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Gewinnung v o n  P h o s p h o r s a u r e  aus P h o s p h a t  
12 Gewichtsteile tertiares C a l c i u m p h o s p h a t  werden mit der gleichen Menge (nicht 

ganz die aquiv. Menge) konz. Schwefelsiiure in der Kugelrniihle xunachat eine Stunde 
fiir sich, dann nach Zusatz yon 50 Volumtailen absol. Ather verrnahlen und die Ather- 
Losung von den unloslichen Salzen - Calciumsulfat und etwas nicht bzw. unvollsttindig 
umgesetztes Phoephat - abfiltriert. NachVerdampfen des Athers konnten iiber 70% der 
Theorie an reiner, schwefelsaurefreier P h o s p h o r s a u r e  gewonnen werden. Die Ausbeute 
wird vollstandiger, wenn nach dern Mahlen kurz aufgekocht wird uiid wenn die ather- 
unloslichen Rijckstiinde griindlich mit dther ausgewaschen werden. 

83. Friedrich Weygand, Hans-Joachim Mann und Helmut Simon: 
Synthese von Pteroyl-Z-glutaminsiiure-[ 2-14CI 

[Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg] 
(Eingegangen am 6. Marz 1952) 

Ausgehend von BaWO, wurde iiber 2.4.5-Triamino-6-oxy-pyri- 
midin-[2-14C] durch Kondensation mit 1.1.3-Tribrom-aceton und 
p-Arninobenzoyl-Z-glutaminsaure nach papierchrornatographischer 
Reinigung Pteroyl-l-glutarninsaure in krist. Form erhalten. 

Kiirzlich beschrieben wir die Synthese von Pteroyl - 1 - glu ta minssiure - 
11 1 -14C] l). Im Hinbliclc auf gewisse biochemische Fragestellungen benotigten 
wir nunmehr Pteroyl-Z-gl~taminsaure-[2-~4C] (I). Wir gewannen sie h r c h  
Kondensation von p-Amino-benzoyl- 1-glutaminsaure mit 1.1.3-Tribrom-ace- 
ton2) und 2.4.5-Triamin0-6-oxy-pyrimidin-[2-~~C]. Nach AbschluB der vor- 
liegenden Untersuchung erhielten wir davon Kenntnis, daB in USA sowohl 
2.4.5-Triarnino-6-0xy-pyrimidin-[2-~~C] 3, als auch F0lin&ure-[2-~~C] 4, herge- 
stellt worden sind ; allerdings wurden bisher Einzelheiten nicht mitgeteilt. 

N N  
I \ / \  

HC C 14C-NH, 
CH.NH.CO.C,H,.(~)N.CH,-~ c k 

IQH212 N ?  
I H \ / \ /  

bO,H I OH 

Bei Ansatzen, die 10 bis 100 mg Folinsa.ure liefern sollen, ist die Gewinnung 
der Folinssiure in krist. Zustand auBerst schwierig. Die gleichen Beobachtun- 
gen machten offenbar auch die amerikanischen Autoren4). Wir arbeiteten 
daher eine papierchromatographische Reinigungsmethode aus. Bewahrt hat 

l) F. W e y g a n d  n. G. Schafer ,  B.85,307 [1952]. 
2, H. H u l t q u i s t  u. P. I?. D r e i s b a c h ,  U.S.Pat. 2443165 [1948]; F. W e y g a n d  u. 

3, H. E. S k i p p e r  u. L. L. B e n n e t t ,  Referat in Nucleonics 7, Nr. 4, S. 50 [1950]. 
4, C. T. F o n g ,  C. M. J u d s o n ,  N. H. Marsh  u. D. J. Salley,  Referat in Nucleonics 

7, Nr. 4, S. 49 [1950]: Synthese mit 1.1.3-Tribrom-aceton. Die Reinigung erfolgte uber 
Zn- und Mg-Salze. Ausb. 1 %, bez. auf Guanidin-hydrochlorid; Reinheitsgrad >SO %. 
H. E. S k i p p e r  e t  al., Referat in Nucleonics 7, Nr. 4, S .  49 [1950]: Synthese mit 2.2.3- 
Tribrom-propionaldehyd ; ,,Difficulty in achieving satisfactory purification conditions has 
been experienced" 

--____ 

V. Schmied-Kowarz ik ,  B. 82,333 [1949]. 
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sich hierbei ein Entwicklungsgemisch &US Alkohol-Wasser und 2 n NB, 
(25 : 20 : 5 Voll.). Damit 1aBt sich die Polinsaure (RP 0.65-0.75) leicht von den 
Nebenprodukten der Synthese abtrennen. Als wertvoll erwies sich ferner die 
Verwendung von 5-8 mm starken Kartons aus Linters6). Die Gewinnung von 
k is t .  Folinsaure bei 1-2 mMol Ansatzen bietet somit keine Schwierigkeiten 
mehr. Bisher haben wir die Synthese nur mit e inq Radioaktivitat von 0.025 
mC/mMol durchgefuhrt, derverwendung von 1-3 mC/mMol steht aber nichts 
mehr im Wege. 

Die Darstellung des 2.4.5 -Triamino-6-oxy-pyrimidins- [2  J4C] erfolgte ent - 
sprechend der Reaktionsfolge : 

N-G-NH, 

S=&-OH 
BaWO, -+ BaN14CN -+ (H&)314C:NH.HN0, -+ HaN-14h bH ----t 

I 

N-C-NH, 
/I I1 

N-'2-NH, 
I' I1 
1 1 1  

N=&OH N=C-OH 
R2N-14C C-NO -+ R2N-14C C-NH, 

Beschrcibung der Vorsuohe 

2.4.5 - T r i a m i n o - 6 -ox  y - p yr  i mi d in  - [ 2 - 14C] : Nach den Angaben in Is0 t o p  i c 
Carbon6)  wurde, ausgehend von 1.0 mMo1 Ba1%03 (Aktivitat 0.83 mC/mMol) iiber 
BaNWN G~anidin-nitrat-1~C hergestellt. Auf die merfiikrung in Guanidin-hydrochlorid 
uber das Pikrat, wie sie dort beschrieben ist, wurde jedoch verzichtet, da sich heraus- 
stellte, dal3 hierbei betriichtliche Verluste auftreten. Es wurde daher das im Gemisch 
mit Bariumnitrat und Ammoniumnitrat vorliegende Guanidin-nitrat direkt zur Konden- 
sation mit Cyanessigester verwendet. Dadurch muSte mehr Natriumathylat verwendet 
werden, als nach W. Traube ' )  notwendig ist. Ferner haben wir auf die Isolierung von 
Cyanacetyl-guanidin verzichtet. 

Es wurde also zuniichst nach I s o t o p i c  Carbone) bis einschliefilich der Schmelze 
von BaNCN rnit NH,NO, verfahren. Sodann wurde mit 7 ccm absol. Alkohol 15 Min. 
unter RiickfluS gekocht, was nach Zugabe von 3 ccm Natriumiithylat-Usung (aus 1 g 
Natrium in 20 ccm absol. Alkohol) 20 Min. fortgesetzt wurde. Dabei entwich das aus 
dem NH,NO, in Freiheit gesetzte Ammoniak. Nach Filtration (der Riickstrtnd enthielt 
nur 0.05 % der eingesetzten Radioaktivitgt) gab man zum Filtrat 0.18 ccm Cyanessig- 
ester und erhitzte 2 Stdn. unter RiickfluB. Nach Stehen iiber Nacht wurde der AlkohoI 
verdampft und der Riickstand in 3 ccrn wasser aufgenommen, mit 0.3 ccm konz. Salz- 
siiure auf p~ 2-3 gebracht, einige Min. auf 800 erhitzt, nach dem Abkiihlen auf 25O mit 
0.35 ccm einer frisch bereiteten Natriurnnitrit-L6sung (aus 300 mg NaNO, + 1 ccm Was- 
ser) tropfenweise unter Schutteln versetzt und sodann 20Min. auf 800 erwiirmt. Das 
ausgefallene rosarote 2 . 4  -D i a m i n o - 5 - n i t  r oso - 6 -ox y -p yr  i m i d i n - [ 2 J 4 C ]  wurde ab- 
gesaugt, zur Reduktion in 2.5 ccm Wasser suspendiert und bei 60-80° unter lebhaftem 
Schutteln mit 330 mg Natriumdithionits) in 3 ccm Wasser tropfenweise versetzt. Nach 
Zugabe von weiteren 330 rng Natriumdithionit in 2 ccm Wasser waren nur noch Spuren 

6) Solche Kartons wurden auf unsere Veranlassung von der Fa. C. Schle icher  8t 
Schiill,  Daasel, hergestellt. Sie haben sich auch bei der praparativen Trennung von 
Zuckern und Aminosguren bewahrt. 

6 )  Isotopic Carbon, M. Calvin ,  C. Heide lberger ,  J. C. R e i d ,  B. M. T o l b e r t  u. 
P. E. Y a n k w i c h  (J. VC'iley & Sons, New York 1949), u. zwar S. 158-159. 

7, B. 33, 1371 [1900]. 
8 )  C. K. K a i n ,  M. I. Male t te  u. E. C. Taylor jr., Journ. Amer chern. SOC. 68, 

- 

1996 [1946]. 



der Nitrosovnrbindung vorhanden, die nach Zugabe von etwns festem Natriumdithionit 
verschwanden. Nach Zusatz von 0.05 ccm konz. Schwcfelsiiure fie1 das 2 .4 .5-Triamino-  
6 -oxy - pyri mid i n  - [ 2 J"C] -sulfa  t - d i h y d r a  t in kiist. Form aus. Nach Stehen iiber 
Nacht iin Eisschrank wurdc es abgqaugt; Auab. 55 % d.Th., ber. auf Ba14C0,. 

Pteroyl-E-glutaminsiiure- [ 2-14C]: In einem 100cem Erlenmeyer-Kolben mit wei- 
tern Hals wurdcn 485 mg inakt. 2.4.5 -Tr i a m i n o  - 6- oxy -p y r i  mi d i n - su l fa  t - d i h  y - 
d r a t ,  15 mg der gleichcn 2-14C-Verbindung und 520 mg p-Aminobenzoyl-Z-glut-  
a m i n s h u r e  (olles zunachst fein zerrieben) mit 20 ccmWasser auf dem Wasserbad erwarrnt; 
dann lie8 man auf 20° abkiihleii. Unter Riihren wurden nun innerhalb 15 Min. 1.8g 
1 .1 .3-Tr ibrom-ace ton ,  geliist in 10 corn 95-proz. Xkohol, eingetropft. Den m-Wer t  
der Rcaktionsmischung hielt man durch laufende Zugabe von 2nNaOH zwischeri 3 und 4 
(Kontrolle mit Merck-Univemlindicatorpapier). Nach beendeter Zugabe wurde noch 
16 Min. nachgeriihrt, auf 00 abgekuhlt und nach einigen Stdn. zentrifugiert. 

Der Niederschlag wurde im Zentrifugenglas nacheinander mit 50 ccrn Wasser und 
50 ocm Alkohol gewaschen und d a m  init einem Gemisch aus Alkohol-Wasser-ZnNH, 
(25 : 20 : 5 Toll.) verriihrt. Durch Eintragen von W h a t  man -Papierpulver wurde ein steifer 
Brei hergestellt. Dieser wurde auf eine Porzellannutschc (a 9.5 cm), die zuvor mit einer 
15 min dicken festgestampften Schicht von IYhat  man-Papierpulver beschickt worden 
war, gleichmaiig aufgedriickt. Xun wurde mit 2mal 100 ccrn cies gleichen Gernisches 
eluiert. Das Eluat wurde i. Vak. bis auf 60 ccm eingeengt. Nach Zugabe von Eiscssig 
wurde dcr ausgefallcne Niederschlag abzentrifugiert, wiederurn in 60 ccm des Allcohol- 
Wwer-Ammoniak-Gemisches geliist und mit W h a t  man -Pulver zu einem Brei verrtihrt. 
Dieser wurde nun auf eine 89;ule (13.5 x 3.5 cm) des gleichcn Pulvers aufgeprent. IJnter 
schwachcm Saugcn lieS man 3mal je 50 ccm Alkohol-Wasser-Ammoniak-Gemisch durch 
die Saule laufen. Das Eluat wurde i.Vak. a d  50 ccm eingedsmpft, mit Essigsaure auf 
~ ~ 3 . 5  gebrecht und die ausgefallene F o l i n s i u r e  mit der Zentrifuge gesammelt. 

Nun loste man sie in 2 ccm des Alkohol-Wasser-Ammoniak-Gemisches auf und brachte 
dicses auf den glattgeschnittenen Rand einer 9 cm breiten Fdterplatte aus Linters (Sch le i- 
c h c r  & Schiills)) r o n  0.6 cm Diclce gleichmnBig niit der Pipette auf. AnschlieDend wur- 
den noch etwa 6 w m  Gemisch mit einer Pipette vorsichtig aufgetragen, wobei schon clas 
Abwandern einer gelben Zone zu beohavhten war. Die Platte wurde dann in eine Schale 
eingestellt, die das gleiche Gemisch cnthielt und die sicb in einem geschlossenen Geftafl 
befand. Nachdem das Lihungsmittel 15 ern weit gewandert war, wurde aus dcr Hatttt 
die Zone herausgebrochen, die vor der UV-hmpe Fluorescenzloschung zeigte und im 
Tageslicht gelb aussah. S a c h  Verriihren mi t  100 ccm 2nNH, wurde der Papierbrei auf 
einer Nutsche abgesaugt; nachgewaschen wurde mit 50 ccm Wasscr. Nach dem Kin- 
engen des 1:iltrates auf e t m  100 ccm wurde mit Eisessig angesiiuert, zum Sieden erhiczt 
und filtriert. Das Filtrat"1ieB man in einem groBen Wasserbad (2 1) langsam erkalten, 
nachdem mit einer Spur krist. Folinsiiure angeimpft worden war. Die 2-14C-Folinsaure 
schied aich iiber Nacht in Form feiner Nadeln itb; Ausb. 30 mg (3.3 yi, her. auf Tri- 
amino-oxy-pyrimidinsulfat). Mikrobiologisch bestimmter Reinheitsgrad 100 "/o. 


