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358. Theodor Wieland und Rudol? Lambert?: Synthese und Eigen-
schaften des Barium-S-n-butylthiophosphats

[Aus dem Inmstitut fiir organische Chemie der Universitit Frankfurt a. M.]
(Eingegangen am 30. Juli 1956)

Das Ba-Salz 7-C,H,SPO,Ba kann durch Einwirkung von POCI,
auf n-Butylmercaptan dargestellt und durch Alkoholfallung aus
Wasser kristallin abgeschieden werden. Die Verbindung erweist sich,
wie andere energiereiche Phosphate, als alkali-stabil, aber labil gegen
Saure. In saurer Losung vermag sie ihren Phosphorsaurerest nicht
nur auf Wasser zu iibertragen (Hydrolyse), sondern auch auf ver-
schiedene Alkohole. Diese Phosphorylierung verlauft auch im
neutralen Gebiet, aber nur wenn gleichzeitig Jod als Oxydations-
mittel zugesetzt wird.

S-Phosphorylverbindungen, Anhydride aus Phosphorsiure und Mercapta-
nen, R—S—PO,H,, sind bisher noch nicht in definierter Form erhalten worden.
Zwar finden sich in der neuen Literatur zwei Angaben iiber diese Korperklasse,
doch konnten die dort beschriebenen Verbindungen obigen Typs, S-Phosphoryl-
cystein?) und S-Phosphoryl-propylmercaptan?), nicht als kristallisierte Deri-
vate isoliert und deshalb in ihrer Reaktionsfihigkeit auch nicht genau studiert
werden. Es ist uns gelungen, die S-Phosphorylverbindung des n-Butylmer-
captans in Form eines krist. Ba-Salzes zu erhalten.

Analytisches

Alle Versuche zur Darstellung und iiber die Reaktionsfihigkeit des Thio-
phosphats wurden mit der Hochspannungselektrophorese4) auf Papier in be-
quemer Weise verfolgt und ausgewertet. Ebenso wurde von der Papierchro-
matographie ausgiebig Gebrauch gemacht. Zum Nachweis aller Phosphat-
verbindungen verwendeten wir hierbei die bekannte Molybdénblau-Reaktion5).
In Abbild. 1 ist eine schematische Zusammenstellung des pherographischen
Verhaltens verschiedener Phosphorderivate gegeben, die alle bei pgy 1.9, aber
mit recht verschiedener Geschwindigkeit zur Anode wandern. Im linken Ab-
schnitt erkennt man, daB Orthophosphorsidure und Thiophosphorsiure hier
gleichen Ladungszustand aufweisen, die polyvalenten Pyro- und Trimetaphos-
phorsiuren dementsprechend weiter wandern und Phosphorige Siure fast
doppelt so weit wie Phosphorsidure wandert. Bei den in der Mitte abgebilde-
ten Estern sind ebenfalls grole Differenzen zu beobachten, die von den deut-
lichen Unterschieden in den Dissoziationskonstanten herrithren. So betragen
die py,-Werte®) von

Monomethylphosphat  1.54 Monoéthylphosphat 1.60
Mono-n-butyl-phosphat 1.89  Didthylphosphat 1.39

1} Teil der Dissertat. R. Lambert, Universitit Frankfurt a. M. 1956.
2} F. Binkley, J. biol. Chemistry 198, 263 [1952].

3) E. O. F. Walsh, Nature [London] 169, 546 [1952].

%) Th. Wieland, u. G. Pfleiderer, Angew. Chem. 67, 257 [1955].

5) C. S. Hanes u. F. A, Isherwood, Nature [London] 164, 1107 [1949].
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Abbild. 1. Hochspannungspherogramm verschiedener Phosphorverbindungen bei py 1.9;

50 V em1, 90 Min.; 1. H;PO,; 2. H,PO,8; 3. HP,0,; 4. H;(PO;);; 5. HPO,; 6. Methyl-

phosphat; 7. Athylphosphat; 8. Diathylphosphat; 9. n-Butylphosphat; 10. sek.-Butyl-

phosphat; 11. terf.-Butylphosphat; 12. Octylphosphat; 13. Phenylphosphat; 14. S-n-
Butylthiophosphat; 15. Acetylphosphat

Man erkennt, da die Wanderung dieser Ester genau im hieraus erwarteten
Sinn erfolgt und kann tiberdies von dem neu hergestellten tert.-Butylphosphat
(vergl. weiter unten) eine erheblich schwiichere Sdurenatur ablesen.

Synthese

Da die Einfiihrung des Phosphorylrests mit POCl; am einfachsten ist, kon-
zentrierten wir von Anfang an unsere Bemiithungen auf die Ausarbeitung der
fiir diese Umsetzung giinstigsten Bedingungen. So wurde das Silber- sowie das
Tridthylamin-Salz des Mercaptans in Ather mit 1 Mol. POCl, zur Reaktion
gebracht. In den Pherogrammen dieser Ansiitze zeigte sich nach Verseifung
der P—Cl-Bindungen in geringen Mengen die erwartete Substanz neben viel
anorganischem Phosphat und erheblichen Mengen von Phosphoriger Saure.
DaB hierbei ein Teil des POCl; oxydierend gewirkt hat, sahen wir auch an
der Bildung von Di-n-butyl-disulfid, das aus solchen Ansitzen abdestilliert
werden konnte. Ahnliches beobachtete man nach Reaktion des Mercaptans
in wiBrigem LiOH mit POCl,, auch unter strengem AusschluB von Sauerstoff.
Hier entstand vom gewiinschten S-Phosphat immerhin eine solche Menge, da
es aus mehreren Pherogrammen mikropriiparativ eluiert und als deutlich kri-
stallisiertes Ba-Salz aus waBriger Lésung mit Alkohol ausgefillt werden
konnte. Eine bessere Ausbeute (20 %,) wurde schlieBlich durch die Verwendung
von absol. Pyridin als Losungsmittel erhalten, in dem man das Mercaptan
mit POClg bei —10° zur Reaktion brachte.

8y W. D. Kumler u. J. J. Eiler, J. Amer. chem. Soc. 65, 2356 [1943].
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Eigenschaften des Thiophosphoresters

Das Ba-Salz kristallisiert aus der wiBrigen Lisung beim langsamen Ver-
setzen mit Alkohol in glinzenden Blittchen (Abbild. 2). Diese geben nach
dem Trocknen im Exsiccator Analysenwerte, die fiir den Gehalt von 0.5 Mol.
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Abbild. 2. Kristalle von Ba-S-n-Butylthiophosphat aus Wasser-Alkohol

Kristallalkohol sprechen. Die Anwesenheit von Athanol im Kristallisat hat,
auch ihrer Quantitit nach, Herr Dr. G. Pfleiderer in der biochemischen Ab-
teilung des Instituts durch spezifische enzymatische Alkoholbestimmung
mit Alkoholdehydrogenase ?) festgestellt. Es ergab sich bei verschiedenen Pri-
paraten ein Gehalt von 5.9-6.15%, Athanol, was recht genau mit 0.5 Mol.
pro Mol. Ba-Salz iibereinstimmt.

Das Salz ist leicht 15slich in Wasser, in den gepriiften organischen Losungs-
mitteln nahezu unléslich. Es ist gegen Alkali sehr bestdndig, wird jedoch in
saurer Losung nach Art eines energiereichen Phosphorsiurederivats rasch hy-
drolysiert. In dem in der Biochemie gebriuchlichen Test auf ,,7-Minuten-phos-
phat“®) (Erhitzen mit 1% HCIl auf 100° fiir 7 Min.) wird es zu 94 9%, gespalten.
Hierdurch riickt es in die Reihe der bekannten biochemischen ,energiereichen
Phosphate” (z. B. Adenosintriphosphat u. a.) ein. Die Spaltungsansitze ent-
halten Phosphat neben Butylmercaptan (Nitroprussid-Reaktion), wodurch
eine etwaige Formulierung als isomeres Ba-Salz des O-n-Butylesters der Thio-
phosphorsiure, n-C,Hy0-P(S)0,Ba, ausgeschlossen wird.

Die Natur unserer Verbindung als S-Phospho-mercaptan kann auch auf
dem Papierchromatogramm nach einem Vorschlag von F. Lynen?) erkannt
werden, indem man die Chromatogramme mit Quecksilber(II)-chlorid-
Lésung bespriiht und dem hierbei ,,mercurolytisch* ‘entstandenen Mercaptid
das Quecksilber durch anschlieBendes Bespriihen mit NaCN entzieht. Hier-
auf gibt die Behandlung mit Nitroprussid-Na den deutlichen Fleck des Thiols.

Bei der Papierelektrophorese zeigt die neue Verbindung eine etwas groiere
Wanderungsgeschwindigkeit als das O-Isologe (Abbild. 1), was auf stirker
sauren Charakter schlieBen liBt. Im UV-Spektrum ist keine charakteristi-
sche Bande wahrzunehmen.

?) Th, Biicher u. H. Redetzki, Klin. Wschr. 29, 615 [1951].
8) K. Lohmann, Biochem. Z. 202, 466 [1028]; 2564, 332 [1932].
%) F. Lynen, private Mitteilung.



Nr. 10/1956] des Barium-S-n-butylthiophosphats 2479

Phosphorylierungen mit dem S-Phosphat

Die in saurer Losung ziemlich rasch verlaufende Hydrolyse des §-Phos-
phats kann unter Protonenkatalyse als Ubertragung des Phosphorylium-Ions
aus einem Sulfoniumkomplex auf das Losungsmittel Wasser formuliert werden.

@ D) 2]
RS—PO.H, > Ris:lPo,H2 —» RSH + PO,H,

@ R’OH % —H®
PO, H, ——> R’%—PO,HZ ——— R'0-POH,

R’ = H: Hydrolyse; R’ = organ. Rest: Alkoholyse

Ob diese Substitution, wie hier formuliert, als Syl- oder aber als Sy2-
Reaktion ablduft, miiBte durch kinetische Messungen ermittelt werden. Ohne
Riicksicht auf diese Entscheidung ist aber fiir beide Fille zu erwarten, dafl in
Gegenwart einer leicht phosphorylierbaren Verbindung deren Phosphoryl-
produkt entstehen wiirde. So versuchten wir, an Stelle von Wasser verschie-
dene Alkohole mit dem S-Phosphat umzusetzen. Um die optimalen py-Be-
dingungen zu finden, wurde zunichst eine Serie von Versuchen mit Athanol
als Acceptor angesetzt. Wegen der Schwerlgslichkeit des Ba-S-Butylthiophos-
phats in Gegenwart dieses Substrats wurde das Ba-Salz zunichst durch dop-
pelte Umsetzung mit Ammoniumsulfat ins NH,-Salz verwandelt. 2.5 mg von
diesemn wurden mit 0.5 cem Puffer (fiir pg 1: 0.1n HCl, fiir py 2—9: Gemische
von Ameisensidure, Essigsiure, Pyridin und Wasser, fiir py > 9: wiiBriges
NH,0H) und 0.1 ccm Athanol 24 Stdn. bei 20° stehengelassen und dann pa-
pierelektrophoretisch oder -chromatographisch analysiert. Das Ergebnis die-
ser Versuchsreihe war, daf sich im stark sauren Bereich, am besten unterhalb
von pgl, eine deutliche Menge von Monoithylphosphat neben Phosphorsiure
gebildet hatte und der Thioester vollig verschwunden war. Die Ausbeute an
Athylphosphat war schon bei pg 5 und 6 sehr gering, vom py 7 ab war gar
kein O-Ester, sondern nur wenig anorganisches Phosphat entstanden und noch
viel vom S-Phosphat iibrig geblieben. Auffallend war dabei die deutliche Bil-
dung von phosphorigsaurem Salz in den Ansiitzen von py 6 an und besonders
im alkalischen Gebiet. Dies legt den SchluB nahe, daB die P—S-Bindung eine,
wenn auch geringfiigige Solvolyse entgegen ihrer (nicht sehr ausgeprigten)
Polarisierung erleiden kann, wobei der Schwefel als elektrophileres Element
auftritt.

R-SP0,%0 —» R-S—OR’ + HPO,
3
ROH

Im sauren Milieu wurde dann die Phosphorylierbarkeit einiger Alkohole
unter modifizierten Bedingungen untersucht, indem man 3 mg des Ba-S-Bu-
tylthiophosphats in 0.2 ccm des betreffenden Alkohols mit wasserfreier Ameisen-
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sdure bis zur Losung versetzte, 7 Stdn. stehen lieB und dann zur Analyse
chromatographierte. Die deutliche Bildung der Monophosphate wurde mit
folgenden Alkoholen festgestellt: Methanol, Athanol, n-Butanol, sek.-Butanol,
n-Octanol und Phenol. Bei Verlingerung der Alkylkette (n-Octanol) waren
die Ausbeuten geringer, beim sek.-Octanol und tert.-Butanol war keine Phos-
phorylierung zu beobachten. Die zum Vergleich benétigten, zum Teil bisher
noch nicht beschriebenen Monophosphate wurden durch Phosphorylierung der
betreffenden Alkohole in eiskaltemm 47z LiOH unter kriftigem Schiitteln mit
POCl,; dargestellt und nach Abzentrifugieren des Li-Phosphats direkt in Lo-
sung verwendet. Aufler den einfacheren Alkoholen konnten in Formamid,
das mit Ameisensiure angesiuert war, mit dem Ba-S-Butylthiophosphat auch
die biochemisch interessanten Substrate Glucose und Adenosin phosphory-
liert werden. Aus mehreren papierelektrophoretisch getrennten Produkten der
Glucosephosphorylierung konnte mikropriparativ eine Substanz eluiert wer-
den (Ausb. 59, bez. auf Glucose), deren Struktur als Glucose-8-phosphat von
Dr. G. Pfleiderer im spezifischen enzymatischen Test (Oxydation mit Tri-
phosphopyridin-nucleotid—, Zwischenferment'* zu 6-Phosphogluconsiure %)) er-
hiirtet wurde.

Bei der analogen Umsetzung mit Eisessig wies das Pherogramm eine phos-
phathaltige Zone auf, die in ihrer Wanderungsgeschwindigkeit mit dem auf
andere Weisel!) synthetisierten Acetyl-phosphat iibereinstimmte. Die vor
der EKlektrophorese mit Hydroxylamin + Pyridin zur Reaktion gebrachten
Ansiitze lieBen im Chromatogramm eindeutig Acethydroxamsidure erken-
nen, woraus hervorgeht, daB unser S-Phosphat auch in der Lage ist, Essig-
sdure zum energiereichen Anhydrid CH;—CO—0--POyH, zu phosphorylieren.

SchlieBlich fanden wir, da8 die phosphorylierende Wirkung der S-Phospho-
verbindung erheblich verstirkt und auch in neutralem py zur Entfaltung ge-
bracht werden kann, wenn man den Ansitzen Jod-Lésung zufiigt, die dabei
sofort entfirbt wird. Hierbei arbeiteten wir wegen der Unléslichkeit des Ba-
Salzes in Alkohol mit dem Tetramethylammoniumsalz des S-n-Butylthiophos-
phats, das man aus dem Ba-Salz durch doppelte Umsetzung mit Tetramethyl-
ammoniumsulfat und anschlieBende. Gefriertrocknung leicht erhilt. Dieses
Salz ist in den meisten Alkoholen 1slich. Versetzte man eine solche Lésung
mit Jod im gleichen Alkohol bis zum Bestehen der Farbe, so fand man an-
schlieBend im Chromatogramm in guter Ausbeute (bis zu etwa 50 9%,) das ent-
sprechende Monoalkylphosphat. Hierbei wurde auch die Veresterung des
tert.-Butanols beobachtet, die bisher mit diesem Alkohol nicht. erzielt wer-
den konnte.

Als Mechanismus fiir diese ,,oxydative Phosphorylierung“ scheint uns ein
solcher plausibel, bei dem das elektrophile Jod mit dem S der S-Phosphatbin-
dung reagiert, wodurch ein stark phosphorylierendes ,,Sulfoniumphosphat*
erzeugt wird, das dann mit Phosphatacceptoren unter nucleophiler Reaktion
weiter reagiert:

10) O, Warburg u. W, Christian, Biochem. Z. 287, 291 [1936].
1) E. R. Stadtman u. F. Lipmann, J. biol. Chemistry 185, 549 [1950].
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RS—POge % ,[Rg’ﬁr;o:e] J°_> RSJ + H® + R'0O-PO,% + J°
J t
HOR/

® 4
RSJ + RS—P0,° —» RS-POse + RS® 2%, RS-SR + H® + J°+ R'O-PO,©
7

Das bei der Spaltung entstehende Sulfensiurejodid RSJ kann auf eine
zweite Molekel S-Phosphat unter J@-Abgabe oxydierend einwirken, so da8
im Endeffekt bei der Reduktion von 1 Atom Jod eine Molekel Alkylphosphat
gebildet wird.

Dem Fonds der Chemischen Industrie hat R. Lambert sehr fiir eine finanzielle
Unterstiitzung zu danken.

Beschreibung der Versuche

Ba-Salz der §-n-Butyl-thiophosphorsaure: 5.25 cem (0.05 Mol) n-Butyl-
mercaptan und 4.556 ccm (0.05 Mol) POCl, werden mit je 5 ccm Pyridin unter guter
Kiihlung vermischt. Bei —10° gibt man langsam die Mercaptanlésung zur POCl,-Lésung
und stellt die Mischung in den Kiihlschrank, wo sie bald unter Ausscheidung von Pyridin-
hydrochlorid erstarrt. Nach dem Aufbewahren iiber Nacht wird abgesaugt und der Nie-
derschlag mit wenig kaltem Pyridin gewaschen. Filtrat und Waschlosung 1at man zur
Verseifung unter gutem Riihren und Eiskiihlung in eine Losung von 12 g NaOH in 200 ccm
Wasger eintropfen und athert nach 30 Min. einige Male aus. Jetzt wird das anorganische
Phosphat mit Magnesiamixtur gefallt!?) und das Filtrat oder Zentrifugat mit der Lisung
von 24 g Ba-Acetat in 60 ccm Wasser versetzt. Auf Zusatz des der wiBrigen Losung
gleichen Volumens Alkohol fallt das Bariumsalz bald in groBen Kristallen aus (219, Ausb.),
die manchmal leicht gelb gefarbt sind. Durch Behandeln der konz. wiBrigen Losung mit
wenig Aktivkohle und neuerlichem Alkoholzusatz erhalt man ein farbloses Salz, das, nach
dem Absaugen mit absol. Alkohol, dann mit Ather gewaschen und im Exsiccator getrocknet
wird.

CH,SPO;Ba-0.5 C,H,OH (328.5) Ber. C18.25 H3.68 S9.74 P9.44
Gef. C17.82 H3.81 S9.74 P9.25

Enzymatische Alkoholbestimmung: 8.956 mg Ba-Salz enthielten 0.522 mg Athanol --
6.2%; ber. fiir 0.5 Mol. C,H,OH pro Mol. Salz: 7.0%,.

Bestimmung des ,,7-Minuten-phosphats“: 1 com Losung wird mit 1 cem
2n HCl 7 Min. im siedenden Wasserbad erhitzt, dann das abgespaltene Phosphat nach
1. e.'3) kolorimetrisch bestimmt. Hiernach liegen 8.719, dcs P (ber. 9.239%,), also 94.3%,
als anorganisches Phosphat vor.

Nachweis der Thiophosphatbindung auf dem Papierchromatogramm:
Das bei 60—70° im Lufttrockenschrank getrocknote Papier wird mit einer gesitt. HgCL,-
Losung bespriiht und dann nochmals getrocknet. Hierauf bespriiht man mit einer 5-proz.
wifrigen Nitroprussid-Na-Lisung und anschlieBend mit einer waBrigen KCN-Losung;
es tritt die fiir Mercaptane charakteristische Rotfirbung auf, die bald wieder verschwindet.
Nitroprussid-Na-Losung chne vorherige Anwendung von HgCl, oder unter Verwendung
von Ammoniakgas ruft keine oder nur sehr schwache Farbung hervor. Der Nachweis
ist nicht sehr empfindlich.

Phosphorylierung von Alkoholen im sauren Medium: 3 mg des Bariumsalzes
des Thioesters werden mit 0.2 ccin des betreffenden Alkohols versetzt und wasserfreic
Ameisensidure bis zur Losung des Salzes hinzugetropft. Nach 7stdg. Stehenlassen kénnen

12) E. Baer u. H. O. L. Fischer, J. biol. Chemistry 180, 148 [1949].
13) H. T. Theorell, Biochem. Z. 280, 1 [1931].
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die Ansitze chromatographiert werden. Mit Erfolg wurden folgende Alkohole phos-
phoryliert: Methanol, Athanol, z-Butanol, sek-Butanol, n-Octanol,
Phenol.

Synthese der Vergleichssubstanzen: Acetylphosphat nach L. ¢.1'); Athylphos-
phat nach 1. ¢.14); Didthylphosphat nach L c.'*); Monophenylphosphat nach 1. ¢.1%); =-
Butylphosphat, sek.-Butylphosphat, z-Octylphosphat sowie Methylphosphat wurden
durch Phosphorylierung der entsprechenden Alkohole in eiskaltem 47 LiOH mit POCl,
und anschlieBendes Abzentrifugieren des Lithiumphosphats in Losung erhalten.

Phosphorylierung von Adenosin und Glucose: Etwa 50 mg Substrat wurden
in méglichst wenig trockenem Formamid unter Erwirmen gelost und in der Kilte mit
6 mg Thioester sowie einigen Tropfen Amoisensaure zum Losen desselben versetzt. Nach
Aufbewahren iiber Nacht erfolgte Elektrophorese.

Darstellung des Tetramethylammoniumsalzes des S-Phosphoryl-n-
butylmercaptans: Tetramethylammoniumchlorid wurde mit 1 Aquiv. Silbersulfat in
waBriger Losung umgesetzt, das Silberchlorid abzentrifugiert und anschlieBend dieser
Losung 1 Aquiv. Ba-Thioestersalz, in Wasser gelost, zugegeben. Nach Abzentrifugieren
des Bariumsulfats und Gefriertrocknen der Lésung wurde ein farbloses Salz erhalten.
Dieses loste sich in Wasser, Methanol, Athanol und Formamid.

Oxydative Phosphorylierung: 3 mg Tetramethylammoniumsalz wurden in 8 ccm
Alkohol gelost und eine Jodlosung des jeweiligen Alkohols tropfenweise bis zum Ende
der Entfirbung zugegeben. Hierbei fiel hiufig ein Niederschlag aus, der anschlieBend
mit einigen Tropfen Wasser in Losung gebracht wurde. AnschlieBende Elektrophorese
des Ansatzes ergab in allen untersuchten Fillen eine Phosphorylierung in gater Ausbeute.
Es wurden so Methanol, Athanol, n-Butanol, tert.-Butanol sowie Glu-
cose (zu Glucose-6-phosphat) phosphoryliert.

369. Muvaffak Seyhan und W. Conard Fernelius: Noliz iiber
Formazylkomplexe der Thiophen-Reihe

[Aus dem Department of Chemistry der Pennsylvania State University, University Park,
Pa., U. S, A.]
(Eingegangen am 26. Juni 1956)

Bei den von den Formazylverbindungen der allgemeinen Formel:

N-NH-C,H,
R—C
N:N-C,H,-CO,H(0)

sich ableitenden Nickelkomplexen, in denen R einen verschiedenartigen hetero-
cyclischen Rest darstellt, scheint die Natur von R, im Gegensatz zu den ent-
sprechenden Urankomplexen, keinen EinfluB auf die Koordinationszahl des
Nickels auszuiiben). So wurden in allen bis jetzt untersuchten Fillen nur
Nickelkomplexe mit der Koordinationszahl 3 isoliert?).

Eine weitere Bestidtigung der fritheren Befunde konnte nun am Beispiel
des N-Phenyl-N’-[2-carboxy-phenyl]-C-[thiophenyl-(2)]-formazans (I) festge-

14) W. Lossen u. A. K6hler, Liebigs Ann. Chem. 262, 209 {1891].

15) R. H. A. Plimmer u. W. J. N. Burch, J. chem. Soc. [London] 1929, 289.

1) M. Seyhan u. W. C. Fernelius, J. org. Chemistry 21 [1956], im Druck.
2) M. Seyhan, Mh. Chem. 86, 545 [1955]; 87, 234 [1966]; Chem. Ber. 88, 1454 [1955),





