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198. Zur Herstellung der Cecarboxylase und des
Aneurin-triphosphorsédure-esters

von M. Viscontini, G. Bonetti und P. Karrer.
(13. VL 49.)

Im Zusammenhang mit unseren fritheren Untersuchungen iiber
die Wirkungsweise der Cocarboxylase!) hatten wir auch eine einfache
Synthese des Cocarboxylase-phosphates mitgeteilt. Velluz, Amiard
und Bartos?) haben diese Synthese hierauf weiter studiert und berich-
tet, dass sie dabei nicht das Phosphat des Aneurin-pyrophosphorsiure-
esters (Cocarboxylase-phosphat) erhielten, sondern Aneurin-triphos-
phorsinre-ester und sie haben daraus die Schlussfolgerung gezogen,
dass auch in dem synthetischen Priparat, das wir seinerzeit beschrie-
ben hatten'), derselbe Triphosphorsiure-ester vorgelegen habe. Die
genannten Autoren beachten bei dieser Schlussfolgerung zu wenig,
dass sie die Isolierung der Substanz unter anderen Bedingungen als
wir vornahmen. Wir teilen im folgenden genauere Einzelheiten iiber
den Mechanismus der Phosphorylierung des Aneurins mit, aus denen
hervorgeht, dass unter den von uns seiner Zeit angegebenen Versuchs-
bedingungen tatsichlich das Phosphat der Cocarboxylase entsteht.

So viel uns bekannt ist, wurde die direkte Phosphorylierung eines
Alkohols durch erhitzte ortho-Phosphorsiure, welche wir fir die Syn-
these der Cocarboxylase benutzten, zum ersten Male in jener Arbeit
verwendet; dasselbe Verfahren haben fast gleichzeitig Cherbuliez und
Weniger?) unabhiingig von uns fiir die Synthese von ortho-Phosphor-
siure-estern gewisser primirer Alkohole benutzt.

Die genauere Untersuchung des Phosphorylierungsvorganges des
Aneurins mit erhitzter ortho-Phosphorsdure hat gezeigt, dass, ent-
sprechend den Angaben von Velluz und Mitarbeitern, zunichst ein
Triphosphorsidure-ester des Vitamins entsteht. Beim Xrhitzen der
ortho-Phosphorsidure auf itber 350° wihrend einiger Zeit bildet sich
aus dieser meta-Phosphorsdure, von welcher bekannt ist, dass sie in
verschiedenen polymeren Formen existiert. Man kann sich vorstellen,
dass eine trimere Form der meta-Phosphorsiure (die cyclisch kon-
stituiert sein koénnte) die Verbindung ist, welche das Aneurin direkt
in den Triphosphorsiureester iiberfithrt. Verschiedene Variationen in
den Versuchsbedingungen haben gezeigt, dass der Triphosphorsiure-
ester des Aneurins stets als primires Produkt der Reaktion gebildet

1Y Karrer und Viscontini, Helv. 29, 711 (1946).
2y Velluz, Amiard und Bartos, Bl. 1948, 871.
3) Cherbuliez und Weniger, Helv. 29, 2006 (1946).
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wird, unabhéngig von der Zeit, wihrend welcher die ortho-Phosphor-
saure vor der Umsetzung erhitzt worden war, wenn nur die Reaktions-
temperatur, bei der die Entwisserung der ortho-Phosphorsiure er-
folgte, iiber 3500 lag.

Der Aneurin-triphosphorsiure-ester enthilt keine Phosphat-
ionen. Er ist indessen gegen Siuren sebr empfindlich und verliert
schon bei gewohnlicher Temperatur unter der Einwirkung sehr ver-
dimnter Sduren eine Molekel Phosphorsidure, wobei sich Salze der
Cocarboxylase (Aneurin-diphosphorsiure-ester) bilden. Figur 1 zeigt
den Verlauf einer solchen Hydrolyse bei Gegenwart von Salzsidure
verschiedener Konzentration.
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Fig. 1.
Verlauf der Hydrolyse des Aneurin-triphosphorsgure-ester-phosphats
in 0,5-n. und 2-n. Salzsdure bei Zimmertemperatur.

Aneurin-diphosphat (Cocarboxylase) verliert, wie bekannt ist,
ein Mol. Phosphorsdure erst unter schirferen Hydrolysebedingungen:
es ist dazu notwendig, die Substanz mit einer verdiinnten Mineralsiure
(ca. n. Losung) wahrend ungefahr 10 Minuten auf dem Wasserbad zu
erhitzen ; dabei bildet sich Aneurin-monophosphorsidure-ester, welcher
gegeniiber Mineralsiuren noch viel bestindiger ist.

Nach der Veresterung des Aneurins mit der durch Anhydrisierung
von ortho-Phosphorsdure entstandenen meta-Phosphorsiurelosung
bildet sich demnach, wie Velluz und Mitarbeiter angeben und wie wir
bestatigen koénnen, zundchst Aneurin-triphosphat. Kine kurze Be-
handlung mit einer verdiinnten Mineralsiure bei gewohnlicher Tem-
peratur fithrt aber die Verbindung in das entsprechende Salz des
Aneurin-pyrophosphorsiure-esters (Cocarboxylase) iiber. Tafel 1 gibt
eine Ubersicht iiber verschiedene Umsetzungen dieses Triesters mit
verdiinnten Sduren. Wenn die Reinigung des Aneurin-triphosphates
schnell und unter Vermeidung hydrolytischer Vorgidnge bei Gegen-
wart von ortho-Phosphorsiure erfolgt, lisst sich das Phosphat des
Aneurin-triphosphorséiure-esters (1) isolieren, welches neben 3 Mol.
nichtionisierter Phosphorsaure 1 Mol. ionogen gebundene Phosphor-
sdure enthilt. Wird die Fallung des Aneurin-triphosphorsiure-esters
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in Abwesenheit von freier Phosphorsiaure ausgefiihrt, so ldsst sich der
Aneurin-triphosphorsidure-ester I1II isolieren, den Velluz und Mit-
arbeiter beschrieben haben. Wird das bei der Phosphorylierung des
Aneurins entstandene Reaktionsprodukt in Gegenwart von verdiinnter
Salzsdure moglichst schnell ausgefillt, so erhilt man das Hydrochlorid
des Ameurin-triphosphorsiure-esters (IV). Die Hydrolyse des Tri-
esters 11 mit verdiinnter Salzsdure bei Zimmertemperatur fithrt zum
Hydrochlorid der Cocarboxylase (V), wihrend eine analoge Hydrolyse
durch verdiinnte Phosphorsiure das Phosphat der Cocarboxylase (VI)
ergibt, welches wir schon beschrieben haben?). Letzteres entsteht
direkt aus Aneurin, wenn man nach der Veresterung mit der erhitzten
meta-Phosphorsiurelosung eine fraktionierte Fiallung des Reaktions-
produktes aus saurer Losung vornimmt, wie wir dies frither getan
hatten'). Das seinerz:it von uns dargestellte Phosphat der Cocar-
boxylase haben wir erneut analysiert und in dem Priparat die ioni-
sierte und nichtionisierte Phosphorsiure getrennt bestimmt. Die
Analyse ergab 2 Mol. nichtionogen und 1 Mol. ionogen gebundene
Phosphorsiure.

Die verschiedenen hier beschriebenen Verbindungen (Hydro-
ehlorid der Cocarboxylase, Phosphat der Cocarboxylase und Phos-
phat des Aneurin-triphosphorsiure-esters) besitzen, wic Tafel II er-
kennen ldsst, in dquivalenten Mengen praktisch die gleiche Aktivitit
wie Cocarboxylase.

Taiel I1.

Vergleich der Cocarboxyviase-Aktivitaten der in dieser Abhandlung
beschriebenen Praparate.

Zeit

Hydrochlorid der Cocarboxylase,
synthetisiert nach der Methode
von Weilard und Tauber?)
245

Hydrochlorid der Cocarboxylase,

svnthetisiert durch Hydrolyse des

Aneurin-triphosphorsiure-esters
24 v

10 Minuten
20 Minuten
30 Minuten

29 mm?® CO,
65 mm? CO,
73 mm? CO,

25 mm?® CO,
39 mm? CO,
72 mm? CO,

Zeit

Hydrochlorid der Cocarbo-
xylase, synthetisiert durch
Hydrolyse des Aneurin-
triphosphorsdure-esters
249

Phosphat der
Cocarboxylase

Phosphat des
Aneurin-triphos-
phorsiure-esters

31y

27y

10 Minuten
20 Minuten

71 mm3 CO,
99 mm?3 ('O,

77 mm? CO,
104 mm?3 CO,

69 mm? CO,
108 mm? CO,

2) Am. Soc. 60, 730, 2263 (1938).
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Die Veresterung des Aneurins mit der erhitzten meta-Phosphor-
sdurelosung soll nicht bei Temperaturen iiber 110° C vorgenommen
werden, da sonst Zersetzungserscheinungen beobachtet werden, wel-
che die Reinheit der Produkte beeintrichtigen.

Die vorliegende Untersuchung wurde durch Mittel unterstiitzt, die von der Stiftung
fiir wissenschaftliche Forschung an der Universitit Ziirich zur Verfiigung gestellt worden
sind und fur die wir unseren besten Dank aussprechen.

Experimenteller Teil.

Das ionogene Phosphat wurde in den nachfolgend beschriebenen Verbindungen je-
weilen nach der Methode von Berenblum und Chain') bestimmt, das Gesamtphosphat in
iiblicher Weise als Phosphormolybdat.

Die Wirksamkeit als Cocarboxylase ermittelte man unter Verwendung eines mit Na-
triumdiphosphat aus gewaschener Bickerhefe dargestellten Extraktes als Apoferment-
quelle.

Phosphat des Aneurin-triphosphorsiure-esters (II).

2 ¢m? einer 84-proz. Losung von Phosphorsédure werden auf offener Flamme erhitzt,
bis sich die anfangs klare Fliissigkeit eben zu triiben beginnt. Hierauf lisst man die Masse
sich abkiihlen und bringt das Gefiss, welches die gebildete meta-Phosphorsdure enthalt,
in ein Olbad, dessen Temperatur 100—105° betriigt. Nunmehr werden 500 mg Aneurin-
hydrochlorid in 3 Portionen unter Riihren eingetragen. Man hilt die Reaktionsmasse
wahrend 15 Minuten bei 1000, kiihlt sie hierauf ab und 15st sie in einem Minimum von Kis-
wasser, welchem man 3 Tropfen der 84-proz. ortho-Phosphorsdurelosung zugefiigt hatte.
Hierauf wird durch einen Uberschuss an Aceton das Reaktionsprodukt ausgefillt, die
iiberstehende Flissigkeit abdekantiert und der ¢lige Riickstand in mdoglichst wenig Eis-
wasser aufgeldst, dem man ca. 8 Tropfen der ortho-Phosphorsiurelosung zugesetzt hatte.
Nachdem durch eine kleine Menge Adsorptionskohle die Losung entfarbt worden ist, fallt
man den Aneurin-phosphorsdure-ester erneut durch Zusatz von viel Aceton aus. Alle diese
Operationen miissen in der Kélte und so schnell wie moglich ausgefiihrt werden.

Das farblose 0Ol, das sich am Boden des Gefasses gesammelt hatte, wird so lange mit
einer Mischung von gleichen Volumen Aceton und Alkohol durchgeriihrt, bis es vollstén-
dig zu einer pulverigen Masse erstarrt ist. Solche Priaparate sind sehr hygroskopisch. Die
Ausbeute ist nahezu quantitativ.

Die Analyse ergibt, dass es sich um das Phosphat des Aneurin-triphosphorsdure-
esters handelt.

Cy,Hy,0,,N,SP,, H,0 Ber. C 23,23 H 3,57 N 9,05 P (gesamt) 19,80, P (ionogen) 4,95%
(620,3) Gef. ,, 23,14 ,, 3,41 ,)9,12 ,, ' 19,98 ,, ' 4,99,

Aneurin-triphosphorsdure-ester (IIT).

200 mg des vorbeschriebenen Phosphats IT wurden in reinem Wasser geldst, worauf
nach Zusatz eines Uberschusses von Aceton ein farbloses Ol ausfiel, welches, wie im vor-
hergehenden Beispiel, durch Behandeln mit Aceton-Alkohol-Gemisch in feste Form ge-
bracht werden konnte. Solche Priparate enthalten in der Regel keine Phosphat-ionen
mehr; falls noch Spuren von solchen vorhanden waren, geniigte eine weitere, in derselben
Weise vorgenommene Umféallung, um diese zu entfernen.

CoH,;40,,N,SP,, H,0 Ber. C 26,70 H 4,10 N 10,39 P (gesamt) 17,23 P (ionogen) 0%
(522) Gef. ,, 25,95 ,, 4,37 ,. 9,10 ,, o 17,95, o 0%

1) Biochem. J. 32, 295 (1938).
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Lost man diesen Aneurin-triphosphorséure-ester in Wasser, fiigt einige Tropfen
ortho-Phosphorsdurelésung hinzu und fallt erneut mit Aceton, so wird das Phosphat des
Aneurin-triphosphorsiure-esters zuriickgebildet.

Ber. N 9,03 P (gesamt) 19,80 P (ionogen) 4,95%
Gef. ,, 8,41 ,, » 19,68 » 5,16%

Hydrochlorid des Aneurin-triphosphorsiure-esters (IV).

200 mg des Phosphats IT wurden in 1 ¢m3 Eiswasser gelost, 0,2 cm3 2-n. Salzsiure
hinzugefiigt und durch Acetonzusatz ein farbloses Ol gefillt, welches durch Behandlung
mit Alkohol-Aceton-Gemisch allméhlich fest wurde. In der Verbindung lag das Hydro-
chlorid des Aneurin-triphosphorsiure-esters vor, welches in anndhernd quantitativer Aus-
beute entstanden war.

C1,H500,,N,SP,Cl, H,O  Ber. N 10,02 C1 6,35 P (gesamt) 16,63 P (ionogen) 0%
(558,8) Gef. ,, 9,41 ,, 547 ,, » 16,49 ,, » 0%

Hydrochlorid der Cocarboxylase (V).

1 g des Phosphats des Aneurin-triphosphorsiure-esters (II}) wurde in 4 cm? 2-n. Salz-
sdure gelost und die Lésung 214 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Hierauf
haben wir die in der Lisung vorhandene Substanz durch Zusatz steigender Mengen Aceton
fraktioniert ausgefillt. Die ersten Fraktionen enthielten noch Aneurin-triphosphorsiure-
ester, wihrend die spéiteren fast vollkommen aus dem Hydrochlorid des Aneurin-ortho-
phosphorsiure-esters (Hydrolyse der Cocarboxylase) bestanden und gut krystallisiert
waren. Die Zwischenfraktionen der Fillung liessen sich durch Umkrystallisieren in Gegen-
wart von wenig Salzsdure ebenfalls in das reine Cocarboxylase-hydrochlorid iberfiihren.

Die Ausbeuten an letzterer Verbindung betrugen gegen 509, der Theorie.

C,H yO;N,SP,Cl, 3 HyO  Ber. N 10,90 C1 6,90 P (gesamt) 12,0 P (ionogen) 0%
(514,8) Gef. ,, 11,19 ,, 6,35 ,, . 11,8 » 1,5%,

Cocarboxylase-phosphat (VI).

Man lasst eine Losung des Phosphats des Aneurin-triphosphorsiure-esters (II) in
15-prez. Phosphorsdureldsung 2 Stunden bei 25° stehen und fillt hierauf die in der Losung
vorhandenen Aneurin-phosphorsdure-ester fraktioniert durch Acetonzusatz in &hnlicher
Weise wie bei der eben beschriebenen Darstellung des Cocarboxylase-hydrochlorids. Wih-
rend die ersten Fraktionen noch etwas zu viel ionogen gebundene Phosphorsiure enthal-
ten, ergeben die spateren Fraktionen Analysenzahlen, welche recht genau dem Phosphat
der Cocarboxylase entsprechen. Die Ausbeute an den letzteren Fraktionen tibersteigt mei-
stens 50%, der Theorie.

CoH,,04,N,SP;, H,O  Ber. N 10,36 P (gesamt) 17,20 P (ionogen) 5,46%

(540) : Gef. ,, 9,90 , ., 17,93, 6,279,

Bei der Herstellung des Cocarboxylase-phosphates nach den Angaben unserer ersten
Publikation?) vollzog sich die partielle Hydrolyse des primér gebildeten Aneurin-triphos-
phorsdure-esters zum Diphosphorséiure-ester (Cocarboxylase) nach der Auflésung des er-
hitzten Reaktionsgemisches in Wasser, dem etwas ortho-Phosphorséiure zugesetzt worden
war. Wir haben damals diese Losung, die ohne besondere Kiihlung hergestellt worden ist
und sich daher bei ihrer Bereitung leicht erwérmte, vor der Ausfillung der Aneurin-
phosphorsdure-ester durch Aceton einige Zeit sich selbst iiberlassen, da wir nicht wussten,
dass eine schnelle Aufarbeitung zu einem anderen Reaktionsprodukt fithren kénnte. Im
Kontakt mit der erwiahnten Phosphorsiurelosung hat sich aus dem Phosphat des Aneurin-
triphosphorsiure-esters das Phosphat des Aneurin-diphosphorséure-esters gebildet, das
nachher durch fraktionierte Fillung mit Aceton in der beschriebenen Weise gereinigt
worden ist.

Y Karrer und Viscontini, Helv. 29, 711 (1948).
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Zusammenfassung.

Die Phosphoryliernng des Aneurins durch eine aus ortho-Phos-
phorsidure durch Erhitzen hergestellte Lisung von meta-Phosphor-
sdure wuarde erneut untersucht. Hierbei ermittelte man die genaueren
Bedingungen, unter welchen Aneurin-triphosphorsiure-ester und
Aneurin - diphosphorsiure - ester (Cocarboxylase) erhalten werden
kénnen.

Aneurin-triphosphorsidure-ester und Aneurin-diphosphorsidure-
ester besitzen praktisch dieselbe Wirksamkeit als Cocarboxylase.
Ersterer geht durch Hydrolyse dusserst leicht in letzteren iiber.

Ziirich, Chemisches Institut der Universitit.

199. Metallindikatoren 1I.

Beziehungen zwischen Struktur und Komplexhbildungsvermogen
bei Verwandten des Murexids

von H. Gysling und G. Schwarzenbach.
(14. VL. 49.)

Im Artikel ,,Metallindikatoren I‘* haben wir gezeigt, dass das
Purpureation I mit Ca+? und anderen zweiwertigen Metallionen ein-
fache Komplexe der Zusammensetzung |[MelFrb] (Me = Metallion,
Frb = Farbstoffion) bildet'), wobei sich die Stabilitit der Assoziate
mit verschiedenen Metallionen als sehr unterschiedlich erwies. Da
offenbar nicht nur die Koordinationstendenz und der Ionenradius des
betreffenden Metallions, sondern ausserdem die rdumliche Anordnung
der bei der Komplexbildung als Liganden dienenden Gruppen des
Farbstoffions massgebend sind, mochten wir nun dariiber berichten,
wie sich das Komplexbildungsvermogen und die Lichtabsorption bei
allméhlicher Abwandlung des Farbstoffskelettes verdndern. Es wur-
den dazu systematische Messungen an den in der Tabelle 1 aufge-
fithrten Verbindungen ausgefiihrt.

Die Anionen I bis VII sind molekulare Resonanzsysteme mit
einem zentralen Stickstoffatom (—N=<«->=N—), welches mit dem-
jenigen des Nitritions vergleichbar ist. Wir wollen diese Farbstoffe
Azinfarbstoffe nennen. Bei den Anionen Ia, 1Ia, ITIa, IVa und VIIa
ist das zentrale (—N=) durch die Gruppe (—CH-=) ersetzt, weshalb
wir diese Verbindungen als Methine bezeichnen wollen. Die Farbstoffe
mit den Anionen von: I: Azin-bis-barbitursiure (Anion des Murexids),

1) Helv. 32, 1314 (1949).





