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Abbauverfahren zur Ermittluug der 14C-Verte i luug 

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 14Cmar- 
kierten Pentosen und Hexosen die Radioaktivitiitsverteilung bestimmt werden 
kann. Die Osotriazole werden der Perjodatspaltung unterworfen und der ent- 
stehende N-Phenyl-triazolaldehyd nach Oxydation zur Siiure weiter zu Cyan- 
wasserstoff und PhenylhydrazinoessigssaUre abgebaut, die dann decarboxyliert 
wird. Das Verfahren ist ebenfds zur Bestimmung der Tritiumverteilung in 
Zuckern geeignet. Die eimelnen Abbaureaktionen wurden, soweit natig, mit 
positionsmarkierten Verbindungen kontrolliert. Das Verfahren wwde mit Ergeb- 
nissen der Leuconostoc mesenteroides-Methode verglichen. Die Abbauergebnis- 
se verschiedener 14Crnarkierter Ribulosen, Glucosen und Fructosen aus 

Photosyntheseexperimenten werden angegeben. 

Bei vielen Stoffwechselvorghgen kommt den Kohlenhydraten eine zentrale Bedeu- 
tung zu. Daher wurden in den letzten 10-15 Jahren zahlreiche Untersuchungen zur 
Bildung bzw. Umwandlung von Zuckern mit Hilfe von 14C durchgefiihrt. Dabei 
mul3ten Zucker so abgebaut werden, daB die Radioaktivitiit eines jeden GAtoms 
besthunt werden konnte. Die zahlreichen fiir Pentosenl-4) und Hexosens-z*) aus- 
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gearbeiteten Verfahren befriedigen jedoch meist aus einem oder mehreren der fplgen- 
den Griinde nicht vollig: 
a) Der Abbau 1Mt sich nur fiir einen speziellen Zucker oder nur fiir Aldosen oder nur 
fur Ketosen anwenden, 
b) Es konnen nicht alle CAtome bestimmt werden, 
c) Es werden zuviele CAtome indirekt, d. h. durch DXerenzbildung bestimmt, 
d) Die Verfahren sind zu aufwendig und schlie0lich 
e) Zum Gesamtabbau miissen zu viele Wege beschritten werden, wodurch die 1%- 

Verteilung von Zuckern mit get-inger Radioaktivitiit nicht mehr @MU genug ermittelt 
werden kann. 

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

Bei vielen Abbauverfahren wurden bisher die Osazone und die daraus zu gewinnen- 
den Osotriazole angewandt4.15-17.19.21.*6), um die CAtome 4, 5 und evtl. 6 von Pen- 
tosen bzw. Hexosen zu bestimmen. Es erhob sich daher die Frage, ob es moglich ist, 
das durch Perjodatspaltung aus den Zuckerosazonen erhaltliche Osazon des Mesoxal- 
dehyds oder den aus der Perjodatspaltung der N-Phenyl-osotriazole erhaltlichen 
2-Phenyl-triazol-aldehyd-(4) (II) 29) weiter abzubauen. 
1891 beschrieben A. JONAS und H. v. PEcm.4~~30) die Gewinnung von Phenyl- 

hydrazinoessigsliure durch Natriumamalgaaxpaltung von 2-Phenyl-l.2.3-triazol- 
carbonsaure-(4) 0. Dabei trat nach Angabe der Autoren ein Geruch nach Blausiiure 
auf. 

Wir priiften daher, ob auf Grund dieses Befundes eke saubere Erfassung der ein- 
zehen C-Atome von III moglich ist. Aus Glucose[l-l4C] bzw. Glucose[2-14C1 
stellten wir III-[5-14c] bzw. III+4-14c] her und unterwarfen sie der Natriumamalgam- 
spaltung. 

Die in Form von Silbercyanid isolierte Blausiiure aus III-[5-14C] besitzt 98% der 
Radioaktivitat des Triazols. Die Phenylhydrazinoessigsaure aus III44-14cl weist 
98.4% der Aktivitiit des Triazols auf. 

Dies zeigt, da0 die Amalgampaltung fiir die Ermittlung der 14CVerteilung sehr 
gut brauchbar ist. Unter entsprechenden Bedhgmgen kann die Phenylhydrazino- 
essigsiiure (IV), ausgehend von 0.5 mMol III, mit ca. 55 % und die Blausiiure mit 70% 
Ausbeute isoliert werden. 
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Der weitere Abbau von IV durch Decarboxyliervng erfolgt, wie durch eine Reihe 
von Versuchen festgestellt wurde, am giinstigsten im Vakuum mit konz. Phosphor- 
saure bei 230". Das mit 65 % Ausbeute anfallende Kohlendioxyd zeigte in 3 Versuchen 
1.76 %, 1.73 % und 1.70 % der Radioaktivitat der Phenylhydrazinoessigsaure[2-'4C]. 
Dieser Fehler ist jedoch nur dam iiberhaupt merklich, wenn sich die Aktivitaten von 
G 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: 

H ~ O H  d H 0  I1 
I 

I 

I 

/' 
Pentose HCOH 

I HzCOH k! 

HC-N\ 
coz +- I ,N-GHs ---+ GHs-NH-NH-CH2-CO2H + HCN 

(C-1 + c-2 + c-3) 

IV (C-2 + c-3) (C-1) 

(1 
COZ ('2-3) 

Die Pentose wird zuniichst in das Osazon iibergefht, aus dem das Phenyl-oso- 
triazol (I) gebildet wird. Durch anschliehde Perjodatspaltung erhiilt man 11 neben 
Formaldehyd (G5) und Ameiinsaure (a). Der Aldehyd I1 wird zur Carbodure I11 
oxydiert und durch Natriumamalgamspaltung in IV (G2 + C-3) und Qanwasser- 
stoff (C-1) zerlegt. Durch Decarboxylierung der ersteren erhillt man C-3 in Form von 
Kohlendioxyd. G2 ergibt sich aus der DifTerenz (G2 + G3)-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 
zwEIFLER4) versuchte Rib'ulosi%bbau 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. HANN und C. S. 
HUD.30~31) hn mMol-MaDstab fiihrten immer zu dunkelgefarbten Produkten, deren 
Reinigung sehr verlustreich war. Durch Anderung der Bedingungen, sowohl bei der 
Osazonbildung, wie auch bei der Triazolbildung (vgl. kh re ibung  der Versuche) 
gelang es, auf befriedigende Ausbeuten zu kommen. 

Der durch Perjodatspaltung des Osotriazols erhaltene Phenyltriazolaldehyd 11 ist 
wasserdampfiliichtig. Er muD vor dem Abdestillieren des Formaldehyds restlos aus der 
Liisung entfernt werden. Auf Grund seiner Schwerliislichkeit kristallisiert die Haupt- 
menge aus, und der geringe, in Lijsung verbleibende Rest mu0 durch Ausiithern ent- 
fernt werden. Entsprechende Kontrollexperimente zeigen, daD der Formaldehyd zu 
weniger als 0.02 % mit Triazolaldehyd verunreinigt ist. 

31) J. Ama. chsm. 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 Trager in Form von Ribulose und Arabi- 
nose das Osazon gewonnen. Der Vergleich der Radioaktivitiit der Eluate, des Osazons 
und besonders von I ergab, daD sich die Ribulose-[Wl auf den Papierchromatogram- 
men zu einem wesentlichen Teil verhdert hatte32). Durch diesen Umstand standen 
fiir die Abbauversuche nur relativ geringe spezif. Aktivitaten zur Verfugung. Die nach- 
folgend aufgefiihrten Abbauergebnisse von vier Ribulosen wurden, ausgehend von 
2.85 mMol Pentoseosazon mit einer spezif. Radioaktivitat von 2500-10000 ipm/ 
mMol, erhalten. 

Tab. 1. Prozentuale W-Verteilung in Ribulose von Photosyntheswxperimenten mit Chlorella 
A: 15 Sek. Photosynthwe 
B: 15 Sek Photosynthwe unter KCN-Zusatz 
C: 60 Sek Photosynthm 
D: 60 Sek. Photosynthesc unter KCN-Zusatz 

GAtome A B C D 

1 16.8 19.3 19.4 20.2 
2 21.4 16.9 20.9 18.9 
3 52.6 52.5 38.4 39.4 
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 GAtome gefbdenen Aktivitats- 
werte mit dem Wert der Ausgangsverbindmg (N-Phenyl-osotriazol = 100%) zeigt, 
ist die Ubereinstimmmg sehr gut, ein Beweis f~ die Leistungsftihigkeit des Verfahrens. 
Es w& ein besonderer Vorteil des vorstehenden Pentoseabbaus, wenn er sich mit 

relativ geringen Modilktionen auf die Hexose-Reihe iibertragen lie&. Besonders 
giinstig ist dabei, daD sich die Osazon- und Osotriazolbildung bei den Hexosen im 
allgemeinen wesentlich vorteilhafter gestaltet. Wiihrend jedoch im Falle der Pentosen 
bei der Perjodatspaltung von I nur ein GAtom in Form von Ameisensiiure anfUt, 
ergeben in der Hexose-Reihe, beim analogen Vorghen, G4 und C 5  Ameisensiiure. 

Zur getrennten Erfassung von C4 und C S  muD man daher das Hexose-phenyl- 
osotriazol (V) vor der Spaltung mit Pcrjodat in ein Derivat iiberfiihren, das zwischen 
C 5  und G 6  nicht spaltbar ist. 
Es wurde auf verschiedenen Wegen versucht, V durch spezif. Oxydation in die entsprechende 

6-Carbonstlure zu iiberflihren. Eine Pq*odatspaltung dim S B w  wiirde dann I1 (C-1 + G 2  
+ C3), Ameisdure ((2) und Glyoxylsiiurs (C-5 + C-6) liefern. Vmuche, V analog 
H. GUAMa) mit Salpetersiiure ZW N - P h e n y l - o s o t r i a z o l g l ~ o ~ ~  zu oxydieren, schlugen 
fehl. 

32) Die Ribulos+Chromatogrammfiecke -den voa H e m  Prof. Dr. O.K+NDLER, 
Techn. Hochschule Munchen, zur Verfngung gestellt. Herr Dr.KAuss ftkhrto daraufhin 
Versuche durch, die zeigten, daD sich die Ribulosa auf dem Papier bei langer Lagemg in 
mehrere Substamen. u. a. Glycsrinstiure, zer(lctzt. 

33) Ber. dtsch. &em. Gea. 58,2344 119251. 
Chemiachs Baichte J.hrs. 95 24 
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Durch Venuendung von Stickstofftetroxyd, das von MAWR und DREFAlUM-35) zur Dar- 
stellung von Glucuronsauren angegeben wurde, erzielten wir zuniichst erfolgversprechende 
Ergebnisse. Die N-Phenyl-osottiazolgluc~onsiiure Gel3 sich als Lacton isolieren, was durch 
C,H-Analyse und IR-Spektrum bestiltigt wurde. Durch Umsetzung &r Substanz mit 0-Pheny- 
lendiamin erhiilt man das Benzimidazolderivat. Die Ausbeute an reinem N-Phenyl-osotriazol- 
glucuron war jedoch recht niedrig (I 5 % d. Th,). Wir versuchten daher, die Ausbeute durch 
Variation der Mengenverhaltnisse, der Temperatur und der Zeit sowie durch Verdiinnung 
des Oxydationsmittels mit Chloroform und durch Zugabe von wasserentziehenden Mitteln 
zu steigern. Maximal bildeten sich jedoch, Wie durch VerdUnnunganalyse festgestellt wurde, 
nur 35% S g w .  

Wie papierchromatographkche Auftrennungen zeigten, waren im Reaktionsgtmisch auRer 
der Saure bzw. dem Lacton und Ausgangsmatenal noch 4 andere Substanzen vothanden. 

Auch durch katalytische Oxydation konnte die Saure mar erhalten werden, aber 
auch hier waren die Ausbeuten mit maximal 30% unbefriedigend. Es wurde deshalb 
versucht, die Hydroxylgruppe an C-6 zu verlthern bzw. zu verestern, wobei sich heraus- 
stellte, daB das 6-O-Benzoyl-~-glucose-phenylosotriazol (VI) 20.21) das giinstigste 
Derivat war. 

Bei der Perjodatspaltung von VI36) ergeben sich 2 Problerne: 1. Trennung des ent- 
stehenden Phenyltriazolaldehyds I1 und des 0-Benzoyl-glykolaldehyds (VII). 2. Ver- 
meidung der Verseifung des Benzoylrestes wahrend der Perjodatspaltung und bei der 
Trennung der beiden Aldehyde.. 

Folgende Arbeitsweise ergab schliealich eine einfache und zuverlilssige Trennung 
von I1 und VII. Die beiden Aldehyde werden unter vollig wasserfreien Bedingungen in 
Aceton mit Kaliumperrnanganat oxydiert. Anschlieknd konnen nach Abspaltung des 
Benzoylrestes die Glykolsaure, Benzoesiiure und I11 gut getrennt werden. 

Nach Versuchen von WEIGEL~~) ist die Benzoylgruppe am 6-0-Benzoyl-osotriazol 
(VI) und am 0-Benzoyl-glykolaldehyd (VII) sehr hydrolysenbesthdig. Wir iiberpriiften 
dim Angaben und stellten mit Hilfe von 6-O-Benzoyl-osotriazol-[614C] fest, daB 
Perjodatspaltungen unter sehr verschiedenen Bedingungen stets mit einer mehr oder 
weniger starken Hydrolyse verbunden sind. Dabei zeigte sich, da0 der Benzoylester 
des Glykolaldehyds relativ hydrolysenernpfindlich ist. Unter speziellen Bedingungen 
tritt bei der Perjodatspaltung von 6-0-Benzoyl-osotriazol (VI) eine reproduzierbare 
Menge von 4-5% Formaldehyd auf. Mit der gleichen Menge Ameisenslure, die aus 
C-5 stammt, ist folglich G4 verunreinigt. Obwohl sich eine entsprechende Korrektur 
anbringen liek, ist es giinstiger, einen Teil des Osotriazols nicht zu benzoylieren und 
direkt der Perjodatspaltung zu unterwerfen. In diesem Falle wird C-6 als Formaldehyd 
gefa0t und G 4  + C-5 als Ameisensaure. Aus dem durch Spaltung der Glykolsaure 
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. DFLEFAHL, Chem. Ber. 80,94 [1947]. 
36) 6-O-Benzoyl-~-glucose-phenylosotriazol WI) wurde schon vorher von J. C. BEVINGTON, 

E. J. BOURNE und C. N. TURTON. Chem. and Ind. 1953, 1390, zum Studium der Radioaktivi- 
tSLtsverteilung benutzt. In der Veraffentlichung wird auch eine Trennung von N-Phenyl- 
osotriazolaldehyd und Benzoylglykolaldehyd angegeben, ohne dal3 jedoch der dazu einge- 
schlagene Weg angedeutet wird. 
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Von Smm37) wurde ein Verfahren zum Abbau von GlykoMure mit HiIfe von 
Cer(IV)-Salzen entwickelt. Danach wird Glykolsaure in 6 m Perchlorsiiumlosmg bei 
Raumtemperatur m Kohlendioxyd und Ameisensiiure gespalten. Bei 100" wird die 
Ameisemiiure oxydiert. 

Ein unter den angegebenen Bedingungen durchgefihrter Versuch bestltigte die 
Angaben (s. Tab. 2, Vers. 1). Versucht man jedoch die Bediigungen zu variieren, 
indem man z. B. eine wiiDrige Glykolsiiureliisung vorlegt, wie sie beim Hexose-Abbau 
anfat, so ist die Reaktion nicht mehr so spezifisch. bonders  auffallend ist die niedri- 
ge Ausbeute beim zweiten Oxydationsschritt (s. Tab. 2, Vers. 2 und 3). 

Tab. 2. Spdtung der Glykolsllure d t  Hzce(c104)6 

COZ- Ausbeute CO2-A~beut0 >y GlykoMure bei 25' ((2-1) bei 100" ((2-2) 
mMol mMol % mMol % 

1 0.50 0.501 = 100 0.443 = 89.0 
2 0.56 0.608 = 108 0.147 = 26.5 
3 0.50 0.442 = 89 0.077 = 15.4 

Eine W c h e  Methode zur Spaltung der GlykoMure bedient sich des Cer(IV)- 
ammoniumsulfats~~). Dieses Verfahren hat den Vorteil, daD es weniger von der Kon- 
zentration abhangig ist. In schwefelsaurer Losung wird GlykoMure bei 100" von 
Cer(1V)-ammoniumsulfat quantitativ zu Kohlendioxyd und Ameisemiiure oxydiert. 

Die Spezifitiit der Reaktion wurde durch Versuche mit GlykoMure-[1-14c] best&&. 
Dabei wurde nach beendeter Cer(1V)-ammoniumsulfat-Oxydation der b r ~ & u I 3  
an Cer(IV)-Ionen mit Zinn(II)-Losungen zerstort und die mitentstandene Ameisemiiure 
direkt mit Quecksilber(II)-acetat zu Kohlendioxyd oxydiert. 

Tab. 3. Spaltung von 1 mMol Glykols!hre-[l-14CJ mit Cer(IV)-ammonimulfat und an- 
schliaoende Oxydation der Ameisemilute mit Hgu-Salz 

GlykOl- c-1 als c02 C-2 als C02 
Vers.- sure CO2- ipm/ %Aus- C02- ipm/ %Am- Nr. ipml Ausb. mMol gangsakt. Ausb. mMol gangsakt. mMol 

~ 

1 67672 100% 64247 95 91.7% 89 0.13 
2 67672 99.3% 66620 99.1 92.7% 60 0.10 

Da die GlykoMure beii  Abbau von Hexosen durch Verseifung aus 0-Benzoyl- 
glykolshre in Gegenwart der Phenyltriazolcarbomiure III erhalten wird, muI3te 
noch das Verhalten von 111 unter den Reaktionsbedingungen gepriift werden, da 
diese noch in geringen Mengen in der wanrigen Glykolsiiurelosung enthalten sein 
kann. Wie Versuche zeigten, wird 111 durch Cer(IV)-ammonimulfat decarboxyliert. 
Sie kann aber durch mehrmaliges Ausiithem von GlykoMure leicht abgetrennt wer- 
den. So zeigte das aus einer Mischung von 0.5 mMol GlykoMure und 0.05 mMol 
radioaktivem 111 nach 3maligem Ausiithem gewomene Kohlendioxyd keine Radio- 
aktivitiit . 

37) G. F. Sham, Cerata oxidimetrie, S. 88, G. F. Smith Chemical Company, Columbus, 
Ohio, 1942. 

24. 
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Daher ist es am meckmaDigsten, die Glykolsiiure nach sorgfiiltiger Abtrennung 
der Phenyltriazolcarbonsaure mit Cer(IV>ammoniumsulfat zu Kohlendioxyd und 
Ameisensiiure zu spalten. 

Die Perjodatspaltung des Osotriazols und die Bestimmung von C-5 aus der Glykol- 
siiure liefert, wie aus nachfolgender Tabelle hervorgeht, gut reproduzierbare Werte. 
Ohne Angaben von Beleganalysen ist nach ARONOFF~~) die Bestimmung von G4 + C-5 
als Ameisensiiure nicht zuverlassig, was unter den von ulls angewandten Bedingungen 
nicht zutrifft. 

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

Vers. 1 und 3 : Perjodatspaltung von D-Glucosephenylssotriazol in der Killte. Dauer 40 Stdn. 
Vers. 2: Perjodatspaltung von DGlucosephenylssotriazol in der Siedehitze. Dauer 20 Min. 

Substanz 1. Vers. 2. Vers. 3. Vers. 

Phenyltriazolcarbonshre 111 50.9 - 50.6 
Ameisensilure ((2-4 + C 5 )  41.1 41 .O 40.9 
C-5 von GlykolsPure 4.6 - 4.9 
2.4-Dinitrophenylhydrazon von H2CO (C-6) 7.8 7.9 7.5 

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

Die Hexose wird in das Osotriazol V ubergefiihrt und ein Ted davon benzoyliert. 
Die Perjodatspaltung des 6-0-Benzoyl-osotriazols VI liefert C-4 als Ameisedure. 
I1 (C-1 + C-2 + C-3) und VII (G5 + (2-6) werden oxydiert und die O-Benzoyl- 
glykolsiiure anschlieknd verseift. VIII, Benzoesiiure und 111 werden getrennt. Glykol- 
Wire wird mit Cer(1V)-ammoniumsulfat zu COz und Ameisensiiure oxydiert. Das 
nicht benzoylierte Osotriazol (V) wird ebenfalls der Perjodatspaltung unterworfen 
und C-6 als Formaldehyd sowie (C-4 + C-5) als AmeisensaUre bestimmt. Die auf 
beiden Wegen anfallenden Triamlcarbonsiiuren werden vereinigt und wie bei den 
Pentosen angegeben, weiter abgebaut. Nach dem angegebenen Verfahren wurden 
4 Glucosen und 2 FNctosen abgebaut. 

Tab. 5. Prozentuale 14CVerteilung 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 

C- Atome A 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 32.0 30.5 31.0 30.3 18.6 35.0 
4 34.4 32.6 37.0 32.7 27.3 36.3 
5 5.8 5.4 6.0 6.2 7.1 4.7 
6 7.9 8.4 9.0 8.6 14.3 7.7 

Summe 98.3 95.9 100.4 97.1 97.4 99.7 

38) S. ARONOFP, Techniques of Radiobiochemistry, S. 110, The Iowa State College Press, 
Ames Iowa 1956. 
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(C1 + C-2 + C-3) 

Abbauschema fdr Hexoscn 

I 
HCOH 

I 
HzCOH 
V 

I 
HCOH 

I 

VI 
HzCOCOGjHs 

HC-N HCO 
HCOzH + I 

H~C-OCOCSHs 2HCOzH + HzCO I k - c 6 H s  

(C-4) VII 
C - d  
I 

(C-4 + C 5 )  (C-6) 
CHO I1 

92 % 1 70 % I 
COZH 

I 
H2C-OH 

WI 

~~ 

39) 0. KANDLER, Privatmitteil., und H. KAuss, Dissertat. Univ. Mtinchen 1961. 
40) F. FIEDLER, Diplomarb. Tech. Hochschule Milnchcn 1961 und Privatdtteil. 
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Tab. 6. Vergleich der prozentualen 1%-Verteilung einer biosynthetisch gewonnenen Glucose 
nach der in dieser Arbeit angegebenen Methode mit dem Leuconostoc mcsenferoides-Verfahren 

Unsere Methode Leuconostoc- Methode 

C-Atom Diese Arbeit *) 1. c.m*) 1. c.m**) 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 28.4 27.8 
5 7.2 6.7 7.7 8.4 
6 11.5 9.9 11.5 12.0 

Summe 98.1 86.3 100.0 100.0 
*) Dic RadioaktivitAt der Olucosa - 100% gcsotzt. 

**) Die Summc dor gofbndenen RadioaktivitAten dcr Sinzclncn GAtome - 100% psaazt. 

Tab. 6 zeigt eine befriedigende Obereinstimmung der beiden Verfahren. OfTensicht- 
lich sind bei der Leuconostoc-Methode alle C-Werte mit Ausnahme von G1 um den 
gleichen Prozentsatz zu tief, falls die Summe der Einzelaktivitaten nicht gleich der 
Ausgangsaktivitat ist. 

Um einen moglichst raschen oberblick iiber die 1%-Verteilung in einer Hexose 
erhalten zu konnen, kann man das 6-0-Benzoylssotriazol VI in Aceton rnit Perman- 
ganat zu Phenyltriazolcarbonsaure 111 und 0-Benmyl-glykolsiure oxydieren. Diese 
beiden Sauren konnen dann, wie beschrieben, weiter abgebaut werden. C-4 mu13 dann 
allerdings durch Differem bestimmt werden. 

Wie wir durch eine Reihe von Versuchen zeigen konnten, kann der vorstehend be- 
schriebene Abbau fur 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-CH20H, bei denen X=H, OH, NH2 oder SH ist, falls 
sie ein Osazon und Osotriazol darzustellen erlauben. 

Die Radioaktivitiitsbestimmungen wurden in Gasdhlrohren durchgefiihrt, gleich- 
zeitig erfolgte stets eine C-Analyse41). Falls notig, erfolgte die Radioaktivitatsbesti- 
mung mit einer Antikoinzidenzanordnung (Nulleffekt eines 100ccrn-Gasztihlrohres 
ca. 3 ipm). 
Herrn Prof. Dr. F. WEYGAND danken wir flir seine UnterstUtzmg und sein Interese, der 

DEUTSCHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAF-T fUr ein Stipendiurn und eine Sachbeihilfe, ebenso 
dem FONDS DER CHE~USCHEN INDUSTRIE; Frl. PFLAUMER und H e m  SALECKER fdr geschickte 
Mitarbeit und sorgfllltige DurcWuhrung der Analysen. 

41) H. SIMON, H. DANIEL und J. F. KLEBE, Angew. Chem. 71, 303 [1959]. 
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE 
I. Abbau von Ribulose-[W] 

1. Osazondarsteffung: Die Eluate der Papierchromatogramm&cke wurden mit 30 mg 
Triigerpentose versetzt und gefriergetrocknet. Der Ruckstand wurde mit weiteren 270 mg 
Trilger (Ribulose, Arabinose oder Ribose) versetzt. Nach Zugabe von l.2ccm Glykol- 
monomethylilther, 3.5 ccm Eisessig und 0.78 ccrn Phenyfhy&azin (farblos) wurde 20 Min. 
auf 50-55" erhitzt und anschliehnd 30 ccm siedendcs 20-proz. Athanol zugefUgt. Nach Er- 
kalten und Nachwaschen mit verd. Essigsiiure liekn sich 328 mg (50% d. Th.) Osazon vom 
Schmp. 164" isolieren. 

Das Rohprodukt wurde mit 825 mg (2.5 mMol) reinm, nichtradioaktivem Owmn aus 
absol. Athano1 umkristallisiert. 970 mg. Schmp. 167". 

2. Osotriazofbifdung: 940 mg fein pulverisiertes Osazon w d e n  in 100 ccrn Wasser suspen- 
diert (250-ccm-Dreihalskolben, RUckfluDkiihler, RUhrer) und in einem &bad zum Sieden 
erhitzt. In die kochende Suspension wurde eine siedende UIsung von 0.785 g CuSO4.5 HzO 
in 10 ccrn Wasser gegeben. Nach 15 Min. war das Osazon in Lbsung gogangen. Nach insgesamt 
30 Min. wurde rasch auf Raumtemperatur abgekllhlt und filtriert. Mit Dowex 50 x 8,200 bis 
400 mesh, in der He-Form und mit Dowex 2 x 8,20-50 mesh, in der OHe-Form wurde vom 
Kupfer und von der Schwefelslure befreit42). Die Reaktionslbsung vom pH 6-7 wurde an- 
schlieBend gefriergetrocknet und der farblose, bzw. mitunter schwach brilunlich geftirbte fate 
Ruckstand in 50 ccrn reinem Chloroform aufgenommen, filtriert, i. Vak. unter Stickstoffad 
2 ccm eingeengt und durch Zugabe einer Mkhung von 1.5 ccm absol. Ather und 1.5 ccm 
n-Hexan ausgefilllt. Das abgcschiedene blige Triazol kristallisierte beim Kratzen. Ausb. 
343 mg (51 % d. Th.), Schmp. 65". 

Das nochmals in 2 ccm Chloroform gelbste und mit 1.5 ccrn Ather + 1.5 ccm Hexan aus- 
gefillte Osorriazol I (330  mg) zeigte Schmp. 67-68". 

C I I H ~ ~ N ~ O ~  (235.2) Ber. C 56.19 Gef. C 56.58 
lo400 ipm/mMol 

3. Perjodutspaltung des Osotriazofs: Zu eher Msung von 298 mg (1.27 mMol) I in 5 ccrn 
Wasser wurden 10 ccm einer 0.35 molaren Natriummetaperjodatlbsung gegeben. In kuner 
Zeit bildete sich ein kristalliner Niederschlag, der nach 2 Stdn. (mehnnals umschlitteln!) 
abgesaugt und mit wcnig kaltem Wasser gewaschen wurde. Das Filtrat wwdc mit 0.8 ccm 
Eisessig angesiiuert und iiberschllss. Perjodat und Jodat titrimetrisch durch Zugabe von 
1 m Na2S03 mrstbrt. Der Endpunkt wurde am Verschwinden der Jodfiirbung erkannt. 
(UberschuD an NazSO3 ist zu vermeiden.) Nach erfolgter Reduktion wurde die Reaktions- 
lasung neutralisiert. Zur Entfemung letzter Spuren von I1 wurde die L6sung 2mal mit 10 ccrn 
kher  extrahiert. 

Der Atherextrakt wurde mit der Hauptmenge an 11 veroinigt und mit Na2S04 getrocknot. 
Anschliekd wurde der Ather i. Vak. abgezogen und der erhaltene RUckstand im Vakuum- 
exsikkator Uber P205 getrocknet. Ausb. 204 mg (93 % d. Th.) 11. Schmp. 68". 

Falls nur die 14CVerteilung bestimmt werden SOU, kann der Aldehyd ohne Isolierung 
oxydiert werden. 

4. Oxydation des 2-Phenyf-triazof-aldehyd~-(4) ( I I ) :  Der Aldehyd wur& mit 185 mg 
NaOH, 185mg KMn04 und 2ccm Wasser versetzt und 30 Min. untcr mehrmaligem UmschUt- 
teln auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Dann wurde mit SchwefeMure angduert und 
Uberschilss. Permanganat und entstandenes Mangandioxyd durch Zugabevon festem Natrium- 
sulfit reduziert. Nach AbkILhlung auf 0" wurde die ausgwhiedene, weik Carbonsiiure (III) 

42) UberschuD an Kationaustauscher muD vermieden werden! 
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abgesaugt, mit wenig kaltem Wasser gewaschen und bei 100' getrocknet. Ausb. 204mg 
(91.5% d. Th.). Schmp. 189". Die gesamte Menge wurde aus ca. 60 ccm Wasser umkristalli- 
siert und ergab 173 mp reine 111. Schmp. 191'. 

GH7N302 (189.2) &r. C 57.14 Gef. C 57.24 
8239 ipm/mMol 

5. Bestimmung von C-5 als Formoldehyd-2.4-dinitrophenylhydrozon: Aus der mit Ather 
extrahierten walk Msung von 3. wurde der Formaldehyd direkt bei 80 Torr abdestilliert. 
Der Salzriickstand wurde noch 3 mal mit 10 ccrn Wasser vcrsetzt, wonach jeweils wieder ab- 
destilliert wurde. Das in einer eisgekllhlten Vorlage aufgefangene Destillat wurde mit 150 ccrn 
einer 2.4-Dinitrophenylhydrazinlosung (3.3 g 2.4-Dinitrophenylhydrazirazin, 165 ccrn konz. 
Saldure, 100 ccrn Methanol, 735 ccrn 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 Umkristallisieren aus 20ccm absol. khan01 
209 mg vom Schmp. 162". 

C7HaN404 (210.2) Ber. C 40.00 Gef. C 40.07 
1 3 19 ipm/mMol 

6. Bestimmung von C-4 durch OxydPtion von Ameisensiiure: Die Oxydation der he isen-  
Sgure erfolgte in einem 100-ccm-Zweihalskolben, der zum Auffangen des Kohlendioxyds 
Uber einen Liebig-KUhler und eine mit Trockeneis gekiihlte Wasserfalle mit der spiralfarmigen 
COz-Ausfrierfalle (mit fliissiger Luft gekuhlt) verbunden war. Die CO2-Ausbeutebestimmung 
erfolgte volumetrisch in der 14C-AnaIysen-Apparatur41). 

Der bei der Destillation erhaltene trockene SalPllckstand wurde in 30 ccm Wasser aufge- 
nommen und mit 1.5 ccrn Eisessig angesauert. Zur Vertreibung von evtl. vorhandenem 
Kohlendioxyd wurde die Reaktionslbsung 10 Min. am RilcktluBkuhler unter Durchleiten 
von Stickstoff gtlinde zum Sieden erhitzt. Die abgekuhlte LBsung wurde dann mit einer L& 
sung von 3 g Quecksilber(I1)-acetat + 3 ccrn Eisessig in 25 ccrn Wasser versetzt und unter 
stiindigem Durchleiten von Stickstoff zum Sieden erhitzt; nach weiteren 20 Min. wurde die 
W02-Falle an die 1GAnalysenapparatur angeschlossen. Ausb. 1.09 mMol (86 % d. Th.). 
Radioaktivittit : 955 ipm/mMol. 

7 .  Natriumomolgomspoltung dcr Phenyltriozolcorbonsiiure I l l :  153 mg (0.81 mMol) 111 
wurden, in 1 ccm 1 n NaOH und 2 ccm Wasser gelBst, mit 4.3 g Qproz. Natriumamalgam 
versetzt. Die ReaktionslBsung wurde 10 Min. geschuttelt, wobei eine leichte Erwkmung und 
Gelbfiirbung zu beobachten waren. AnschlieBend wurden 4mal 1 ccm Wasser abdestilliert, 
nachdem man der Reaktionslbsung vor der Destillation jeweils 1 ccrn Wasser zugesetzt hatte. 
Nach beendeter Reaktion wurde die inzwischen farblos gewordene Lasung so weit gekuhlt, 
da6 sie vom erstarrten Amalgam dekantiert werden konnte. Es wurde 2mal mit wenig Wasser 
naqhgesplllt. Die klare Reaktionslasung wurde auf 0" gekUhlt und mit ca. 0.37 ccm konz. 
Phosphorslure a d  pH 4- 5 angestiuert, wobei sich die Phenylhydrozinoessigsdure (IV) rasch 
abschied; sie wurde abgesaugt, mit eiskaltem Wasser gewaschen und iiber P~OJ  im Vakuum- 
exsikkator getrocknet. Ausb. 69.5 mg (52% d. Th.). Schmp. 150'. Erne Umkristallisation 
ist meist nicht notwendig. 

CsHloNzO2 (166.2) Ber. C 57.81 Gef. C 57.63 
6064 ipm/mMol 

8.  Isolierung von Cyonwosserstof: Das Fdtrat von IV wurde mit 10 ccrn 5-proz. Schwefel- 
slure versetzt und mit Wasserdampf destilliert, wobei man das Destillat in 5 ccrn 1 n NaOH 
auffing. Nachdem ungcfiihr 6Occm Wasser Uberdestilliert waren, wurde zum Destillat doe 
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salpetersaure AgNO,-Usung gegeben und kun aufgekocht. Das Produkt wurde gut mit 
Wasser gewaschen und getrocknet. Ausb. 73 mg (67.5 % d. Th.). 

AgCN (133.9) Ber. C 8.97 Gef. C 9.07 
2135 ipm/mMol 

9. Decarboxylierung a'er Phcnylhy~azinoess~gsagsaurc 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. Phosphorsiiurc versetzt und mit flUssiger Luft tiefgekuhlt. Nach dem Evakuieren 
wurde die Bombe zugeschmoh und 2 Stdn. auf 230" erhitzt. Nach Abktihlung a d  Raum- 
temperatur wurde die Bombe in der ~4C-Bestimmungsappatatur41) gdffnet. Das Kohlen- 
dioxyd wurde nach Reinigung im Kupferofen volumetrisch bestimmt und anschlieknd ins 
Gaszllhlrohr UbergefUhrt. Ausb. 0.092 mMol C02 (62% d. Th.). Radioaktivittit: 4102 ipm/ 
mMol. 

11. Abbcuc von Fructose- bzw. Gfucose-[W/ 
10. Osazondarstellung: Die Eluate der Papierchromatogrammtlecke wurden mit 30mg 

Trligerhexose vemctzt und gefriergetrocknet. 
Def Ruckstand wurde mit 540 mg (3 mMo1) Fructose (Glucose) vcrsetzt. Nach Zugabe von 

1.8ccm Methylcellosolve und 0.6ccm Eiscosig wurde das Reaktionsgemisch a d  80" er- 
w h t .  Dam wurden 1.2 ccm frisch dast. Phenylhydtazfn (farblos) zugegeben und die L6sung 
weitere 45 Min. auf dem sicdenden Wasserbad erhitzt. Die Reaktionsmasse wurde vor dem 
Absaugen mit 25 ccm Wasser gut durchgeubeitet. Das Osazon wurde 2mal mit je 3 ccm 10- 
proz. Essigstiurc und 2mal mit 5ccm Wasser gewaschen, sodann in der gerade n6tigen 
Menge Methanol zu einem Brei aufgcschl&nmt, abgesaugt und 2mal mit 3 ccm Ather g e  
waschen. Das crhaltene hellgelbe Osazon wurde bei loo" getrocknet. Ausb. 970 mg (90% 
d. Th.). Schmp. 208". 

Analog wird mit Glucose verfahrcn. Ausb. ca. 70%. 
ClaH20N404 (358.4) Bcr. C60.32 Gef. C60.31 

11. Phenyl-osotriuzol ( V) : 1.32 g w o 4 . 5  HzO wurden in 94 ccm Wasser gel6st und mit 
0.94 g (2.62 mMol) Phanylosuzon vemtzt (Dreihalskolben, Ruhm, RiickRuOktlhler, Olbad 
120-130'). Untat standigem Riihren wurde die war .  Suspension zum Sieden erhita, wobei 
man bei zu starkem Sch!4uman etwas Entschiiumer zusctztb. Nach mei Stdn. wurde mit 
etwas Aktivkohle versetzt und siedend heiB abfiltriert. Aus dem heUgrUnen Filtrat ktistalli- 
sierte V am. Nach KUhlung 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 KristaUen ausfielen. 
Schmp. 194". 

C ~ Z H I S N ~ O ~  (265.3) Ber. C 54.33 Gef. C 54.46 
37958 ipm/mMol 

12. Perjodatspultung des Osotriuzols: 64 mg (0.25 mMol) V, 201 mg (0.94 mMol) N d 0 4  
und 6 ccm Wasser wurden 20 Min. am RUckLluDkUhler unter Magnetrirhrung auf dem sieden- 
den Wasserbad der Peqodatspaltung unterworfen. Die auf 0" abgekirhlte Reaktionslbsung 
wurde weiter aufgearbeitet, wie bei i  Pentoscabbau beschrieben (vgl. Nr. 3-6). 

13. 6-0-Benzoyl-osotriuzo~ (VIJ:  265 mg (1 mMol) V wurden in 3 ccm absol. Pyridin unter 
E r w h e n  gel6st und auf 0" abgekilhlt. Zu dieser Usung wurde tropfenweise unter starker 
Magnetriihrung 1 ccm einer L6sung von frisch dest. Benzoylchforid (1.1 mMol) in absol. 
Pyridin (1.546 g/10 ccm absol. Pyridin) gegeben. Das Reaktionsgemisch wutde noch 2 Stdn. 
bei 0" @ii/Wasser-Ktihlung) gerUhrt, Ubcr Nacht bei 0" aufbewahrt und dann in 12 ccm Eis- 
wasscr gegossen. Das zuntichst btig ausgeschiedene Produkt kristallisierte bald. Es wurde 
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abgesaugt, gut rnit Wasser gewaschen, und aus 50ccm 60-proz. bithanol umkristallisiert. 
Ausb. 321 mg (87% d. Th.). Schmp. 154-156". 

QHtgN305 (369.4) Ber. C 61.78 Gef. C 61.81 
14. Perjodatspaltung des 6-0-Benzoyl-osotriazols (VI):  300 mg (0.81 mMol) VI wurden 

unter starkem RUhren mit einer heiOen Perjodatlbsung (30 ccm Wasser + 428 mg Nd04)  
versetzt und 10 Min. auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. AnschIieBend wurde die Reak- 
tionslbsung schnell auf 0' abgekiihlt und von den farblos kristallin ausgeschiedenen Aldehy- 
den abgesaugt. Die mit 1 n NaOH gegen Bromthymolblau neutralisierte Reaktionslbsung wurde 
2mal rnit 2 0 m  Ather extrahiert und der gelbste Ather durch kunes Erwkmen auf dem 
siedenden Wasserbad entfernt. Die wMr. Perjodatlbsung kann d a m  direkt zur Bestimmung 
der Ameisenshm aus C4 mit HgII-Salz zu COz oxydiert werden, wie unter 6. beschrieben. 
Atherextrakt und Aldehydgemisch wurden vereinigt und gut mit Natriumsulfat getrocknet. 

1 5 .  Oxydation von 2-Phenyl-triazol-aldehyd-(4) ( I I )  und 0-Benzoyl-glykolaldehyd ( VII) : 
Die n i t  Natriumsulfat getrocknete ather. Aldehydlbsung (ca. 0.8 mMol I1 und VII) wurde 
i. Vak. eingecngt. Der trockene RUckstand wurde in 15 ccm Aceton p. a. gelbst und bei Raum- 
temperatur im geschlossenen Kolben mit 210 mg Kaliumperrnanganat unter standigem 
RUhren oxydiert. Nach 90 Min. wurde das Aceton i. Vak. abgezogen. Dcr braune RUckstand 
wurde mit 20 ccm bither und 15 ccm eiskalter 10-proz. SchwefeMure versetzt und solange 
Natriumsulfit zugegeben, bis das Mangandioxyd reduziert war. AnschlieBend wurde die 
w8Br. Lbsung noch 2mal rnit 15 ccm Ather extrahiert. Nach Vereinigung der Lther. Lasungen 
und Trocknen mit NazSO4 wurde der Ather i. Vak. abgezogen. 

16. Versei/irng der 0-Benzoyl-gIykoIsaure und Trennung von GIykolsaure ( VIII), Phenyl- 
triazolcarbonsaure (111) und Benzoesaure: Der Atherruckstand, bestehend aus 111 und 0- 
Benzoyl-glykoMure, wurde in 6 ccm 1 n NaOH aufgenommen und zur Verseifung 1 Stde. 
am RUckfluDkUhler auf dern siedenden Wasserbad erhitzt. Die mit halbkonz. Schwefelsaurc 
angesguerte Reaktionslbsung wurde in Eiswasser gekUhlt und d a m  von der ausgeschiedenen 
111 und Benzoesiiure abgesaugt. Das Filtrat wurde 3mal mit Ather extrahiert. Die wa6rige 
Msung wurde zur Vertreibung gelbsten bithers zum Sieden erhitzt und zur weiteren Oxyda- 
tion der GlykoMure aufbewahrt. 

Die Phenyltriazolcarbonsiiure 111 und Benzoesiiure wurden mit den Atherextrakten ver- 
einigt und der bither i. Vak. abdestilliert. Der RUckstand wurde aus 45 ccm Wasser umkristal- 
lisiert, wobei die Benzotstiure vollstiindig in Lbsung blieb. Nach Kiihlung auf 0" wurde die 
in langen, farblosen Kristallen ausgeschiedene 111 abgesaugt, mit wenig eiskaltem Wasser 
gewaschen und bei 100" getrocknet. Ausb. 119 mg (79% d. Th.). Schmp. 191". 

CsH7N302 (189.2) Ber. C 57.13 Gef. C 57.13 
17. Bestimmung von C-5 dwch Oxydation der Glykolsaure: Die bei der Verseifung er- 

haltene waBr. GlykolsBurelbsung wurde in der Versuchsanordnung, wie sie bei der Ameisen- 
s2lureOxydation mit Quecksilberacetat beschrieben wurde (vgl. unter 6.). mit 5 ccm 5-proz. 
Schwefelsaure und 20 ccm einer Cer(IV)-ammoniumsulfatlbsung (12.7 g/l5 ccm konz. 
Schwefektlure + 85 ccm Wasser) versetzt und 1 Stde. im Sticksto5strom zum Sieden erhitzt. 
Ausb. 0.51 mMol (64 % d. Th., bez. auf 0.8 mMol eingesetztes VI). 

18. Permanganatoxydation des 6-0-Benzoyl-osotriazols ( VI) : 369 mg (1 mMol) VI wurden 
in 25 ccm Aceton p. a. gelbst und mit 395 mg KMn04 versetzt. Die Reaktionslbsung wurde 
I1/2 Stdn. bei Raumtemperatur gerUhrt und anschliehnd das Aceton i. Vak. abdestilliert. 
Die weitere Aufarbeitung erfolgte, wie unter 15. beschrieben. Die Ausb. an 111 betrug 142 mg 
(75 % d. Th.). 

Die waOr. Glykolsiiurelbsung wurde, wie unter 17. angegcben mit Cer(1V) oxydiert und 
ergab eine COZ-Ausbeute von 0.567 mMol(57 % d. Th., bez. auf VI). 




