377

Uber Karnin und Inosinsaure
(111 Mitteilung)

von

F. Haiser und F. Wenzel.

Aus dem Privatlaboratorium in Scheibbs und dem I. chemischen Laboratorium
der k. k. Universitdat in Wien.

(Vorgelegt in der Sitzung am 4.%Mirz 1909.)

Die Formel der Inosinsdure und damit stillschweigend
ihre Molekulargréfie wird auf Grund der Analyse ihres bei 100°
im Vakuum getrockneten Bariumsalzes C,,H,,N,PO;Ba zu
C;oH;3N, POy angenommen. Nun lassen es aber verschiedene
Beobachtungen zweifelhaft erscheinen, ob tatsdchlich diese
einfache Formel der Inosinsdure zukommt oder etwa ein
Multiplum derselben. Wahrend von den Spaltprodukten der
Inosinsédure das Hypoxanthin und die Phosphorsdure quantitativ
mit Sicherheit nachgewiesen werden konnten, bietet dies fiir
den in derselben enthaltenen Zucker erhebliche Schwierig-
keiten. Vor allem konnte das Pentosazon bisher von der
grofieren Zahl der Forscher nur in aufierordentlich schlechter
Ausbeute erhalten werden und auch bezliglich der Fufurol-
menge, welche bei Destillation von Inosinsaure mit Salzsdure
erhalten werden kann, weichen die Angaben von C. Neuberg
und Brahn'! sowie Bauer? einerseits und diejenigen von
P. A. Levene und W. A. Jakobs?® andrerseits stark von-
einander ab, so dafi die letztgenannten Forscher sich veranlafit

1 Biochemische Zeitschrift, V, 446.
2 Beitrdge zur chemischen Physiologie und Pathologie, X, 354.
3 Ber. der Deutschen chem. Ges., 41, 2707.
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sahen, an das Vorhandensein einer Hexose neben der Pentose zu
denken, was eben ein hdheres Molekulargewicht voraussetzen
wiirde. Auch der ausgesprochene Geruch nach arabischem
Gummi, welchen wir! an den Losungen des Gemisches von
Pentosephosphorsdure und Pentose wiederholt beobachteten, liefi
uns die Anwesenheit einer Polyose moglich erscheinen, wenn-
gleich dieser Geruch wohl auch der Pentosephosphorsédure
oder ihren Zersetzungsprodukten eigentlimlich sein kdnnte.
Um diese Unsicherheit beziiglich der Molekulargrofie der
Inosinsdure zu beseitigen, haben wir uns bemdiiht, fiir das

Molekulargewicht der Inosinsidure

beweisende Beobachtungen zu gewinnen, was uns mit gréferer
Zuverldssigkeit gelang, als wir erwarten konnten. Wir haben
schon in der letzten Mitteilung auf die seltenen Schwierigkeiten
hingewiesen, die in unserem Falle der Ausfilhrung einer
Molekulargewichtsbestimmung nach der Gefrier- oder Siede-
methode entgegenstehen. Die freie Inosinsfure ist nur bei
méBigen Temperaturen geniligend bestindig, wihrend beim
Erwérmen bald Zerfall eintritt, und konnten wir bisher flir die-
selbe nur zwei Lasungsmittel auffinden, das Wasser und die
absolute Ameisensdure, welche beide aber -elektrolytische
Dissoziation bewirken, letztere auflerdem auch teilweise Zer-
setzung der Substanz herbeifiihrt. Geeignete Derivate der
Inosinsdure, namentlich Ester derselben in reiner Form dar-
zustellen, ist uns aber bisher nicht gelungen. Wir haben daher
versucht, durch Bestimmung der elektrischen Leitfdhigkeit des
Natronsalzes der Inosinsaure sowie durch Kombination der
Gefrierpunktserniedrigung des Wassers durch Inosinsdure und
der Leitfahigkeit dieser Losung ausreichende Beweismittel fiir
die richtige Wahl des Molekulargewichtes beizubringen. Beide
Verfahren fithrten zu dem gleichen Resultate. Der Vergleich
der Aquivalentleitfdhigkeit des neutralen Natronsalzes der
Inosinsdure bei den Verdiinnungen 32 und 1024 ergab, dafi
dem Natronsalz eine zweibasische Sdure zugrunde liegt,
woraus der Schluf gezogen werden mufl, dafl die oben

I Monatshefte fiir Chemie, XXX, 158.
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angefithrte Formel der Inosinsdure richtig ist. Andrerseits
zeigte die Molekularleitfahigkeit der wésseligen Losung der
Inosinsdure, dafi diese innerhalb der fiir die Gefrierpunkts--
erniedrigungsbestimmung in Betracht kommenden Verdiin-
nungen in zwei Jonen gespalten ist, wodurch wir in die Lage
versetzt sind, den Grad der Dissoziation der Inosinsdure und
damit auch das richtige Molekulargewicht derselben aus der
Gefrierpunktserniedrigung berechnen zu kdnnen. Wir erhielten
so Werte, welche der der Formel C;,H,;O,N,P entsprechenden
Zahl sehr nahe kommen,

Dadurch haben wir eine sichere Grundlage fiir das weitere
Studium der Inosinsdure und ihrer Spaltprodukte geschaffen.
Vor allem erweisen sich miihevolle Untersuchungen zur
eventuellen Auffindung eines zweiten Zuckermolekiils {iber-
fliissig und es kann die weitere Arbeit auf die am Schlusse der
zweiten Mitteilung angefiihrten Aufgaben konzentriert werden.

Die Losung einer derselben ist uns in der Zwischenzeit
gelungen, indem wir durch Darstellung des Benzylphenyl-
hydrazons beweisen konnten, daf} die

Inosinpentose die d-Lyxose

ist. Die Pentose selbst haben wir bisher nicht krystallisiert er-
halten, so dafl wir die in unserer zweiten Mitteilung angefiihrte
Differenz im Drehungsvermégen aufzukldren noch nicht in der
Lage sind. Wir haben damals eine etwas grofere Links-
drehung gefunden, als flir die d-Lyxose festgestellt ist, und
milssen Versuchsfehler flir ausgeschlossen halten, da unsere
beiden Bestimmungen an Pridparaten verschiedener Darstellung
in zwei verschiedenen Polarisationsapparaten ausgefiihrt wurden.
Man konnte in erster Linie daran denken, daB unsere sirupdse
Inosinpentose durch kleine Mengen des stark linksdrehenden
Inosins verunreinigt ist. Dagegen spricht jedoch das Gewichts-
verhiltnis zwischen abgespaltenem Hypoxanthin und restie-
render Pentose, welches, wie wir mehrmals nachgewiesen
haben, den fiir quantitave Spaltung erforderlichen Mengen gut
entspricht. .Auflerdem war der Sirup stickstofffrei. Es wére
also wohl nur anzunehmen, da nach den Angaben von C. Ruff
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und G. Ollendorff! Multirotation in entgegengesetztem Sinne
zur Geltung kommen miifite, dafl die d-Lyxose aus dem Inosin
-in einer Form abgespalten wird, die von der, die sie in Krystalli-
siertem Zustand besitzt, abweicht. Man konnte sich dies in der
Weise vorstellen, dafl etwa die krystallisierte Lyxose in einer
o-Form existiert, widhrend das Inosin ein §-Lyxosid ist und bei der
Spaltung die Lyxose in der B-Form liefert, wobei diese beiden
Formen sich in den Bindungsverhiltnissen in analoger Weise
unterscheiden wie das o- und B-Methylglukosid. Wir hoffen,
auch hierliber gelegentlich noch Aufklarung schaffen zu
konnen, wiewohl diese Aufgabe keineswegs verlockend er-
scheint.

Die Beobachtung, dafi bei der Zersetzung der Inosinsiure
in alkalischer Losung Karnin entsteht, welche ja den Ausgangs-
punkt unserer Untersuchungen bildete, haben unter Zubhilfe-
nahme unserer in der ersten Mitteilung publizierten dies-
beztiglichen Vorarbeiten in jlngster Zeit P. A. Levene und
W. A Jacobs? als zutreffend nachgewiesen. Es ist ihnen
gelungen, das Inosin sowohl als auch das Karnin unter den
Spaltprodukten der Inosinsédure aufzufinden und sicherzustellen.
Daraus ergibt sich nun, daBl in der Inosinsdure dieselbe Pentose
enthalten ist wie im Inosin, was bisher noch keineswegs ein-
wandfrei nachgewiesen war, obwohl wir aus Inosinsdure und
aus Karnin dasselbe Osazon erhalten hatten, da dieses sowohl
aus d-Lyxose wie auch aus /-Xylose entstanden sein konnte,
die Pentose aus I[nosinsdure jedoch noch nicht in solcher
Menge und solcher Reinheit erhalten werden konnte, um eine
Drehungsbestimmung durchzufiihren oder ein Hydrazon dar-
zustellen.

Das Ergebnis, dafi [nosin und Inosinsdure Lyxosederivate
sind, ist insofern bemerkenswert, als hier zum ersten Male das
Vorkommen von d-Lyxose in Naturprodukten nachgewiesen ist.

1 Ber. der Deutschen chem. Ges. 52, 1801.
2 Ber. der Deutschen chem. Ges., 42, 335.
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Experimenteller Teil.

Basizitdtsbestimmung der Inosinsiure.

Nach der von W. Ostwald empirisch festgestellten Regel
kann die Basizitdt einer Sdure aus den Werten fiir die Aqui-
valentleitfahigkeit des neutralen Natronsalzes derselben bei den

A1024_’A32
10
gefunden werden. Mit Riicksicht auf die Schwierigkeit der
Darstellung reiner Inosinsdurelésung haben wir die Losung
des Natronsalzes durch Umsetzung des Baryumsalzes mit
Natriumsulfat dargestellt. Es wurden 0-7828 ¢ bei 100° ge-
trockneten inosinsauren Baryums (C;,H;;O4N,PBa+H,0) in
einem 50 cm®-Mefikolben in zirka 30 cm® Leitfdhigkeitswasser
geldst, mit einer wisserigen Losung von 0-2216 ¢ durch
schwaches Gliihen entwisserten reinsten Natriumsulfats ver-
setzt, auf 50 em® aufgefiillt und nach 6fterem Umschiitteln {iber
Nacht ruhig stehen gelassen. Es hatte sich nach dieser Zeit das
Baryumsulfat vollstindig abgeschieden und von der {iber-
stehenden klaren Losung, deren Verdiinnung einem Gramm-
dquivalent in 16/ entspricht, wurden 20cm’® zu den Leit-
fahigkeitsbestimmungen herauspipettiert. Die erhaltenen Werte
der Aquivalentleitfahigkeit fiir fortschreitende Verdiinnung
sind in Kolonne I angefiihrt. Da die Lésung des Natriumsalzes
gegen Lakmus doch eine betrdchtlich alkalische Reaktion
zeigte, obgleich Phenolphthaleinlésung nicht gerdtet wurde,
haben wir die L&sung des Natronsalzes bei gewdhnlicher
Temperatur im Vakuum eingeengt und das Natronsalz durch
Alkohol in feinen Néidelchen ausgefallt. Dasselbe wurde im
Vakuum bei 100° zur Gewichtskonstanz gebracht und 02450 g
desselben in Wasser zu 20 cm® gelost, so dafl eine Lésung von
der Grammdquivalentverdiinnung 16 entstand. Die an dieser
Losung ermittelten Aquivalentleitfihigkeiten sind in Kolonne II
eingetragen. Sdmtliche Leitfdhigkeitsmessungen wurden bei

einer Temperatur von 25° ausgefiihrt.

Verdiinnungen 32 und 1024 nach der Formel x =
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1 It
Aquivalentverdiinnung Ay Ay
16 61-3 60-8
32 670 66-5
64 715 717
128 766 760
256 80-7 80-1
o512 845 839
1024 38-3 87 1.

Die Anwendung obiger Formel ergibt fiir die Basizitit der
Inosinsdure die folgenden der Zahl 2 naheliegenden Werte:
88-3—67-0
10 - =213

87-1—66-5
I 10 = 2-06

Nach der Leitfahigkeit des Natronsalzes ist also die Inosin-
sdure eine zweibasische Sdure und es ist daher die gebriduch-
liche Formel derselben als richtig zu betrachten.

Gefrierpunktserniedrigung des Wassers durch Inosins#ure.

Fiir diese Bestimmung wurde die Inosinsédure in der bereits
in der zweiten Mitteilung! angegebenen Art und Weise in
trockene und wigbare Form gebracht. Die Bestimmung wurde
in einem Beckmann’schen Apparate ausgeflihrt und ergab bei
Verwendung von 20 cm?® Leitfdhigkeitswasser als Losungs-
mittel die folgenden Resultate:

Verdiinnung fiir 1 g

Substanz Molekulargewicht Depression
I 0-3471 g 20-0517 0-125°
I 0-4731 g 14-711 0-160°.
Molekulargewicht.
Gefunden Berechnet
i e,

M, —256-8 M,—2735 M==2348

1 Monatshefte fiir Chemie, XXX, 158.
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Die gefundenen Werte filir das Molekulargewicht sind
natiirlich zu niedrig, da ein Teil der Inosinsdure elektrolytisch
gespalten ist, woriiber uns die

Leitfihigkeit der Inosinsidure

Aufschlufl gibt. Dieselbe wurde unmittelbar nach der Bestim-
mung der Gefrierpunktserniedrigung an der flir diese ver-
wendeten Losung ermittelt. Es wurden 10 cm® derselben in das
Leitfahigkeitsgefdl tibergefiihrt und die erste Messung also bei
einer Verdlinnung von 147 ausgefithrt. Um zur Verdiinnung 20
zu gelangen, welche der bei der ersten Gefrierpunktsbestim-
mung angewendeten Konzentration ungefdhr entspricht, wurden
aus dem Leitfahigkeitsgefal 2-64 ci® Losung herausgenommen
und durch 2-64 cm® Wasser ersetzt. Fiir die nachste Ver-
dinnung wurden einfach 10 cm® zugefligt und dann weiter je
10 em® Losung durch 10 cm® Wasser ersetzt. Hierbei wurden
die Resultate der Mefireihe I erhalten. Um jedoch auch die
Molekularleitfahigkeiten fiir die {blichen Verdiinnungen fest-
zustellen, haben wir die nach der ersten Messung dem Leit-
fahigkeitsgefdl entnommenen 264 cw® Losung mit dem im
Gefrierpunktsgefafi enthaltenen Reste vereinigt und konnten
abermals 10 cm® der Losung von der Verdinnung 14-7 fir
Leitfahigkeitsbestimmungen verwenden. Nach Kontrolle des
bei dieser Konzentration bereits festgestellten Wertes wurden
080 ¢m® Losung entfernt und O-80 e’ Wasser zugefligt, so
dafl die Verdlinnung 16 erreicht wurde. Die fiir diese und die
weiteren den hdéheren Potenzen von 2 entsprechenden Ver-
diinnungen erhaltenen Werte fir die molekulare Leitfahigkeit
sind unter py in Kolonne II eingetragen.

Die in den beiden Mefireihen erhaltenen Werte fiir die
molekularen Leitfihigkeiten der Inosinsdure ergeben, in ein
Koordinatensystem eingezeichaet, zwei Kurven, die fast voll-
stdndig identisch sind.

Chemie-Heft Nr. 4. 26
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I II.
v
o k e k

14-7 122 0-0108 123 0-0108
16 125-7 0-0107

20 136-7 0-0106

32 161 0-01024

40 171 00097
64 190 0-0083

80 199-8 00077
128 216 0-0062

160 221 00054
256 229 0-0038

320 232 00037
512 242 0-0023

640 242-7 0-0019
1024 243-6 0-0012

1280 2436 0-0010
2048 243-7 00006

Die Konstanten sind mit dem nach Ostwald aus der
Atomzahl geséhéitzten Grenzwert 373 nach der fiir bindre
Elektrolyte giiltigen Formel berechnet.

Da nédmlich die Jonisierbarkeit der drel Wasserstoffatome
der Phosphorsdure eine wesentlich verschiedene ist, wie aus
ihrem Verhalten gegen Indikatoren hervorgeht, darf ein dhn-
liches Verhalten auch bei der Inosinsdure vermutet werden. Es
ist darum zu erwarten, dafl die Inosinsdure ebenso wie die
meisten zweibasischen organischen Siuren in gréfieren Kon-
zentrationen sich als einbasische Sdure verhélt. Auffallend ist
das bei einer organischen Sidure von der Stirke der Inosin-
sdure ganz ungewohnlich starke Sinken der Konstanten mit der
Verdiinnung; ob dies auf dieNaturderInosinsdure als amphoterer
Elektrolyt zurlickzuftihren ist oder auf andere Ursachen, soll
dahingestellt bleiben.
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s
Jedenfalls gibt der nach der Formel o = ET; berechnete

Dissoziationsgrad ein anndherndes Maf fir die abgespaltenen
Wasserstoffionen, welches auch durch méfiige Fehler in der
angenommenen Endleitfdhigkeit nur wenig beeinflufit wird.
Bei unseren Gefrierpunktsbestimmungen sind unter Zu-
grundelegung der einfachen Formel stait eines Molekiiles
l—a+-2a = 140 Molekiile, respektive lonen in Ldsung und
zwischen dem frither gefundenen Molekulargewichte M, respek-
tive My und dem richtigen Werte M besteht die Beziehung

M M=1:1+0.
Wir miissen also M, und M mit den entsprechenden Werten

von 1o multiplizieren, um das Molekulargewicht der Inosin-
sdure zu erhalten. Dasselbe ergibt sich dadurch zu:

Gefunden Berechnet
~ e
M, =256"8 o, = 03664 M=2850"9 M= 348

M, =273'5 o,=03270 M=23629

Da wir die Leitfihigkeitsmessungen der bequemeren Aus-
fihrbarkeit halber bei 25° vorgenommen haben und nicht bei
der Temperatur der Gefrierpunktsbestimmungen, sind die
Werte flir & und auch die gefundenen Molekulargewichtswerte
etwas zu hoch. Die Differenz in letzteren wiirde jedoch, wie
eine Uberschlagsrechnung ergab, nur wenige Einheiten be-
tragen und wir glaubten daher, fiir unseren Zweck von der
Leitfahigkeitsbestimmung bei 0° Abstand nehmen zu kénnen.

Die Annahme eines doppelten Molekulargewichtes endlich
wlirde wesentlich andere Werte filr die Gefrierpunktserniedri-
gung erfordern.

Benzylphenylhydrazon der Inosinpentose.

In unserer zweiten Mitteilung gelangten wir zu dem Er-
gebnis, dafi die Inosinpentose hochstwahrscheinlich d-Lyxose
ist. Da wir die Inosinpentose nicht krystallisiert erhalten konnten,
versuchten wir aus derselben das einzige in der Literatur vor-
findliche charakteristische Derivat der Lyxose, das Benzyl-
phenylhydrazon, darzustellen.

26
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Das Benzylphenylhydrazinchlorhydrat haben wir nach
den Angaben von G. Minunni?! bereitet und bis zum kon-
stanten Schmelzpunkt umkrystallisiert. Hierauf wurden zirka
0-2 g der sirupdsen Pentose in 1/, cm® Wasser geldst, mit einer
Lbsung dquivalenter Mengen von Benzylphenylhydrazinchlor-
hydrat und Natriumacetat in 5 em?® Alkohol versetzt und Uiber
Nacht stehen gelassen. Durch Versetzen mit Wasser bis zur
beginnenden Triibung wurde sodann das Hydrazon aus-
geschieden, welches zunédchst 6lig erscheint, beim Reiben mit
dem Glasstab jedoch bald in  krystallinischen Zustand {ibergeht.
Die abgesaugte Substanz wurde aus 30prozentigem Weingeist
unter Anwendung von Tierkohle viermal umkrystallisiert und
zeigte dann den Schmelzpunkt 127°. Nachdem fiir das Benzyl-
phenylhydrazon der d-Lyxose der Schmelzpunkt 128° an-
gegeben ist, erscheint die Inosinpentose mit der gegenwdirtig
moglichen Zuverldssigkeit als d-Lyxose charakterisiert.

Schliefilich sei es uns gestattet, auch an dieser Stelle
Herrn Prof. Dr. Rudolf Wegscheider fir das wohlwollende
Interesse, welches er uns bei der Ausfiihrung dieser Arbeit
angedeihen lieB, unseren Dank auszusprechen.

1 Gazzetta chimica italiana 22, 2, 217.



