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I )as braune Reaktionsgemisch verdunnte man mit etwa Clem doppelten Volum 
an Eisessig und versetzte vorsichtig mit Wasser. Das ausfallende, Zuni Teil 
ijlige Reaktionsprodukt nurde auf Ton abgeprefit, getrocknet und in mijglichst 
wenig heilJem Alkohol gelost. Nacli dem Erkalten schieden sich fast farblose, 
yerfilzte Nadelchen ab ; Schtnp. unscharf 201---204O. Nochmals aus Alkohol 
umkrystallisiert, Schmp. 206-208O; ails Acetonitril und noch 2-ma1 aus Alkohol 
umkrystallisiert, Schmp. 210-211O. Farblose Nadelchen, im Gegensatz zur 
Monoacetylverbindung leicht loslich in Chloroform ; ebenfalls leicht loslich 
in Acetonitril, schrver loslicli in Alkohol und Benzol. Die husbeute an 
reinem Produkt betrug 4 g. 

5.400 mg Sbst.: 14.635 mg CO,, 2.7SO mg H,O. - 5.008 tug Sbst.: 13.510 mg CO,, 
2.440 mg H,O. - 3.191 mg Sbst.: 0.233 ccm N (25O, 740 mm). - 2.955 mgS1)st. : 0.219 ccm 
S (24.5O, 745 mm). - 0.1235 g Sbst. in 23 g Nitro-henzol: A = 0.076O. 

C,,H,,O,N,. Ber. C 73.95, I-I 5.63, N 8.09, bZol.~Gen.. 510. 
Gef. ,, 73.97, 73.58, ,, 5.76, 5.45. ,, 8.24, 8.33. ,, 500. 

L'erseifung z u  Monoacety l - t r i indol  : 0.4980 g Te t r aace ty lve r -  
b indung  wurden mit 25 ccm alkohol. Kali (entspr. 31.55 ccm 0.2-n. HC1) 
1 Stde. atif den1 Wasserbade zum Sieden erhitzt. Das unverbrauchte Kali 
wurde mit 17.38 ccm 0.2-n. HC1 zurucktitriert ; hieraus ergeben sich 2.96 
Acetylgruppen. Die austitrierte Losung wurde mit vie1 Wasser lrersetzt und 
der ausfallende Niederschlag nach den1 Absitzen durch einen Porzellan- Filtrier- 
tiegel abfiltriert, mit Wasser gewaschen und im Vakuutn-Exsiccator getrock- 
net: 0.3770 g Monoacetyl-triindol vom Schmp. 202O, Theorie 0.3771 g. - Die 
Verseifung erfolgt auch bei 15--20° sehr schnell. Zwischenprodukte konnten 
nicht gefal3t werden. 

V e r h a l t e n  g e g r n  s a l p e t r i g e  S a u r e :  1 g T e t r a a c e t y l v e r b i n d u n g .  in 25 ccni 
Eisessig gelost, wurdvn bei Eis-Kiihlung mit einer konz. wai0rigen Losiing von 0.4 g 
Natriumnitrit versetzt und 45 Illin. stehen gelassen. Das beiru Verdiinnen mit Wasser 
in weiBen Flocken ausfallende Produkt zeigte nach I-maligem tTmkrystallisieren aus 
Alkohol einen Schmp. von 209O und gab mit dern reinen Ausgaiigsmatrrial keine De- 
pression. Bine Nitrosamin-Bildung hattc danach nicht stattxefunden. 

48. W. K i e I3 li  n g l) : Die Synthese der isomeren Glycerinsaure- 
phosphorsauren (,,Phosphoglycerinsaure"). 

[;2us d .  Institut fiir Physiologie am Kaiser-Wilhelm-Institut fur medizin. Forschung, 
Heidelberg.] 

(Eingegangen am 20. Dezember 1934.) 
Vor einiger Zeit ist von K.I ,ohmann und 0. Meyerhof2) ein neues 

Z w i s c h en p r o d u k t d e r K o h 1 e h y d r a t  - S p a 1 t u n  g , die (En ol -) B re  n z - 
t r a u  bensaure-p  hosp  ho rsaure,  beschrieben 
worden. Sie bildet sich aus linksdrehender naturlicher Phosphoglycerinsatire, 
die ihrerseits bei der Vergiirung des Zuckers in Gegenwart von NaF ent- 
steht. Da als Zwischenprodukt dabei die Dioxy - ace ton -phosphorsau re  
auftritts), wurde die Annahme geniacht, daW die naturliche Phosphoglycerin - 
saure 'die (-) -Gl~cerinsaure-3-phosphorsaure (I) ist, die sich irgendwie in 

CH,: C (0 .PO,H,) . COOH , 

I. COOH . CH (OH). CH,. 0 .PO,H, 11. COOH . CH (0 .PO,H,) . CH,. OH 

I )  Stipendiat der N o t g e m e i n s c h a f t  d e r  D e u t s c l i e n  W i s s e n s c h a f t .  
2, Biochem. Ztschr. 273, hO [1934]. 
8) 0. n leye rhof  u.  K .  L o l i m a n n ,  Eiochem. Ztschr. Oil, 89 [1934/: KirWling,  

H .  67, 869 [1934] 
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die Brenztraubensaure-phos1)horsaure uinwandelt, wohei als Zwischenprodukt 
die GI y cer  i nsaure-2-phos p ho  r s a u  r e (11) auftreten konnte. U m  diese 
Frage z u  kliiren, mufiten die G1~cerinsiiure-monr,phosphorsauren dargestellt 
werden. 

Eine Darstellung von mcpnr. Glycerinsaure-phosphorsatire ist Lereits 
von C. N e u b e r g 4 )  beschrieben; aus ihr geht jecloch nicht hervor, ob sich 
die H,PO, mit dem 2- oder 3-C-Atom der Glycerinsaure verestert hat. Die Bil- 
dung von I bzw. I1 war zti erwarten, wenn es gelang, die CH,(C)H)-Gruppe 
der a- bzw. ~-GI~cerin-~~lio~;pliorsaure zur COOH-Gruppe zti o s y d i e r e n .  
Dies war der Fall. Osydiert man die Ba-Salze  d e r  beit len G l y c e r i n -  
p h o s p h o r s a u r e n  in scli~vach lackmus-saurer Losung niit B r o m  unter 
gleichzeitigem Abstumpferi cles entstehenden HBr mit NaOH, so fallen die 
Ba-Salze der entstandenen Carbonsiiuren, da sie im Gegensatz zu ihrem Aus- 
gangsprodukt in Wasser uriliislicli sind, aus, und der OxydationsprozeW wird 
an dieser Stelle unterhrochen. Walirend aus der rJ-Glycerin-pliospliorsaurr 
fast nur I1 entsteht, bildet sich aus der a-Satire bis zu 30y/, noch ein anderes 
phosphor-haltiges Ahbauprodukt, .i\ahrsclieinlich G1 y k o 1s a u r e - p h o sp  h o r - 
si iure ,  das jedoch iiber die Ag-1-erbindung ahgetrennt Iverden kann. *ills -1s- 
Salze kijnnen beide Verbindungen krystallisiert erhalten wercleri. 

In  den chemischen Eigenschaften beider Sauren besteht weitgeht.de 
cbereinstinimung. Die sauren Ba-Snlze fallen meistens ainorpli ohrie Krystall- 
wasser aus, wahrend die optisch aktiven Romponenten sehr gut mit 3 H,O 
auskrystallisieren. Bei den Ag- Salzen ist krin Unterschied zii henierken. 
Reide Sauren sind schwer Iiydrolpsierbar. Die K-M7erte der Hydrolyse niit 
sz-HCI bei 125O (s. Abbild. 1 )  sind gleich und stirnmen mit deneti der natiirlichen 
Saure ~~ollstandig iiberein. A4us den Elektro-titrations-Kurveri ( 5 .  Xbbild. 2) 

A b b i l d .  1 : Saure-Hydrolyse mit wHC1 bei 125". Ordinate yo abgespaltetw Phosphorsaure: 
Obere Kurve: 

0 C 3 Glykolsaure-phosI)horsa1ir~ aus mcenr. Glycerinsaure-3~ph[)sphorsaiir~, . Glykolsa~~re-plios~,hordure aiis natiirlicher 3-Phosphoglycerinsaurt.. 

1;ntei-e Kurve .  
+ + natiirliche 3-Phospliugl~crrins;iurt., 

S A A (3lycerinsaure-3-phospliorsPure (syiithet.),  
Gl~cerinsnure-2-phosphorsaiire (syiithet.), 

4, N e u b e r g  11. \ . 'opt,  Eiochern. Ztschr. 211, 3 [19ZY]. 
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sieht nian zunachst, dal3 bei der Oxydation der u- uud P-Glycerin-phosphor- 
saure eine neue Saure-Valenz entstanden ist, und aderdem,  da13 die PI.;’- 
Werte niit denen der lekanntrn natiirlichen Saure5) iibereinstimmen bis auf 
den pK,’-Wert der 11, der uni 0.5 plI alkalischer ist (pK,’ = 6.48.) 

~~~ 

A bhild.  2 :  Elektro-titrations-Eiurven: 
+ + + nntiirliche Phosphoglycrrinsaure, 

I? 0 0 C~lycerinsaure-3-phosphors~11re (synthet.), 
C,lycerinsaure-~-phosphorsaure (syntliet.), 

*- 

- 

~- 

Pd- I 

.4bbild. 3 :  Elektro-titrations-Kurven : 
Glykolsaure-phosphorsaure aus Glycerinsaure-3-phosphorsaure (synthet.), 

0 c, C, Glykolsaure-phosphorsaure aus natiirlichtr Phosphoglycerinsdure, 
+ + + natiirliche Phosphoglycerinsaure. 

5 ,  \V ,  KielJling, Biochem. Ztschr. 253. 103 [1934] 
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Oxydiert man das Na-Salz von I mit KMnO, in schwach lackmus-saurer 
Liisung, so IaWt sich als Ba-Salz ein phosphor-haltiger, gut krystallisierender 
Korper isolieren, der nach seiner Entstehung und seinen Eigenschaften als 
G l y  ko lsaure-phosp  horsaure  anzuspreclien ist. Die Elektro-titrations- 
Rurve (s. Abbild. 3)  zeigt 3 Saure-Valenzen an; pK2' ist um 0.27 pH saurer 
und pK,' uin 0.42 PH alkalischer als das Ausgangsprodukt, dessen pK,' = 

3.42, pK,' = 5.98 ist. Mit n-HC1 bei 125O ist diese Substanz leichter hydrolysier- 
bar (=lbbild. 1) ; yon Hefe-PIIacerationssaft kann sie carboxylatisch nicht mehr 
aufgespalten werden. Von Phosphatase wird die H,PO, langsam abgespalten. 
\'on natiirlicher Phosphoglycerinsaure w i d  derselbe Kiirper erhalten, drr, 
wie es zu erwarten war, auch keine optische Aktiyitat mehr besitzt. I1 kann 
man unter diesen Bedingungen nicht zu einem phosphor-haltigen Abhau- 
produkt oxydieren. Die zu erwartende Tartronsaure-phosphorsiiure scheint 
in Gegenwart von KhlnO, nicht bestandig zu sein. Aus der Tatsache, daW 
die racem. Glycerinsaure-3-phosphorsaure und natiirliche Phosphoglycerin- 
saure dasselbe Osydationsprodukt liefern, war zu schlieQen, daI3 die his dahin 
bekannte natiirliche Saure zum gro13ten Teil aus der 3-Verbindung bestehen 
muCte. 

Die biologischen Eigenschaften sollen nur kurz angedeutet werden 6 ) .  

Reide Sauren (I und 11) werden von Hefe-hfacerationssaft carboxylatisch 7 
init gleicher Geschwindigkeit zu 50 7; aufgespalten, und zwar von der 3-Ver- 
bindung die (-)- und von der 2-Verbindung die (-+)-Koniponente. Der 
Restkorper aus I hat dementsprechend ein [a]: = +14.5O und der aus I1 
ein [a]:: = -23.5O. 1111 dialysierten Macerationssaft stellt sich von I und I1 
ein Gleichgewicht G1ycerinsaure-3-pliosphorsaure + Glycerinsaure-2-phosphor- 
same ein, das bei 2SO hei SO 9 ;  Glycerinsaure-3-phosphorsaure liegt. Da im 
dialysierten Macerationssaft auch mit den natiirlichen Sauren dasselbe Gleich- 
gewicht besteht, war anzunehnien, daB die bisher hekannte nat i i r l iche 
Phosphoglycer insaure  mehr oder weniger ein Gemisch von  ( + ) 2 -  
und (-)3-I 'hosphoglycerinsaure ist. In der Tat wurde neben der Haupt- 
menge (-) 3-Phosphoglycerinsaure ([.]Lo = -14.5O) die bisher unbekannte 
(+) 2-Phosphoglycerinsaure ([a]" = + 24.3O) isoliert. 

Besehreibnng der Versuche. 
Dars te l lung  de r  Glycerinsaure-2-phosphorsaure.  

20 g F-glycer in-phosphorsaures  Nas), das nach der Methode von 
Fleury  und Parisg)  mit Perjodsaure, nicht mehr als 1-2"; x-Saure 
enthalten soll, werden mit 25 g Ba-Ace ta t  in 150 ccm Wasser gelijst und 
niit 15 g Brom versetzt. Unter kraftigem Riihren la& man ziim Neutrali- 
sieren des entstehenden HBr inimer gerade soviel 3-n. NaOH zutropfen . 
daW die Fliissigkeit schwach lackrnus-sauer reagiert. Die Reaktion setzt 
sofort ein, im Verlauf von 20 Min. ist fast das gesarnte Brom verbraucht, 
und das Ra-Salz der Glycerinsaure-2-phosphorsaure amorph ausgefallen. 

E, vergl. Meyerhof  u.  K i e B l i n g ,  Biochem. Ztschr. (irn Druck). 
'1 N e u b e r g  u. K o b e l ,  Biochem. Ztschr. Z64, 456 [1933]; Meyerhof  u .  KieUl ing ,  

Der Firma E. DIerck danke ich fur die Uberlassung groBerer hlengen reinen 
Biochem. Ztschr. 267, 313 [1933]. 

@-gIycerin-phosphorsauren Natriums. 
9, Compt. rend. Acad. Sciences 196. 1416 [1933]. 
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Man lafit die Reaktionsfliissigkeit noch 1 Stde. auf Eis stehen. zentrifugiert 
dann den Niederschlag ab und wascht ihn mit Wasser 2-3-ma1 am. Nach 
Auflosen in verd. HCl und Fallen des Ba mit H,SO, wird in ammoniakalischer 
Liisung das anorganische Phosphat niit Magnesia-Mixtur gefallt. Zur weiteren 
Keinigung wird der Niederschlag wieder in verd. HC1 gelost und durch hb-  
stumpfen rnit NaOH und Zugabe von Alkohol in 3 Fraktionen zerlegt. Die 
1. Fraktion bei schwach kongo-saurer Losung mit 1 T1. Alkohol hat einen 
Reinheitsgrad yon 65-75 "0 (1-2 g) .  Die 2 .  Fraktion, die bei schwach 
lackmus-saurer Reaktion rnit 1.5 Tln. Alkohol ausfallt, ist die Hauptfraktion 
(4-6 g rnit einem Reinheitsgrad von lO0%), wahrend die 3. Fraktion rnit 
mehr Alkohol beitii Neutralpunkt nieder einen geringeren Reinheitsgrad 
aufweist. Verfolgen kann man den Reinheitsgrad an der carboxylatischen 
Aufspaltung durch Hefe-Macerationssaft. die pro 2 Mol Saure 1 Mol CO, 
betragen muB. 

Zur Analyse  wurde, da das Ba-Salz meist amorph ausfallt, das .\g- 
S a l  z dargestellt, das in feinen, kleinen Nadeln krystallisiert. Zu diesem Zweck 
wird das Ba-Salz in verd. HNO, gelost, das Ba rnit H,SO, gefallt, das Filtrat 
init 25-proz. AgNO,,-Losung im UberschuQ versetzt und mit Ammoniak 
neutralisiert. Das ahzentrifugierte Ag-Salz, das zunachst amorph ausgefallen 
ist, wird in heiBer verd. HNO, gelost, rnit l/ ,  Vo1.-TI. heil3en Alkohols ver- 
mischt und mit 10-proz. Ammoniak tropfenweise abgestumpft, his eine blei- 
bende Triibung entsteht. Cber Nacht bei O0 krystallisiert dann das Ag-Salz 
am. 

Die Analysenlo) stimmen auf das neutrale Ag-Salz ohne Krystallwasser. 
sied endem Toluol im Hochvakuum (0.002 mm Hg) erfolgt keine Gewichts-Abnahnie. 

5.367 mg Ag-Salz: 1.33 mg CO,. 0.435 mg H,O. - 5.540 mg Ag-Salz: 1.39 mg 
CO,. 0.420 mg H,O. - P,O, aurde ko l~ r ime t r i s ch~~)  bestimmt. 1.82 mg Sbst.: 0.262 mg 
P,O,. - 3.056 mg Shst.: 2.65 mg AgC1. 

1jbt.r 

C3H,O,P.4g,. Ber. C 7.11. . H 0.797, Ag 63.88, P,O, 14.01. 
Gef. ,, 6.70. 6.84, ,, 0.91, 0.83, ,, 65.26, ,, 14.40. 

4.51 mg saur. B a - S a l z :  0.99 nig P205. - Ber. P,O, 72.12y0, gef. 21.9500. 
C a r b o x y l a t i s r h e  S p a l t u n g :  Zugegeben (ausgedruckt in P,O,) 2.74 mg P,O,. 

aufgespalten 0.170 mg P,O,, CO, entwirkrlt 445 ccm, entspricht 1.41 mg P20,. Spal- 
tungsgrad = 51.5 y;, . 

D a r s t e 1 1 u n g d e r G 1 y c e r i n s a u r e - 3 - p h o s p h o r s a u r e. 
Die Darstellung schliel3t sich eng an die der Glycerinsaure-2-phosplior- 

saure an ;  jedoch entstehen bei der O x v d a t i o n  d e r  a - G l y c e r i n - p h o s p h o r -  
siiiire bis zu 30 O , )  andere, schwer hydrolysierbare, phosphor-haltige \-er- 
bindungen, die als Ba-Salze durch fraktionierte Fallung schlecht abgetretint 
werden konnen. CJber die Ag-Verbindungen gelingt dies. 

30 g B a - a - G l y c e r i n - p h o s p h a t ,  das aus detn Ca-Salz von Merck 
gewonnen wird, und das nach der Methode von F l e u r  y und P a r i s  mindestens 
98% a-Saure enthalten soll, werden in 300 ccm Wasser gelost, mit 15 g 
B rom vermischt und wie bei der Darstellung der 2-Verbindung weiter be- 
handelt. Da wegen Nebenreaktionen bedeutend mehr Brom als bei der 

10) Ausgefiihrt x on Dr. R o t h  im Kaiser-\Vilhelm-Institut fur medizin. Forschung, 

11) 1 ,ohmann u. J e n d r a s s i k ,  Biochern. Ztsclir 158. 419 [I9261 
Institut fur Chemie, Heidelberg. 
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2-Saiurc verbraucht wird, kann man nochmals 10 g Brom zugeben. Das 
abgeschiedene Ba-Sal~ der oxydierten S u r e  w i d  in verd. HNO, gelost, 
riach Fallen des Ba niit H,SO,, das anorgankche Pbosphat in ammoniakali- 
x h e r  L,iisung mit Magnesia-Rlixtur entfernt, das Filtrat wieder kongo-sauer 
gemacht, mit 25-proz. AgK@,-L6sung im Uberschid versetzt und 1 “1. 
Alkohol und 1.5 Tle. Aceton zugegehen; die Losung sol1 dann schwach kongo- 
s u e r  reagieren. Der ausgefallene Niederschlag wird verworfen. Darauf wird 
l!ei sch\vach lacknius-saurer Reaktion nochmals AgNO, zugegeben, bis keine 
Fallung nielir entsteht, und das ausgefallene =Ig-Salz abgetrennt. In  der 
Mutterlriuge bleiben die phosphor-haltigen Verunreinigungen groWtenteils 
zuriick. Wenn die carbosylatische Aufspaltung niit Hefe-Macerationssaft 
linter 50 94 lie& muW die Silber-Faillung wiederholt werden. Gewonnen wurden 
auf diese Weise 14 g mit einem Reinheltsgrad von 94q;,. 

Zur X n a l y s e  wurde das Ag-Sa lz  \vie hei der 2-Saure dargestellt. I m  
Eisschrank fallen iiber Nacht kleine, polgedrisclie Krystalle am, deren Ana- 
lyse auf das neutrale Ag-Sala ohne H,O stimmt. 

6 464 mg Iq-Salz :  1.60 ing CO,, 0.45 in2 H20. - 5.907 mg Xq-Salz: 1.53 tug 
CO,, 0.5 + mg H,O. - P,O, wurde kolorimetrisch bestirnmt. 1.66 mg Sbst. : (1 228 mg 
P?OS. - 4.301 mg Sbst.: 3.61 mg AgC1. 

~~ ~~~ . _ _ ~ _ _ _ _  ~~ 

C,H,O,l’Ag,. I k r .  C 7.11, H 0.797, A g  63.88, P,O, 1-C.Yl. 
( k f .  ,, 6.75, 7.00. ,, 0.7X. 1.02, ,, G3.17. ,, 13.74. 

C,H,O,PBa. Eer. 22.12‘:/,, Ref. 22.22;;. 
5.40 mg saur. R a - S a l z :  1.20 mg P205. 

C a r h o x y l z i t i s c h r  A u f s p a l t u n g -  Zugegeben (ausgedriickt in P3O,): 1.21 mg. 
aufgespalten: 0.71 rng CO, eiitwickelt: 194 ccm entspricht: 0.614 mg P,O,, Spaltungs- 
grad 50.7 yo. 

0 s  y d a t i on d e r  G1 y ce  r in  sa u r e- 3 -11 1i o s p  h o r s a 11 r e  zu r G1 y k ol - 
s a u  r e  - p h o s p  11 or  s a11 re. 

0.4 g racem. Crlycer insaure-3-phosphorsaure  werden in verd. HCI 
gelost, nach Eritfernung des Ba mit H2SOJ init 75 ccni ?z/,,,-KMn@, und einer 
Spur MnSO, vermischt und in schwach satirer 1,Osung auf 60° erwarmt, bis 
nach etwa 20 hlin. alles KMnO, verbraucht ist. Die Losung wird dann neutra- 
lisiert, das ausgefallene l‘In0, abzentrifugiert und das anorganische Pliosphat 
rnit Magnesia-Mixtur in amnioniakalischer Losung abgetrennt. Darauf wird 
die Losung stark kongo-sauer gemacht, Ba-Acetat im iiberschuB zugegeben, 
das ausgefallene BaSO, abgetrennt und dann in schm-ach kongo-saurer Liisung 
das same Ba-Salz  niit Alkohol gefallt. Umkrystallisiert wird das Salz aus 
verd. HC1 bei schwach kongo-saurer Reaktion durch Zugabe von 1/5-1/, Vol. 
Alkohol. Es fallt in stark doppelbrechenden Blattchen aus, die sich leicht 
zu kugtlformigen Geldden zusamn~enlagrm. Die Substanz hat 1 No1 H,O, 
das aucli beini Trocknen iiber siedendeni Toltiol im Hoclivakuum nicht ab- 
gegehen wird. 

S.1,<5 mg Slist. : 2.35 mg CCJ,, 0.97 mg H,O. - 5.223 mg Sbst. : 1.54 ing CO,. 0.59 mg 
H,O. - 4.27 mg Sbst. :  3 14 mg BaSO,. - P20,  w i r d e  kolorimetrisch besthint .  5.20 mg 
Shst.: 1.192 mg P,O,. 

C,H,O,PBa+ l H , O  (309.3S). Her .  C 7.75, H 3 (13, Ba 44.28, P,O, 22.95. 
Gef. ,, 7.93, 8.06. ,, 3 .33 ,  1.27, ,, 43.28, ,, 22.92. 

Hrn. Prof. Meyerhof  danke icli fiir die L4nregung zti dieser Arbeit und 
fur die 1:nterstiitzung hei ihrer =\usfiihrung. 




