HEeLvETIcA CHIMICA AcTa — Vol. 52, Fasc. 6 (1969) — Nr. 150 1475
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Einige chemische Eigenschaften des Formicapterins

von M. Viscontini und M. Konishi

Organisch-Chemisches Institut der Universitat
Réamistrasse 76, CH-8001 Ziirich

(7. V1. 69)

Zusammenfassung. Formicapterin wurde aus Formica rufa und F. polyctena isoliert. Die Er-
gebnisse der physikalisch-chemischen Messungen und der Abbaureaktionen, die am verfiigbaren
Material ausgefithrt wurden, erlauben noch keine endgiiltige Aussage iiber die Struktur des For-
micapterins, das vermutlich cin polyhydroxyliertes Lumazin ist.

Vor sieben Jahren isolierten ScHMIDT & VISCONTINI [2] aus Formica-Arbeiterin-
nen einige ug eines neuen Stoffes, der in saurem und neutralem Milieu rosaviolett, in
alkalischem Milieu intensiv gelb fluoresziert.

Die Substanz erwies sich als relativ stabil, nur mit KMnO, wurde sie leicht in alka-
lischer Losung oxydiert. Da es sich nach den aufgenommenen UV.-Spektren um ein
Pterinderivat handeln musste, bezeichneten die Autoren die Substanz als Formica-
pterin.

Das Produkt gewann an Interesse, als gezeigt wurde, dass im Ameisenkdrper das
Formicapterin mit Riboflavin einen Komplex bildet, der isoliert werden konnte [3].
Dieser Komplex 1st unterhalb von pH 7 bestdndig, zersetzt sich jedoch oberhalb pH 7
sehr rasch in die beiden Komponenten.

Seither beschiftigt sich G.H.ScHMIDT mit der biologischen Bedeutung dieser
Substanz. Er hat schon wichtige Ergebnisse erhalten {4], und wir selbst fanden das
Formicapterin nicht nur in Formica-Arbeiterinnen, sondern auch in Lasius fuliginosus
LATR. Vielleicht ist es im Insektenreich sehr verbreitet.

Wegen der zunehmenden Bedeutung des Formicapterins entschlossen wir uns,
eine grossere Menge der Substanz zu isolieren, um ihre chemische Struktur aufkldren
zu versuchen. Von 2 kg Formica-rufa- und Formica-polyctena-Arbeiterinnen ausge-
hend und gestiitzt auf die Erfahrungen unserer fritheren Arbeiten, haben wir die Ex-
traktions- und Reinigungsmethoden verbessert (siehe Trennschema im exp. Teil). Auf
diese Weise erhielten wir ca. 2 mg Formicapterin, das leider mit 40-509, NH,CI ver-
unreinigt war. Immerhin konnten wir mit dieser kleinen Menge folgende Ergebnisse
erzielen:

1. Das Formicapterin 1st stark sauer, etwa wie eine Pterincarbonsdure oder ein
Xantho- bzw. Isoxantholumazin.

2. Formicapterin wird von KMnQ, rasch oxydiert. Aus den Abbauprodukten las-
sen sich weder Pterin- noch Lumazin-carbonsiduren isolieren. Unseres Wissens reagie-
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ren dhnlich: Xanthopterin-, Isoxanthopterin-, Xantholumazin-, Isoxantholumazin-
und N(B)-substituierte 7,8-Dihydropteridin-Derivate.

3. Formicapterin lasst sich weder katalytisch noch mit NaBH, reduzieren. Ebenso
bestindig gegeniiber Reduktionsmitteln sind Isocanthopterin- und Isoxantholum-
azin-Derivate.

4. Formicapterin besitzt eine Polyhydroxygruppe, die durch NaJO, abgebaut
wird. Der Abbau ldsst sichh papierchromatographisch verfolgen. Beim Abbau indert
sich das UV.-Spektrum nicht, so dass angenommen werden kann, dass sich die Poly-
hydroxygruppe in einer Seitenkette befindet. Leider konnten wir kein Oxydations-
produkt charakterisieren.

5. Weder Sonnen- noch UV.-Licht zersetzen das Formicapterin. Dann kann also
die Seitenkette weder in 6-Stellung eines Pteridin- bzw. Lumazin- noch am N(8)-
Atom eines Isoalloxazin-Geriistes haften. — Wir fanden ein dhnliches Verhalten beim
N(8)-Ribityl-6-methyl-isoxantholumazin (I).
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6. Das NMR.-Spektrum des it NH,CI verunreinigten Formicapterins (Fig.1)
ldsst sich schwer interpretieren. Als Vergleich geben wir das NMR.-Spektrum des
dhnlich verunreinigten Riboflavins (IT) an, in dem die zwei CH,-Reste und die beiden
aromatischen Protonen deutlich zu erkennen sind (Fig.2). Das Formicapterin besitzt
vielleicht einen oder zwei Methylreste, aber kein Vinyl- bzw. aromatisches Proton.
Die Signale zwischen 4 und 5 ppm kénnen vom (C)-H der polyhydroxylierten Kette
herriihren.

7. Das Massenspektrum (Fig. 3) ist noch schwieriger zu deuten. Als Vergleich geben
wir die entsprechenden Spektren von synthetischem Ribityl-methyl-isoxantholum-
azin I (Fig.4) und von synthetischem D-Neopterin (I1I) (Fig.5) wieder. In keinem
der beiden letzteren Spektren befindet sich der fiir Formicapterin so charakteristische
Pik bei155. Dieser Pik ist jedoch im Massenspektrum des aus Mycobacterium smegmatis
isolierten polyhydroxylierten Pterins 5] vorhanden.

Aus diesen Resultaten lassen sich fiir Formicapterin bestimmte Strukturen wohl
ausschliessen, aber keine sicheren vorschlagen. Vom Massenspektrum kann auch kein
Molekulargewicht eruiert werden, da Pteridine mit Polyhydroxyketten selten das
richtige Signal des Tons M+ zeigen. Die erhaltenen Ergebnisse erlauben héchstens, ein
N-substituiertes Lumazin als hypothetisches Geriist des Produktes in Betracht zu
ziehen. Von dre1 solchen méglichen Strukturen (IV, V und VI), wo R wahrscheinlich
eine polyhydroxylierte Kette wire, kénnen IV und V eliminiert werden, da IV licht-
empfindlich ist |6] und V ein ganz anderes UV.-Spektrum als das Formicapterin be-
sitzen muss. Vielleichit wire ein Geriist wie VI denkbar.
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Fig.1. NM R.-Spektrum des mit NH ,Cl vevunreinigten Foymicapterins
(Bedingungen siehe exp. Teil)
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Fig.2. NMR.-Spektrum von mit NH,Cl verunveinigiem Riboflavin
(gleichc Bedingungen wie fur Fig.1)
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Fig.3. Massenspektrum des Fovmicaplevins
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Ahnliche Produkte wurden schon synthetisiert [7], sie zeigen jedoch ganz andere
Eigenschaften als das Formicapterin. Wir setzen unsere Arbeiten zur Strukturaufkli-
rung des Formicapterins fort.
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Experimenteller Teil

1. Isolievung von Formicaplevin aus Formica-Arbeiterinnen. - a) Tievmalerial: Dic verwendeten
Ameisen stammen aus Nestern in der Umgebung von Wiirzburg. Es wurden insgesamt 2 kg Arbei-
terinnen der Arten Formica polyctena FOERSTER und F. rufa LINNE verarbeitet. Fiir jede Aufarbei-
tung wurden etwa 500 g Frischgewicht verbraucht.

b} Gewinnung des Extraktes: Um die fluoreszierenden Stoffe von den nicht léslichen Koérpertci-
len abzutrennen, wurden die Arbeiterinnen zunichst in cinem Homogenisator mit 50-proz. Atha-
nol zerkleinert, dann wurde das Homogenisat mit etwas Cellulosepulver zu einem Brei verdickt.
Die fluoreszierenden Stoffe wurden auf einer Papiersiule (9 x 8 cm) anfangs mit AthanoljWasser
(1:1), spater mit Athanol/Wasser/konz. NH, (10:10:1} eluiert. Nach vorsichtigem Entfernen des
Losungsmittels im Rotationsverdampfer (Vakuum) wurde der braune Riickstand in wenig Wasser
aufgenommen und diese Losung iiber einc Papiersidule (9x 5 cm) filtriert. Dic Sdule wurde an-
schliessend mit 1,5 1 Wasser gewaschen. Dicse Filtration-Elution dient zur Abtrennung der Fette.
Das Filtrat wurde wiederum im Vakuum ecingedampft. Der gewonnene Extrakt 1 enthilt das
Formicapterin, das aus dem Komplex Riboflavin-Formicapterin mit der oben crwidhnten NH,-
Behandlung freigesetzt wurde.

¢) Gewinnung des vohen Foymicapterins (siehe Trennschema): Der Extrakt 1 wurde in wenig
Wasser aufgenommen, und zu dieser Loésung gab man Cellulosepulver, bis ein Brei entstand. Der
Brei wurde im Rotationsverdampfer eingedampft und der Riickstand pulverisicrt. Das Pulver
wurde auf eine Papicrsidule gebracht und mit Isopropanol/1-proz. NH; (2:1) eluiert. Das Endeluat
der dunkelblau fluoreszierenden Fraktion 11 und das Anfangseluat der blau fluoreszierenden Frak-
tion 13 wurden vereinigt, eingeengt und auf gleiche Weise wieder chromatographiert. Die gelb
fluoresziercnden Fraktionen 12 der beiden Chromatographien wurden aufgefangen, im Vakuum
cingedampft, in wenig Wasser aufgenommen, wicderum it Cellulose verdickt, getrocknet und
pulverisiert. Erncutc Chromatographie auf Papiersdule (6 x 15 cm) und Elution mit 3-proz. NH,CL
Die gelb fluoreszicrende Fraktion 123 enthilt das Formicapterin. Sic wurde aufgefangen, teilweise
cingeengt, mit Cellulose vermischt, getrocknet und pulverisiert. Diese Fraktion enthilt sehr viel
NH,CL, und das Problem bestcht nun darin, das Formicapterin vom NH,Cl zu befrcien. Dazu wur-
de das Pulver 123 auf eincr Cellulosesdule (6 x 20 cm) mit Wasser chromatographiert, wobei die
cinzelnen Fraktionen auf Formicapterin diinnschichtchromatographisch kontrolliert wurden. Die
das Formicapterin enthaltenden Fraktionen wurden zum Eluat 1232 vereinigt, eingedampft und
nochmals mit Wasser auf Cellulosesdule chromatographiert. Das Eluat 12322, befreit vom grdssten
Teil NH,CI, wurde abgedampft. Der Riickstand wurde in wenig 0,01 HCOONH,- Lésung gelost
und auf ciner Sephadex G10-S4ule (1,5 x 20 cm) chromatographiert. Das Formicapterin zcigt nun
seine typische rosa-violette Fluoreszenz und kann leicht als Fraktion 123223 aufgefangen werden.
Eine Diinnschichtchromatographie zcigt jedoch, dass das Produkt noch nicht rein ist, sondern von
Salzen und fluorcszierenden Stoffcn begleitet ist.

d) Reinigung des Formicaptevins duvch priparative Dibnnschichtchromatographic. Die aus den
2 kg Arbeiterinnen stammenden, vereinigten rosa fluoreszierenden Fraktionen 123223 wurden im
Rotationsverdampfer cingedampit und das Formicapterin an Cellulose-Diinnschichtplatten {Cel-
lulosepulver MN 300 MacHEREY, NaGeL & Co., Platten 20 X 20 cm) nacheinander mit Isopropanol/
1-proz. NH,C1 (2:1), Butanol/-Eisessig/Wasser (4:1:1), zwcimal mit H,O und zuletzt mit Butanol/
Eisessig/Wasser (4:1:1) als Lésungsmittel getrennt. Die zum Schluss erhaltenen rosa fluoreszier-
renden Zonen wurden an einer kleinen Cellulosesaule (2 x 5 cm) mit Wasser eluiert, die Losung ein-
gedampft, der Riickstand in wenig 1-proz. NHj gelost, die Losung durch Glasfilter Nr.4 filtriert
und eingedampft. Fir eine letzte Reinigung wurde diese Fraktion 1232232 auf einer sehr sorgfiltig
gereinigten Papiersdaule (1 x 30 ¢cm) mit dest. Wasser chromatographiert. Nach Abdampfen des
Wassers crhielt man 2 mg Formicapterin, das noch 40-509% NH,Cl enthiclt. Um grossere Verluste
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an Substanz zu vermeidcn, wurde auf weitcre Reinigung verzichtet, Das so erhaltene Formica-
pterin ist frei von anderen fluorcszierenden Substanzen und zeigt das typische, schon publizierte
UV.-Spektrum [2].

2. Ergenschaflen des angeveichevten Fovmicaptevins. — a) Elekivophorese: Dic Papierelcktropho-
rese zeigt eindeutig den sauren Charakter des Formicapterins, dessen isoclektrischer Punkt dem
des 6-Methyl-isoxantholumazins und des Isoxantholumazins I gleicht (s. Tabelle).

b) Wirkung des Somnen- bzw. UV .-Lichies. Nach Bestrahlung einiger pg Formicapterin und

Isoxantholumazin I auf Filterpapier mit UV.-Licht (365 nm, 4 Std., Abstand dcr Lichtquelle
50 cm) wurde keine Zersctzung beobachtet.

Wisserige [.osungen beider Substanzen, die 8 Std. dem Sonnenlicht ausgesetzt waren, zeigten
ebenfalls keine Veranderung.

¢} Hydrievungen. Mikrohydrierungen mit H,/Pd oder NaBH, verlicfen bei beiden Substanzen
immer negativ.

d) KMnO-Oxydation. In einem Roéhrchen (@ 3 mm) versetzte man bei Zimmertemperatur
eine 50 pug Formicapterin enthaltende wissrige Losung mit einem Tropfen KMnO, in 0,1n NaOH.

Papievelektrophovese; u-Werte vevschiedener Plevidindevivate

u = sft-1/V - cm~1, wobei s/t den zuriickgelegten Weg in cm - s~ bedeutet

pH =29 pH =44 pH =9,2
V:cm™1:20 V-cm™1: 20 V.cm™1: 27
Formicapterin + 0,208 +0,26 +0,31
Pterin-6, 7-dicarbonsiure + 0,26 + 0,36 + 0,42
Lumazin 0
Lumazin-6-carbonsiurc + 0,36
6-Methyl-isoxantholumazin + 0,26
Isoxantholumazin I 40,25

Verwendete Losungsmittel: pH 2,9: 75,3 ml 0,1m Citronensdure + 24,7 ml 0,2m NaH,PO,; pH 4,4:
50 ml 0,1m Essigsaure+ 50 ml 0,1 CH;COONa; pH 9,2: 0,01M Borax

Die Losung verfirbte sich innerhalb weniger Min. braun. Das tiberschiissige KMnO, wurde mit
wenig Athanol reduziert. Das MnO, wurde abzentrifugiert, die iiberstehende Losung mit CH;COOH
necutralisiert und auf Diinnschichtpapierplatte analysiert. Es konnten weder fluoreszierende noch
UV.-absorbierende Substanz nachgewiesen werden.

e} Na /O4-Oxydation. In einem Réhrchen ( @ 3 mm) versetzte man eine 50 ug Formicapterin ent-
haltende wissrige L.ésung mit einem Tropfen einer gesittigten Losung von NaJO,, worauf die
Fluoreszenz der Losung von rosaviolett nach blau umschlug. Nach 30 Min. zeigte die Papierchro-
matographie der Mischung mit Isopropanol/1-proz. NH, (2:1) als Lésungsmittel ein Hauptprodukt
mit Rf = 0,75 neben Spuren anderer Produkte (Rf: 0,2, 0,45, 0,63), die alle blau bis blaugriin
fluoreszicren (keines dieser Abbauprodukte konnte identifiziert werden). Wahrend der Oxydation
anderte sich die .age der Maxima (260 und 350 nm) nicht (UV.-Spcktrophotometrie in einer
Quarzkiivette).

f) NMR.-Spektrum: In Trifluoressigsiurelésung (interner Standard: Tetramethylsilan) mit
einem VaRIAN-HA-100-Apparat mit Hilfe eines C 1024 time averaging computer gemessen, wobei
100 scans aufgenommen wurden. Im Spektrum crscheinen weder Banden von aromatischen noch
von Vinyl-Protonen; auch das sonst breite Signal der 2’-Amino-Protonen zwischen 8 und 9 ppm
fehlt. Anschcinend ist Formicapterin demnach kein Pterin, sondern ein Lumazin.

g) Massenspektrum: Mit dem HiITAcCHI-PERKIN-ELMER-RMU-6 D-Gerit (dirckte Injektion,
300°) aufgenommen,
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151. Katalytische Cyclisierung von Acetylen und substituiertem
Acetylen zu aromatischen Kohlenwasserstoffen
von G. Dandliker
CIBA AKTIENGESELLSCHATFT, Basel

(11. V1. 69)

Summary. T'he pentahalogenides of niobium and tantalum and some tungsten chlorides cat-
alize the cyclotrimerization of acetylenic hydrocarbons to form aromatic compounds. Acetylene is
converted into benzene at atmospheric pressure and temperatures between — 20 and 130°C. Under
similar conditions methylacetylene and but-1-yne respectively yield a mixture of the correspond-
ing 1,2,4- and 1, 3, 5-substituted benzencs while with but-2-yne hexamethyl benzene is obtained.
Cocyclization between acetylene and substitutcd acetylenes or diacetylene is possible; in this case
mono- and disubstituted benzenes or biphenyl, terphenyl, and polyphenyls arc formed.

Die Trimerisierung von Acetylen zu Benzol unter Normaldruck und niclitpyrolyti-
schen Bedingungen gelingt einerseits an einem Kontakt aus Aluminiumsilikat, der niit
Diboran aktiviert wurde [1]. Anderseits eignen sich dazu auch gewisse metallorgani-
sche Verbindungen vom Typus der sog. ZIEGLER-Katalysatoren [2]. Diese scheinen
allerdings auf Kosten der Benzolausbeute eher die Bildung von Hochpolymeren zu
fordern. Mit Mono- und vor allem mit disubstituiertem Acetylen sind die Verhilt-
nisse wesentlich glinstiger [3].

Mit den Halogeniden von Niob und Tantal haben wir eine Klasse von Katalysato-
ren gefunden, die sowohl Acetylen wie auch substituierte Acetylene in beachtlicher
Ausbeute zu Benzol und den entsprechend substituierten Benzolen cyclotrimerisieren,
ohne dabei gréssere Anteile an Hochpolymeren zu erzeugen. Auch Wolframhalogenide
zeigen gegeniiber acetylenisch ungeséttigten Kohlenwasserstoffen — wenn auch in be-
scheidenerem Umfange — cine dhnliche Aktivitit [4].

Ergebnisse. — Die Cyclisierungsreaktion von Acetylen an Niob- und Tantalpenta-
halogeniden unter Bildung von Benzol verlduft unter Normaldruck und bei Tempera-
turen oberhalb —20°. Die Reaktion erfolgt am besten durch Einleiten des Acetylens
in eine Aufschlimmung des Katalysators in einem inerten organischen Lésungsmittel,
setzt aber auch ein zwischen gasférmigem Acetylen und trockenem Pentahalogenid.

Auch einige Koordinationsverbindungen der Niob- und Tantalpentahalogenide,
z.B. sog. Doppelsalze mit Alkalihalogeniden, sowie Wolframhexachlorid und Woli-
ramoxytetrachlorid vermégen Acetylen zu Benzol umzuwandeln.



