292./64. Bd. R ; .
1959’, Nr. 12 Die Einwirkung von Ozydationsmitteln 749

1811. W. Awe und R. Buerhop?)
(nach Vorarbeiten von E. Stoy-Geilich?)

Die Einwirkung von Oxydationsmitteln auf 4-Dimethyl-
amino-1-phenyl-2,3-dimethyl-pyrazol-5-on(Pyramidon)*)
1. Mitteilung: Die Einwirkung von Jodséiure in geringer Konzentration

Aus dem Institut fiir Angewandte Pharmazie der Technischen Hochschule Braunschweig
Direktor: Prof. Dr. W. 4dwe

(Eingegangen am 6. Juni 1959)

H. P. Kaufmann verdanken wir verschiedene Untersuchungen auf dem Gebiet
der Antipyretika in der Antipyrin-Reihe. Auch die vorliegende Arbeit ist ein
Beitrag zur Kenntnis der Arzneistoffe dieser Gruppe. Das hierher gehérende
4-Dimethylamino-antipyrin (Pyramidon) ist ein trotz einiger — durch die Aus-
lésung von Agranulozytosen bedingter — Kritik viel verwendetes Arzneimittel.

Bekannt ist das Reduktionsvermégen des Pyramidons (I), obwoll es aus seiner
Konstitutionsformel nicht ohne weiteres ablesbar ist. Es zeigt sich im Experiment
sichtbar dadurch, daf Oxydationsmittel eine Pyramidonlésung violett firben.
Auch in Arzneibiichern dient diese Violettfirbung als Identifizierungsreaktion.
Die Firbung ist jedoch nur kurze Zeit bestindig. Wie wir in vorldufigen Mit-
teilungend) ausgefiihrt haben, a8t sich der Reaktionsverlauf im Sinne von Ta
bzw. Ib deuten.
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Da die mit der Reaktion verbundene Blaufiirbung so schnell voriiber geht, geben
wir der intermediiren Entstehung von farbigen Radikalen im Sinne von Ia den
Vorzug. Sie steht im Einklang mit dem weiteren Verlauf**),

*) Herrn Prof. Dr. Hans- Paul Kaufmann zum 70. Geburtstag gewidmet.
*%) Herrn Prof. v. Bruchhausen danken wir fiir interessante und anregende Diskussionen
iiber die Verinderungen der Pyramidon-Molekel bei Gegenwart oxydierend wirkender Stoffe,
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Man kann viele Oxydationsmittel einsetzen, um das Pyramidon in dieser Weise
zu oxydieren. Als besonders giinstig zur Untersuchung der Zwischenprodukte
erwies sich der Einsatz von Jodsiurel) 2) 3).

In diesem Falle wirkt das Pyramidon u. U. so stark reduzierend, dafl elemen-
tares Jod in Form violetter Dimpfe auftritt®). Ebenso stark reduziert wird Brom-
siure. Vergleichende Versuche mit anderen Oxydationsmitteln (FeCl;, AgNO,,
Ce(80,), u. 8.) werden z. Zt. weitergefiihrt. Hier berichten wir zunfichst iiber die
Einwirkung von Jodsiure auf Pyramidon.

Bei geringer Konzentration des Oxydationsmittels wird der Pyrazolonkern nicht
angegriffen, zwei in der Reaktion Ia entstehende Radikale konnen sich im Sinne
der Reaktion II vereinigen. Das Reaktionsprodukt ist das symmetrische ,f-Bis-
(1,1’Phenyl-2-2'methyl-4-4'-hydroxy-5,5’-oxo-pyrazolinyl-3,3')-aethan, wie unten
nachgewiesen werden wird.
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Die Dimethylaminogruppe am C, ist dabei durch die Hydroxylgruppe ersetzt.
Dies bestitigt die gleichzeitige Isolierung von 4-Hydroxy-antipyrin (II1)%), das
seinerseits ebenfalls in die ,,Bis*-Molekel IT iiberfiihrt werden konnte (IIL - II).

Mit der Formel IT steht in Ubereinstimmung, da8 die C-CH,-Bestimmung nach
R. Kubn und H. Roth®) im Gegensatz zur entsprechenden Bestimmung bei
4-Hydroxy-antipyrin (III) negativ ausfillt.

1) R. Buerhop, Diss. Braunschweig 1958.

2) E. Stoy-Geilich, Diss. Braunschweig 1949; s. a. H. Siemer, Dipl.-Arbeit, Braunschweig 1951.
67;) (I{I;é;g.)rw. 37, 452 (1950); Dtsch. Apoth. Ztg. 92, 23 (1952); Angew. Chemie 67, 310,

4) L. Knorr, R. Pschorr, Liebigs Ann. Chem. 293, 51 (1896) — DRP. Nr. 75 378 u. 75 975
Kl 12 v. 7. 9. 1893 (Frdl. 3, 941/1890—1894) und 942.

5) Ber. dtsch, Chem. Ges. 66, 1274 (1933).
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Einen #hnlichen Reaktionsverlauf beobachteten O. Bockmiikl und Mitarbeiter®),
als sie das Verhalten des 4-Nitroso-antipyrins gegeniiber salpetriger S#ure stu-
dierten. Hierbei entsteht jedoch unter Aufspaltung des Pyrazolonringes zwischen
C, und N, ein sauerstoffreicheres Produkt (Reaktionsverlanf 1V).
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Unser erstes faBbares Zwischenproduks (II, R == H) ist alkaliloslich und kann
als Bis-azetyl-Derivat (I1a) und Bis-benzyl-aether (ILb) charakterisiert werden.
Das abgespaltene Dimethylamin ist u. a. durch Uberfilhrung in Gramin (Reak-
tion V)7) nachweisbar. Dabei liegt eine ,,Mannich““-Reaktion aus Dimethylamin,
Formaldehyd und Indol vor.

L + HCHO + Y HaC\N—CH _ N

_— Il ] = g

? NN\ s W
H

Die Veritherung von II mit Benzylehlorid gelang verhiltnismaBig leicht, die Ver-
esterung mit Essigesiure war nach vergeblichen anderen Versuchen nur moglich, wenn
das Essigsiureanhydrid unter katalytischer Wirkung einer Spur Perchlorsgure zur Ein-
wirkung gelangte.

Uber weitere Derivate des interessanten Bis-pyrazolinyl-aethans II berichten wir
spiter in anderem Zusammenhang.

Es gelang dann durch weiteren Abbau, fiir die ,,Bis“-Verbindung II einen
Konstitutionsbeweis zu erbringen. Dazu bedienten wir uns einer am Pyramidon
bekannten Reaktion von R.Charonnat und R. Delaby®), bei der die Einwirkung
von Wasserstoffperoxyd in neutraler Lésung unter Sprengung der Cy= Cyp
Bindung zu einem filschlich als ,,Dioxy-pyramidon‘ bezeichneten Derivat fiihrt.
Wir wandten das Wasserstoffperoxyd, da II in Wasser nicht loslich und in an-
deren Losungsmitteln meist sehr schwer lgslich ist, erstmals auf dem Pyrazolon-
gebiet in alkalischer Losung an, dabei erhielten wir unter auch hier erfolgter Ring-
sprengung Cy=C, und anschlieBender Hydrolyse am N;—Cg eine Spaltung in
Oxalsiiure, die in tblicher Weise identifiziert wurde, und in das Bis-(2-Phenyl-
2-methyl-Hydrazid) der Bernsteinsiure (VI), das als Bis-Nitroso-Derivat charak-
terisiert werden konnte (VIa). Es lieB sich zn Bernsteinsiure und 2 Molekeln
1-Phenyl-1-nitroso-2-methyl-hydrazin spalten (Reaktionsfolge VIb), die jedoch
in dem alkalischen Milieu weiter zersetzt wurden.

%) Medizin u. Chemie; Abhandlungen aus den Medizinisch-chemischen Forschungsstitten
der I. G.Farbenindustrie Aktiengesellschaft, Bd. III, 294.

7y H. Kithn und O. Stein, Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 567 (1936).

8) C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 189, 850 (1929); s. auch Zitat ®).
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Die Isolierung der Bernsteinséiure beweist, daB die eine Dehydrierungsreaktion
darstellende Radikalbildung (Ia) zu einer Verkniipfung der Pyrazolon-Kerne
durch eine Athankette fithrt. Sie ist letzten Endes bedingt durch die Lockerung
der Wasserstoffatome der CH,-Gruppe am C; des Pyrazolonringes durch die
C,;=C,-Doppelbindung im Sinne der Regel von Staudinger-Schmidt.

L&t man die Jodséure in konzentrierter Losung auf Pyramidon einwirken, so kann

die Oxydationsreaktion auch in saurer Losung zur Aufsprengung des Pyrazolonringes
fithren. Hieriiber werden wir gesondert berichten.

Zur Bestétigung der oben beschriebenen Reaktionsfolge fiihrten wir den Wasser-
stoffperoxyd-Abbau in alkalischem Medium auch am 4-Hydroxy-antipyrin
durch (VII). Es entstand Oxalsiiure und 1-Phenyl-2-acetyl-2-methyl-hydrazin, das
im Schmelzpunkt mit den Angaben von K. Auwers und H. Mauss®) iibereinstimmte.

"9) J. prakt. Chem. 177 (II), 334 (1927).
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Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Gewidhrung eines For-
schungsstipendiums an R. Buerhop. Den Farbwerken Hoechst sprechen wir fiir die
Unterstiitzung mit Chemikalien unseren Dank aus.

Beschreibung der Versuche

1. Oxydation des Pyramidons mit geringen Mengen Jodsédure

Isolierung vonBis-(1,1’-Phenyl-2,2’-methyl-4,4’-hydroxy-5,6’-0xopyrazolinyl-3,3')-aethan

18 g Pyramidon, 1800 ml 0,1 n Kaliumjodatlosung und 45ml 20%ige Schwefelsiure
wurden 1 Stde. lang am RiickfluBkiihler auf dem Wasserbade erhitzt. Nach etwa halb-
stiindiger Reaktionszeit begann sich ein rotbrauner Bodensatz abzuscheiden. Er wurde
nach dem Erkalten auf einer Nutsche gesammelt und die hellrot-orangefarbene Mutter-
lauge zur weiteren Untersuchung aufbewahrt. — Die nach dem Trocknen verbliebenen
7 g rotbraune, amorphe Substanz wurden mit 200 ml Tetrahydrofuran kurze Zeit unter
RiickfluB zum Sieden erhitzt. Ein Teil der Substanz ging mit tiefroter Farbe in Losung.
Der hellgelblich-graue Riickstand wog nach dem Trocknen 3,6 g, war in Eisessig und
anderen organischen Lodsungsmitteln praktisch unloslich, 1oste sich dagegen leicht mit
gelbbrauner Farbe in n-Natronlauge, Fp. des Rohproduktes zwischen 272 und 281°
unter Zersetzung. Fp. der Reinsubstanz s. u.

Aus der Tetrahydrofuranlosung liefen sich keine kristallinen Anteile erhalten. Nach
dem Einengen schied sich ein zahfliissiger Riickstand aus, der auch nicht aus Methylen-
chlorid nach Filtration iiber Aluminiumoxyd nach Brockmann zur Kristallisation ge-
bracht werden konnte.

2a Bis-benzylaether

2 g der unter Nr. 1 erhaltenen hochschmelzenden Verbindung wurden in 20 ml Athanol
angeschiittelt und nach dem Versetzen mit 2 g Kaliumhydroxyd und 5g Benzylchlorid
1 Stde. lang auf dem Wasserbade unter Riickfluf erhitzt. Nach dem Erkalten wurde
vom Kaliumchlorid abfiltriert, mit etwas Athanol nachgewaschen und nach dem Hin-
zufiigen von 100 m1 Wasser mit Methylenchlorid mehrmals ausgeschiittelt. Aus den ver-
einigten und getrockneten Methylenchloridausziigen wurden nach recht weitgehendem
Einengen 1,3 g gelbe Kristalle erhalten, dle nach zweimaligem Umlosen aus Methanol
bei 149—150° schmolzen.

C38 34O4N4 (586’7)
Ber.: C 73,70 H 5,84 0 10,91 N 9,55 Mol.-Gew. 586,7
Gef.: C 73,50 H 5,77 0 11,17 N 9,54 594  (Benzol)
576 (Benzol)
568 (Kampfer)

2b Spaltung des Bisbenzylaethers

Reindarstellung . von Bis-(1,1’-Phenyl-2,2’-methyl-4-4’-hydroxy-5,5'-oxo-pyrazolinyl-
3,3")aethan.

a) durch Chlorwasserstoff:

Die Losung von 1g Bisbenzylither in 30 m] Eisessig wurde mit 10 ml konz. Salzsiure
versetzt und nach dem Einleiten von Chlorwasserstoffgas bis zur Sattigung 3 Stdn.
lang auf dem Wasserbade am RiickfluBkiihler erhitzt. Nach dem Erkalten schieden sich
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640 mg blaBgelbe Kristalle ab. Sie schmolzen unter Zersetzung bei 284° und waren sehr
leicht in n-Natronlauge, schwerer in 5%iger Sodaldsung loslich.

C..H,,0,N, (406,4) Ber.: C 6501 H 546 N 1379 C—CH, 0,00
Gef.: C 65,02 H 558 N 13,34 0,9

Vergleichende C—CH;-Bestimmung am 4-Hydroxyantipyrin:
Ber.: CH; 7,37 Gef.: CH; 7,6
b) durch Bromwasserstoff:

1g Bisbenzylather wurden in 30 ml Eisessig gelost und nach dem Hinzufiigen von
10 ml Bromwasserstofflosung (609%ig) 4 Stunden lang auf dem Wasserbade am Riick-
fluBkiihler erhitzt. Das Reaktionsgemisch roch stark nach dem trinenreizenden Benzyl-
bromid. — Es wurden 610 mg bla8gelbe Kristalle erhalten. Sie schmolzen bei 281 —282°

unter Zersetzung und zeigten im Mischschmelzpunkt mit den unter a) erhaltenen Kri-
stallen eine Depression von 1-—-2°,

3a) Azetyl-Derivat

2 g Bis (1,Y-phenyl-2,2-methyl-4 4’-hydroxy-5,5"-0xopyrazolinyl-3,3’-)aethan schiit-
telte man mit 200 ml Essigsdureanhydrid an und gab eine 4 cm lange, enge Kapillare
voll Perchlorsdure hinzu. Es wurde zunichst 3 Stdn. lang auf dem Wasserbade und dann
10 Min. auf dem Drahtnetz unter RiickfluB erhitzt. Das Reaktionsgemisch firbte sich
dunkelblaugriin. Von nicht umgesetzter Ausgangsverbindung, etwa 0,15 g, filtrierte man
ab und engte das Losungsmittel im Vakuum weitgehend ein. Nach kurzem Stehen im
Eisschrank begann der Riickstand kristallin zu erstarren. Nach dreimaligem Umldsen
aus wasserfreiem Aceton wurden 0,87 g sehr feine farblose Nadeln erhalten. Sie sinterten
ab 203° und schmolzen bei 211—213°. Selbst nach erneutem zweimaligem Umkristalli-
sieren konnte unter der Mikro-Kofler-Apparatur ein vollkommen scharfes Schmelzen
der Substanz nicht beobachtet werden.

OyH,,06N, (490,5) Ber.: C 63,66 H 534 01957 N 1142
Gef.: C 6370 H 535 01964 N 1L16
C 6352 H 529

3b) Verseifung des Azetylderivate's

0,4 g des nach 3a erhaltenen Essigsiureesters wurden mit einem Gemisch aus 40 ml
Methanol und 10 ml Wasser 30 Minuten lang auf dem Wasserbade erhitzt. Nach dem
Abdestillieren des Methanols schieden sich aus der wilirigen Losung 0,29 g farblose
Kristalle ab. Sie sinterten wenig ab 273° und schmolzen bei 282°, waren unloslich in
organischen Losungsmitteln, losten sich dagegen leicht in verdimnter Natronlauge und
zeigten das Verhalten des Bis(1,1’-phenyl-2,2"methyl-4,4"-hydroxy-5,5"-0x0-pyrazolinyl-
3,3'-)aethans.

4. Oxydativer Abbau des Bis-(1,1’-Phenyl-2,2"-methyl-4,4"-hydroxy-5,5"-
oxo-pyrazolinyl-3,3’)aethans mit Wasserstoffperoxyd in alkalischer
Loésung

6 g Bis-(1,1'-Phenyl-2,2'-methyl-4,4"-hydroxy-5,5’-0x0-pyrazolinyl-3,3")acthan wurden
in 300 ml n-Natronlauge gelost und zu der nach Filtration durch eine FritteG; vollkommen
klaren, gelbbraunen Losung unter gutem Kiihlen 90 ml Wasserstoffperoxyd (30%ig) in
Anteilen hinzugegeben. Nach 14sfiindigem Stehen bei Zimmertemperatur hatte die Gas-
entwicklung nachgelassen. Nach vorsichtigem AbgieBen der iiberstehenden noch hell-
gelb gefarbten Losung (b) wurde zunachst der kristalline Bodensatz (a) untersucht.
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a) Isolierung von Bernsteinsdure-bis-[1,1'-phenyl-2,2'-methyl-hydrazid]
Nach zweimaligem Umlosen aus Methanol wurden 3,2g farblose Kristalle vom

Fp. 170—171° erhalten.

C1sH,,0,N, (326,4)

Ber.: C 6623 H 6,79 0 9,80 N 17,17 Mol.-Gew. 3264
Gef.: C 6605 H 665 O 980 N 16,91 Mol-Gew. 330 (Kampfer)

b) Nachweis der Oxalséure

Eine Probe der alkalischen Losung wurde mit Essigsiure angeséuert und mit etwas
Calciumchloridlésung versetzt. Es entstand ein weiller Niederschlag, der sich nach Zugabe
von verd. Selzsiure wieder loste. — Darauf wurde die gesamte alkalische Losung auf
etwa 200 m] eingedampft, mit Salzsiure angesduert und nach dem Hinzufiigen von
wenigen Tropfen Methylrotlosung und einer Losung von 5g Caleiumchlorid in 20 ml
Wasser bei etwa 70° nach und nach bis zum Farbumschlag mit verd. Ammoniak versetzt,
der weiBe Niederschlag nach einstiindigem Stehen auf einem Glasfiltertigel gesammelt,
mit wenig Wasser nachgewaschen und bei 105° getrocknet. Gewicht 2,98 g. Die Resorcin-
schwefelsdure-Schichtprobe auf Oxalsiure war positiv (blauvioletter Ring).

Titrationen mit 0,1 n-KMnO,-Losung:

Einwaagen: 1. 2054 mg Gef.: 1. 200,5 mg
2. 123,1 mg Ca-Fillung 2. 121,2 mg [(CO0),Ca-+H,0]
5. Bernsteinséure-bis-[1,1'-phenyl-2,2’-methyl-1,1’-nitroso-hydrazid]

3 g des nach 4 erhaltenen Bernsteinsdure-[bis-(1,1’-phenyl-2,2’-methyl)-hydrazids (2,2)}
(¥p. 170—171°) wurden in 36 ml Eisessig gelost und nach und nach mit einer Ldsung
von 0,85 g Natriumnitrit in wenigen ml Wasser versetzt. Beim Stehenlassen {iber Nacht.
im Eisschrank schieden sich gelbe Kristalle (2,7 g) aus, die von der iiberstehenden Kis-
essiglosung abgetrennt und aus Ather umkristallisiert wurden. Sie schmolzen bei 106
 bis 108°. — Die vorsichtig mit Natrium-Hydrogenkarbonatlosung neutralisierte essig-

saure Losung wurde mehrmals mit Ather ausgeschiittelt. Nach dem Einengen der ver-

einigten und getrockneten Atherausziige konnten nochmals 0,55 g gelbe Kristalle vom
Fp. 106—108° erhalten werden. Gesamtausbeute 3,25 g.

CysH,, 0N, (384,4) Ber.: C 5624 H 524 01665 N 21,87
Gef.: C 56,56 H 532 O 1642 N 21,23

6. Spaltung des Bernsteinsaure-bis-[1,1’-phenyl-2,2’-methyl-1,1’—nitroso-
hydrazids]

3 g Bernsteinsdure-[bis-(1,1’-phenyl-2,2’-methyl-1,1’-nitroso)-hydrazid(2,2'] 16ste man in
200 ml Athanol und gab 5,6 g Kaliumhydroxyd hinzu. Die Losung nahm einen orange-
roten Farbton an. Nach zweitégigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde filtriert und
nach Zugabe von 100 ml Wasser das Athanol im Vakuum abdestilliert. Die nunmehr
zurtickbleibende wéfrige Losung wurde mehrmals mit Methylenchlorid ausgeschiittelt.
Nach dem Eivengen der vereinigten Methylenchloridausziige konnten keine kristallinen.
Anteile gefunden werden. — Die wiiBrige Phase versetzte man mit verd. Salzsdure im
schwachen UberschuB (pg 3—4) und dempfte im Vakwum zur Trockne ein. Der kri-
stalline Riickstand — zum groBten Teil Kaliumchlorid — wurde bei 60—70° nach-
getrocknet und dann mit 200 ml trockenem Ather auf dem Wasserbade unter Riickfluf:
erhitzt. Nach dem Filtrieren wurde die klare &therische Losung eingeengt. Es schieden
sich 0,38 g nahezu farblose Kristalle ab. Sie sublimierten stark ab 140° und schmolzen
bei 181—182°. Die Probe nach Lassaigne auf Stickstoff war negativ. Die Kristalle losten
sich sehr leicht in warmem Wasser mit saurer Reaktion, ihre Loslichkeit in kaltem Wasser
war geringer. Die wifrige Losung ergab mit Bleiacetatldsung eine Triibung. Vollkommen
farblose Kristalle konnten durch Umldsen aus Wasser unter Filtration iiber Kohie er-
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halten werden. Sie schmolzen bei 183° und zeigten im Mischschmelzpunkt mit Bemstein‘-
siure keine Depression.

7. Oxydativer Abbau des 4-Hydroxy-antipyrins mit Wasserstoffperoxyd
in alkalischer Lésung

3 g 4-Hydroxy-antipyrin 16ste man in 150 ml n-Natronlauge und gab in Anteilen unter
gutem Kiihlen 45 m]1 Wasserstoffperoxyd (30%ig) hinzu. Nach 6stiindigem Stehen wurde
die iiberstehende, orangerot gefirbte, alkalische Losung (b) von einer kristallinen Ab-
scheidung (a) abfiltriert.

a) Identifizierung des Essigséiure-[1-phenyl-2-methyl)-hydrazids(2)].

Die Probe nach Lassaigne auf Stickstoff war positiv. — Nach dem Umldsen aus Ather
wurden 0,7 g farblose Kristalle vom Fp. 91—92° erhalten (K. Auwers und H. Mauss®):
92°).

CoH,,ON, (164,2) Ber.: C 65,8¢ H 7,37
Gef.: C 65,66 H 7,33

b) Nachweis der Oxalsdure wie unter 4b.

Die gewogene Menge Calciumoxalat (1,420 g) wurde zur Reinigung in verd. Salzsdure
gelost, die filtrierte Losung mit Methylenchlorid ausgeschiittelt und aus der wifrigen
Phase nach Zugabe von etwas Calciumchlorid das Calciumoxalat durch verd. Am-
moniak erneut gefillt. Brhalten wurden nun 1,370 g rein weifler Niederschlag. — Hier-
von wurde eine Probe in verd. Schwefelssure gelost und durch die Resorcin-Schwefel-
siure-Schichtprobe auf Oxalsdure gepriift (blauvioletter Ring).

Titration mit 0,1 n-KMnO,-Lésung.
Einwaagen: 1. 244,1 mg ) Gef.: 1. 239,6 mg
2. 153,0 mg Ca-Fillung 2. 152,6 mg [(COO0),Ca+H,01

8. Versuche zur Auffindung weiterer Reaktionsprodukte der Oxydation des

Pyramidons mit geringen Mengen Jodséure

a) Nachweis des Dimethylamins

600 ml der nach Versuch Nr.1 erhaltenen wifBrigen, orangefarbenen Mutterlauge
wurden mit Natronlauge im UberschuB versetzt und einer Wasserdampfdestillation
unterworfen. Das Destillat reagierte alkalisch und roch stark nach Dimethylamin. Der
Nachweis des Dimethylamins erfolgte durch Umsetzung des Destillates mit Indol und
Formaldehyd. Es wurden farblose Kristalle erhalten. Sie schmolzen nach dem Umlésen
aus Ather bei 133° und zeigten im Mischschmelzpunkt mit Gramin (Fp. 134°) keine De-
pression.

b) Isolierung von 4-Hydroxy-antipyrin

600 mli der waBrigen Mutterlauge wurden mit Methylenchlorid mehrmals ausgeschiittelt.
Nach dem Trocknen der vereinigten Methylenchloridausziige iiber Natriumsulfat destil-
lierte man das Losungsmittel auf etwa 20 ml ab, gab etwas Methanol hinzu und engte
erneut auf 3—4 ml ein. Es schieden sich 0,57 g braunliche Kristalle ab. Man loste sie
in etwas Methylenchlorid und filtrierte iiber eine Aluminiumoxydsiule. Nach erneutem
Einengen des Losungsmittels wurden farblose Kristalle erhalten. Sie sublimierten stark
ab 165°, schmolzen bei 182—183° und zeigten im Mischschmelzpunkt mit 4-Hydroxy-
antipyrin keine Depression.

¢) Die restliche Mutterlauge (600 ml) wurde auf etwa 100 m] eingedampft. Es schieden
gich 0,7 g braunliche Flocken aus. Nach dem Reinigen mit Tetrahydrofuran (s. Vers.
Nr. 1) schmolz der graugelbliche Riickstand nach vorherigem Sintern ab 268° bei 280 bis
282° unter Zersetzung. Durch Umsetzen dieser Substanz mit Benzylchlorid in alkalischem
Athanol (s. Vers. Nr. 2) konnten nochmals 0,4g des Bisbenzylithers vom Fp. 149¢
erhalten werden.
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9. Umsetzung des 4-Hydroxy-antipyrins mit wenig Jodséure

8 g Hydroxy-antipyrin wurden mit 800 ml 0,1 n-Kaliumjodatlosung und 20 ml 20%iger
Schwefelsdure 1 Stde. lang auf dem Wasserbade erhitzt. Die anfangs sehr dunkle Lésung
helite sich voriibergehend stark auf und nahm dann nach etwa halbstiindiger Reaktions-
zeit unter Abscheidung eines Niederschlages einen hellroten Farbton an. Nach dem Er-
kalten wurde die tiberstehende Fliissigkeit vom Bodensatz abfiltiert. Das braunrote
Rohprodukt wurde mit Tetrahydrofuran gereinigt (s. Versuch Nr. 1). Die nun grau-
gelbe Substanz (1,68 g) war in verd. Natronlauge leicht loslich, begann ab 273° zu sintern
und schmolz bei 280—281°. Nach Umsetzung mit Benzylchlorid in alkalischem Athanol
(8. Versuch Nr. 2) erhielt man gelbe Kristalle vom Fp. 149—150°. Sie ergaben im Misch-
schmelzpunkt mit den unter Nr. 2 dargestellten Kristallen (Bisbenzylather) keine De-
pression.

Nach dem Ausschiitteln der waBrigen Mutterlauge mit Methylenchlorid und dem Ein-
engen der Methylenchloridausziige wurden 3 g der Ausgangsverbindung, 4-Hydroxy-
antipyrin, zuriickerbalten,

1812. H. Janecke und W. Hennig

Uber einige Eigenschaften von in Drogen vorkommenden

Phosphatasen®*)
4. Mitteilung!): Versnche zur Extraktion von Desmophosphatasen

Aus dem Pharmazeutischen Institut der Universitét in Frankfurt/M.
(Eingegangen am 10, Juni 1959)

Versuche zur Extraktion von Desmophosphatasen

Es wird von J. Courtois und Mitarbeitern®) berichtet, dal es ihnen nicht oder
nur in geringem Umfang gelungen ist, Desmophosphatasen in Losung zu bringen.
Dabei wurden die gebriuchlichen Methoden herangezogen, die bei anderen En-
zymen zum Teil zu guten Erfolgen gefiihrt haben. Es waren die folgenden Ver-
fahren:

Extraktionen mit n-Butanol, Petrolither, Azeton oder anderen organischen
Losungsmitteln zur Aufspaltung von Symplexbindungen, mit Neutralsalzldsungen,
wie Kochsalzlosung, mit Harnstofflosung, mit leicht alkalischen Pufferlosungen
(wie z. B. Ammoniak-Ammoniumchlorid) sowie Behandlung mit Papain. Diese
Verfahren fithrten zu keiner Erhohung der extrahierten Phosphatasemenge. Auch
die Extraktion mit Glycerin brachte nicht den erwiinschten Erfolg.

Von E. Bamann, E. Ullmann und U. Tietz®) wurde gezeigt, daB die als weit-
gehend unloslich angesehene Lipase in Nigella-Samen durch 0,025 n-Ammoniak-

*) Herrn Professor Dr. Dr. h. c. H. P. Kaufmann zum 70. Geburtstag gewidmet,

1y H, Janecke und W. Hennig, Pharmaz. Zhalle 98, 229, 285 (1959); Mitt. 3 demnichst in
ds. Ztschr. )

2) J.Courtois und M. Khorsand, Biochim biophys. Acta (Amsterdam) 6,175 (1950); J.Courlois,
C. Anagnostopoulos und M. Khorsand, Bull. Soc. Chim, biol. 33, 1813 (1951).

8) E. Bamann, E. Ullmann und U. Tietz, Biochem, Z. 323, 489 (1953).
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