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39. Fhoreszierende Stoffe Bus Rotea Wddameisen 
der Gattung Formica (Ins. Hym.) 

3. Mitteilung 

Isolierung von D- oder L-6-(threa-l’,2‘,3’-Trihydroxypropyl)-pterin und 
Pterin-6-carbonefiure aus ArneisenmiInnchen 

von G. H. Schmidt’) und M. Vlscontinia) 

(8. X. 65) 

Unsere bisherigen Mitteilungen [l] befassten sich vorwiegend rnit der Isolierung 
von fluoreszierenden Stoffen aus Fornt~cra-Arbeiterinnen. Als papierchromatographi- 
sche Versuche jedoch zeigten, dass das Fluoreszenzmuster der Arbeiterinnen von dem 
der Geschlechtstiere erheblich abweicht, dehnten wir unsere Isolierungsversuche 
zunachsf auf Mknchen aus, uber die wir nun in mehreren Mitteilungen berichten 
k6nnen. 

Fiir unsere Untersuchungen venvendeten wir 1,5 kg Mannchen (Frischgewicht) 
von Fmmica golyctena FOERST. Von den aus Arbeiterinnen isolierten Pierinen fanden 
wir hier auch Isoxanthopterin (5 mg) und ein 6-(ery~ro-Xf,2’-Dihydroxypropyl)- 
pterin (1,4 mg). Letzteres, vermutlich Biopterin, war bei Arbeiterimen nur in sehr 
geringen Mengen nachweisbar. Das aus Arbeiterinnen isolierte Formicapterin war 
nicht auffindbar, obgleich es sich als relativ stabil erwiesen hatte [l]. Auch das in 
Arhpifp+np- - ~ h g - - + c ~ ~  Dtcr’.c :2 2k.k;- : - L J . A V ~ ~ - + l ~ ~ ~ ~ ~  Kunnce amalien- 
derweise in dieser Mbnchen-Probe nicht gefunden werden. Daftir wurden zwei 
weitere blaufhoreszierende Pterine erhalten, iiber deren Isofierung wir nun berichten. 

1. I)- oder ~-6-(threo-l’, a.,3’-Trihydroxygropyl)-pterin. - Die L - F o ~  dieser 
Substanz wurde bisher in der Natur nur in einem Mikroorganismus (Psezcdomonas 
roseus fhouescem) nachgewiesen und als Monapterin bezeichnet [q. REMBOLD [3i 

. 7 .  . - 

l) Institut fur Angewandte Zodogie der Universitat Wurzburg. 
%) Organisch-Chemisches Institut der Universitat Zurich. 
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isolierte aus Entwicklungsstadien der Honigbiene die D-(~Y$WO)-FOITII und nannte 
sie Neopterin, das nach papierchromatographischer Auftrennung in Isopropanol: 5- 
proz. wkeriger Borsaure-Losung (4 : I) eindeutig von der threo-Form unterschieden 
werden kann. Den optischen Antipoden z u m  Neopterin fand GOTO [43 in der Haut 
der Erdkrote (Bufo vdguris). Die Isolierung grosserer Mengen wird zeigen, ob es sich 
bei der in Ameisen gefundenen Substanz um die D- oder L-Form handelt und ob nun 
auch das vierte Isomere dieses Polyhydroxypterins entdeckt wurde. Aus dem 80- 
proz. alkoholischen Extrakt der Ameisen isolierten wir ca. 0,95 mg reines Trihydroxy- 
prop yl-pterin. 

2. Pterin-6-carbonsZiure. - Dieses in der Natur haufig in gerhgen Mengen gefun- 
dene Produkt wurde vielfach als wahrend der Isolierung von 6-substituierten Pterinen 
auus diesen entstandenes Abbauprodukt angesehen [ S ] .  Tatsachfich entsteht es sehr 
leicht bei der Abtrennung von Sepia- und Isosepia-pterin [6], Diese und ahnliche 
sehr leicht oxydablen Pterine konnten wir bei Ameisen trotz schonendster Auf- 
arbeitung der Extrakte nicht finden. Obgleich wir den Mannchen-Extrakt stets unter 
Zusatz von etwas 2-Mercapto-athanol zur Hemmung der Oxydationsgefahr chrornato- 
graphierten, fanden wir ca. 2,l mg Pterin-6-carbonsaure, die sich leicht isolieren lies, 
Sie war nach dem Isoxanthopterin die am starksten angereicherte Pterinverbindung. 
Da wir keinerIei Hinweise fiir eine eventuelle Entstehung wahrend der Aufaxbeitung 
des Extraktes finden konnten, nehmen wir schon wegen der grossen Menge an, dass 
es sich hier bei der Pterin-6-carbonsaure urn ein biogenes Produkt handelt. 

Alle Pterine isolierten wir mit Hilfe bekannter chromatographischer Verfahren 
an SauIen aus CeIlulosepulver [6] [7]. Zur Identifizierung diente der papierchromato- 
graphische und elektrophoretische Vergleich mit Hilfe van spthetisch gewonnenen 
Reinsubstawen, sowie die UV.-Spektren und einige Abbaureaktionen (Tabellen I 
und 11). 

Tabelle I. Rf- Wed6 QUA isokerten Pterinen 
auf W H A T M A N - N r .  1-Papier, aufsteigend, Laufmittelfront 2 6 2 5  cm; Tcmperatur: 22" 

Laufmittel Pterin 6-(arylhvo-l', 2'- 6-(lhreo-l', Z', 3'- Pterin- 
Dihydroxypropy1)- Trihydroxypropy1)- 6-carbon- 
pterin (D oder L) pterin (D oder L) saure 

Wasser, dest. 0,62 
3-proz. NH,C1 0,54 
3-prOZ. Na-citrat 0,46 
Isopr. : H,O (2 : 1) 0,39 

lsopr. : 0,l-proz. 
Ammoniumacetat (4: I) 0,24 
Isopr. : 5-prOZ. 

Borshre (4: 1) 0,24 
Isopr. : DMF: 25proz. NH,OH 
(65:25:10) 0.05 
Aceton : 2-proz. 
Ammoniumacetat (4 : 1) 0.36 
BuOH : Eisessig: H,O 
(20:3:7) 0,34 

ISOPT.: l-proz. N H d O H  (2:l) 0,39 

0,79 
0,68 
0,60 
0.33 
0,37 

0.32 

0.34 

0.28 

0.48 

0.32 

0.69 
0,61 
0.56 
0,28 
0,28 

0.11 

0,09 

0.03 

0.25 

0.16 

0.94-1.0 
0,55 
O,* 
0,18 
0,15 

0,03 

0,oz 

0,006 

0.08 

0,15 



346 HBLVETICA CHIMlCA ACTA 

Tabelle 11. Wandevrmgsg~schun'ndigke~t dev isolierter Pievim im elekirophmelischcn Fek? 
Triiger: WHATMAN-Nr. l-papier (6 cm breit, 28 cm lang), Leerlauf: 1 Std., Versucbsdauer: 1 Std.. 
Raumtemperatur: 22", u = sd:bV (cmlsec V/cm); N = eiektrophoretische Beweglichkeit am 
Papierstreifen, wobei s : t id cm der zuriickgelegte Weg in sec bedeutet, d den Elektrodenabatand 

(hier 30 cm) in cm und V die angelegte Potentialdifferenz in Volt 
~ ~ 

Lrjsungsmedium pH mA V Pterin Biopterin Monapterin Pterin-6- 
jeweils 0,05a carbonsaure 

crn td.104 crn e c . l ( r  cm u.104 crn r.10' 

Oxalskure 1,6 5 150 -2 ,9  -1,89 -2.1 -1,17 -2,Z -1.20 -0.9 -0,SO 
Citronenslure 2.1 5 510 - 5 , f  -0,93 -3,9 -0,64 -4.6 -0,75 -1,5 -0,24 
Ameisensaure 2 3  4 710 -4,2 -0.49 -3,4 -O,# -4,Z -0,49 -0,2 -0.06 
Essigsaure 3.2 3 550 -3,O -0.45 -Z,8 -D0,42 -2,9 -0 ,M +2,1 4-0.31 
Pyridinformiat 4,3 5 400 -1,4 -0.29 -1.3 -0,27 - 1 , l  -0,23 +2,5 +0,52 
Ammoninmacetat 6,8 5 270 -0,6 -0.18 -0 ,7 -0.22 -0,5 -0.15 +1,6 +0,57 
Natriumacetat: 7.4 5 400 -0 ,3  - 0 , N  -0,4 -0.08 -02 -0.04 +3,0 +0,62 
hylendiarnin 10,4 3 700 +3.7 +a,# +3.0 +0,36 +2,4 +0.29 +7,5 +0,89 

Auf Gmnd der elektrophoretischen Beweglichkeit (w) lassen sich graphisch fiir die untersuchten 
F'terine folgende isoelektrischen Punkte ermitteln: Pterin bei pH 7.8, Biopterin bei pH 8.4, 

Dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSBNSCHAPTLICHEN FOR- 
Monapterin bei pH 8,l und Pterind-carbonsbre bei pH 2,7. 

~ 

SCHUNG danken wir fur die finantielk Unterstiiteung dieser Arbeit, die im Rahrnen eines OECD- 
Stipendiums der Schweiz durchgefiiht werden konnte. 

Experhenteller Teil 
1. Timutev id .  Die verwendeten Ameisenmiinncben stammten aus der ca. 60 Nester umfassen- 

den F. potycha-Kolonie in Schraudenbach bei Wiirzburg. Sie wurden aus der 1963 im Friihsom- 
mer durchgefiihrten Kaniginneneucht des Instituts fiir Angewandte Zoologie der Universitilt 
Wiirzburg erhalten. Sogleich nach der Begattung wurden die frisch abgestorbenen Tiere in 
90-proz. Athanol konserviert und bis zur Untersuchmg im Kiihlschrank bei 24°C unter Licht- 
ausschluss C;L. 6 Monate aufbewaht. Es wurden 1.5 kg Frischgewicht erhalten. Die den Tieren im 
Ekgattungsraum als Nahrung dienende ZuckerlBsung war fur die Untersuchungen bedeutungslos. 

2. Gervinltung des Extrakles. Zur Abtrennung der Pterine yon den nicht ltjslichen Bestandteilen 
wurden die Tiere im Starmix in %-proz. Athanol, das 0.2% 2-Mercapto-athano1 enthielt. zer- 
Heinert und rnit Papierpulver homogenisiert, bis ein dickfliissiger Srei entstand. Auf einer 6 cm 
hohen und 20 cm breiten Papiersaule wurden die fluoreszierenden Stoffc in drei Portionen mit 
5O-prOZ. Athanol unter Zusatz von 2-Mercapto-lthanol solange eluiert, bis nach papierchromato- 
graphischer Prufung der Durchlauf keiae fluoreszierenden Stoffe mehr enthielt. Nach Entfernung 
des Ujsungsmittels mit Hilfe eines Vakuumrotatiousverdampfers wurde der Riickstand mit thiol- 
haltigem W m e r  aufgenommen, wiederum mit Papierpulver homogenisiert und nochmals uber 
eine 12 cm hohe und 10 cm breite Saule in zwei Portionen mit Wasser filtriert. Diese zweite 
Filtration erwies sich als notwendig, da hierbei die die Trennung der Pterine stfirenden Lipoide 
und Eiweisstoffe weitgehend entfernt werden. 

3 .  T ,mr .~ .~ , .g  I Z C ~  rrmirre. v e r  scxx  eingeengte, mt hpierpukver homogenisierte Extrakt wird 
nun gleichrn3issig auf fiinf Papiemaulen (30 crn hoch, 8 crn breit) verteilt und rnit Wasser chromato- 
graphiert. Man erhslt auf jeder Saule zwei breite fluoreszierende Fraktionen (A und B), die ge- 
trennt aufgefangen wurden. Die iangsamer Iaufende (B) enthielt die hier behandelten Pterine. 
Nach Vereinigung der entsprechenden Fraktionen der fiinf Saulen und Entfernung des Lasungs- 
m i t t e l  wurde die Fraktion B nochmals auf drei Siiulen (30 cm hoch. 8 cm breit) verteilt und wie- 
demm mit Wasser eluiert. Wieder wird auf jeder Sihrule eke  Auftrennung in zwei Fraktionen (El 
und 132) erreicht. Dis hngsamer laufende Fraktion B2 enthielt an fluoreszierenden Stoffen ledig- 
lich Isoxanthopterin und Riboflavin, deren Trennung mit Isopropanol : 1-proz. Ammoniak- 
Liisung (2 : 1) gelingt. Die Fmktion B1 enthielt die hier interaskrenden F'tqrine. Sie wird nun mit 
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J. 
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I3113111 

4 4 4 
B l l l l  I31112 B1113 

1 Isopr. : 0.2-proz. Ammoniumacetat (4 : 1) c 
I311121 B11122 

1 
D- oder ~-6-{~rythvo-l’. 2’-Dihydroxypropyl) -pterin 
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einer 1-proz. Ammoniumchlorid-Zsung iiber ewei Papiersaulen (30 crn hoch. 8 cm breit) chrn- 
matographiert. Die fluoreszierenden Stoffe trennten sich auf beiden %den in vier Fraktionen auf, 
yon denen sich die am schnellsten laufende (Bll)  mit Isopropanol : Wasser (4: 1) in sechs weitere 
Fraktionen separieren liess (Saule: 30 crn hoch, 8.5 cm breit). Die erste, am schnellsten wandernde 
Fraktion (B111) enthielt das D- oder ~d- (c~y thro - l ‘ ,  2’-Dihydroxypropy1)-pterin (Biopteria oder 
seinen Antipoden). in der dritten Fraktion (B113) befand sich das D- oder ~-6-(fhreo-l’, 2’. 3’-Tri- 
hydroxypropy1)-pterin und in der vierten, blau fluoreszierenden Fraktion ( E l  14) die Rerind-  
carbonshre (vgI. dazu das Trennschema). 

4. Reiniggung und Idenlifizimung. - a) D- oder ~-d-(erythro-l’, 2‘-~ihyd~oxvpvopyl)-pte*in (Bio- 
plerin odev ssda Antipods). Die Fraktion Bl l l  wird mlt 0.3-proz. Ammoniurnchlorid-Uisung 
wiedemm in drei fluoreszierende Fraktionen mrlegt (Shie:  25 cm hoch. 6 cm breit). Die zweite., 
blaugriin fluoreszierende Fraktion enthieIt die Hauptmenge des Dihydroxypropyl-pterins. Mit 
Isopropanol : 0,Z-proz. AmmoniumacetabLasung (4 : 1) liess sich die schneller laufende, griin 
fluoreszierende Substanz vom Dihydroxypropyl-pterin abtrennen (SBule: 25 cm hoch, 3 cm breit). 
Nach weiterer Reinigung mit 1. Isopropanol: I-proz. Ammoniak-Lljsung (3: 11, 2. dest. Wasser. 
3. Isopropanol: Wasser [2:1) und 4. dest. Wasser (Saule: 30 cm hoch, 1.5 cm breit) wurde ein 
F’rodukt erhalten, das ein reines rnit Biopterin identisches UV.-Spektrum aufwies. Auch die papier- 
chromatographische und elektmphoretische Wanderung war gleich der des Biopterins. 

b) n- odcr ~-6-(threo-7’, 2‘. 3’- T r i h r d 7 0 i r P u o P y s ) - P I ~ ~  (Monapt-win odev seix Antipode). Die 
Fraktion El13 enthielt noch mehrere. hier nicht interessierende fluoreszierende Stoffe, die entfernt 
werden mussten. Zunacbt a r d e  durch Etution mit einer 0,3-proz. Ammoniurnchlond-Lijs.ung 
(Skule: 40 cm hoch, 4 cm breit) eine Abhnnung von gelb ond griin fluoreszierenden Stoffen er- 
reicht ; die amschnellsten waodernde. blauviolett fluoreszierende Fraktion wurde dann mit Aceton : 
0,Z-proz. Ammoniumacetat-Uung (4: 1) in sechs weitere Fraktionen zerlegt (Siiule: 40 cm hoch. 
4 cm breit). Nach weiterer Reinigung iiber SHuIen von 30 cm Wohe und f,5 c m  Breite mit 1. Isopro- 
panol: 1-proz. Ammoniak-Usung (2:1), 2. Butanol: Eisessig:Wasser (20: 3:7), 3. 0.3-proz. Am- 
moniumchlorid-Uung und 4. dest. Wasser, wurde ein reines UV.-Spektrum erhalten, das rnit dem 
von Monapterin identisch ist. Auch papierchromatographisch und elektrophoretisch konnte eine 
rnit Monapterin identische Wanderung festgestellt werden. 

c) Pfmin-6-curbaslluve. Die Fraktion B114 enthielt nur eine blau fluoreszierende Substanz. 
Sie wurde iiber eine S h l e  von 30 cm Hohe und 4 cm Breite mit 0,3-proz. Ammoniumchlorid- 
Wsung weiter gereinigt and anschliessend iiber eina solche von 30 cm Hohe und 1,5 crn Breite 
oacheinander mit Isopropanol: 1-proz. Ammoniak-Wsung (3 : l), Butanot : Eisessig: Wasser 
(20 : 3: 7), 0 , 3 - p z .  Amrnoniumchlorid-Usung sowie dest. Wasser eluiert, bis ein reines UV.- 
Spektrurn erhalten wurde, dam noch papierchromatogaphisch und elektrophoretisch mit synthe- 
tischer Pterind-carbonsaure verglichen (Tabellen I und II). 

Schliesslich sei noch bemerkt, dass alle Trennverfahren unter Zusatz von O,Z% 2-Mercapt.o- 
&than01 durchgefiihrt wurden. Erst nach vollstandiger Isolierung der einzelnen Stoffe wurde der 
Zusatz fortgelassen. Weiterhin wurde biszur Isoliermg der einzelnen Stoffe nur mit neutralen Eauf- 
mitteln gearbeitet. Erst zur endgiiltigen Reinigung wurden nach Bedarf basische oder saure 
Elutionsmittel verwendet. Fiir alle Skuiulentrennungen murde WHATMAN-Nr. l-pulver benutzt. 

5. Abbauveak6ionclp. - a) Oxydation mit Kdiumpeumangaaaf. Etwa 100 pg eines Ptenns werden 
in 2 ml 0,L-proz. NaOH-Usung gelat, dann 3-5 Tropfen einer I-proz. Kaliumpermanganat-L- 
sung hinzugegeben und auf dem Wasserbad kurz erwiirmt. Parallel dam wurde eine Probe in 
Natmnlauge ohne Kaliumpennanganat in gleicher Weise behandelt. Nach 2 Std. werden einipe 

dioxid abfiltriert. Das Filtrat wird nach Ansiiuern mit Eisessig bis zur Trockne eingeengt, in 
wenigen Tropfen Wasser aufgenommen und papiarchromatographisch mit dem Ausgangsprodukt 
snwie mit Pterin-6-carbons5ure in mehreren Laufmitteh sowie elektrophoretisch verglichen. Als 
bestes Laufmittel erwies sich fiix die Auftrennung der 6-substituierten Pterine Aceton : 2-proz. 
Ammoniumaeetat-Liisung (4: 1). 

b) Oxydatimz mil Na#riumpcrjoda#. 1. in Loswng: Etwa 100 pg eines Ptenns werden in 3-5 
Tropfen 1-proz. Natriumcarbonat-Liisung gelilst und rnit 1-2 Tropfen einer 1-proz. Natriurn- 
perjodat-Bung versetzt. Nach Std. bei Zimmertemperatur wird in Aceton : 2-proz. Ammonium- 
acekat-lasung (4 : I) und 3-proz. Natriumcitrat-=sung in Gegenwart von Vergleichssubstanzen 

7----< . ‘ : ,,Lyb. ;.4~~-L;uIII;IyU1vp~Ll~uliIT-~ung hinzugegeben und das entstandene Mangan- 
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chromatographiert. 6-Polyhydroxypropyl-pterine werden vollstandig aum Pterind-aldehyd 
exydiert. 2 .  w j  Papier: Urn wertvolte Substanz zu sparen, sowie bei Vorliegen sehr geringer 
Mengen, l&st sich die Perjodat-Oxydation auch auf Filtrierpapier durchfiihren. Auf fur die Chro- 
matographie vorbereitete Papierstreifen merden 3-5 yg eines Pterins aufgehagen. Nach Trocknung 
des Flecks wird er sorgfiltig rnit einer fi-prOZ. Natriumperjodat-LGsung betupft. Dabei ist darauf 
zu achten, dass keine allzu stark Vergrosserung des Pterinflecks eintritt. Nach einmaliger Wieder- 
holung wurde bei den hier untersuchten Polyhydroxy-pterinen ein vollstandiger Abbau zu Pterin- 
6-aldehyd erreicht. der rnit Hilfe von Vergleichssubstanzen in den vorstehend genannten Lad- 
mitieln nachgewiesen werden kann. 

Diem Ultramikromethode macht es miSglich, dass fiir Konstitutionsaufklaungen nun weibus 
weniger der ohnehin meist nur in sehr geringen Mengen isolierbaren Pterine benotigt werden als 
binher. Wir sind bestrebt, diese Methode weiter auszubauen. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Aus Mannchen der Art Formica polyctena FOERST. wurden mit Hilfe chromato- 
graphischer Verfahren an Celldosepulver D- oder L-6- (threo-1', Z', 3'-Trihydroxy- 
propy1)-pterin und Pterin-6-carbondure isoliert. Die Identifizierung erfolgte mittels 
ihrer UV.-Spektren, Rf-Werte, elektrophoretischen Wanderung sowie einiger Ab- 
baureaktionen. Pterin-6-carbonsaure wird als biogenes ~ Produkt _ _ _ _ _ ~ ~ ~ ~  angesehen. 

Institut ftir Angewandte Zoologie 
der Universitat Wiirzburg 

Organisch-Chemisches Institut 
der Universitat Zurich 
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40. Die Konstitution von Verrucarin E 
Verrucarine und Roridine, 10. Mitteilung [l] 

von E. Fetz und Ch. Tamm 
!8 x 651 

Die bisher aus Myrotheciarm-Arten isolierten Stoffwechselprodukte lassen sich auf 
Grund ihrer molekularen Zusammensetzung bzw. Struktur in drei chemische Gruppen 
einteilen. Die erste Gruppe umfasst makrocyclische Di- und Tri-ester, die den 
Sesquiterpenalkohol Verrucarol [Z] als gemeinsamen Baustein enthalten. Zu ihr 
gehdren Verrucarin A [3] [4], Verrucarin B [5], Verrucarin H 161 (71, Venucarin J [I] 
sowie Roridin A [7] [8], Roricbn D [6] [7l und Roridin E [6] [7]'). Sie sind die 
I) Zu dieser Gruppe ist auch Roridin C [a] (= Trichodermal [9]), das die Struktur des 15-Desoxv- 

verrucarols beaitzt, zu zahlen. 




