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Inhaltsiibersicht 
Bei vielen biochemischen Arbeiten werden Aminosauren hoher spezifischer Aktivitiit 

benotigt, wahrend gleichzeitig die bei diesen Versuchen eingesetzten Gesamtaktivitaten 
sehr niedrig sein konnen. 

In  solchen Fallen sind Methoden zur Synthese kleiner Aminosauremengen hoher spe- 
zifischer Aktivitiit fur den Experimentator wertvoll. Dariiber hinaus aber werden infolge 
der bei solchen Mikromethoden eingesetzten niedrigen Gesamtaktivitatten die Gefahren 
des Arbeitens mit aktiven Substmzen auf ein Minimum reduziert. 

In vorliegender Arbeit beschreiben wir eine Synthesemethode, die 
die Herstellung von Glycin(2-14 C) im 2-5-mg-Mafistab gestattet. Da 
sich, ausgehend vom markierten Glycin, eine ganze Reihe anderer 
Aminosauren herstellen lassen, konnte die beschriebene Methode die 
Grundlage fur weitere Mikrosynthesen von markierten Aminosauren 
bilden. 

Unsere Glycinsynthese beruht im Prinzip auf einer Methode von 
G. EHRENSVARD und R. STJERNHOLM l). Hiernach wird Diphenyl- 
thioharnstoff in alkoholisch-waBrigem Milieu mit basischem Bleicar- 
bonat zum N,N‘diphenylcyano(WN)formamidin umgesetzt. Das Blei- 
sulfid wird abfiltriert, die Losung eingedampft und nach Aufnahme in 
ather mit LiAIH, hydriert. Die Autoren erhielten das Glycin durch 
Verseifung des 2-Amino-N,N’-diphenylacetarnidin-2-1% mit Ba(OH),. 
Die Synthese geht von 7 g K1QCCN aus und erreicht eine Ausbeute von 
40-50 % Glycin. 

Wir haben zunachst die Synthese in der angegebenen Weise nachgear- 
beitet und gelangten zu denselben Ausbeuten wie die genannten Autoren. 
Bei Mikroansatzen jedoch, die nur von einigen mg KCN ausgingen, 
waren die Ausbeuten sehr unterschiedlich und betrugen maximal 5 %. 
Wir fiihren dies vor allem auf folgende Tatsache zuriick: Die Ausbeute 

G. EHREXSVARD u. R. STJERNHOLM, Acta chem. scand. 3, 971 (1949). 
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an N,N'-diphenylcyano(l4CN)formamidin hangt in hohem MaBe von der 
moglichst homogenen Verteilung des basischen Bleicarbonates im alko- 
holisch-wakigen Milieu ah, die jedoch beim Mikroansatz kaum zu er- 
reichen ist. 

Wir gingen daher bei unserer Synthese nicht vom Diphenylthio- 
harnstoff, sondern vom Diphenylcarbodiimid aus. Dies reagiert in 
methanolischer Losung nahezu quantitativ mit einer waBrigen KCN- 
Losung zum Cyanoformamidin. Die Reduktion erfolgte mit RANEY- 
Nickel und Wasserstoff in demselben ReaktionsgefaB. Der Katalysator 
wurde im gleichen ReaktionsgefaB abzentrifugiert, die alkoholische 
Losung zur Trockne eingedampft und der Ruckstand mit Natronlauge 
in der Hitze verseift. Die Abtrennung des Na+ erfolgte mittels Ionen- 
austauscher. Die Ausbeute an Glycin hetrug 35-40y0. Die Ausbeute- 
bestimmung erfolgte nach dem Isotopenverdunnungsverfahren. Die 
Reinheit des erhaltenen Glycins wurde chromatographisch gepruft. 

Experimenteller Teil 
1. N,K'-diphenylcyano(l4CN)formamidin : 20 mg frisch destilliertes Diphenylcarbodi- 

imid wurden in 20ml Methanol und 2 m l  Tetrahydrofuran gelost. Zu dieser Losung 
kamen unter kraftigem Riihren 2 mg K W N ,  gelost in 0,5 ml Wasser und danach 1,2 ml 
einer inaktiven 0,l n KCN-Losung. Die Ausbeute an Cyano(l4CN)formamidin betragt 
annahernd 100%. Die Ausbeutebestimmung erfolgte nach dem Isotopenverdiinnungs- 
verfahren. 

2. 2-Amino-N,N'-diphenyla~etamidin-2-~"C: Die Reduktion erfolgte nach Zusatz von 
R a ~ ~ y - N i c k e l  rnit Wasserstoff bei Zimmertemperatur und Normaldruck innerhalb von 
40 Minuten. Um eine moglichst vollstandige Reduktion zu erreichen, verblieb das Reak- 
tionsgemisch etwa 2 Stunden unter den Reduktionsbedingungen. 

3. Verseifung zum Glycin: Nach erfolgter Reduktion wurde der Katalysator abzentri- 
fugiert und die alkoholische Losung in ein zweites ReaktionsgefaB uberfuhrt. Der Kataly- 
sator wurde mehrfach mit kochendem Methanol nachgewaschen und die Losungen ver- 
einigt. Die Zentrifugation erfolgte direkt in dem ersten ReaktionsgefaB. Die uberstehende 
Methanollosung wurde dann nach Uberfuhrung in  ein zweites ReaktionsgefaB bis dicht 
unterhalb ihres Siedepunktes erhitzt und das Abdampfen des Alkohols durch Uberleiten 
von Luft beschleunigt. Ein Verspritzen von Aktivitat wiihrend des Eindampfens wird SO 

vermieden. Der Ruckstand wurde dann 2 Stunden mit einem 20fachen tfberschuB 
2 n NaOH gegenuber der theoretisch erforderlichen Menge bis dicht unterhalb des Siede- 
punktes erhitzt. 

4. Isolierung des Glycins: Das Verseifungsgemisch wurde zusammen rnit 25 ml Wasser 
auf eine Dowex-50-S&ule gebracht und mit 25 ml Wasser nachgewaschen. Im Eluat be- 
findet sich eine geringe Aktivitltsmenge, die keine Ninhydrinreaktion zeigte und vermutlich 
Oxalsaure zuzuschreiben ist, die durch Verseifung von nicht hydriertem Cyanoformamidin 
entstanden sein kann. 

Das an der Saule haftende Glycin konnte durch Elution mit 40 ml 1 n Ammoniak 
zuriickgenonnen werden. Das Na wird hierbei quantitativ von der Saule zuriickgehalten. 
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Die ammoniakalische Glycinlosung wurde zur Entfernung des Ammoniaks eingedampft. 
Die Ausbeutebestimmung erfolgte nach dem Isotopenverdiinnungsverfahren. Sie betrBgt 
3 6 4 0 % .  Die Reinheit des Glycins wurde auf chromatographischem Wege gepriift. 
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