation des 2-Phenyl-triazol-aldehyds-(4) (II): Der Aldehyd wurde mit 185 mg
NaOH, 185mg KMnO,4 und 2ccm Wasser versetzt und 30 Min. unter mehrmaligem Umschiit-
teln auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Dann wurde mit Schwefelsiure angesiuert und
iiberschiiss. Permanganat und entstandenes Mangandioxyd durch Zugabe von festem Natrium-
sulfit reduziert. Nach Abkithlung auf 0° wurde die ausgeschiedene, weiBe Carbonsdure (III)

42) UberschuB an Kationaustauscher muB vermieden werden!
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abgesaugt, mit wenig kaltem Wasser gewaschen und bei 100° getrocknet. Ausb. 204 mg
(91.5%, d. Th.). Schmp. 189°. Die gesamte Menge wurde aus ca. 60 ccm Wasser umkristalli-
siert und ergab 173 mg reine III. Schmp. 191°,

CoH7N30, (189.2) Ber. C57.14 Gef. C57.24
8239 ipm/mMol

S. Bestimmung von C-5 als Formaldehyd-2.4-dinitrophenylhydrazon: Aus der mit Ather
extrahierten wiiBr. Ldsung von 3. wurde der Formaldehyd direkt bei 80 Torr abdestilliert.
Der Salzriickstand wurde noch 3mal mit 10 ccm Wasser versetzt, wonach jeweils wieder ab-
destilliert wurde. Das in einer eisgekilhlten Vorlage aufgefangene Destillat wurde mit 150 ccm
einer 2.4-Dinitrophenylhydrazinlésung (3.3 g 2.4-Dinitrophenylhydrazin, 165 ccm konz.
Salzsiure, 100 ccm Methanol, 735 ccm Wasser) versetzt und kurz zum Sieden erhitzt. Nach
Abkilhlung wurde abgesaugt, gut mit Wasser gewaschen und bei 100° getrocknet. Ausb.
251 mg (94.5% d.Th.). Schmp. 161°. Nach Umkristallisicren aus 20 ccm absol. Athanol
209 mg vom Schmp. 162°.

C7HgN4O4 (210.2) Ber. C40.00 Gef. C40.07
1319 ipm/mMol

6. Bestimmung von C-4 durch Oxydation von Ameisensiure: Die Oxydation der Ameisen-
siure erfolgte in einem 100-ccm-Zweihalskolben, der zum Auffangen des Kohlendioxyds
Uber einen Liebig-Kihler und eine mit Trockeneis gekiihlte Wasserfalle mit der spiralférmigen
CO»-Ausfrierfalle (mit flissiger Luft gekiihlt) verbunden war. Die CO,-Ausbeutebestimmung
erfolgte volumetrisch in der 14C-Analysen-Apparatur4l),

Der bei der Destillation erhaltene trockene Salzriickstand wurde in 30 ccm Wasser aufge-
nommen und mit 1.5 ccm Eisessig angesiiuert. Zur Vertreibung von evtl. vorhandenem
Kohlendioxyd wurde die Reaktionslésung 10 Min. am RiickfluBkithler unter Durchleiten
von Stickstoff gelinde zum Sieden erhitzt. Die abgekiihlte L8sung wurde dann mit einer L8-
sung von 3 g Quecksilber(Il)-acetat 4+ 3 ccm Eisessig in 25 ccm Wasser versetzt und unter
stindigem Durchleiten von Stickstoff zum Sieden erhitzt; nach weiteren 20 Min. wurde die
14CO,-Falle an die 14C-Analysenapparatur angeschlossen. Ausb. 1.09 mMol (86% d. Th.).
Radioaktivitit: 955 ipm/mMol.

7. Natriumamalgamspaltung der Phenyltriazolcarbonsdure III: 153 mg (0.81 mMol) I
wurden, in 1 ccm 17 NaOH und 2 ccm Wasser geldst, mit 4.3 g 4-proz. Natriumamalgam
versetzt. Die Reaktionsldsung wurde 10 Min. geschiittelt, wobei eine leichte Erwirmung und
Gelbfiarbung zu beobachten waren. AnschlieBend wurden 4mal 1 ccm Wasser abdestilliert,
nachdem man der Reaktionslsung vor der Destillation jeweils 1 ccm Wasser zugesetzt hatte.
Nach beendeter Reaktion wurde die inzwischen farblos gewordene Ldsung so weit gekiihit,
daB sie vom erstarrten Amalgam dekantiert werden konnte. Es wurde 2mal mit wenig Wasser
nachgespiilt. Die klare Reaktionsldsung wurde auf 0° gekiihlt und mit ca. 0.37 ccm konz.
Phosphorsiure auf pH 4—5 angeséuert, wobei sich die Phenylhydrazinoessigsdure (IV) rasch
abschied; sie wurde abgesaugt, mit eiskaltem Wasser gewaschen und iiber P,Os im Vakuum-
exsikkator getrocknet. Ausb. 69.5 mg (529 d. Th.). Schmp. 150°. Eine Umkristallisation
ist meist nicht notwendig.

CgH1oN20O, (166.2) Ber. C57.81 Gef. C 57.63
6064 ipm/mMol

8. Isolierung von Cyanwasserstoff: Das Filtrat von IV wurde mit 10 ccm 5-proz. Schwefel-
siure versetzt und mit Wasserdampf destilliert, wobei man das Destillat in 5ccm 172 NaOH
auffing. Nachdem ungefiihr 60 ccm Wasser tiberdestilliert waren, wurde zum Destillat eine
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salpetersaure AgNO;-Lisung gegeben und kurz aufgekocht. Das Produkt wurde gut mit
Wasser gewaschen und getrocknet. Ausb. 73 mg (67.5% d. Th.).

AgCN (133.9) Ber. C897 Gef. C95.07
2135 ipm/mMol

9. Decarboxylierung der Phenylhydrazinoessigsdure IV: 24.5 mg IV wurden in ein Bomben-
rohr, das auf der einen Seite eine leicht brechbare Spitze (break tip) trug, eingewogen, mit
2 ccm konz. Phosphorséure versetzt und mit flilssiger Luft tiefgektihlt. Nach dem Evakuieren
wurde die Bombe zugeschmolzen und 2 Stdn. auf 230° erhitzt. Nach Abkiihlung auf Raum-
temperatur wurde die Bombe in der 14C-Bestimmungsapparatur4l) gedffnet. Das Kohlen-
dioxyd wurde nach Reinigung im Kupferofen volumetrisch bestimmt und anschlieBend ins
Gaszihlrohr tibergefithrt. Ausb. 0.092 mMol CO; (62% d. Th.). Radioaktivitit: 4102 ipm/
mMol.

11. Abbau von Fructose- bzw. Glucose-[14C]

10. Osazondarstellung: Die Eluate der Papierchromatogrammflecke wurden mit 30 mg
Triigerhexose versetzt und gefriergetrocknet.

Der Riickstand wurde mit 540 mg (3 mMol) Fructose (Glucose) versetzt. Nach Zugabe von
1.8 ccm Methylcellosolve und 0.6 ccm Eisessig wurde das Reaktionsgemisch auf 80° er-
wirmt. Dann wurden 1.2 ccm frisch dest. Phenylhydrazin (farblos) zugegeben und die Ldsung
weitere 45 Min. auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Die Reaktionsmasse wurde vor dem
Absaugen mit 25 ccm Wasser gut durchgearbeitet. Das Osazon wurde 2mal mit je 3 ccm 10-
proz. Essigstiure und 2mal mit 5 ccm Wasser gewaschen, sodann in der gerade ndtigen
Menge Methanol zu einem Brei aufgeschlimmt, abgesaugt und 2mal mit 3 ccm Ather ge-
waschen. Das erhaltene hellgelbe Osazon wurde bei 100° getrocknet. Ausb. 970 mg (909,
d. Th.). Schmp. 208°.

Analog wird mit Glucose verfahren. Ausb. ca. 70%.

Ci1sH20N404 (358.4) Ber. C60.32 Gef. C60.31

11. Phenyl-osotriazol (V): 1.32 g CuSOy4- 5 H0 wurden in 94 ccm Wasser geldst und mit
0.94 g (2.62 mMol) Phenylosazon versetzt (Dreihalskolben, Riihrer, Rijckfiufkithler, Olbad
120--130°). Unter stindigem Riithren wurde die waBr. Suspension zum Sieden erhitzt, wobei
man bei zu starkem Schiumen etwas Entschiumer zusetzte. Nach zwei Stdn. wurde mit
etwas Aktivkohle versetzt und siedend heiBl abfiltriert. Aus dem hellgriinen Filtrat kristalli-
sierte ¥ aus. Nach Kiithlung wurde abgesaugt, gut mit Eiswasser gewaschen und bei 100°
getrocknet. Ausb. 449 mg = 1.7 mMol (65% d. Th.). Es wurde aus Wasser unter Zusatz von
Aktivkohle umkristallisiert, wobei 370 mg V in langen, feinen, farblosen Kristallen ausfielen.

Schmp. 194°,
P Ci2H;sN3O, (265.3) Ber. C54.33 Gef. C 54.46

37958 ipm/mMol

12. Perjodatspaltung des Osotriazols: 64 mg (0.25 mMol) ¥, 201 mg (0.94 mMol) NaJO,
und 6 ccm Wasser wurden 20 Min. am RickfluBkiihler unter Magnetrithrung auf dem sieden-
den Wasserbad der Perjodatspaltung unterworfen. Die auf 0° abgekiihlte Reaktionsldsung
wurde weiter aufgearbeitet, wie beim Pentoseabbau beschrieben (vgl. Nr. 3—6).

13. 6-O-Benzoyi-osotriazol (VI): 265 mg (1 mMol) ¥ wurden in 3 ccm absol. Pyridin unter
Erwirmen geldst und auf 0° abgekiihlt. Zu dieser L8sung wurde tropfenweise unter starker
Magnetrithrung 1 ccm einer Losung von frisch dest. Benzoyichlorid (1.1 mMol) in absol.
Pyridin (1.546 g/10 ccm absol. Pyridin) gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde noch 2 Stdn.
bei 0° (Eis/Wasser-Kithlung) gerithrt, iiber Nacht bei 0° aufbewahrt und dann in 12 ccm Eis-
wasser gegossen. Das zun#chst 6lig ausgeschiedene Produkt kristallisierte bald. Es wurde
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abgesaugt, gut mit Wasser gewaschen, und aus 50 ccm 60-proz. Athanol umkristallisiert.
Ausb. 321 mg (87% d. Th.). Schmp. 154 —156°.
CoH9N30s (369.4) Ber. C61.78 Gef. C 61.81

14. Perjodatspaltung des 6-O-Benzoyl-osotriazols (VI): 300 mg (0.81 mMol) VI wurden
unter starkem Rilhren mit einer heiBen Perjodatldsung (30 ccm Wasser + 428 mg NaJOy)
versetzt und 10 Min. auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. AnschlieBend wurde die Reak-
tionsldsung schnell auf 0° abgekiihlt und von den farblos kristallin ausgeschiedenen Aldehy-
den abgesaugt. Die mit 1 » NaOH gegen Bromthymolblau neutralisierte Reaktionslésung wurde
2mal mit 20 ccm Ather extrahiert und der geloste Ather durch kurzes Erwirmen auf dem
siedenden Wasserbad entfernt. Die wifir. Perjodatldsung kann dann direkt zur Bestimmung
der Ameisensidure aus C-4 mit Hgll-Salz zu CO, oxydiert werden, wie unter 6. beschrieben.
Atherextrakt und Aldehydgemisch wurden vereinigt und gut mit Natriumsulfat getrocknet.

15. Oxydation von 2-Phenyl-triazol-aldehyd-(4) (II) und O-Benzoyl-glykolaldehyd (VII):
Die mit Natriumsulfat getrocknete ither. Aldehydidsung (ca. 0.8 mMol II und VII) wurde
i. Vak. eingeengt. Der trockene Rilckstand wurde in 15 ccm Aceton p. a. geldst und bei Raum-
temperatur im geschlossenen Kolben mit 210 mg Kaliumpermanganat unter stindigem
Riihren oxydiert. Nach 90 Min. wurde das Aceton i. Vak. abgezogen. Der braune Rilckstand
wurde mit 20 ccm Ather und 15 ccm eiskalter 10-proz. Schwefelsiure versetzt und solange
Natriumsulfit zugegeben, bis das Mangandioxyd reduziert war. AnschlieBend wurde die
wiBr. Losung noch 2mal mit 15 ccm Ather extrahiert. Nach Vereinigung der iither. Losungen
und Trocknen mit Na;SO4 wurde der Ather i. Vak. abgezogen.

16. Verseifung der O-Benzoyl-glykolsdure und Trennung von Glykolsiure (VIII), Phenyl-
triazolcarbonsiure (III) und Benzoesiure: Der Atherriickstand, bestehend aus IIl und O-
Benzoyl-glykolsiure, wurde in 6 ccm 1n NaOH aufgenommen und zur Verseifung 1 Stde.
am RiickfluBkiihler auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Die mit halbkonz. Schwefelsiure
angesiuerte Reaktionslosung wurde in Eis/Wasser gekiihlt und dann von der ausgeschiedenen
IIl und Benzoestiure abgesaugt. Das Filtrat wurde 3mal mit Ather extrahiert. Die wiBrige
Lbsung wurde zur Vertreibung gelosten Athers zum Sieden erhitzt und zur weiteren Oxyda-
tion der Glykolsiure aufbewahrt.

Die Phenyltriazolcarbonsiure IIl und Benzoesdure wurden mit den Atherextrakten ver-
einigt und der Ather i. Vak. abdestilliert. Der Riickstand wurde aus 45 ccm Wasser umkristal-
lisiert, wobei die Benzoesdure vollstindig in Losung blieb. Nach Kithlung auf 0° wurde die
in langen, farblosen Kristallen ausgeschiedene III abgesaugt, mit wenig eiskaltem Wasser
gewaschen und bei 100° getrocknet. Ausb. 119 mg (799 d. Th.). Schmp. 191°.

CoHsN;0, (189.2) Ber. C57.13 Gef. C57.13

17. Bestimmung von C-5 durch Oxydation der Glykolsiure: Die bei der Verseifung er-
haltene wiBr. Glykolsdureldsung wurde in der Versuchsanordnung, wie sie bei der Ameisen-
sdure-Oxydation mit Quecksilberacetat beschrieben wurde (vgl. unter 6.), mit 5 ccm 5-proz.
Schwefelsiure und 20 ccm einer Cer(IV)-ammoniumsulfatldsung (12.7 g/15 ccm  konz.
Schwefelsiure + 85 ccm Wasser) versetzt und 1 Stde. im Stickstoffstrom zum Sieden erhitzt.
Ausb. 0.51 mMol (64 %, d. Th., bez. auf 0.8 mMol eingesetztes VI).

18. Permanganatoxydation des 6-O-Benzoyl-osotriazols (VI): 369 mg (1 mMol) VI wurden
in 25 ccm Aceton p. a. geldst und mit 395 mg KMnOy versetzt. Die Reaktionsldsung wurde
11/, Stdn. bei Raumtemperatur gerithrt und anschlieBend das Aceton i. Vak. abdestilliert.
Die weitere Aufarbeitung erfolgte, wie unter 15. beschrieben. Die Ausb. an III betrug 142 mg
(75% d. Th.).

Die wiBr. Glykolsdurelssung wurde, wie unter 17. angegeben mit Cer(1V) oxydiert und
ergab eine CO2-Ausbeute von 0.567 mMol (57 % d. Th., bez. auf VI).





