60. d-Ascorbinsiure aus d-Sorbose
von K. Gitzi!) und T. Reichstein.
(28. III. 38.)

d-Ascorbinsiure (IX), der Antipode der natiirlichen Ascorbinsiiure,
ist, soweit bekannt, bisher nur aus d-Xyloson nach der Blausdure-
methode bereitet worden?). Diese Methode ist sehr miihsam und
fiir die Herstellung grdésserer Mengen daher wenig geeignet. Fir
biologische Versuche war es ecrwiinscht, iiber etwas reichlichere
Mengen der d-Sdure zu verfiigen.

Von Reichstein und Griissner3) ist eine Methode angegeben wor-
den, die von [-Sorbose ausgehend iiber die I-Gulosonsiiure (= 2-Keto-
I-gulonsjure) in sehr guten Ausbeuten zur I-Ascorbinsiiure fithrt. Es
war naheliegend, fiir die Versuche zur Bereitung von d-Ascorbinsiure
einen analogen Weg, ausgehend von d-Sorbose (III) einzuschlagen,
da sich reine d-Sorbose gegen optisch inaktive Reagenzien ganz
analog verhalten muss wie die !-Form.

d-Sorbose (III) (frither I-Sorbose oder y-Tagatose genannt) ist
nach der Methode von C. A. Lobry-de Bruyn und W. A. v. Eken-
steint) aus d-Galaktose (I} durch Umlagerung mit Alkalien leicht
erhiltlich. Die Schwierigkeit dabei ist nur, dass nebenher auch
d-Tagatose (II) entsteht, die mit d-Sorbose isomorph krystallisiert
und daher schwer ganz abzutrennen ist.

CHO CH,O0H CH,0OH
Hé—OH éO (|30
HO—~éH HO——(I)H H(E—OH

HO—éH HO~—(|3H HO———(EH
H(B—OH Hé—OH Hé—OH
(I) (|3H20H (II) éHZOH (I1T) éHZOH
d-Galaktose d-Tagatose d-Sorbose

Der Versuch mit einer nach den Angaben der hollindischen
Autoren bereiteten d-Sorbose vom Smp. ca. 154% ergab, dass aus
einer solchen Sorbose auf dem angegebenen Weg keine reine d-Gulo-
sonsdure erhiltlich ist. Die durch Acetonierung erhaltene Diaceton-
verbindung wurde sorgfiltig gereinigt und im Hochvakuum destilliert.

1) Ich danke der Firma J. R. Geigy, Basel, fiir ein Arbeitsstipendium.

2) Helv. 18, 561 (1933); Nature 131, 280 (1933); Helv. 16, 1020 (1933); W. N. Ha-
worth und Mitarbeiter, J. Soc. Chem. Ind. 52, 645 (1933); Soc. 1933, 1419.

3) Helv. 17, 311 (1934).

1) R. 16, 267 (1887); 19, 1 (1900).
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Die Fraktion, die nach dem Siedepunkt und den Léslichkeitseigen-
schaften die Diaceton-d-sorbose (VI) enthalten miisste, wurde, genau
wie bei der I-Form beschrieben, mit Kaliumpermanganat in alkali-
scher Losung oxydiert. Aus dem Gemisch der Oxydationsprodukte
liess sich jedoch in keiner Weise Diaceton-d-gulosonsdure (VII) oder
ihr Kaliumsalz gewinnen. Lediglich eine kleine Menge der isomeren
Diaceton-d-tagaturonsiure (IV)?!) konnte erhalten werden. Diese ver-
dankt ihr Entstehen sicherlich der Anwesenheit von Diaceton-d-
tagatose (I) in der zur Oxydation verwendeten Diaceton-sorbose.
Der Grund fiir das Versagen der Reaktion ist darin zu suchen, dass
die verwendete d-Sorbose trotz mehrmaligem Umbkrystallisieren noch
zu unrein ist und besonders noch zu viel d-Tagatose enthilt. d-Taga-
H,C\ O0—CH,
H,0” CNo—b—
o, ot |
1o No—cu 9
3
b
Iv) doon
tose verbindet sich mit Aceton viel rascher und vollstindiger als
d-Sorbose. Daher tritt bei der Acetonierung eine weitere unliebsame
Anreicherung der d-Tagatose-Verbindung ein, so dass bei der nach-
folgenden Oxydation des Gemisches der Acetonverbindungen der
Gehalt an Gulosonsiure-Derivat offenbar so gering wird, dass eine
Isolierung nicht mehr gelingt.

Lobry de Bruyn und v. Ekenstein beschreiben?) eine Diaceton-
verbindung der d-Sorbose (dort nach der alten Nomenklatur als
I-Sorbose oder y-Tagatose bezeichnet) als Ol mit der spez. Drehung
von ca. + 45°% Nach den obigen Darlegungen diirfte es keinem
Zweifel unterliegen, dass dieses Ol vorwiegend aus Diaceton-d-taga-
tose bestanden hat. Da reine Diaceton-d-sorbose eine spez. Drehung
von [a]) = + 5° (Wasser) besitzt, reine Diaceton-d-tagatose eine
von [«]y = + 71,89, so diirfte das beschriebene Ol mit der spez.
Drehung von ca. + 459 etwa 639, Tagatose- und etwa 379, Sorbose-
Derivat enthalten haben. Ein solches Gemisch ist begreiflicherweise
fiir die Bereitung von Gulosonsiure resp. Ascorbinsiure ungeeignet.

Reine d-Sorbose (III), die zur Uberfithrung in d-Ascorbinsiure
(IX) auf dem genannten Weg geeignet ist, konnte schliesslich aus
d-Gulose (V)3) durch Umlagerung mit Pyridin nach der Methode von
Fischer-Danilow*) bereitet werden.

1y T. Reichstetn, W. Bosshard, Helv. 17, 753 (1934).
2) R. 16, 268 (1897).

3) E. Fischer, R. Stahel, B. 24, 532 (1891).

4) B. 60, 479 (1927); B. 63, 2271 (1930).
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Aus dieser d-Sorbose liess sich leicht eine Acetonverbindung (VI)
gewinnen, die bei der Oxydation mit Permanganat sofort reine
Diaceton-d-gulosonsidure (VII) lieferte. Aus dieser konnte weiter die
freie d-Gulosonsidure (VIII) und durch alkalische’ Umlagerung des
Methylesters derselben die d-Ascorbinsiure (IX) bereitet werden. Tiiv
die letzten Stufen stehit zwar heute die saure Umlagerungsmethode?)
zur Verfiigung, die in guter Ausbeute direkt von (VII) zu (IX)
fiihren sollte. Wegen der geringen vorhandenen Mengen zogen wir
es vor, die uns besser bekannte {iltere Methode zu verwenden.

Da die Bereitung der d-Gulose aber recht miihsam ist, so ist
auch die Herstellung der reinen d-Sorbose auf diesem Wege so wenig
ergiebig, dass vorliufig die Blausiure-oson-Methode immer noch das
einfachste Verfahren darstellt, um zur d-Ascorbinsidure zu gelangen.

Experimenteller Teil,

d-Sorbose aus d-Galaktose.

In geringer Variation der Vorschrift von C. A. Lobry-de Bruyn
und W. A. v. Ekenstein®) wurden 50 g d-Galaktose in 250 cm?® Wasser
gelost und im Wagsserbad auf 70° erwirmt. Unter lebhaftem Schwen-
ken wurde bei dieser Temperatur eine Losung von 1,5 g Kalium-
hydroxyd in 25 em® Wasser innerhalb 20 Minuten zulaufen gelassen
und die Mischung hierauf noch 3 Stunden weiter auf 709 erwirmst,
wobei sie sich rotbraun firbte. Hierauf wurde mit der Mischung
von 1,0 g konz. Schwefelsiiure und 5 cm?® Wasser versetzt, wodurch die

1) F. Elger, Festschrift fir E. C. Barell, Basel (1936), S. 229.
2) R. 16, 267 (1897); 19, 1 (1900).
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Farbe nach Orange umschlug und die Lésung schwach kongosauer
reagierte. Sie wurde im Vakuum bei 45° Badtemperatur zum
Syrup eingedampft, der 78 g wog. Dieser wurde vorsichtig in kleinen
Portionen mit insgesamt 100 cm?® absolutem Alkohol versetzt
und die Krystallisation von Anfang an durch Impfen mit d-Galak-
tose und Durchreiben eingeleitet. Nach vollstindigem Zusatz der
genannten Alkoholmenge wurde zunichst unter 6fterem Umschwen-
ken bei Zimmertemperatur und dann iiber Nacht bei 0° krystalli-
sieren gelassen. Hierauf wurde abgenutscht, mit Alkohol nachge-
waschen und im Vakuum getrocknet. Es wurden 17 g d-Galaktose
zuriickerhalten, die etwas Kaliumsulfat enthilf, aber fiir eine weitere
Umlagerung gleich wieder verwendet werden kann. Die Mutterlaugen
wurden eingedampft, mit etwas Methanol verflitssigt und mit abso-
lutem Alkohol bis zur beginnenden Triibung versetzt. Durch Impfen
und lingeres Stehen liessen sich noch 3 g d-Galaktose abtrennen.
Die verbleibende Losung wurde im Vakuum eingedampft und voll-
stindig getrocknet. Es verblieben 38 g Syrup, der in 250 cm?3 Wasser
aufgenommen, in einer Glasstopfenflasche mit 28 g Brom versetzt
wurde. Es wurde bis zur Losung des Broms geschiittelt und 16
Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Hierauf wurde im
Vakuum der Uberschuss des Broms véllig entfernt und die verblei-
bende Loésung in der Wirme mit etwa 80 g reinem Bleicarbonat bis
zur neutralen Reaktion auf Lackmus verrithrt. Es wurde abgekiihlt,
durch eine Nutsche filtriert und der Niederschlag mit Wasser nach-
gewaschen. Die blanke Lidsung wurde im Vakuum zum diinnen
Syrup (ca. 150 g Riickstand) eingedampft. Unter starkem Um-
schiitteln wurde allméhlich mit so viel Methylalkohol versetzt, bis
keine weitere Fallung mehr eintrat (ca. 300 cm? sind nétig). Die
ausgefallenen Bleisalze wurden abgenutscht und mit Methylalkohol
gut gewaschen. Die Losung wurde im Vakuum zum Syrup einge-
engt und nochmals mit Methylalkohol gefillt. Nach Abnutschen
dieser zweiten, geringeren Menge von Bleisalzen wurde die Losung
im Vakuum eingedampft und vollstiindig getrocknet. Der Riick-
stand wurde in wenig Methanol aufgenommen und mit so viel abso-
lutemn Alkohol versetzt, bis keine weitere Fillung mehr eintrat.
Hierzu sind ca. 350 cm? erforderlich. Es wurde filtriert, die Fillung
mit absolutem Alkohol gewaschen und die leicht gelb gefiirbte
Lésung im Vakuum zum diinnen Syrup eingedampft. Dieser erwies
sich als praktisch brom- und bleifrei. Nach lingerem Stehen, beim
Impfen mit d-Sorbose sofort, begann die Krystallisation, die schliess-
lich durch zweitigiges Stehen bei 0° vervollstindigt wurde. Es
wurde abgenutscht, mit etwas Methanol, dann mit absolutem Alkohol
gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die Ausbeute betrug 6,9 g
rein weisse Krystalle vom Smp. 140—145°% Durch Umkrystallisieren
aus ¥ Teil Wasser unter Zusatz von Alkohol wurde der Smp. 152
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bis 154° erreicht. Bei griosseren Ansitzen wurden analoge Ausbeuten
erhalten.

Versuche zur Uberfithrung der wie oben bereiteten
d-Sorbose in d-Gulosonsiure.

13 ¢ d-Sorbose (aus d-Galaktose) vom Smp. 152—154° wurden,
genau wie bei der I-Form beschrieben?), mit Aceton und Schwefel-
sdure umgesetzt und entsprechend aufgearbeitet. Die zuletzt durch
Waschen der dtherischen Lésung mit verdiinnter Sodaldsung gerei-
nigte Diacetonverbindung wurde im Hochvakuum bei 0,05 mm und
105—110° destilliert. Es wurden 10,3 g erhalten, die ein sehr dickes,
leicht gelblich gefiirbtes Ol darstellten.

Zur Oxydation wurden sie mit einer Ldsung von 4,7 g Kalium-
hydroxyd in 100 em?3 Wasser aufgeschwemmt und, wie bei der I-Form
beschrieben!), mit insgesamt 8,8 g Kaliumpermanganat oxydiert.
Nach Entfernung des Braunsteins durch Filtration wurde die klare
Losung zunichst mit etwas Kohlendioxyd, dann mit verdiinnter
Schwefelsdure soweit neuntralisiert, dass Phenolphtalein nicht mehr
gerdtet, Lackmus jedoch noch deutlich gebliut wurde. Diese Lisung
wurde im Vakuum villig zur Trockne gedampft. Dem Riickstand
wurde durch Ausschiitteln mit Ather zunichst unangegriffene Diace-
tonverbindung vollstindig entzogen. Es wurden ca. 2,5 g davon
erhalten. Die verbliebenen Salze wurden mit Methylalkohol ausge-
kocht und von unléslichen, rein anorganischen Anteilen durch Fil-
tration befreit. Der Methanolauszug wurde im Vakuum voéllig ein-
gedampft und der Riickstand in 200 cm? absolutem Alkohol auf-
genommen. Da sich auch nach lingerem Stehen nichts ausschied
(hochstens Spuren von anorganischem Material fielen nach einigen
Wochen bei 0° aus), wurde im Vakuum vollstindig eingedampft.
Der Riickstand wurde mit einer Spur absolutem Alkohol verfliissigt
und mit 200 cm?® Aceton warm versetzt. Nach lingerem Stehen
krystallisierte allmihlich ein Kaliumsalz aus. Es wurde abgenutscht,
mit Aceton gewaschen und getrocknet. Die Ausbeute betrug 4,4 g.
Aus der Mutterlauge liess sich noch 1,3 g gewinnen. Es handelt
sich um diaceton-d-tagaturonsaures Kalium. In absolutem Alkohol
ist es leicht loslich.

Zur Isolierung der freien Sidure wurde das Kaliumsalz in zwei
Teilen Wasser gelost, mit etwas Eis versetzt und dann mit einer
Mischung von je 145 Teil konz. Salzsdure, Wasser und Eis versetzt.
Es fiel sofort ein krystalliner Niederschlag aus, der abgenutscht,
mit etwas Eiswasser gewaschen, kurz im Exsikkator, dann an der
Luft getrocknet wurde. Das Produkt schmolz im offenen Rdéhrchen
bei 107—109° Die Diaceton-d-tagaturonsiure aus reiner Diaceton-

Y T. Rewchstein, A. Griissner, Helv. 17, 311 (1934).
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d-tagatose!) sowie die Mischprobe schmolzen genau gleich, wenn
gleich erhitzt wurde. Die Spaltung mit Wasser?!) ergab die freie
d-Tagaturonsiure zunichst als Syrup, der beim Stehen iiber Nacht
nicht erstarrte, jedoch beim Animpfen mit krystallisierter d-Taga-
turonsiure sofort krystallisierte. Die mit Alkohol gewaschenen
Krystalle zeigten einen Schmelzpunkt von 108-—110°% Nach Um-
krystallisieren aus absolutem Alkohol stieg er auf 109,5—111°% Die
Mischprobe mit d-Tagaturonsiure, die nach Fhrlich und Guitmann?)
bereitet worden war, zeigte keine Depression. Die spez. Drehung
betrug [« = —13,2° (nach 30 Minuten, ¢ = 0,9 in Wasser) resp.
—10,5% nach 24 Stunden. Ehrlich und Guitmann fanden [«]f) =
= —14,15° (nach 2 Minuten) resp. —9,8° nach 24 Stunden.

Auch bei Wiederholung der Versuche unter etwas abgeinderten
Bedingungen konnte kein anderes Resultat erhalten werden. Aus
den Mutterlaugen des diaceton-d-tagaturonsauren Kaliums liess sich
auch durch Wechsel der Losungsmittel kein diaceton-d-gulosonsaures
Kalium erhalten, auch die aus den amorphen Kaliumsalzen freige-
setzten Siuren lieferten keine reine Diaceton-gulosonsiure.

d-Sorbose aus d-Gulose.

d-Gulose wurde nach E. Fischer und R. Stahel®) aus d-Xylose
iiber das d-Gulonsiure-lacton bereitet. 20 g d-Gulonsiure-lacton
gaben bei der Reduktion mit Natrium-amalgam unter den bei
M. Steigert) angegebenen Bedingungen 10 g farblosen rohen d-Gulose-
syrup und etwa 9 Lacton zuriick (iiber das Bariumsalz abgetrennt).

Die 10 g d-Gulose-Syrup wurden in 100 cm?® wasserfreiem Pyridin
lieiss gelost (wobei etwa 1 g harziges Material ungeldst zuriickblieb),
und 6 Stunden unter Riickfluss gekocht (Olbad ca. 150°). Dann
wurde im Vakuum eingedampft und der Riickstand zur Entfernung
des Pyridins mehrmals unter Wasserzusatz im Vakuum eingedampft.
Der pyridinfreie Riickstand wurde mit Wasser auf 200 cm?® ver-
diinnt, in einer Glasstopfenflasche mit 10 g Brom versetzt, bis zur
Losung desselben energisch geschiittelt und 14 Stunden bei Zimmer-
temperatur stehen gelassen. Das iiberschiissige Brom wurde im
Vakuum vollstindig entfernt und die mit Wasser auf 250 cm?® ver-
diinnte Losung in der Wirme mit 120 g reinem Bleicarbonat voll-
stdndig neutralisiert. Dauer 2 Stunden. Dann wurde der Nieder-
schlag abgenutscht, mit Wasser gewaschen und die leicht triibe
Losung noch iiber wenig Kohle filtriert und im Vakuum zum diinnen
Syrup eingedampft, wobei sich reichlich weitere Bleisalze ausschie-
den. Das Konzentrat wurde unter Schiitteln vorsichtig mit insge-
samt 1, Liter Methanol versetzt, wobei der grosste Teil des gulon-

1) T'. Reichstein, W. Bosshard, Helv. 17, 753 (1934).

%) F. Ehrlich, R. Guitmann, B. 67, 573 (1934).
3) B. 24, 532 (1891). 4) Helv. 19, 189 (1936).
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sauren Bleis ausfillt. Dieses wog nach dem Trocknen im Vakuum
4,8 g. Die Methanollosung wurde im Vakuum zum Syrup eingeengt,
der schon wiihrend dem Eindampfen zu krystallisieren begann. Die
Krystalle wurden abgenutsecht und mit Methanol gewaschen. Die
Mutterlauge wurde vollstindig getrocknet, mit wenig Methanol ver-
flitssigt und mit viel absolutem Alkohol versetzt, wobei noch etwas
Verunreinigungen ausfielen, die abgenutscht wurden. Die wverblei-
bende Alkohollosung gab nach dem Einengen im Vakuum beim Impfen
noch eine weitere kleine Menge d-Sorbose. Total wurden 3,3 ¢ Roh-
produkt erhalten. Zur Reinigung wurde in eca. 150 cm3 heissem
Methanol geldst, mit etwas Kohle filtriert und stark (auf etwa 20 cm?)
eingeengt. Die Sorbose schied sich in farblosen Krystallen aus, die
bei 162—165° korr. schmolzen. Ausbeute 2,6 g. Tine Probe wurde
nochmals nmkrystallisiert und schmolz dann scharf bei 165,5—166°
korr. Lin weiterer Ansatz mit 13,9 ¢ Gulose-Syrup gab nochmals
4,2 g rohe d-Sorbose.

Diaceton-d-gulosonsiure (= Diacelon-2-keto-d-gulonsdure) (VII).

5,4 ¢ d-Sorbose (aus d-Gulose) vom Smp. 160—165° wurden
wie bei der I-Form beschrieben?) acetoniert. Iis wurden 3,9 g im
Hochvakuum bei 0,1 mm und 109—110° destillierte Diacetonverbin-
dung erhalten, deren Krystallisation nicht abgewartet wurde. Sie
wurde gleich wie bei der I-Form beschrieben?!) mit Kaliumperman-
ganat oxydiert und wie dort angegeben aufgearbeitet. Iis wurden
4,3 g krystallisiertes diaceton-d-gulosonsaures Kalium erhalten. Da-
neben wurden 0,9 g unangegriffenes Ausgangsmaterial zuriickerhalten.

4,2 ¢ obigen Kaliumsalzes wurden in 9 g Wasser geldst, mit
2 g FEis und dann unter Riihren mit einer Mischung von 2,1 cm3
konz. Salzsiure, 2,1 cm3® Wasser und 2,1 g Ris versetzt. Es fiel
eine krystallisierte Siure aus, die mit Eiswasser gewaschen, zuerst
kurz im Exsikkator, dann an der Luft getrocknet wurde. Den wiiss-
rigen Lésungen wurden die Reste sofort durch Ausschiitteln mit
Essigester entzogen. Insgesamt wurden 4 g erhalten.

d-Gulosonsiure (= 2-Keto-d-gulonsdure) (VIII).

3,9 g der obigen acetonierten Sdure wurden mit 40 cm3 Wasser
45 Minuten auf dem siedenden Wasserbad erhitzt und die Lésung
dann im Vakuum zur Trockne gedampft. Der Riickstand gab beim
Anreiben mit Aceton 1,4 g krystallisierte Sdure vom Smp. 173—174°
korr. unter Zersetzung.

Methylester. 1,3 g d-Gulosonsiure wurden in 50 cm3 Methanol
gelost und bei 0° mit dtherischer Diazomethanlésung versetzt, bis
die Gelbfarbung fiir kurze Zeit bestehen blieb. Nach dem Ein-
dampfen im Vakuum und Anreiben mit wenig Aceton wurde 0,7 g
krystallisierter Methylester vom Smp. 147—155° korr. erhalten.

1) T. Reichstein, A. Griissner, Helv, 17, 311 (1934).
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d-dscorbinsdure (IX).

0,7 ¢ obigen Methylesters wurden in 7 cm?® Methanol gelést und
in der Hitze mit 1,17 em? einer Ligsung versetzt, die aus 1 g Natrium
und 15 em® Methanol bereitet worden war. Die Mischung wurde
eine Minute gekocht, abgekiihlt und mit so viel einer frisch bereiteten
Lésung von Salzsiuregas in Methanol versefzt, als in einer Parallel-
bestimmung zur Neutralisation von 1,17 cm? der oben verwendeten
Natrium-methylatlésung erforderlich waren. Es wurde im Vakuum
eingedampft, der Riickstand mit heissem absoluten Alkohol ausge-
zogen, die Losung filtriert und im Vakuum eingedampft. Der Syrup
krystallisierte beim Animpfen mit d-Ascorbinsiiure sofort. Es wurden
0,3 ¢ vom Smp. 176-—178° korr. erhalten. Die Mischprobe gab keine
Depression.

Laboratorium f. Organ. Chemie, Eidg. Techn. Hochschule, Ziirich.

61. Eine kolorimetrische Bestimmung des Nicotinsdure-amids?)
von P. Karrer und H. Keller,
(29. TIIL. 38.)

Da Nicotinsiure-amid als Bestandteil der Codehydrasen und als
Erginzungsstoff der tierischen Nahrung (Vitamin) gréssere Bedeutung
erlangt hat, haben wir versucht, eine Methode auszuarbeiten, die den
Nachweis und die Bestimmung kleiner Mengen dieser Verbindung
erlauben soll. Diese Methode ist eine kolorimetrische und daher mit
jenen Fehlermoglichkeiten belastet, die fast allen kolorimetrischen
Verfahren eigen sind. Unser Versuchsmaterial reicht auch noch
nicht aus, um anzugeben, wie gross die Versuchsfehler bei Verwen-
dung von verschiedenartigem tierischen oder pflanzlichen Ausgangs-
material ausfallen. Bis hieriiber noch mehr Erfahrungen vorliegen,
mochten wir das Verfahren zunichst zu grossenordnungsméssigen
Bestimmungen empfehlen.

Die Methode, die wir benutzen, beruht auf der bekannten Reak-
tion der Pyridinverbindungen, mit 2,4-Dinitro-1-chlorbenzol Pyri-
diniumsgsalze zu liefern, die durch Alkali zu tieffarbigen (gelbroten)

N
II

N
N
N
o Cl  CgH,(NO,),

1} Anmerk. b. d. Korrektur. S. P. Vilter, T. D. §piess und A. P. Mathews schlagen
soeben in einer vorldaufigen Mitteilung ohne nihere experimentelle Angaben ein dhnliches
Verfahren zur Bestimmung von Nicotinsiure-amid vor, wie wir es hier beschreiben.
(Am. Soc. 60, 731 (1938)).



