
198. Zur Herstellung der Caearhoxylase und des 
Aneurin- triphosphorsaure-esters 

Ton M. Viscontini, G. Bonetti und P. Karrer. 

(13. VI. 49.) 

In1 Zusammenhang mit unseren fruheren Uiitersuchungen uber 
die Wirkungsweise der Cocarboxylasel) hatten wir auch eine eirifache 
Synthese des Cocarhoxylase-phosphates mitgeteilt. VeZZzt.2, Amiard 
und Bartos2) haben diese Synthese hierauf weiter atudiert und berich- 
tet. dass sie dahei nicht das Phosphat des Aneurin-pyrophosphor saure- " 

esters (Cocarboxylase-phosphat) erhielten, sondern Aneurin-triphos- 
phorsaure-ester und sie haben daraus die Schlussfolgerung gezogen, 
dass auch in dem synthetischen Praparat, das mir seinerzeit heschrie- 
ben ha ttenl), derselbe Triphosphorsaure-ester vorgelegeii habe. Die 
genannten Autoren beachten bei clieser Schlussfolgerung zu wenig, 
dash sie die Tsolierung der Substanz unter anderen Bedingungen alh 
wir vornahmen. Wir teilen im folgenden genauere Einzelheiten uber 
den Mechanismus der Phosphorylierung des Anenrins mit, aus denen 
hervorgeht , dass unter den von uns seiner Beit angegebenen T-ersuchs- 
bedingangen tatsachlich das Phosphat dcr Cocarboxylase entsteht. 

So riel uns bekannt ist, wurde die direkte Phosphor)-lierung eines 
Alkohols (lurch erhitzte ortho-Phosphorsaure, welche wir fur die Syn- 
these der C'ocarboxylase benutxten, zum crsten I\lale in jener Arbeit 
s;eiwendet ; dasselbe T'erfahren haben fast gleichzeitig C'herbmlie: und 
Werziger3) unahhangig 1-on uns fur die Synthese iron ortho-Phosphor- 
saure-estern gewisser primarer Alkohole benutzt. 

Die genauere Untersuchung des Phosphorylierungsvorganges des 
Aneurins mit crhitzter ortho-Phosphorsaure hat gezeigt, dam, ent- 
sprechend den Angaben von VeZZuz und Mitarbeitern, zunachst ein 
TriphosphorsQure-ester des Vitamins entsteht. Beim Erhitzen der 
ortho-Phosphorsaure auf uber 350° wahrend einiger Zeit bildet sich 
aus dieser meta-Phosphorsaure, von aelcher bekannt ist, dass sie in 
versehiedenen polymeren Formen existiert. Xan kann sich vorstellen. 
dass eine triniere Form der meta-Phosphorsaure (die cyclisch kon- 
stituiert sein kiinnte) die Verbindung ist, welche das Aneurin direkt 
in den Triphosphorsaureester uberfuhrt. Verschiedene Variationen in 
den T'ersuchsbedingungen haben gezeigt, dass der Triphosphorsaure- 
ester des Sneurins stets als primiires Produkt der Reaktioii gehildet 

h'urrer und C'iscontini, Helv. 29, 711 (1946). 
2, Jrelluz, drnirrrd und RnRnrfos, B1. 1948, 871. 
3, Cherbuli~z nnd IT-eniyer, Helv. 29, 2006 (1916). 



Volumen XXXII, Fasciculus v (1949) - KO. 198. 1479 

wird, unabhangig von der Zeit, wahrend w-elcher die ortho-Phosphor- 
saure vor der Umsetzung erhitzt worden war, wenn nur die Reaktions- 
temperatur, bei der die Entwasserung der ortho-Phosphors'' aure er- 
folgte, uber 350° lag. 

Der Aneurin-triphosphorsaure-ester enthalt keine Phosphat- 
ionen. Er  ist indessen gegon Sauren sehr empfindlich und verliert 
schon bei gewohnlicher Temperatxu unter der Einwirkung sehr ver- 
diinnter Sauren eine Molekel Phosphorsaure, wobei sich Salze der 
Cocarboxylase (Aneurin-diphosphorsaure-ester) bilden. Figur 1 zeigt 
den Verlauf einer solchen Hydrolyse bei Gegenwart von Salzsaure 
1-erschiedener Konzentration. 
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Fig. 1. 
Ver lauf der Hydrolysc des Aneurin-triphosphorsaure-ester-phosphsts 

in 0,5-n. und 2-n. Salzskure bei Zimmertemperatur. 

Aneurin-diphosphat (Cocarboxylase) verliert, wie bekannt ist, 
ein 3101. Phosphorsaure erst unter scharferen Hydrolysebedingungen : 
es ist d a m  notwendig, die Substanz mit einer verdunnten Mineralsaure 
(ca. n. Losung) wahrend ungefahr 10 Minuten auf dem Wasserbad zu 
erhitzen ; dabei bildet sich Aneurin-monophosphorsaure-ester, welcher 
gegenuber Mineralsauren noch vie1 bestandiger ist. 

Nach der Veresterung des Aneurins mit der durch -4nhydrisierung 
von ortho-Phosphorsaure entstandenen meta-Phosphorsaurelosung 
bildet sich demnach, wie VeZZw unci Mitarbeiter angeben und wie wir 
bestatigen konnen, zunachst Aneurin-triphosphat. Eine kurze Be- 
handlung mit einer verdunnten Mineralsaure bei gewohnlicher Tem- 
peratur fuhrt aber die Verbindung in das entsprechende Salz des 
Aneurin-pyrophosphorsaure-esters (Cocarboxylase) uber. Tafel 1 gibt 
eine obersicht iiber verschiedene Umsetzungen dieses Triesters mit 
verdunnten Sauren. Wenn die Reinigung des Aneurin-triphosphates 
schnell und unter Vermeidung hydrolytischer Vorgiinge bei Gegen- 
wart yon ortho-Phosphorsaure erfolgt, lasst sich das Phosphat des 
Aneurin-triphosphorsaure-esters (11) isolieren, welches neben 3 Xol. 
nichtionisierter Phosphorsaure 1 Mol. ionogen gebundene Phosphor- 
saure enthalt. Wird die Fallung des Aneurin-triphosphorsaime-eaters 
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in dbwesenlieit 1-on freier Phosphorsaure ausgefuhrt, so liisst sicli der 
Aneurin-triphosphorsiiurc-ester IT1 isolieren, den V r l l z ~  und Nit- 
arbeiter beschrieben haben. Wird dab bei der Phosphorylierung des 
Aneurins entstandene Reaktionsprodukt in Gegenwart von verdunnter 
dnlzsaure nioglichst schriell susgefallt. so erhalt man das Hydrochlorid 
des Aneurin-Iriphosphorskure-esters (IV). Die Hydrolyse des Tri- 
esters I1 mit rerdiinnter Salzsaiure bei Zimmertemperatur fdhrt zum 
Hydrochlorid der C'ocarboxi;vlasc (T), wahrend cine analoge Hydrolyse 
clurch lTerdiinnte Phosphorsaim das Phosphat der ('ocarboxylase (TI) 
ergibt, 35-elches wir schon beschrieben hahenl). Letzteres entsteht 
clirekt ails Anenrin, m-enn man n:wh tier Veresterung niit der erhitzten 
meta-Phohphors#iirel~~~~iiig einc fraktionierte Fallung des Reaktions- 
produktes aus sarurer Losung Tornimmt, wie wir dies fruher getan 
hatten'). Das seineiz >it iron uns dargestellte Phosplrat der Cocar- 
boxyl;tw haben wir erneut anttlybiert untl in dem Priiiparat die ioni- 
Yierte und nichtionisierte PhosphorsAure getrennt bestimmt. Die 

ergah 2 3201. nichtioriogen uml 1 3101. ionogerr gehuntlene 
Phosphorsiiure. 

Die rerschiedenen hier hwchriehenen T'erbindungen (Hydro- 
chlorid cler Coearboxj-lase, Phosphat tier Cocarboxylase und Phos- 
pha8t des -2iieurin-triphosphorsa~ire- ester^) besitzen, \vie Tafel I1 er- 
kenneii lasst, in iiquiv;denten Xengen prwktisch die gleiche Aktivitiit 
n ie C'ocarboxylase. 

II. 
'i-erpleich der C o c w b ~ x >  lase-Aktivitaten der in dieser A\'r)haiidliinq 

beschriebcnen Praparate. 

Hydrochlorid dcr Cocarbsuj lase, 
hynthetisiert nach drr Jlrbthode 

24 7 )  

29 111111~ CO, 
63 nim3 C'O, 
73 n1m3 CO, 

van 1I7ei ih i  d und 7'cr I Zeit 

I -  
I 
I 

H! drochlorid der Cocarbo\rylase, 
s i  nthetisiert durch Hydrolyse des 
Anpurii1-triphospIiorsnurc-esters 

24 ;) 

25 inn15 CO, 
.5R mnij CO, 
7 2  inni CO, i 1 ~ o x i n u t e n  

20 Minuten 
30 Miniiten I 

1 x-lase, synthetisiert durch 
' Hydrochlorid der Cocarho- 

Hydrolyse des Sneurin 

24 
triphosphorsaure-ester., 

Phosphnt des 
J'hosphat der AillrnrLn-triphos- 

Cocarbouplssr phor3aure-esters 1 
27 ;> 

10 Minuten 
20 Minuten 

1) Karrer und Fiscowtini, Helv. 29, i l l  (1946). 
2, Am. SOC. 60, 730, 2263 (1938). 

69 inin& CO, 
108 u1m3 CO, 

i I niniJ COz 
104 m1n3 C'O, I -- i1 111111~ CO, 

I 99 111111~ CO, 
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Die Veresterung des Aneurins mit der erhitzten meta-Phosphor- 
siiurelosung sol1 nicht bei Temperaturen uber l l O o  C vorgenommen 
werden, da sonst Zersetzungserscheinungen beobachtet werden, wel- 
che die Reinheit der Produkte beeintrachtigen. 

Die vorliegende Untersuchung wurde durch Mittel unterstutzt, die von der Stiftung 
!UT wissenschaftliche Forschung an  der Universitnt Zurich zur Verfugung gestellt worden 
3ind und fur  die mir unseren besten Dank aussprechen. 

Experinrentel ler  Teil .  
Das ionogene Phosphat wurde in den nachfolgend beschriebenen Verbindungen je -  

weilen nach der Methode von Beienbluni und Chain1) bestimint, das Gesamtphosphat in 
iiblicher Weise als Phosphormolybdat. 

Die Wirksamkeit als Cocarboxplase ermittclte inan unter irerwendung eines rnit Ka- 
triumdiphosphat, a m  gewaschener Backerhefe dargpstellten Estraktes als Apoferment- 
quellr. 

P h o  s p ha  t de  s A ne  u r  i n  - t r i p ho s p ho rs a u r e - e s t e r s  (I1 j. 

2 (31113 einer 84-proz. Losung von Phosphorsaure werden auf offener Flainme erhitzt, 
bis sich die snfangs klare Fliissigkcit cben z u  truben beginnt. Hierauf lasst man die Masse 
sich abkiihlen und bringt das Gefass, welches die gebildete 1net.a-Phosphorsaure enthalt. 
in ein Olbad, dessen Teinperatur 100-105° betragt. Piunmehr werden 500 mg Aneurin- 
hydrochlorid in 3 Portionen unter Ruhren eingetragen. Man hSilt die Reaktionsmasse 
wiihrend I 5  Minuten bei 100". kuhlt sie hierauf ab und lost sie in einem Minimum von Eis- 
wasser, welchem man 3 Tropfcn der 84-proz. ortho-Phosphorsaurelosung zugefiigt hatte. 
Hierauf wird durch einen Uberschnss an aceton das Reaktionsprodukt ausgefallt, die 
uberstehende Flussigkeit abdekantiert und der olige Ruckstand in nioglichst wenig Eis- 
wasser aufgelost ~ den1 inan ca. 8 Tropfen der ortho-Phosphors&ureldsurlg zugesetzt hatte. 
Fachdem durch eine kleine Menge -4dsorptionskohle die Losung entfarbt worden ist, frillt 
inan den Aneuriri-phosphorsaure-ester ernent durch Zusatz von vie1 Aceton aus. Alle diese 
Operationen niiissen in der Kalte und so schnell wie moglich ausgefuhrt werden. 

J h s  farblose 0 1 ,  das sich sin Boden des Gefasses gesaiiinielt hatte, wird so lange mit 
einer Mischung von gleichen Volunien Aceton und Alkohol durchgeriihrt, bis es vollstan- 
dig zu einer pulvcrigen Xasse erstarrt ist. Solche Praparate sind sehr hygroskopisch. Die 
lusbeute ist nahezu quantitativ. 

Die Anal)-se ergibt, dass cs sich uiii das Yhosphat des iliieurin-triphosphorsaure- 
esters handelt. 

CI,H,,Ol,S,SP,, H,O Ber. C 2 3 3  H 3,57 S 9,05 P (gesamt) 19,8O;P (ionogen) 4,957; 
(620,3) Gef. ,, 23,14 ,, 3,41 ,,] 9,12 ,, 19,98 ,, ,, 4,9q, 

An e u r i n - t r i p  h o s p h o rs a u r e - e s t e r  (111). 

200 nig des vorbeschriebenen Phosphats I1 w-urden in reinem Wasser gelost, worauf 
nach Zusatz eines Vberschusses von Aceton ein farbloses 61 ausfiel, welches, wie im Tor- 
hergehenden Beispiel. durch Behandeln mit Aceton-Alkohol-Gemisch in feste Form ge- 
bracht werden konnte. Solche Priiparate enthalten in der Regel keine Phosphat-ionen 
mehr; falls noch Spuren yon solchen vorhanden waren, genugte eine weitere, in derselben 
Weise vorgenommene Umfallung, um diese zu entfernen. 

C12H,,01,1S,SP,, H,O Ber. C 26,70 H 4,lO K 10,39 P (gesaint) 17,23 P (ionogen) Oo, 
(522)  Gef. ., 25,95 ,. 4 3 7  ,. 9,10 ,, ,. 17,95 ,, ,, Ooo 

l) Biochem. J. 32, 29.5 (1938). 
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Lost man diesen Aneurin-triphosphorsaure-ester in Wasser, fiigt' einige Tropfen 
ortho-Phosphorsaurelosung hinzu und fallt erneut mit Aceton, so wird das Phosphat des 
Aneurin-triphosphorsaure-esters zuruckgebildet. 

Ber. X 9,03 P (gesamt) 19,80 P (ionogen) 4,95"/, 
Gef. ,, 8,41 ,, ,, 19,68 ,, ,, 5,1604 

H y d r  o c h lor  id  de  s A ne u r in  - t r i p  h o  s p ho r s a ur  e ~ e s t e r s  (IV). 
200 ing des Phosphats I1 nurden in 1 em3 Eiswasser gelost, 0,2 em3 2-n. Salzsaure 

hinzugefiigt und durch Acetonzusatz ein farbloses 01 gefallt, welches durch Behandlung 
mit Alkohol-Aceton-Gemisch allmahlich fest wurde. In  der Verbindung lag das Hydro- 
chlorid des Aneurin-triphosphorsaure-esters vor, welches in annahernd quantitativer Aus- 
beute entstanden war. 

C,,H,,O,,P\',SP,Cl, H,O Ber. K 10,02 C1 6,35 P (gesamt) 16,63 1.' (ionogen) O06 
(558,s) Gef. ,, 9,41 ,, 5,47 ,, ,, 16,49 ,, ,, 00/, 

Hydrocablorid d e r  Cocarboxylase  (17). 

1 g des Phosphats des Aneuriii-triphosphorsiiure-esters (11) wurde in 4 em3 2-n. Salz- 
saure gelost und die Losung 2 % Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Hierauf 
haben wir die in der Lijsung vorhandene Substanz durch Zusatz steigender Mengen Aceton 
fraktioniert ausgefallt. Die ersten Fraktionen enthielten noch Aneurin-triphosphorsiiure- 
ester, wahrend die spateren fast vollkommen aus dem Hydrochlorid des Aneurin-ortho- 
phosphorsaure-esters (Hydrolyse der Cocarboxylase) bestanden und gut krystallisiert 
waren. Die Zwischenfraktionen der Fallung liessen sich durch Umkrystallisieren in Gegen- 
wart von wenig Salzsaure ebenfalls in das reine Cocarboxylase-hydrochlorid iiberfiihren. 

Dic Ausbeuten an letzterer Verbindung betrugen gegen 50% der Theorie. 
C,,H,,O,N,SP,Cl, 3 H,O Ber. N 10,90 C1 6,90 P (gesnmt) 12,O P (ionogen) 016 

(514;8) (kf .  ,, 11,19 ,, 6,35 ,, ., 11,8 ,, ,, 1,5U;, 

Coca r b o x y la s e - p h o s p h a  t (VI). 
Man laest eine Losung des Phosphats des Aneurin-triphosphorsaure-esters (11) in 

15-prcz. Phosphorsaurelosuiig 2 Stunden bei 25, stehen und fallt hierauf die in der Losung 
vorhandenen Aneurin-phosphorsaure-ester f rakhnier t  durch Bcetonzusatz in ahnlicher 
Weise wie bei der eben beschriebenen Darstellung des Cocarboxylase-hydrochlorids. Wah- 
rend die erstcn Fraktionen noch etwas zu vie1 ionogen gebundene Phosphorsaure enthal- 
ten, ergeben die spateren Fraktionen Analysenzahlen, welche recht genau dein Phosphat 
der Cocarboxylase entsprechen. Die Ausbeute an den letztercn Fraktionen iibersteigt mei- 
stens 5014 der Theorie. 

C,,H,,0,,N4,SP3, H,O Ber. p\T 10,36 P (gesamt) 17,20 P (ionogen) 5,460,; 
(540) Gef. ,, 9,90 ,, ,, 17,93 ,, ,, 6,27% 

Bei der Herstellung des Cocarboxylase-phosphates nach den Angaben unserer ersten 
Publikationl) vollzog sich die partielle Hydrolyse des primar gebildeten Aneurin-triphos- 
phorsaure-esters zum Diphosphorsaure-ester (Cocarboxylase) nach der Auflosung des er- 
hitzten Reaktionsgemisches in Wasser, dem etwas ortho-Phosphorsaure zugesetzt worden 
war. Wir haben damals diese Losung, die ohne hesondere Kiihlung hergestellt worden ist 
und sich daher bei ihrer Bereitung leicht erwarmte, vor der Ausfallung der Aneurin- 
phosphorsaure-ester durch Aceton einige Zeit sich selhst iiberlassen, da wir nicht wussten, 
dass eine schnelle Aufarbeitung zu einem anderen Reaktionsprodukt fiihren konnte. I m  
Kontakt mit der erwahnten Phosphorsaureloisung hat sich aus dem Phosphat des Aneurin- 
triphosphorsaure-esters das Phosphat des Aneurin-diphosphorsaure-esters gebildet, das 
nachher durch fraktionierte Fallung mit Aceton in der beschriebenen Weise gereinigt 
worden ist. 

l) Karrer und T'iscontini, Helv. 29, 711 (1946). 
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Z u s a in ni e nf a s s u 11 g. 
Die Phosphorylierung des Aneurins durch eine am ortho-Phob- 

phorsiiure durch Erhitzen hergestellte Losung \-on rneta-Phosphor- 
*awe wurde ernelit untersucht. Hierbei ermittelte man die genaueren 
Bedingungen, unter welchen ,~neurin-triphosphors8ure-ester und 
,2neurin - diphosphorsaurtl - ester (Cocarbosylese) erhalten 11-erden 
khnnen. 

Anenrin-triphosphorsiiure-ester und -2neurin-diphosphorsaure- 
ester besitzen praktiscli dieselbe Wirkssmkeit als Cocarboxylase. 
Ersterer geht durch Hylrolyse ausserst leicht in letztcren iiber. 

Ziirich, Chemisches Institut der Universitat. 

199. Metallindikatoren 11. 
Beziehungen zwischen Struktur und Komplexbildungsvermogen 

bei Verwandten des Murexids 
7;on H. Gysling und G. Schwarzenbarh. 

(14. VI. 49.) 

lni  ,lrtikel ,,l\letallindili:ttoren I" Iiaben wir gezeigl, dass das 
I'ixrpureution 1 init ('a und anderen zweiwertigen Metalllionen ein- 

he Komplexe der Zusamrnensetzung [MeFrh] (Me ~ Netallion. 
Frh =- Farbstoffion) bildet l), vi-obei sich die Stabilitat der Assoziate 
rnit 1-crschiedenen Netallionen als sehr unterschiedlich erwies. Da 
offenbar nicht nur die Koordinationstendenz und der Ionenradius des 
betreffenden Metallioiis, sonderii ausserdem die raumliche Anordnung 
cier bei der Komplexbildung als Liganden dienenden Gruppen des 
Fsrbstoffions massgebend sind, mochten wir nun daruber berichten, 
\vie sich das Komplexbildungsvermogen und die Lichtabsorption bei 
allmahlicher Abwandlung des Farbstoffskelettes 1 erandern. Es wur- 
den dazu systematische Messungen 8n den in der Tambelle 1 aufge- 
fuhrten Verbindungen susgefuhrt. 

Die Anionen I his V I I  sind inolekillarc R'esonaiizsj-steme mit 
eiriem zentralen Stickstoffatom (-X= t-f =X-), welches mit dem- 
jenigen des Nitritions vergleichbar ist. WTir wollen diese Farbstoffe 
Azinfarbstoffe nennen. Rei den Anionen Ia,  11%. IIIa, IVa und VIIa 
ist des zentrale (-X=) durch die Gruppe (--CH=) ersetzt, weshalb 
wir diese Verbindungen als Methine bezeichnen wollen. Die Farbstoffe 
mit den Anionen von : T : Azin-bis-harbitursaixre (Snion des Murexids), 

1) Hek.  32, 131.2 (1949). 




