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am Laufe von Untersuchungen iiber die zum Wachstum von

Hefe notwendigen Nahrstoffe machte Roger J. Williams die
wichtige Entdeckung, dall eine noch unbekannte saure Sub-
stanz die Fahigkeit besitzt, das Wachstum einer Hefe (,,Ge-
briider Mayer', Saccharomyces Cerevisiae) in auffallender
Weise anzuregen!). Bei Zusatz eines aus Reiskleie gewonnenen
Extraktes zu einer synthetischen Nahrstofflésung wurde eine
auflerordentliche Steigerung des Hefewachstums beobachtet, die
auf die Anwesenheit eines neuen Wachstumsfaktors zuriick-
gefiilhrt wurde. Da Grund zu der Annahme bestand, daf
dieser Faktor nicht nur ein Bestandteil der Reiskleie sei,
wurden zahlreiche tierische und pflanzliche Materialien darauf-
hin untersucht. Tatsichlich wurde dabei gefunden, daB die
verschiedensten Gewebeextrakte einen Stoff enthalten, der
auf Hefe die gleiche wachstumsférdernde Wirkung ausiibt wie
der Reiskleieextrakt.

Von Williams u. Mitarb.l) konnte bewiesen werden, dafl
die entdeckten Wirkstoffe samtlich miteinander identisch
waren. Da also der neue Wachstumsfaktor ein auflerst weit-
verbreiteter, wenn nicht universeller Bestandteil der lebenden
Materie zu sein schien, wurde er als ,,Pantothen-Siure‘‘ be-
zeichnet. In jahrelanger schwieriger Arbeit wurde von Williams
ihre Isolierung und Strukturaufklarung betrieben. Wertvolle
Beitrage lieferten unter anderen Woolley u. Waisman® %)
sowie E. T. Stiller®). Kurze Zeit nach der Strukturaufklirung
erfolgte die erste Totalsynthese durch Williams% %) und durch
Stilier®). Fast gleichzeitig  verdffentlichten Reichstein u.
Griifner®) sowie R. Kuhn u. Th. Wieland’) die Ergebnisse
ihrer synthetischen Arbeiten. Damit ist die Forschung iiber
die Pantothensdure zu einem gewissen Abschlufl gelangt. Es
soll daher im folgenden eine kurze Ubersicht iiber die bis
jetzt vorliegenden Forschungsergebnisse geboten werden.

Untersuchung von Gewebeextrakten auf Pantothensiure.

Zur Untersuchung gelangten Reiskleie, Rindsleber,
Krabbeneier, Seeigeleier, Austern, Regenwiirmer,
Algen (Spyrogyra u. Oscillatoria), aspergillus niger,
Bakterien (B. subtilis), Eiweifl, Tomaten, Kartoffeln
u. a. Extrakte aus diesen Materialien erwiesen sich als wirksam
bei der Anregung des Hefewachstums. Ob nun diese Wirksam-
keit der Anwesenheit eines einzigen Faktors zuzuschreiben
war oder ob es sich um mehrere verschiedene Stoffe mit gleicher
biologischer Wirkung handelte, mufite erst bewiesen werden.
Am geeignetsten erschien dabei Williams die Anwendung der
fraktionierten Elektrolyse?).

Von den angefilhrten Materialien wurden wasserlésliche
Extrakte hergestellt, u. zw. extrahierte man mit 80%igem Methanol,
dampfte im Vakuum zur Trockne ein und nahm den Riickstand
mit Wasser auf. Eine bestimmte Menge des Extraktes wurde dann
zur Fiillung eines 8zelligen Apparates fiir fraktionierte Elektrolyse®)
benutzt und fiir 30—48 h bei 1500 V elektrolysiert. Dann wurde
in jeder Zelle mit Hilfe der Chinhydronelektrode der pgp-Wert
bestimmt und aullerdem der Inhalt auf seine biologische Wirksamkeit
untersucht.

Bei samtlichen Versuclien erwies sich das Material aus
den Zellen mit einem pg von 3,6 als wirksamstes in bezug auf
Wachstumsanregung. Der Wachstuinsfaktor war also eine
Saure. Elektrolysen des Methyl- und Athylesters, iiber deren
Darstellung spiter berichtet wird, zeigten keine Wanderung
der aktiven Fraktion gegen das basische Ende des elektro-
lytischen Systems. Da also die Ester der Pantothensiure
keine basischen FEigenschaften zeigten, schien diese keine
amphotere Substanz zu sein. Es trat sogar eine schwache
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Verschicbung <ir Ister mach der sauren Seite cin, was mit
dem Verhalten einer Polyoxysaure im Einklang stand. Weiter-
hin wurden mit den verschiedenen Extrakten Diffusions-
versuche unternommen und dabei gut iibereinstimmende
Werte fiir die Diffusionskonstante gefunden. Um weitere Be-
weise fiir das gleichartige Verhalten der Wirkstoffe zu er-
langen, wurden die Extrakte verschiedenen Reaktionen unter-
worfen, die gestatteten, auf die Anwesenheit von reaktions-
fahigen Gruppen zu schlielen. Energische katalytische
Hydrierung sowie Oxydation mit ammoniakalischer
Silberléosung hatten keinen Einflul auf die biologische
Wirksamkeit. Salpetrige Saure "wirkte hingegen zer-
storend, ebenso trat bei Veresterung ein Verschwinden der
Aktivitat ein. Durch lingeres Erhitzen im alkalischen
Medium trat ebenfalls Inaktivierung ein, wahrend Erhitzen
im neutralen oder schwach sauren Medium ohne Einfluf3
blieb; in stark saurer Lésung wurde auch ein betrichtlicher
Anteil der Aktivitdt vernichtet.

Das Verhalten der aktiven Substanz aus den verschiedenen
Ausgangsmaterialien war bei allen durchgefithrten Versuchen
trotz der Beimengung von Verunreinigungen aller Art so ein-
heitlich, daf} es als sehr unwahrscheinlich erschien, dafl mehrere
Stoffe fiir die Wachstumsanregung verantwortlich sein sollten.
Es konnte also als sicher angenommen werden, daf} eine einzige
Substanz, die Pantothensiure, in allen Extrakten anwesend
ist und die wachstumsférdernde Wirkung ausiibt.

Physiologische Wirkung auf verschiedene Organismen.

Wahrend anfanglich die wachstumsférdernde Wirkung
der Pantothensdure nur an einer Hefe beobachtet wurde,
stellte sich bei spateren Untersuchungen heraus, daf3 auch
zahlreiche andere Organismen in ihrem Wachstum von Pan-
tothensiure giinstig beeinfluf3t werden. Snell, Strong u. Petersen®)
entdeckten die Wirksamkeit der Pantothensdure bei Milch-
sdurebakterien!®). jukes'’!'?) sowie Woolley u. Waismanl?)
waren mit der Isolierung des sog. Filtratfaktors oder Hithn-
chen-Antidermatitisfaktors beschiftigt, eines Vitamins,
bei dessen Fehlen in der Nahrung bei Hithnern Dermatitis auf-
tritt. Sie konnten eine auBerordentliche Ahnlichkeit zwischen
diesemm Faktor und der Pantothensiure feststellen und spiter
auch die Identitat der beiden Stoffe sicherstellen.

Von Subbarow u. Rane'?) wurde aus Leber ein Stoff isoliert,
der fiir das Wachstum der Ratte notwendig ist, der sog.
Rattenfiltratfaktor. Dieser zeigte ebenfalls weitgehende
Ubereinstimmung in seinen Eigenschaften mit der Panto-
thensidure, so daf3 die Identitit der beiden Faktoren wahr-
scheinlich wurde. Der Rattenfiltratfaktor konnte mit positivem
Erfolg auch zum Anregen des Wachstums bei Diphtherie-
bazillen und Streptokokken (streptococcus haemolit.) ver-
wendet werden.

Testmethoden.

Bis jetzt ist keine chemische Nachweismethode fiir Panto-
thensiure bekanntgeworden. Das Fehlen eines einfachen
Nachweisverfahrens erwies sich bei der Isolierung und Struktur-
aufkliarung als 4duflerst hemmend, da man einzig auf die um-
standlichen biologischen Methoden angewiesen war. Williams
benutzte als Test die Wachstumsgeschwindigkeit einer
Hefe (,Gebriider Mayer“). Zur genauen Bestimmung der
Hefemenge wurde von jhm eine besondere Methode aus-
gearbeitet, die allgemein zur Bestimmung von Mikroorganismen
in Suspensionen dient!).

Die Hefesuspension wird dabei in einer passenden Zelle zwischen
eine Lichtquelle und ein besonders gebautes Thermoelement gebracht
und die von letzterem erzeugte E.M.K. mit Hilfe eines empfindlichen

%) Ebenda 60, 2825 [1938]; J. Bacteriol, 88, 293 [1038].

19 E, F, Moller, diese Ztschr. 63, 204 [1940].

) Lepkovsky u. Jukes, J. biol. Chemistry 114, 100 [1936]; Th. H. Jukes, ebenda 117,
11 [1937].

1) Th, H.Jukes, J. Amer. chem. Soc. 61, 975 [1939].

1) Woolley, Waisman, Mickelsen u. Elvehjem, J. biol. Chemistry 128, 715 [1938]; Woolley,
Waisman u. Elvehjem, J. Amer. chem. Soc. 61, 977 [1930].

) Ebenda @1, 1616 [1939]; Subbarow u. Hitchings, ebenda @1, 1615 [1039]; Woolley u.
Hutchings, J. Bacteriol, 89, 287 [1940].

18y Willtams, McAllister u. Roehm, J. biol. Chemistry 88, 315 [1020].

51



Mittermair: Uber die Pantolhensdure

Galvanometers gemessen. Die Methode gestattet, Mengen von
feuchter Hefe zwischen 0,0001 mg und 4 mg pro Kubikzentimeter
mit befriedigender Genauigkeit zu bestimmen. Als Vergleichs-
material benutzt Williams ein Standardpridparat, das durch Ex-
traktion von Reiskleie mit Methanol dargestellt wird und mit
,,Otidrke 1'* bezeichnet wird. Als eine ,,Einheit” von Pantothen-
sdure definiert er den Betrag, der 1 g dieses Standardpriparats
dquivalent ist.

Kuhn u. Wieland fiihren_ den Test an einem Milchsédure-
bakterium aus (Streptobakterium plantarum)?€). Als Strepto-
bakterium-Einheit (Sbm E) wird diejenige Menge Wuchsstoff be-
zeichnet, die unter festgelegten Bedingungen je XKubikzentimeter
vorhanden sein muf, damit maximale Zellvermehrung eintritt.
Dabei wird im lichtelektrischen Photometer nach Lange die Triibung
als Maf} der im Laufe von 4 Tagen gebildeten Zellmenge gemessen.

Isolierung der Pantothensiure aus Leber.

Als reichhaltigstes Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung
der Pantothensiure erwies sich die Leber!?:18), Diese enthilt
jedoch nur etwa 40 Teile Pantothensaure auf 1 Million. 250 kg
Leber ergeben nach einem &auflerst umstandlichen und zeit-
raubenden Verfahren nur 3 g rohe Pantothensiure (~409,ig),
von der die restlichen Verunreinigungen nur mit den gréfiten
Schwierigkeiten abgetrennt werden konnen. Die Saure ist
dullerst leicht in Wasser 16slich, auch wurde noch kein Derivat
oder Salz gefunden, das nicht diese leichte Wagserloslichkeit
aufwies. Auch nach sorgfaltiger Reinigung kristallisiert die
Pantothensdure nicht. Das wiclhtigste Problem bei der Isc-
lierung war zunichst die Abtrennung von verschiedenen
Zuckern und wasserlgslichen basischen Stoffen. Dies wurde
durch Extraktion des Brucinsalzes mit Chlorofoim erreicht,
wobei diese Verunreinigungen ungelést blieben. Von Williams
wuide weist Schefle bertenutzt, auch Rinds-cderSchweine-
leber ist brauchbar.

Zunichst wird die Leber der Autolyse iiberlassen und mit
Dampf koaguliert und filtriert. Zur Entfernung organischer Basen
wird iiber Fullererde filtriert, das Filtrat bei pu 36 an Norit ab-
sorbiert und mit Ammoniak wieder eluiert. Nach Uberfiihrung in
das Brucinsalz wird mit Chloroform extrahiert. Nach langwierigen
Fraktionierungsarbeiten wird in das Calciumsalz iibergefiihrt und
dieses weiter zahlreichen Reinigungsoperationen, deren Beschreibung
zu weit filhren wiirde, unterworfen. Auf diese Weise wird Ca-Panto-
thenat in Form eines farblosen Lackes erhalten, der nur schwierig
in wasserfreien Zustand zu bringen ist.

Im1 Vergleich zum Standard-Reiskleicextiizkt besitzt ¢in
derartiges Material eire Statke ven 11000. 0,0005 y auf 1 cm?
Hefekultur rufen ncch eiren deutlichen Wachstumseffekt
liervor. .

Im Gegensatz zu Williams benutzten R. Kuhn u. Th. Wie-
land nicht Siugetierleber, sondein Thunfischleber als Aus-
gangsmaterial, von der jknen {iber 4000 kg zur Verfiigung
standen.

Der entfettete Leberextrakt wird im Vakuum eingeengt,
inaktive Begleitstoffe durch Mercuriacetat ausgeféllt, dann an Kohle
adsorbiert und mit Pyridin-Methanol-Wasser eluiert. AmnschlieBend
erfolgt eine Fillung mit Phosphorwoliramsiure, das Filtrat wird
nach Entfernung von Uridin mit methylalkoholischem Baryt gefallt,
wobei nahezu der gesamte Wirkstoff ausfdllt. Durch Wiederholung
der Phosphorwolframsédurefidllung 1d0t sich die Reinheit weiter
steigern. Eine weitere Anreicherung gelingt dann durch Chromato-
graphie an Aluminiumoxyd, das mit verd. Salzsdure vorbehandelt ist.

Nach dieser Methode werden Priaparate von 1500000 bis
3000000 SbmE/g erhalten!®).

Strukturaufklirung.

‘Untersuchung der Pantothensidure auf reaktions-
fahige Gruppen: Um einen Einblick in den chemischen
Aufbau der Pantothensdure zu erhalten, mufliten verschiedene
neuartige Untersuchungsmethoden herangezogen werden, die
teilweise fiir diesen Zweck erst entwickelt wurden. Hierzu
gehort die Oxydations-Aquivalent-Analysel®). Zahl-
reiche Bestimmungen an: Pantothensdure-Praparaten ver-

schiedener Stiatke zeigten, daf3 alles Maferial aus den letzten -

Stufen der Fraktionierung aus Leber leicht oxydierbar -ist.
‘ Ausgedriickt in Milligremwm Sauerstoff, die von 1 mg Ca-Panto-
thenat verbraucht werden, betrigt das Oxydationsaquivalent
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bei Material von Stiarke 5000—11000 zwischen 1,05 und 1,185,
wobei wegen des langsamen Ansteigens des Wertes bei zu-
nehmender Reinheit der Substanz der letzte Wert ziemlich
nalie am theoretischen Wert liegen diirfte. Auf Grund von
drei Analysen fiir Ca und N berechnete sich das Molekular-
gewicht der freien Siure zu 195, 201 und 209. Die Abwesen-
Lieit von Schwefel, Phosphor und Halogen war durch Ana-
lysen bereits bestatigt. Das reinste Praparat wurde der
FElementaranalyse unterworfen. Die Analysendaten stimmten
gut auf die Summenformel (CH,,O.N),Ca fiir das Calcium-
salz. Diese Formel verlangt ein Oxydationsidquivalent vou
1,21. Das Molekulargewicht der freien Siure berechnet sich
zu 205.

- Die An- cder Abwesenheit verschiedener charakteristischer
Gruppen wurde nun durch zahlreiche Reaktionen bewiesen®).

Carboxylgruppe: Das Verhalten der Pantothensaure
im elektrischen Feld hatte ihre Dissoziationskonstante zu
3,9.107% ergeben?!). Das stimmt annidhernd mit derjenigen
einer g- oder y-Oxysédure iiberein. Da aufler C, H, N und O
kein Element anwesend ist, mufl es sich uin eine Carbonsiure
handeln. Die Veresterung der Carboxylgruppe wird am besten
durch einstiindiges Stehenlassen bei 30° in einem Uberschuf3
von Methanol-?/,,-Schwefelsdure durchgefithrt. Die physio-
logische Wirksamikeit verschwindet dann véllig. Beim Ver-
seifen des Esters durch 1—2stiindiges Stehen in 7/,-Soda-
lésung bei 30° wird die Aktivitit zu 95—999, wieder her-
gestellt. Die Veresterung gelingt auch mit Diazcinethan. Eine
elektrometrische Titration mit Ca-Hydroxyd ergab die An-
wesenheit einer Carboxylgruppe auf das Aquivalentgewicht
von 205. Reinigungsversuchie der Pantclhensiure durch
Destillation ihrer Ester im Hcchvakuum verliefen negativ.

Amino- und Iminogruppe: Analysen nach van Slyke
ergaben bei den verschiedenen Pantothensaure-Praparaten die
Abwesenheit von Aminostickstoff. Uberdiesirat bei Behandlung
mit salpetriger Saure unter van Slyke-Bedingungen keine Zer-
storung der Wirksamkeit ein. Eberso deuten das negative
Ergebnis bei der Umsetzung mit p-Brem-benzolsulfonylchlorid
und der Mangel an ausgepriagten basischen Eigenschaften
auf die Abwesenheit von Amino- und Iminogruppen hin?).

Amidgruppe: Dall jedoch die Pantothensidure schwach
basische Figenschaften besitzt, wurde in Elektrolyseversuchen
gezeigt, bei denen sie mit Glucose und Asparaginsiure an das
Anodenende eines 5zelligen Agpparates fiir fraktionierte
Elektrolyse gebracht wurde. Nach 24stiindigem Stromdurch-
gang war die schwach basische Asparaginsiure zu 10,89
gegen die Kathode zu gewandert und die Pantothensiure zu
11,8%. Die Glucose war nur zu ~29, gewandert, so dal} es
sich . bei den beiden Siuren wirklich um einen elektrischen
Transport handelte. Elektrolysen von Methylpantothenat
ergaben eine etwas stirkere Verschiebung zur Kathode. FEine
gewohnliche Amidgruppe erschien unwahrscheinlich, vermut-
lich war eine substituierte Amidgruppe anwesend?®). Mikrc-
bestimmungen nach Zeisel ergaben kein destillierbares Jcdid;
damit war die Abwesenheit von Methoxyl, Methylimino- und
homologen Gruppen bewiesen0).

Hydrierversuche unter energischen Bedingungen zeigten
keine mefibare Minderung der Aktivitdt, ebenso blieben
Brorierungsversuche ohne EinfluBl. Eine olefinische Doppel-
bindung war also nicht nachweisbar. Energische Hydrierung
mit Platinoxyd, Behandlung mit Natriom und Natrium-
amalgam blieben ohne Einflu auf die Wirksamkeit, Oxy-
dationsversuche mit ammoniakalischer Silberlésung, Wasser-
stoffsuperoxyd und Permanganat scwie Behandlung mit
Phenylhydrazin fielen negativ aus und bewiesen das Fehlen
von Aldehyd- und Ketogruppen?o).

Bei der Untersuchung der UV.-Absorption wurden keine
Banden beobachtet, die auf das Vorhandensein eines aro-
matischen Xerns schlieBen lielen.

“Hydroxylgruppen: Aus der aullérordentlich grofien
Léslichkeit in Wasser wurde bereits geschlossen, da3 die Panto-
thenséure mehrere Hydroxylgruppen enthalten miisse. Durch
Behandlung mit verschiedenen Reagentien, die bei Abwesen~
heit von Aminogruppen als mehr oder weniger spezifisch fiir

) R.J. Williams, H. H. Weinstock jr., E. Rohrmann, J.H. Truesdail, H.K. Mitcheli
u. C.E., Meyer, J, Amer, chem. Soc. 681, 454 [1939].
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589 [1935).
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Hydroxylgruppen angesehen werden konnen, - wurde der
experinentelle Beweis dafiir erbracht. Mit Kssigsidure-
anhydrid, Acetylchlorid, Plosphorpentachlorid,
Chloracetylchlorid, Thionylchlorid usw. trat voll-
standiges Verschwinden der biologischen Wirksamkeit ein®).
Tiine quantitative Mikromethode zur Bestiinmung von
Hydroxylgruppen?®) ergab die Anwesenheit von zwei Hydroxyl-
gruppen in der Pantothensaure.

Beiin Stehenlassen der Pantothensiure in Acetaldehyd-
Salzsiure bei Zimmertemperatur wurde die physiologische
Wirksamkeit zu 989, zerstort, durch saure Hydrolyse konnte
sie zu 509, wieder hergestellt werden. An Stelle von Acet-
.aldehyd konnte auch Aceton oder- Benzaldehyd verwendet
werden. Es sclieint dabei die Bildung von Kondensations-
produkten #dhnlich der Acetonglucose einzutreten. Derartige
Kondensationen kénnen mit «ff-, ay- oder «3-Glykolen ein-
treten. Fiir eine «-Oxysaure ist jedoch die Pantothensaure
zu schwach, auch fiel der Eisenchloridnachweis auf a-Oxy-
siiuren negativ aus?).

Nachweis von B-Alanin als Spaltstiick der Panto-
tliensdure. Einen wesentlichen Fortschritt in der Struktur-
aufklirung brachte die Entdeckung, dafl auch winzige Mengen
- f-Alanin auf die Anregung des Hefewachstums wirksaim sind?3).
‘s lag die Annahme nahe, daf} zwischen p-Alanin und Panto-
tliensiure nahe Verwandtschaft bestehen miisse, und es wurde
festgestellt, daBl von ,,Gebr. Mayer-Hefe in einem pantothen-
siurehaltigen Medium keine weitere Pantothensaure produziert
wird ; setzt man jedoch etwas -Alanin hinzu, so wird Pantothen-
ciure gebildet. Das B-Alanin scheint also fiir bestimmte
Organismen nur insofern wirksam zu sein, als es jhnen als
Baustein fiir die Synthese der viel wirksameren Pantothen-
sdure dient®), Von Williams wurde nun fiir die Pantothen-
sdure eine Peptidbindung in Betracht gezogen; dafiir sprach
neben dem schwach basischen Charakter die leichite Zer-
storung der Wirksamkeit durch Sduren und Alkalien. Bemer-
kenswerterweise wird jedoch dabei nicht die gesamte Wirksam-
keit vernichtet. Wegen der Ubereiustimmung der physio-
logischen Wirksamkeit von (-Alanin und der verbleibenden
schwachen Aktivitit nach der Zerstérung der Pantothensiure
durch Sauren oder Basen lag der Schlull nahe, daB3 dabei
durch hydrolytische Aufspaltung einer Peptidbindung p-Alanin
aus Pantothensiure entsteht. Durch Formoltitration konnte
dann die Bildung einer Aminosdure bei der Hydrolyse nack-
vewiesen werden. SchlieBlich gelang es auch, das entstehende
Alanin quantitativ zu bestimmen und durch Uberfithrung in
4-Naphthalinsulfo-g-alanin, das mit synthetischem Material
keine Schmelzpunktsdepression gab, zu identifizieren. Damit
war der experimentelle Beweis erbracht, dal p-Alanin ein
Bestandteil der Pantothensiure war?s).

Von R. Kuhn u. Th. Wieland wurde bei der sauren Hydrc-
lyse von Pantothensaurepraparaten aus Thunfischleber?®) neben
B-Alanin auch noch 1-Leucin gefunden. Welche biologisck.e
Bedeutung dem Leucinderivat zukommt, 146t sich nicht sagen.

Isolierung von «-Oxy-B,B-dimethyl-y-buttersidure-
lacton. Zur vollstandigen Strukturaufklirung der Pantothen-
sdure war jetzt noch notig, den Aufbau des stickstoffreien
Spaltstiickes zu kldren2). Analysen von reinem Ca-Pante-
thenat wiesen darauf hin, daf auller g-Alanin noch eine Carbou-
sdure mit 5 C-Atomnen und 2 OH-Gruppen vorhanden sein
miisse?’). Die Anwendung neuer Mikromethoden fiir o~ und
B-Oxysduren gestattete einen niaheren Einblick. Bei Hydre-
lyse der Pantothensiure mit verd. Alkali fiel der Eisenchlorid-
nachweis fiir a-Oxysduren positiv aus, bei saurer Hydrolysc
hingegen negativ, was auf die Bildung eines «-Oxylactons
zuriickgefithrt wurde. Es wurde eine quantitative Mikrc-
bestimmung nach folgendem Schema durchgefiihrt:

.80
R—CHOH—COOH '> R—CHO + IICOOH -» CO ; H,O

Das frei werdende CO wird dabei voluinetrisch gemessen. Mit
diesent Versuch konnte die Anwesenheit einer a-Oxygruppe
nachgewiesen werdenr. Die Abwesenheit einer B-Oxygruppe

2y H. K. Mitchell u. R.J. Williams, J. Amer. chem. Soc. 60, 2723 [1938].

2y 1. J1. Weinstock jr., H. K. Mitchell, L. F. Pratt u. R.J. Willivms, cbendi 1. 1421
[1939].
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ebenda 62, 1776 [1940].

27) Williams u. Mayer, Science [New York] 91, 246 [1940].
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ergab sich aus dem negativen Verlauf folgender Reaktion,
die auch als quantitative Mikromethode arbeitet:

1,80 :
R—CHOH—CH,—COOH —-' > R—CH = CH--COOH.

Die Wasserabspaltung wird dabei durch Titration mit KMnO,
in Aceton verfolgt.

Die genaue Struktur der Oxysiure wurde dann am
Torschungsinstitut von Merck & Co., Inc., Rahway, New
Jersey, in Zusammenarbeit der einzelnen Forschungsstellen,
die it ilirem gesamten Material dorthin iibersiedelten, auf-
geklar{®). Zunichst gelang es nicht, das Oxylacton bei der
Spaltung der Pantothensiure in kristallisiertein Zustand zu
crhalten, erst aus besonders gereinigtem Material konnte
¢chlieBlicli durch Hydrolyse mit normalem Alkali, nachtrag-
Yeliem Ansiduern und Erhitzen zur Lactonisierung und darauf-
folgende Atherextraktion des neutralen Reaktionsproduktes
in 55—0609%iger Ausbeute ein kristallisiertes Produkt erhalten
werden. Es wurde durch Molekularsublimation gereinigt und
cus Ather-Petrolather mmkristallisiert. Der Schmelzpunkt

betrug dann 91—929, die spezifische Drehung [alf = —49,89,

Analyse und Molekulargewichtsbestiinmungen wiesen auf die
Eine freie Carboxylgruppe konnte
curch Titration nicht nachgewiesen werden, erst nach Er-
warmen wurde 1 Aquivalent Alkali verbraucht, was auf die
Anwesenheit einer Lactongruppe hindeutet. Die Stabilitats-
verhéaltnisse dieses Lactons wiesen auf ein y-Lacton hin. Der
Korper besal} ein aktives Wasserstoffatoin®®) und eine Hydr-
oxylgruppe, die durch Bildung eines Monoacetats charak-
terisiert wurde. Ferner wurden das p-Nitro-benzoat und das
3,5-Dinitro-benzoat dargestellt. Bei der Oxydation mit kaltem
alkalischen Bariumpermanganat wurden ziemlich rasch
5 Sauerstoffatcnie aufgenommen, dann viel langsamer ein
weiteres Sauerstoffatom verbraucht; als einziges Oxydations-
produkt -konnte dabei eine geringe Menge Aceton erhalten
werden, das als p-Nitro-phenylhydrazon nachgewiesen wurde.
Auf Grund der experimentellen Befunde wurde Formel I fiir
das Oxylacten aufgestellt

CH, CH, OH CH, C.H,
1 | v |
H C--C-—CHOH-~C=0 - HOH C—C—CHOH-—C — C=0)
1 | AN l
CH, CH, CH, CH,
O
L 1I. 111

Mit Phenylmagnesivinbromid konnte das Lacton 1 in das
kristallisierte Oxydiphenylcarbinol II iibergefithrt werden.
Durch Oxydation mit Bleitetraacetat wurde daraus Benzo-
phenon III erhalten. Das Oxydiphenylcarbinol mufl also ein
1,2-Glykol Sein und das Lacton infolgedessen eine Hydroxyl-
gruppe in «-Stellung zur Carbonylgruppe der ILactonbriicke
Desitzen. Der weitere Aufbau des Lactons konnte dann dureh

seine Uberfithrung in das Oxydimethylcarbinol 1V it Metliyl-

magnesiumjodid bewiesen werden. Bei Oxydation mit Blei-
tetraacetat entstand der Aldehyd V, der durch Oxydation
mit alkal. Silberhydroxyd in die «-Dimethyl-B-oxy-propior-
sdure VI {iberging. Diese besal} einen Schmelzpunkt von
124-—1259 und ergab im Mischschmelzpunkt mit synthetischem
Material keine Depression. Damit war die Struktur des Oxy-
lactons, des zweiten Bestandteils der Pantothensiaure, end-
gilltig aufgeklart?e).

CH, OH CH, CII, CH,
é | |
HO- CH - C—CHOH—C  — HOCH,—C—-CHO — HCCH,--C— COOM
1 AN | I
CH, CH, CcH, CH,
IV v, VI.

Nacli den vorliegenden analytischen Arbeiten setzte sich
also die Pantothensiure zusammen aus +- o,y-Dioxy-B.8-
dimethyl-buttersaure, die mit einer Peptidbindung it
B-Amino-propionsdure gekuppelt ist:

CH,

I
HO- CH - C—CHOH---CO—XNH-- CH -

I
CH,

CII- -COOH

¥y KT Stiller, Keresztesy u. Finkelstein, J. Amer, chem, Soc. 62, 1779 [1940].
) R.J. Williams, ebenda 58, 1819 [1936].
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Mittermadir: Uber die Puantothensdurse

Partialsynthesen der Pantothensiure.

Bevor noch die genaue Struktur des Lactons bekannt war,
gelang Williams eine Teilsynthese der Pantothensaure. FEr
kondensierte durch Spaltung von Pantothensiure erhaltenes
Lacton mit p-Alaninmethylester und erhielt eine biologisch
wirksame Lésung von synthetischer Pantothensiure3?).

Wolley u. Waisman gelang ebenfalls die Teilsynthese des
Antidermatitisfaktors, der sich als identisch mit Pantothen-
sdure erwies. Sie spalteten den Faktor durch alkalische
Hydrolyse und isolierten das entstandene Alanin. Das ver-
bleibende Spaltstiick, die noch unbekannte Oxysidure, wurde
in ihr acetyliertes Chlorid iibergefiihrt und dieses mit B-Alanin-
methylester kondensiert. Nach vorsichtiger alkal. Verseifung
des Tsters wurde im Hiihnerversuch volle Wirksamkeit fest-
gestellt. Die Hiihner werden dazu auf eine vitamin-B-freie
Diat gesetzt, bis deutliche Symptome der Dermatitis auf-
treten. Durch Dosen von natiirlicher oder synthetischer
Pantothensiure tritt Heilung der Dermatitis und deutliche
Wachstumszunahme auf3),

Als dann die Struktur des Oxylactons bereits feststand,
fuhrten E. Stiller u. Mitarbeiter zunachst eine Partialsynthese
aus kristallisiertem analytischen Lacton und B-Alaninithyl-
ester durch und erhielten die Pantothensiure als schwach
gelbliches Ol, das schwierig von den letzten Spuren Ldsungs-
mittel befreit werden kann. Die spezifische Drehung betragt
[x]B = 4+ 37,5% Sie stellten auch ein mikrokristallines Cal-
ciumsalz von der Drehung [«]} = -+ 24,3° her?). '

Totalsynthese der Panthothensiure.

o-Oxy-B,B-dimethyl-y-buttersdurelacton war bereits von
Glaser®?) sowie von Kohn u. Neustddter®®) synthetisiert worden
mit Hilfe einer Cyarhydrinsynthese aus a-Dimethyl-B-oxy-
propionaldehyd. Dieses Aldol hat L. Wessely3%) beschrieben.
Es wurde durch Xondensation von Isobutyraldehyd mit
Formaldehyd in guter Avsbeute erhalten:

CH, CH,
AS - I HCON I
CH—CHO +CH,0~HOCH,—C—CHO 3z~ CH,—C—CHOH—C = O
7/ | ' | !
CH, CH,
O 0

" kristalline Calciumsalze
-punkt. Versuche mit Bakterien zeigten, da3 die rechtsdrehende

Das Aldol wurde in die Bisulfitverbindung iibergefiihrt
und diese in das Cyanhydrin. Nach Verseifung konnte das
Lacton isoliert werden. Das synthetische Lacton stellte ein
Gemisch der beiden optischen Antipoden dar und wurde mit
Hilfe der Chininsalze gespalten. Das synthetische links-
drehende Lacton hatte den gleichen Schmelzpunkt, Misch-
schmelzpunkt und dieselbe spez. Drehung und- lieferte das
gleiche p-Nitrobenzoat wie das natiirliche Lacton3?).

Das synthetische linksdrehende, rechtsdrehende und
racemische Lacton wurden nunmehr mit p-Alaninester kon-
densiert und ergaben die synthetische linksdrehende, rechts-
drehende und racemische Pantothensidure. Diese wurden als
viscose Ole erhalten, die nur sehr schwer frei von Losungs-
mitteln zu bekommen waren. Die drei Siuren bilden mikro-
ohne charakteristischen Schmelz-

synthetische Siure die volle Aktivitit des natiirlichen Vitamins
aufwies, wahrend die linksdrehende Sidure inaktiv war, wenn
sie aus einem genau gereinigten rechtsdrehenden Lacton dar-
gestellt war. Die Racemform besall die halbe Aktivitat der
natiirlichen Saure. Die synthetische rechtsdrehende Pantothen-
sdure wurde ferner noch auf ihre Wirksamkeit an Hiihnern
untersucht. 15 und 20 mg auf je 100 g Didtnahrung riefen bei
den Hiihnern Wachstumszunahme und Heilung der durch
Mangeldidt erzeugten Dermatitis hervor. FEine einmalige
Dosis von 800 vy bewirkte bei Ratten, die pantothensaurefrei
ernihrt wurden, eine rasche und bemerkbare Gewichtszu-
nahme, wihrend die gleiche Dosis der linksdrehenden Form
unwirksam blieb?),

Von Williams, Mitchell u. Weinstock wurde noch eine
aullerordentl’ch cinfecke Mcttcede zur Kondersaticn ven

30) Williams, Science [New York] 89, 486 [1959], cf. 5).

) Woolley, Waisman u. Elvehjem, J. Amer. Chem. Soc. 61, 977 [1939].
32) Mh. Chem. 25, 46 [1004].

3%) Ebenda 39, 295 [1918]).

3) Ebenda 21, 216 [1900].
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B-Alanin mit dem Oxylacton beschrieben?®). Durch Erhitzen
des trockenen Lactons mit dem trockenen Natriumsalz von
B-Alanin wurde mit nahezu theoretischer Ausbeute direkt das
Natriumsalz der racemischen Pantothensiure erhalten. Das
Verfahren hat den Vorteil, dafl die Verwendung der leicht
polymerisierenden Alaninester iiberfliissig ist, daB ferner die
Verseifung des Esters wegfallt, da ja sofort das Natriumsalz
entsteht; schliellich ist auch die auf trockenem Wege dar-
gestellte Pantothensiure viel trockener als ein durch Wasser-
entzug aus einem nal} dargestellten Salz erhiltliches Praparat

Von Reichstein u. Griiffner wurde beinahe gleichzeitig mit
den amerikanischen Autoren eine Totalsynthese der Pantothen-
sdure beschrieben®). Sie stellten ebenfalls auf dem oben be-
schriebenen Wege das (dl)a-Oxy-,p-dimethyl-y-butyro-
lacton her. Durch Erwarmen des Lactons mit g-Alaninmethyl-
ester in Methanol erhielten sie in ausgezeichneter Ausbeute
den Methylester der racemischen Pantothiensiure, der durch
vorsichtige alkal. Verseifung in die freie Saure iibergefiihrt
wurde. Das synthetische racemische Lacton wurde auch mit
Hilfe der Chininsalze in die optischen Antipoden gespalten und
diese ebenfalls mit p-Alaninmethylester kondensiert. Der aus
dem linksdrehenden Lacton dargestellte Pantothensiureester
zeigte eine spezifische Drehung [o]3 = 4+ 37,1 -+ 10 Uber die
Ergebnisse der biologischen Untersuchungen haben die Verfasser
noch nichts verodffentlicht. An einem Essigbakterium erwies
sich (dl)-Pantothensiure sowohl als Ester als auch als Natrium-
salz wirksam.

Nach einer etwas arderen Methode wurde von R. Kuhn u-
Th. Wieland gearbeitet™3). Durch Kondensation von «,y-
Dioxy-B8,B-dimethyl-buttersidurelacton mit B-Alaninbenzylester
und darauffolgende katalytische Hydrierung stellten sie
racemische Pantothensiure her und verwendeten das kri-
stallisierte Chininsalz zur Spaltung in die Antipoden. Das
chromatographisch gereinigte racemische Vitamin besall eine
biologische Wirksamkeit von 20000000 SbmFE/g.  Durch
Umsetzung der wasserigen, mit Barytwasser versetzten Lo-
sung mit Chininsulfat wurden die Chininsalze der beiden op-
tisch aktiven Formen erhalten, die durch Kiristallisation aus
Aceton-Methanol oder Methylathylketon getrennt werden
konnten. Aus dem schwerlgslichen Chininsalz konnte die
linksdrehende Pantothensaure ([«]¥ = —— 27° in Wasser) und
aus dem leicht 1slichen Salz die rechtsdrehende Pantothen-
saure ([a)P = + 27° in Wasser) isoliert werden. Die biolo-
gische Wirksamkeit der rechtsdrehenden Saure betrug
45000000—50000000 SbmE/g. Die linksdrehende Siure er-
wies sich im Streptobakteriumtest als mindestens 30mal weniger
wirksam als ihr Spiegelbild. Im Rattenversuch wurde bei
filtratfaktorfrei ernahrten Ratten eine Gewichtszunahme von
10—12 g pro Woche bei Dosen von 15 y pro Tag an rechts-
drehender Pantothensiure erzielt®:s).

Oxypantothensiure und Homopantothenséiure.

Von H. Mitchell, E. Snell u. R. Williams®) wurde ferner
noch eine Oxypantothensaure synthetisiert mit folgender
Formuliervrg:

CH,0H
N ,
HOCH,—C—CHOH-—-CONH—CH,—CH,—COOH
i
éH,

Durch Kondensation von n-Propionaldehyd mit Form-
aldehyd wurde der Aldehyd CH,-C:(CH,OH),-CHO erhalten
und daraus das entsprechende Oxynitril darggstellt und ver-
seift. Das entstandene Lacton wurde dann mit -Alanin ge-
kuppelt. Die Oxypantothensiure wurde an verschiedenen
Mikroorganismen auf ihre biologische Wirksamkeit unter-
sucht. Der Korper besitzt ebenfalls eindeutig wachstums-
anregende Wirkung. Die Aktivitit wechselt jedoch stark mit
den verschiedenen Mikroorganismen (Hefen, Streptckokken,
Milchsaurebakterien) und den Versuchsbedingungen, wahrend
bei Kontrollversuchen an den gleichen Organismen synthetische
Pantothensaure iiberall die gleiche Wirksamkeit zeigte.

Kuhn u. Wieland isolierten bei der hydrolytischen Spal-
tung von Pantothensiure aufler dem o,y-Dioxy-B,p-dimethyi-

33) Ber. «dtsch. chem, Ges. 73, 1134 [1940].
38) J. Amer, chem. Soc. 68, 1791 [1940)].
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buttersaurelacton noch eine kristallisierte Verbindung C,H,,0,,
des vermutlich ein Homologes dieses Lactons darstellt. Die
durch Kondensation des Lactons C,H,,0, mit p-Alaninbenzyl-
ester gewonnene ,Homopantothensiure’ erwies sich im
Streptobakteriumtest als unwirksam. Von den gleichen For-
schern wurde auch das Leucinhomologe der Pantothensiure
synthetisiert. Dieses vermochte sogar in 500facher Dosis
im Streptobakteriumtest die Pantothensiure nicht zu er-
setzen!$),

Die von Reichstein u. Griifiner synthetisierten Produkte:
CH,—CHOH—CH,—CHOH—CONH—CH,—CH,—COOCH,
und
CH,0H—CH,—CH,—CHOH—-CONH—CH,—CH,—COOCH,

Analytisch-technische Untersuchungen

Pogany: FEinige Beobachtungen bei der Verdampfung wdBriger NaCN-Lésungen

zeigten an Ratten nur die schwache Wirksamkeit von g-Alanin,
wihrend sie an einem Essigbakterium, das auf p-Alanin nicht
anspricht, vollkommen unwirksam blieben$).

Subbarow u. Rane stellten aus 2,5-Dioxy-valeriansidure
und B-Alanin ein synthetisches Material her, das an
Streptokokken fast die gleiche Wirksamkeit zeigte wie
Pantothensiure4 37),

Es ist nun zu hoffen, dafl viele biologische Fragen, die
wegen der schwierigen Isolierung und Reindarstellung der
Pantothensaure aus natiirlichen Quellen bis heute noch un-
gelost sind, durch die Verwendung synthetischen Materials in
Kiirze geklart werden. Bingeg. 28. Oktober 1940.  [A. 101.]

37y Woolley u. Hutchings, J. Bacteriol. 39, 287 [1940].

Einige Beobachtungen bei der Verdampfung wéBriger NaCN-Ldsungen

Von Dy. E. v. PAPP und J. POGANY, Budapest

Aus dem Laboratorium der Hydroxygen A.-G.

a die wifirige Losung von Alkalicyaniden sich schon

bei Zimmertemperatur zersetzt, sind die Verluste beim
Eindampfen so grof, daf} sie bei der industriellen Darstellung
keinesfalls vernachlissigt werden koénnen.

Als Ursache kann nach den einschligigen Literatur-
angaben die Hydrolyse bezeichnet werden.

Da die Hydrolyse in verdiinnten Lésungen in stirkerem MafBe
auftritt als in konzentrierten, arbeitet z. B. Nossalewitschl) bei
Verdampfungsversuchen mit wenigstens 4,5 n-Lésungen; konzen-
triertere Losungen anzuWwenden, hat keinen Zweck, da bei héheren
Konzentrationen der Grad der hydrolytischen Spaltung kaum mehr
abnimmt. Finige Patentschriften?) beschreiben das schnelle Ein-
trocknen der Loésung auf Trockentrommeln von 140—300° um
das Salz in geléstem Zustand kiirzere Zeit auf hoher Temperatur
zu halten und so die Hydrolyse weitgehend zu vermeiden.

Die Hydrolyse ist eine umkelirbare Reaktion und kann
als solche durch einen UberschuBB von OH’-Ionen zuriick-
gedrangt werden. Es wurden daher zunichst Versuche miit
verschiedenen Zusitzen an Na,CO, angestellt (Nr. 1—5).
Die Ergebnisse zeigen aber, dafl die Zersetzung von NaCN
auf diese Weise nicht beeinfluflt werden kann.

Gehalt an NaCN
Nr. vor | nach Ve lust anZ;Is::CZOa Temperatur Dé":fr
dem Ilindampfen Verdampfung
g/l g/l % %o °C
1 192 169 12 — 98 44 30"
2 219 104 12,2 5 98 4h 30
3 219 104 12,2 10 98 4h 30
4 219 184 16,15 15 98 4h 30
5 219 184 16,15 20 98 4h 30
6 219 194 12,04 — 115 20
7 259 228 12,4 5 115 20
8 245 214 12,6 - 152 23"
9 245 214 12,6 5 132 2- 37
10 245 192 21,8 R 190
Athane]
1 245 225 8 1 115 20
Glycerin
12 287 270 6,1 1 118 15
13 287 277 3,9 1 115 20
14 287 270 6,1 -— 120 20"
15 274 268 2,2 120 200
16 274 270 1,5 1 125 2y
17 274 267 2,4 1 134 2
Zn-3taub
18 274 274 - 0,5 120 200
NaHS0,
19 274 272 0,5 0,5 115 1
20 274 274 — 0,5 120 15"

) Chem, Ztrbl. 1885 II, 1089.
%) Brit. Pat. 411 177, Amer. Pat. 2029 826, Amer, Pat, 2 (042 549.
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(Der Verdampfungsverlust der Losungen mit 15 und
209 Na,(O,; ist groBer, weil das Verdampfen iiber Nacht
unterbrochen wurde und das Salz sich so lingere Zeit in Losung
befand.)

Auch Verkiirzung der Verdampfungszeit hat keine
nennenswerte Wirkung (Nr. 6 u. 7 Verdampfen im Luft-
bad; Nr. 8 u. 9 Tropfenweises Verdampfen in einer heiflen
Quarzrohre bzw. Nr. 10 in einer heiflen Porzellanschale).
Setzt man dagegen etwas Alkohol zu der Loésung hinzu,
so laft sich der Zersetzungsgrad nicht unbetrichtlich ver-
mindern (Nr.11-—13). Man darf daher vermuten, dall auler
der Hydrolyse auch die Oxydation der Cyanide an der
Luft fur die}Verluste verantwortlich ist. Die Reaktion:
NaCN 4 O - NaOCN kann ja bei der Verdampfungs-
temperatur leicht eintreten und damit die Cyanidausbeute
beeintrachtigen.

Um Oxydation zu vermeiden, wurden deshalb d’e folgenden
Verdampfungsversuche in Stickstoffatmosphire aus-
gefithrt (Nr. 14--15) und aullerdem Glycerin zugesetzt, mit
dem bisher die giinstigsten Ergebnisse erreicht wurden (Nr. 16
u. 17).

Wie die Zahlen zeigen, koénnte man also nach dieser
Vorschrift schon groflere Mengen von NaCN-Losungen ein-
dampfen, ohne allzu grofle Verluste befiirchten zu miissen;
von Nachteil ist aber, da man unter volligemm Luft-
abschluf}, also in geschlossenen Gefilen und mit kon-
stantem Stickstoffstrorn arbeiten muf, was natiitlich die
Eindampfkosten erhoht.

Um nun das FEindampfen womoéglich ohne Luft-
abschlu durchfithren zu koénnen, wurde die Wirkung
einiger  kraftiger anorganischer Reduktions-
mittel auf den vorliegenden Fall untersucht. FEs er-
gab sich, daB sie, schon in Mengen von einigen zehntel
Prozent der Losung vor dem FEindampfen zugesetzt,
die Oxydation von NaCN groftenteils verhindern koénnen
(Nr. 18--20).

Diese Ergebnisse lassen darauf schliefen, daf} die beim
Eindampfen von NaCN-Lésungen auftrctcnden Ver-
luste hauptsidchlich von der Oxydation und nur
in geringem Malfle von der Hydrolyse herriihren;
auflerdem bietet die Anwendung kriftiger Reduktionsmittel
die Moglichkeit, technisch reine NaCN-Lésungen in einfachen
Verdampfapparaten ohne nennenswerte Verluste zu ver-
arbeiten. Eingeg. 8. Awgust 1940. [A. 102.)
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