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b) 6 g Il werden vorsichtig mit 30 ccm Thionylchlorid versetzt. Nach der anfinglich sehr
heftigen Reaktion erhitzt man noch 3 Stdn. unter RiickfluB. Nach dem Abdestillieren des
Thionylchlorids kristallisiert man den Riickstand aus wenig widBr. Methano! um und sub-
limiert anschliefend bei 100°/12 Torr. Ausb. 5.7 g (85 % d. Th.), Schmp. 165°.

FRIEDRICH WEYGAND*), HELMUT SIMON*®)
und KARL-DIETHER KEIL®

Isotopeneffekte beim Umkristallisieren tritiumhaltiger
Verbindungen

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Universitit Berlin

(Eingegangen am 15. April 1959)

Beim fraktionierten Umkristallisieren von Mannose-[1-T]-phenylhydrazon und
Glucose-[1-T) werden Isotopeneffekte beobachtet, die durch die in den Ldsungen
ablaufenden Isomerisierungen erklirt werden.

Bei der Reinigung von kristallinen isotopenmarkierten Verbindungen, die nach
irgendeinem Verfahren gewonnen wurden, kristallisiert man diese meist bis zur kon-
stanten spezifischen Radioaktivitit um. Im Verlaufe unserer Untersuchungen iiber die
Osazonbildung von Hexosen mit an C-1 tritiummarkierten Zuckern stellten wir 1so-
topeneffekte beim Umkristallisieren fest. Es wurde zunidchst beobachtet, daB die
molare Radioaktivitit von p-Mannose-[1-T}-phenylhydrazon beim Umkristallisieren
aus Wasser/Alkohol (4:6 Vol.-Tle.) abnimmt.

Anfinglich vermuteten wir, daB radioaktive Verunreinigungen beim Umkristalli-
sieren entfernt werden. Dies lieB sich jedoch mit Sicherheit ausschlieBen, da die Ab-
nahme der Radioaktivitit bei aufeinanderfolgenden Umkristallisationen nahezu gleich
war und die Abnahme auch erfolgte, als die Mannose-[1-T] ein zweites Mal iiber das
p-Nitranilin-mannosid gereinigt worden war.

Die Moglichkeit eines Austausches war unwahrscheinlich und wurde durch die
nachstehend aufgefiihrten Versuche ausgeschlossen. Bereits Y.J. TorPER und D.STET-
TEND hatten festgestellt, daB bei der Herstellung von Mannose-phenylhydrazon in
deuteriumhaltigem Wasser kein Deuteriumeinbau erfolgt. Wir konnten diesen Befund
mit tritiumhaltigem Wasser bestiitigen. Auch beim Umkristallisieren von nichtmarkier-
tem Mannose-phenylhydrazon in tritiumhaltigem Wasser/Alkohol (4:6 Vol.-Tle.) trat
keine Tritiumaktivitit in dem Hydrazon auf, nachdem das Tritium aus labilen Wasser-
stoffbindungen entfernt worden war. SchlieBlich war der Tritiumverlust beim Um-
kristallisieren von Mannose-[1-T}-phenylhydrazon unabhingig davon, ob die Ver-
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bindung drei Stunden oder nur wenige Minuten in der Hitze in dem Wasser/Alkohol-
Gemisch gehalten wurde.

Aus diesen Versuchen ergab sich, da3 der Tritiumverlust durch einen Isotopeneffekt
bedingt wird. Daher muBte das in Losung verbleibende Mannose-phenylhydrazon
eine hohere molare Tritiumaktivitdt besitzen als das auskristallisierte, was sich be-
stitigte (vgl. Tab. 1). Die Schmelzpunkte und die IR-Spektren der verschiedenen
Fraktionen waren hingegen gleich.

Tab. 1. Vergleich der prozentualen molaren Radioaktivitit von Mannose-[1-T}-phenyl-
hydrazon bei fraktionierter Umkristallisation

% der mol. % Gewichtsanteil
Radioaktivitit der Gesamtmenge
Ausgangssubstanz 100
1. Fraktion 96.9 81
2. Fraktion 120.8 10
Ausgangssubstanz *) 100
{. Fraktion 90.8 67
2. Fraktion 104.4 15
* Als A ial di die 0.81 Gew.-Tle. der 1. Umkristallisation.

Da auszuschlieBen ist, daf eine tritiummarkierte Verbindung vom Mol.-Gewicht 272
sich in ihrer Loslichkeit von den nichtmarkierten Molekeln vom Mol.-Gewicht 270
merklich unterscheidet, ist der Grund fiir die beobachteten Erscheinungen in Isomeri-
sierungen, die mit einem [sotopeneffekt verbunden sind, zu suchen, wobei Bindungen
an C-1 geldst und wieder gekniipft werden. Sowohl die Anomerisierung wie die Ande-
rung der RinggroBz kann hierbei eine Rolle spielen. Die Mutarotation von Mannose-
phenylhydrazon wurde von C.L.BuTLER und L.CReTCHER2) untersucht. Sie stellten
fest, daB die Drehung einer Losung (Pyridin/Athanol, 1:1 Vol.-Tle.) durch ein Minium
geht, und folgerten daraus, daB mehr als zwei Formen am Gleichgewicht beteiligt sind.

Falls die Annahme eines Isotopeneffektes bei I[somerisierungen zutrifft, sollte er
auch bei der fraktionierten Umkristallisation von Glucose-[1-T] zu beobachten sein.
Das Ergebnis cines solchen Versuches, bei dem die Glucose zunichst in Wasser unter
Zusatz eines Tropfens verdiinnten Ammoniaks gelost und nach dem Eindampfen aus
Methanol wieder kristallisiert erhalten wurde, ersieht man aus Tab. 2.

Tab. 2. Vergleich der prozentualen molaren Radioaktivitit von Glucose-[1-T] bei
fraktionierter Kristallisation

% der mol. % Gewichtsanteil
Radioaktivitit der Gesamtmenge
Ausgangssubstanz 100
1. Fraktion 104.6 {1
2. Fraktion nicht gemessen 35
3. Fraktion 103.2 15
4. Fraktion 101.0 6
S. Fraktion 98.2 6

2) J, Amer. chem. Soc. 53, 4358 (1931].
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Entsprechende Versuche mit Glucose-[1-14C]3 zeigten keinen mit Sicherheit auBler-
halb der MeBigenauigkeit liegenden Effekt. Allerdings scheint es nicht ausgeschlossen,
daB bei weitergehender Fraktionierung ebenfalls die spezifische Radioaktivitit nicht
mehr ganz konstant ist.

Die in Tab. 1 und 2 angegebenen Effekte lassen sich durch einen kinetischen Iso-
topeneffekt oder teilweise auch durch einen Isotopeneffekt im Gleichgewicht erkldren.
Der kinetische Isotopeneffekt kommt dadurch zustande, daB die Bindungen an C-1 bei
den markierten Molekeln mit einer anderen Geschwindigkeit gelst bzw. gekniipft
werden als bei den nichtmarkierten (sekundirer Isotopeneffekt).

Der Befund, wonach bei der Umkristallisation von Glucose-[1-T] zundchst Fraktio-
nen hoherer spezifischer Radioaktivitit anfallen, wihrend beim Mannose-[1-T]-phenyl-
hydrazon die ersten Fraktionen eine geringere spezifische Radioaktivitit aufweisen,
muB der allgemeinen Erfahrung, nach der man erwarten wiirde, daB die an C-1 tri-
tiummarkierten Molekeln langsamer reagieren, nicht widersprechen, da es sich um
verschiedenartige Isomerisierungsvorgdnge handeln kann.

Nach den vorliegenden Versuchen ist damit zu rechenen, daB beim Umkristallisie-
ren von tritiummarkierten Verbindungen immer dann ein I[sotopeneffekt auftreten
kann, wenn an demjenigan C-Atom, das mit einem Tritiumatom verkniipft ist, in
Losung eine Isomerisierung stattfindet und die Wiederisolierung der Verbindung nicht
zu 1009 erfolgt.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

D-Mannose-{ 1-T]: D-Mannonsiure-y-lacton wurde in tritiumhaltigem Wasser mit Na-
triumamalgam reduziert4). Die Reinigung und die Kontrolle dariiber, ob das gesamte Tritium
an C-1 gebunden war, erfolgte wie im Falle der p-Glucose-{1-T]%).

Fraktionierte Kristallisation von D-Mannose-{1-T]-phenylhydrazon

a) 200 mg D-Mannose-{ 1-T ]-phenylhydrazon wurden in 25 ccm siedendem 60-proz. Alkohol
6 Min. in Losung gehalten. Bei sofortiger Kristallisation ergaben sich als erste Fraktion
162 mg (81 %). Nach dem Einengen der Mutterlauge unter Stickstoff i. Vak. auf etwa 1 ccm
wurden als zweite Fraktion 20 mg (10 %) erhalten. Schmp. beider Fraktionen 193° (unkorr.).

b) 142 mg der unter a) erhaltenen ersten Fraktion wurden 12 Min. in 18 ccm siedendem
60-proz. Alkohol in L8sung gehalten. Die Kristallisation ergab 95 mg (67 %). Nach dem Ein-
engen unter Stickstoff i. Vak. auf etwa 2 ccm wurden als zweite Fraktion 21 mg (15 %) er-
halten. Schmp. 194° (unkorr.).

Fraktionierte Kristallisation von D-Glucose-[1-T]: 500 mg D-Glucose-{ 1-T] wurden in 2 ccm
Wasser gelést und nach Zusatz von 1 Tropfen verd. Ammoniaks sofort i. Vak. zum Sirup
eingeengt. Nach Aufnahme in 10 ccm absol. Methanol erfolgte die fraktionierte Kristallisation
durch langsames Einengen der Losung bei 35°, Die a-Glucosefraktionen (Tab. 2) zeigten den
konstanten Schmp. 145° (unkorr.).

Messung der Tritiumaktivitdt: Die Bestimmungen erfolgten in Proportionalzéhlrohrens’.
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