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SUMMARY

1. A comparative study on catalase activity, as measured by FEINSTEIN’s proce-
dure, in presence of different substrates and at various temperatures has been made.

2. Catalase activity is reduced when H,0, is replaced by perborate, urea-H,O,
or picolinic acid-H,0, as a substrate. This is due to the inhibiting action of the
peroxyde-carriers, which has been found smallest for borate.

3. The effect of temperature on catalase activity is small in presence of perborate
(O = 1.07-1.12), but can be affected by inhibitors in various ways, highest de-
pendency resulting in presence of Na-Azide (Q,, = 2.4). Therefore, activity measure-
ments in crude material at 37° and 0° are differently influenced by effectors present
in the system.
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17. Eine neue Spaltung von pDL-Threonin in die optischen Antipoden
von K. Vogler und P.Lanz
Herrn Prof. Dr. W. KusaN zum 60. Geburtstag gewidmet
(12. XI1. 58)

Optisch aktives Threonin ist 1937 durch Arbeiten von WEesT & CARTER!) synthe-
tisch zugédnglich geworden. Die Spaltung des Racemates in die Antipoden gelang
damals durch fraktionierte Kristallisation der stereoisomeren Brucinsalze von N-
Formyl-O-methyl-threonin.

Seither ist eine Reihe von Spaltungen des racemischen Threonins verdffentlicht
worden. ZampIito, PERITZ & HOWE?) machten beispielsweise Gebrauch von der
Loslichkeitsdifferenz einer unstabilen Modifikation des Brucinsalzes von N-p-Nitro-
benzoyl-D-threonin zum Brucinsalz von N-p-Nitrobenzoyl-L-threonin in Methanol.
Nach BRENNER, RUFENACHT & SAILER®) scheint diese Spaltung «gelegentlich mit
gewissen Schwierigkeiten verbunden zu sein». Es ist, wie wir fanden, in der Tat nicht
leicht, dieses Verfahren mit guten Ausbeuten zu reproduzieren.

Eine andere verbesserte Methode?) beruht auf der Trennung der diastereomeren
Brucinsalze von N-Tosyl-threonin in Methanol. Die Nacharbeitung ergab, dass bei
grossen Ansidtzen mit dem Ausfallen des Doppelsalzes von N-Tosyl-DL~threonin, sog.
partielles Racemat nach LADENBURG?Y), gerechnet werden muss, wonach die Sub-
stanz erneut unter grésserer Vorsicht zu kristallisieren ist. Um einer Behandlung mit
Natrium in fliissigem Ammoniak auszuweichen, werden die erhaltenen optisch ak-
tiven N-Tosylthreonine im Bombenrohr mit konz. HCl entacyliert, was zur Her-
stellung grosserer Mengen nicht vorteilhaft ist. Die Totalausbeute an 1- bzw. D-
Threonin wird mit 449, bzw. 359, angegeben.
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Das Verfahren von ErvLiort$) zur Uberfithrung von pr-Threonin in 1-Threonin
iber die Brucinsalze von #rans-pDL-2-Phenyl-5-methyl-A%-oxazolin-4-carbonsdure ist
spezifisch auf die ELL10TT sche Threoninsynthese zugeschnittenund bietet beschrinkte
Maoglichkeiten, wenn als Ausgangsmaterial, wie in unserem Fall, pL-Threonin selbst
vorliegt. Schliesslich ist noch das Verfahren von AMIARD$) zu erwdhnen, das wir nicht
nachgearbeitet haben. Diese originelle Methode beruht auf dem Mitreissen (entraine-
ment) bei der raschen Kristallisation einer iibersdttigten Losung von z. B. 129 g p1-
Threonin und 5 g p-Threonin. Bei der Aufhebung der Ubersittigung durch An-
impfen erhilt man 8,5 g D-Threonin, also mehr als zugesetzt wurde. Die nunmehr an
L-Threonin angereicherte Mutterlauge, die auf richtige Konzentration gebracht und
nach Vorschrift abgekiihlt wird, licfert dann bei der 2. Kristallisation durch Mit-
reissen etwas mehr 1-Threonin, als gegenitber dem Racemat berechnet ist. Und so
geht das Spiel abwechslungsweise weiter, bis nach ca. 13 Kristallisationen ca. 46 g -,
ca. 39 g L- und ca. 42 g pL-Threonin vorliegen. Die Ausbeute an L-Form betrdgt
somit ca. 609.

Im Laufe von Polypeptidsynthesen, in denen optisch aktives Threonin als Zwi-
schenprodukt gebraucht wurde, sind wir auf ein Spaltungsverfahren gestossen, wel-
ches den in der Literatur beschriebenen, wie wir glauben, tiberlegen ist und mit wel-
chem wir gute Erfahrungen gemacht haben. Unsere Methode beruht auf der sehr
ausgepriagten Loslichkeitsdifferenz der diastercomeren Brucinsalze von L- bzw. D-
Phtaloylthreonin in Methylcellosolve.

N-Phtaloyl-pr-threonin wird nach SHEEHAN, GoonMAN & HEess?) durch Kochen
von DL-Threonin mit Phtalsdureanhydrid in Dioxan bet 110° unter Riickfluss in
einer Ausbeute von 859, erhalten. Das so hergestelite N-Phtaloyl-pDL-threonin wird
bet 80° zu einer Lésung von Brucin in Methylcellosolve gegeben und das schwer-
I6sliche Brucinsalz von N-Phtaloyl-L-threonin durch Kristallisation beinahe quan-
titativ abgetrennt (999,). Das Brucinsalz von N-Phtaloyl-D-threonin bleibt voll-
stindig geldst und ist bis jetzt nicht kristallin erhalten worden.

Die Aufarbeitung der Salze zu L- bzw. D-Threonin geschieht mit Vorteil dadurch,
dass man erstere in einem Gemisch von 2-n. Natronlauge und Chloroform durch
kriftiges Rithren 16st. Das Chloroform, welches die Brucinkomponente enthilt, wird
abgetrennt, die wisserige Phase mit konz. Salzsdure angesiuert, eingeengt und mit
konz. Salzsiure zur Entfernung des Phtaloylrestes unter Riickfluss gekocht. Nach
Abkiihlen im Eisbad wird die ausgefallene Phtalsdure abgenutscht, das in der Mutter-
lauge verbleibende Threonin-hydrochlorid wie tiblich mit Didthylamin neutralisiert
und aus Wasser/Alkohol umkristallisiert. Die Reinausbeute an L-Threonin bezogen
auf das Brucinsalz betragt 839, an p-Threonin ca. 709%,. Dies entspricht einer Total-
ausbeute an L-Threonin von 709,, bzw. an p-Threonin von 609%,, berechnet auf das
eingesetzte Racemat. Die Endprodukte sind papierchromatographisch rein.

Nach Hansen & HirruarDT?®) ist der N-Phtaloylrest sehr alkaliempfindlich und
spaltet bereits bel pH 8 und 20-40° den Phtalimidring zum N-(o-Carboxybenzoyl)-
threonin auf. Es ist uns bis jetzt nicht gelungen, diese optisch aktiven N-(o-Carboxy-
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benzoyl)-threonine analysenrein zu fassen, wie sie offenbar nach der Alkaliextrak-
tion der Brucinsalze in Lésung auftreten.

Unsere Spaltung gelingt auch, wenn nach Uberlegungen von PorE & PEACHY?)
die halbe Menge Brucin eingesetzt wird. Die Ausbeute an dem schwerléslichen Brucin-
salz von N-Phtaloyl-L-threonin betrigt in diesem Falle 839%,.

Die «optische» Reinigung des aus dem Mutterlaugensalz gewonnenen p-Threonins
bildet keine Schwierigkeiten, da optisch aktives Threonin in Wasser schwerer 16slich
ist als das Racemat®).

Experimenteller Teill?)

N-Phtaloyl-DL-threonin wurde im wesentlichen nach den Angaben von SHEEHAN, GOODMAN
& HEess") synthetisiert. 100 g (0,84 Mol) fein pulverisiertes pL-Threonin (Biochemica ROCHE)
und 150 g (1,01 Mol) Phtalsdureanhydrid in 450 ml Dioxan wurden 16 Std. unter Riihren und
Riickfluss erhitzt und im Wasserstrahlvakuum bis zu einem zihflissigen Sirup eingedampfit.
Dieser Sirup wurde in 650 m]l Wasser aufgenommen und zur Kristallisation 2 Std. bei 0° belassen.
Darauf wurde das ausgefallene N-Phtaloyl-pL-threonin abgesaugt, portionenweise mit total
400 m1 Wasser gewaschen und im Wasserstrahlvakuum bei 80° bis zur Gewichtskonstanz ge-
trocknet. Ausbeute: 178 g (859;), Smp. 119-121°. Zur Analyse wurde dreimal aus Essigester/
Petrolather umkristallisiert und 16 Std. bei 25° im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd ge
trocknet. Smp. 122-123°.

C,HyO,N (249,16) Ber. N 5,62%  Gef. N 5,619,

Spaltungsversuch mit dev bevechneten Menge Brucin. — Brucinsalz von N-Phtaloyl-L-thrveownin.
197 g (0,5 Mol) Brucin wurden in 250 ml Methylcellosolve bei einer Temperatur von 80° geldst
und unter mechanischem Riihren mit 124,5 g N-Phtaloyl-prL-threonin versetzt. Der sofort ent-
stehende, gelb gefarbte Kristallbrei wurde zunichst noch 10 Min. bei 80° weitergeriihrt und dann
24 Std. bei 20° sich selbst iiberlassen!). Dann wurde das L-Salz abgesaugt, fiinfmal mit je 80 ml
Methanol gewaschen und bei 90° im Wasserstrahlvakuum getrocknet. Ausbeute: 159 g (999%),
Smp. 220-223° (Zers.), [a]}y =—37,3° 4-1° (c = 1,5; Methylcellosolve). Zur Analyse wurde
zweimal aus Methylcellosolve umkristallisiert und 16 Std. bei 110° iiber Phosphorpentoxyd im
Hochvakuum getrocknet. Smp. 222-223° (Zers.), [} = — 37,5° 4 1° (¢ = 1,5; Methylcellosolve).

Cy5Hy,04 (643,67) Ber. C 65,31 H 579 N 6,53%  Gef. C 65,15 H 5,82 N 6,649,

Brucinsalz von N-Phtaloyl-D-threonin. Die Methylcellosolve/Methanol-Mutterlauge, welche
das leichtlosliche p-Salz enthilt, wurde im Wasserstrahlvakuum eingedampft und bei 80° bis
zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die sprode, glasartige Substanz konnte bisher nicht kristalli-
siert werden. Ausbeute: 150 g (93%); [0)} =+3,3° 1 1° (¢ = 1,5; Methylcellosolve).

Spaltungsversuch mit dev halben Menge Brucin. 35,5 g (0,09 Mol) Brucin, 70 ml Methylcello-
solve und 44,8 g (0,18 Mol) N-Phtaloyl-pL-threonin wurden wie oben beschrieben angesetzt und
zum schwerloslichen Brucinsalz von N-Phtaloyl-L-threonin aufgearbeitet. Ausbeute: 48,2 g
(83%), Smp. 220-223° (Zers.), [a]E = —37,2° + 1° (c = 1,5; Methylcellosolve). -

L-Threonin. 155 g (0,24 Mol) Brucinsalz von N-Phtaloyl-L-threonin wurden 30 Min. in einer
Mischung von 362 ml 2-n. Natronlauge und 360 ml Chloroform kriftig geriihrt. Hierbei lost sich
das Brucinsalz vollstindig auf und wird zerlegt. Die abgetrennte Phase wurde noch zweimal mit
je 150 ml Chloroform ausgeschiittelt, wihrend alle Chloroformphasen noch zweimal mit je 75 ml
0,5-n. Natronlauge nachgewaschen wurden. Die vereinigten und filtrierten wisserigen Losungen
wurden mit konz. Salzsdure auf ein pH von 3 gestellt, im Wasserstrahlvakuum auf '/, des ur-
spriinglichen Volumens eingedampit und nach Zusatz von 140 ml konz. Salzsiure 21/, Std. unter

%) W. J. Pore & St. J. PEACHY, J. chem. Soc. 75, 1066 (1899).

19) Die angegebenen Smp. sind nicht korrigiert.

11} Es gelingt bei der angegebenen Konzentration kaum, alle Substanz in Lésung zu bringen,
vielmehr fangt das schwerlésliche Salz an auszufallen, ehe alles N-Phtaloyl-pL-threonin in fester
Form zugesetzt ist. Dank der grossen Loslichkeitsdifferenz der beiden Salze beeintrichtigt
dies die Spaltung keineswegs, vorausgesetzt, dass der Kristallbrei nach Vorschrift 10 Min. bei 80°
mit dem Rithrer homogenisiert wird.
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Riickfluss gekocht. Nun wurde im Kisbad abgekiihlt, die ausgefallene Phtalsdure abgenutscht,
zweimal mit je 40 ml Wasser nachgewaschen und das Filtrat unter Wasserstrahlvakuum zur
Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde in 100 ml Wasser suspendiert, von nicht geléstem
Natriumchlorid und einer Spur Phtalsiure abgenutscht, mit etwas Wasser nachgewaschen und
das Filtrat unter Wasserstrahlvakuum wieder zur Trockne eingedampft. Das gebildete r.-Threo-
nin-hydrochlorid wurde mit 200 ml Methanol herausgel6ést, vom Natriumchlorid abgenutscht,
mit Methanol nachgewaschen und die Losung im Wasserstrahlvakuum eingedampit. Der anfallen-
de Riickstand wurde erneut in 200 ml Methanol aufgenommen, von einer Spur Natriumchlorid
abfiltriert und das Filtrat mit Didthylamin auf ein pH von 6 eingestellt. Nach 4 Std. wurde das
ausgefallene L-Threonin abgenutscht, grindlich mit Methanol gewaschen und im Wasserstrahl-
vakuum bei 90° getrocknet. Ausbeute: 25,8 g (90%), [«]}) =—27,0° £+ 1° (c = 2; Wasser).
Dieses Rohprodukt wurde in siedendem Wasser gelost, filtriert, mit dem doppelten Volumen
Alkohol versetzt, nach 2 Std. abgenutscht, mit Alkohol gewaschen und im Wasserstrahlvakuum
bei 90° getrocknet. Ausbeute: 23,8 g (83%), [a]3) = —28,2° 4 1° (c = 2; Wasser). In Butanol/
Eisessig/Wasser 4:1:1 verhilt sich die Substanz nach 24 Std. Laufzeit (absteigend) papierchro-
matographisch einheitlich.

D-Threonin. 150 g (0,234 Molj glasartiges Brucinsalz von N-Phtaloyl-D-threonin wurden mit
350 ml 2-n. Natronlauge und 350 ml Chloroform iibergossen und 1 Std. kraftig geriihrt. Die Sub-
stanz wird hierbei allmahlich gelost. Die weitere Aufarbeitung erfolgte wie beim L-Threonin. Das
rohe p-Threonin wurde aus siedendem Wasser ohne Zusatz von Alkohol umkristallisiert. Aus-
beute nach Aufarbeitung der Mutterlauge 20 g (70%), [a]¥ = +27,6° + 1° (c = 2; Wasser).
Uber die papierchromatographische Reinheitspriifung gilt das fiir .-Threonin Gesagte.

Die Mikroanalysen verdanken wir Herrn Dr. H. WaLpmMaNN; die Papierchromatogramme
wurden in zuvorkommender Weise von Herrn W. LERGIER ausgefiihrt.

SUMMARY

A new resolution of pL-threonine into the optical antipodes is effected by fractional
crystallization of the stereoisomeric brucine salts of L- and p-N-phthaloyl-threonine
in methyl-cellosolve. The two salts mentioned posses extraordinarily different de-
grees of solubility in methyl-cellosolve, and this allows the production of D- and -
threonine by simple operations in very high yield.
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18. Hydroxy-morphinane
12. Mitteilung1)

Die Konfiguration der Morphinane
von H. Corrodi, J. Hellerbach, A. Ziist, E. Hardegger und O. Schnider
(13. XII. 58)

Nach Aufkldarung der absoluten Konfiguration?)%)4)%) der Alkaloide Morphin,
Codein und Thebain erschien es reizvoll, auch den rdumlichen Bau der synthetischen

1y 11. Mitteilung: A. GRUSSNER, J. HELLERBACH & O. ScuNIDER, Helv. 40, 1232 (1957).
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5) H. Corrop! & E. HARDEGGER, Helv. 38, 2038 (1955).





