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142. Feodor Lynen und Hans Bayer:  Phosphor-d(+)-weinslure") 
[Aus dem Chemischen Universitiits-Laboratorium Munchen, Biochemische Abteilung, 

und dem Laboratorium der Fa. Gebruder Bayer, Augsburg] 
(Eingegangen am 2. April 1952) 

Es werden Synthese und Eigenschaften der Phosphor-d( +)-wein- 
skure beschrieben und im Zusammenhang damit eine Hypothese zur 
Biogenese der Weinsllure in Vorschlag gebracht. 

Von den im Pflanzenreich weit verbreiteten Fruchtsauren, zu denen man 
Citronen-, Apfel-, Wein- und Oxalsaure zahlt, hat der Mensch wohl als erste 
die Weinsiiure rein in Hlinden gehabt. Zwar wurde die freie Saure erst im 
Jahre 1769 von Carl Wilhelm Scheele  dargestellt, aber in Form ihres sauren 
Kaliumsalzes war die Weinsiiure schon im Altertum bekannt. Um so verwun- 
derlicher ist es, daB uber die Biogenese der Weinsaure im Gegensatz zu den 
ubrigen Fruchtsauren fast nichts bekannt ist und auoh der biologische Abbau 
der Weinsiiure, zu welchem neben vielen Einzellern auch die hohere Pflanze 
befahigt istl), noch im Dunkeln liegt. 

Bei der Suche nach einer biologisch moglichen Vorstufe wird man von der 
Annahme ausgehen diirfen, daB die Weinsliure ebenso wie die iibrigen Frucht- 
siiuren in engster Beziehung zum intermediiiren Stoffwechsel der Kohlen- 
hydrate steht, zwar nicht gerade wie Citronen- oder ApfelsBure direkt in den 
cyclischen ProzeB der Oxydation von aus dem Zucker primar gebildeter ,,akti- 
vierter Essigsaure"2) eingeschaltet ist, aber doch, etwa so wie OxalsLure3), 
auf einem Nebengeleise des CitronensLure-Cyclus liegt. Das wird allein schon 
durch die Tatsache nahegelegt, da13 Weinsaure wie die im Cyclus stehenden 
Sauren, die Bernstein-, Fumar-, Apfel- und Oxalessigsaure, eine C,-Dicarbon- 
saure ist. 

I n  chemischer Hinsicht steht unter diesen SIuren die Oxalessigsaure (11) 
der Weinsaure (I) am niichsten. Durch Zufuhr bzw. Wegnahrde von Wasser 
geht - zumindest formal - eine Verbindung in die andere uber. 
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0. T. R o t i n i ,  E. D a m a n n  und F. F. Nord4)  sprachen die Vermutung aw, daB 
Weinsllure biologisch auf diesem Wege entsteht, und stutzen sich dabei auf Versuche an 
Fusarium Eini B., wonach dieser Einzeller beim oxydativen Abbau von Acetat geringe 
Mengen Weinskure bildet. Wenn damit auch ein wichtiger Anhaltspunkt fur die Beteili- 
gung des Citronensllure-Cyclus bei der Bildung von Weinsaure gewonnen wurde, so lassen 

*) Meinem Lehrer zum 75. Geburtstag gewidmet. 
* )  Entgegen friiheren Angaben SOU der Tierkorper zur oxydativen Verwertung von 

*) F. L y n e n ,  E. R e i c h e r t  u. L. Rueff ,  A. 574,l [1951]. 
3, F. L y n e n  u. F. L y n e n ,  A. 560,149 [1948]. 
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Weinskure nicht befahigt sein; vergl. Ph. F i n k l e ,  Journ. biol. Chem. 100, 349 [1933]. 

4, Biochem. Ztschr. 288,414 [1936]. 
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sich andererseits aus diesem Befund keinerlei bindende Schliisse bezuglich des Reaktions- 
ablaufs im einzelnen, etwa im Sinne obigen Schemas, ziehen. Dazn hiitte der Stoffwechsel- 
versuch durch den E’ermentversuch ersetzt, oder zumindest das Schicksal von zugesetztem 
Oxalacetat verfolgt werden miissen. Man wird deshalb zwar weiterhin mit der direkten 
Hydratisierung von Oxalacetat zu Tartrat als Moglichkeit rechnen, daneben aber auch 
noch andere Wege in Betracht ziehen. 

TJnter diesem Gesichtspunkt mochten wir eine Reaktionsfolge zur Diskus- 
sion stellen, die ebenfalls von Oxalacetat ihren Ausgang nimmt, im iibrigen 
aber der chemischen Verwandtschaft zwischen Oxalessigsiiure und Brenz- 
traubenshure einerseits, Weinsaure und Glycerinsaure andrerseits Rechnung 
triigt. 

Die Urnwandlung von Brenztraubensaure (111) in Glycerinsaure (IV) er- 
folgt in der Zelle bekanntlich uber phosphorylierte Zwi~chenstufen~) 

CH, CH, II,$!OH H,COH 
I 1  + H O  - C 0 .  POSH, ,-!- HCJ 0.  PO,H, 4 HbOH 

-A I I I 
CQH CO,H - H,O CO,H ATP ADP CO,H 

I11 IV 
Diese Reaktionsfolge auf die um eine Carboxygruppe reicheren Dicarbon- 

siiuren ubertragen, f&rt zu folgender Vorstellung iiber die Biogenese der Wein- 
sliure : 
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Die vollstandige Oxydation des Tartrats ginge gemaB dieser Vorstellung 
im Citronensiiure-Cyclus vor sich. Sie wiirde eingeleitet mit einer Phosphory- 
lierung von Weinsaure zu Phosphor-weinsaure (V I) - was unter Mitwirkung 
von Adenosin-triphosphat moglich sein sollte - und wiirde von dort iiber 
Phosphor-oxalessigsaure (V) zu Oxalessigsiiure (11) fuhren. 

Im Zusammenhang damit konnen wir darauf hinw eisen, daB Phosphor-oxalessig- 
sLure (V), uber welche gem&B unserer Vorstellung der AnschluB an den Citronenshure- 
Cyclns zustandekiime, auch schon von anderer SeiteV) als Stoffwechselprodukt gewisser 
Organismen postuliert worden ist. Der einwandfreie Nschweis ihres biologischen Vor- 
kommens steht aber ebenso wie fur  die von uns vermutete Phosphor-weinsaure (VI) 
noch aus. 

Als wir daher das Problem der Biogenese von Weinsaure aufgriffen, war 
unser erstes Ziel, die hypothetischen Zwischenprodukte auf synthetischem Weg 
zu bereiten, urn dam spiiter die Moglichkeit ihrer enzymatischen Umsetzung 
prufen zu konnen. Uber die erste Etappe dieses Weges, die Synthese der 
Phosphor-d( + )-weinsaure, sei im folgenden berichtet. 

j) ATP = Adenosin-triphosphorsiiure, ADP 7- Adenosiu-diphosphorsiiure. 
B, F. L i p m a n n ,  Advances Enzymology 1, 142 [1941]. 
7, A. Lwoff u. H. J o n e s c o ,  Compt. rend. Acad. Sciences P25,263 [1947]. 
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Phosphor-d( + ) -weins&ure wurde bereits vonC. N e u b erg u. W. 8 c h u c har  d t*) 
synthetisch bereitet. Da uns die betreffende Arbeit jedoch erst nachtraglich 
zur Kenntnis kam und wir auf einem neuen Weg zur Phosphor-d(+)-weinsliure 
gelangt waren, mochten wir unsere Versuche im einzelnen wiedergeben. 

IJnter den verschiedenen Moglichkeiten fur die Synthese dieser Verbindung 
wurden die Umsetzung von hhylenoxyd-dicarbonsaure mit sek. Natrium- 
phosphat oder Phosphorsaure - analog der Synthese von Glycerin-phosphor- 
saure nach 0. Rai l lyg)  ebenso wie die Phosphorylierung von Weinsaure- 
ester mit Diphenyl-phosphorsLurech1oridl0), welohes Verfahren sich bei der 
Synthese von Phosphor-iipfelsiiure 11) bew5ihrt hat, ohne Erfolg versucht. Z u h ~  
Ziel fuhrte schlieljlich die Umsetzung von Weinsaure rnit Phosphoroxychlorid. 
Heim Arbeiten im wLI3r. Medium war aber die Ausbeute an reiner Phosphor- 
weinsaure sehr klein, weil unter diesen Hedingungen nur etwa 10% der ge- 
wiinschten Verbindung entstanden waren und eine Abtrennung der sie im 
Reaktionsprodukt begleitenden groBen Mengen an Weinsaure, Ortho- und 
Polyphosphorsauren nur auf umstandlichem und verlustreichem Wege mog- 
lich war. Wir priiften deshalb die Umsetzung von Weinsaure-dimethylester 
mit Phosphoroxychlorid in Pyridin. Wie sich ergab, wird hierbei das Skure- 
chlorid zweekmLIjigerweise in 40-proz. ffberschuIj angewandt, weil dann kein 
unveranderter, den Aufarbeitungsgang storender Weinsaureester unter den 
Reaktionsprodukten verbleibt. 

Der unter diesen Bedingungen primiir zweifellos gebildete zweifach phosphorylierte 
Weinsaureester (VIII) liiRt sich nicht fassen. An seiner Stelle tritt ein Derivat der Enol- 
oxalessigsiiure (IX) auf, welches sich nach partieller Hydrolyse mit Salzsiiure als Brenz- 
traubensliure (XI), und zwar in der erwarteten Menge nachweisen liilt. Es ist anzuneh- 
wen, daB der primiir gebildete Bis- [dichlor-phosphoryll-weinsiiure-dimethylester (VIII) 
unter der Wirkung von iiberschiissigem Pyridin einen Siiurerest verliert, in einer Reaktion, 
die ihr Vorbild in der von A. Wohl und C .  OsterlinlZ) aufgefundenen Spaltung von Di- 
acetyl-weinsiiureanhydrid durch Pyridin hat. Xach H. Bretschneider") ist auch 
( -~)-Dibenzolsulfonyl-weins~ure-d~&thylester gegcn Pyridin nicht hestlindig. 

Verseifung _-_ (2.0. POCl, II,O COH 
(HC1)- 

-+ I I 
HC. 0 * POSH, 

CH 
VI hO,H IX b 0 , - C H 3  X C0,-CH3 

8) Enzymologia 1, 39 [1936]. '7 Ann. Chim. [9] 6, 131 [1916]. 
lo) A. May, unvertiffentlichte Versuche. 
ll). M. Fr iedkin  u. A. Lehninger, Journ. biol. Chem. 169,183 [1947]. 
12) B. 34,1139 [1901]. 13) Monatsh. Chem. 80,256 [1949]. 
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Die in den Aufarbeitungsgang eingeschaltete partielle Hydrolyse mit n Salz- 
siiure hat den Zweck, Polyphosphorsiiuren, die aus der Umsetzung intermediar 
entstandener Dichlorphosphorsaure mit Pyridin stammen14), in Orthophos- 
phorsiiure uberzufuhren. Nechdem letztere in Form von tert. Lithiumphosphat 
abgetrennt worden ist, liiI3t sich nach vorherjger Verseifung der Estergmppen 
mit Alkali uber des in Wesser schwerlosliche Bariumsalz in nahezu 50-proz. 
Ausbeute das Dibruc insa lz  der Phosphor -d (+) -we ins iu re  vom Schmp. 
175- 177O (Zers.) isolieren, das in farblosen, glanzenden Prismen kristallisiert. 

Die aus dem Bruoinsalz in Freiheit gesetzte Phosphor-weinsaure (VI) ist 
in Wasser spielend loslich ; sie erwies sich bei der elektrometrischen Titration 
(Abbild. 1) als vierbasige SLure. Die ersten drei Dissoziationsstufen beeinflussen 

..__ ~- .. 

Phosphor-d(+)-weinskure ..... 1 1.7 
&Weinskure ................. 2.98 

I 1.99 .............. Phosphorslure 

I 2  3 4 5 6 7 8 9 10 

2.7 I 4.0 pr 7.24 
4.34 
6.81 I i 

Pn - 
Abbild. 1. Elektrometrischc Titration von Phosphor-d( +)-weinsiiure 

sich gegenseitig: in geringem MaBe, so daR die aus der Titrationskurve abge- 
lesenen p,’-Werte dieser Stufen u.U. rnit einem kleinen Fehler behaftet sein 
diirften. Die letzte Stufe, bei welcher es sich um die zweite Dissoziation der 
veresterten Phosphorsiiure handelt, ist schwacher als freie PhosphorsLure 
(Tafel l) ,  ein ungewohnlicher Fall, der unseres Wissens bisher erst einmal - 
bei der 2.3-Diphosphor-gly~erinsLure~~) - beobachtet worden ist. Normaler- 
weise nimmt niimlich die StLrke der Phosphorsaure bei Rindung an eine alko- 
holische Gruppe zu15J6). 

Tafel 1.  D i s s  o z i a  t i  o n s k o n s t a  n t e n  

j4) H. Bayer, Dissertat. Munchen 1950. 
15) W. Hiessling, Bioohem. Ztschr. 273,103 119341. 
16) P. Oesper, Phosphorus Metabolism 1,534 [1951]. 
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Quecksilber, mit Silber und vor allem mit Blei sich durch Schwerloslichkeit bei neutraler 
Reaktion auszeichnen. Mit Kupfersulfat bildet sich unter bestimmten Bedingungen ein 
in Lauge losliches Komplexsalz. 

Die spezifische Drehung der wglr. Losung von Phosphor-d(+)-weinshure wurde zu 
[a18 : +12.00 gefunden. Wie bei anderen Oxystiuren wird auch hier die optische Aktivitiit 
durch Molybdat-Zusatz im Zusammenhang mit der Bildung eines Komplexes betrachtlich 
erhoht und erreicht i. Ggw. von 8.3% Ammoniummolybdat mit [ m ] B  : +75.2O nahezu den 
7fachen Wert. 

Wie 0. Meyerhof und W. S c h ~ l z ' ~ )  fanden, erhoht Molybdat bei 3-Phosphor-gly- 
cerinsiiure die spez. Drehung um etwa das 60fache, bei 2-Phosphor-glycerins&ure dagegen 
nur urn das 3fache. Phosphor-d( +) -weinsiiure, die man von beiden Phosphor-glycerin- 
sauren ableiten kann, nimmt in dieser Hinsicht eine Zwischenstellung ein. 

Hydrolysierenden Agenzien gegeniiber ist die Phosphor-weinsgure nahezu 
ebenso widerstandsfahig wie die Phosphor-glycerinsauren Is), Phosphor-milch- 
saurelg) oder Phosphor-iipfelsaure ll). Gegen kochende Natronlauge ist die 
Esterbindung praktisch bestiindig; sie wird auch von heiBer Same nur sehr 
langsam unter Riickbildung von d(+ )-Weinsaure gespalten. Wie die Abbild. 2 

0 2  4 6 a TO 
f in Skin.- 

Abbild. 2. Hydrolyse von Phosphor-d(+)-weinsaure in n HC1 bei looo 
Ordinate: Po bzw. Pt = org. gebundener P zur Zeit 0 bzw. t 

''t X 100 gibt somit den Anteil ungespaltener Phosphor-weinsiiure in % an 

bestatigt, verlguft die Hydrolyse in n Salzsaure bei 100° als monomolekulare Re- 
aktion. Die Geschwindigkeitskonstante wurde unter diesen Bedingungen zu k = 
0.00098 [l /Min.] gefunden 20), was einer Halbwertszeit von 12 Stdn. entspricht. 

Besehreibung der Versuche 
Phosphat-Analyse: Da die Phosphatgruppe der Phosphor-weineure schwer 

hydrolysierbar ist, d.h. beim lstdg. Erhitsen mit nHCl auf loo0 nur zu 6.1% abgespalten 
wird, Polyphosphorsiluren unter denselben Bedingungen aber bereits in 10 Mn. VOU- 
stiindiger Hydrolyse anheimfallen, l&Bt sich der Phosphor weinsiiurtt-Gehalt eines Syn- 
these-Ansatzes oder eines bei der Reinigung anfallenden Praparates auf einfache Weise 
mittels der Lohmannschen Hydrolysen-Methode bestimmen. Zur oolorimetrischen Mes- 
sung von praformiertem und whhrend des Kochens abgespaltenem Orthophosphat be- 
dienten wir uns der Methode von M. Martland und R. RobisonZ1). 

Po 

_ _ _ _ _  
17) Biochem. Ztschr. 297,60 [1938]. 
19) Th. Wagner- Jauregg, B. 68,670 [1935]. 
20) Neuberg und Schuchardt (8. Fuhote  8 ) )  fanden hir ihr Priparat k = 0.00054 

l*) W. Kiessling, B. 68,243 [1935]~ 

[l/Min.]. Biochem. Journ. %O, 848 [1926]. 
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Ve r su c h e m i  t ,&thy l e n o  x y d - d i  c a r  b o n s  iiur e : 400 mg cis -At  h y le  n o  x y d - d i  c a r  - 
bons&ure2’), in 15 ccm Wasser gelost und mit Natronlauge neutralisiert, wurden mit 
1.1 g Na,HPO,.2HzO versetzt. Weder bei 8tiigig. Stehen in der Kalte noch bei 24stdg. 
Kochen erfolgte Aufnahtne von Phosphat in organ. Bindung. Ebensowenig trat die ge- 
wiinschte Umsetzung -beim Kochen :on 0.5 g Athylenoxyd-dicarbonsaure mit 0.5 g 
wasserfreier Phosphorsiiure in 25 ccm Ather oder 8 ccm Dioxan ein. 

S y n t h e s e v o n P h o s p h o r  - d (+) - we i n s  ti u r e (VI) 
a) U m s e t z u n g  in waBr. Medium: Zu 30 g d-Weinsaure ,  in 100 ccm Wasser ge- 

lost und mit 40 ccm lOnNaOR neutralisiert, wurden im Eisbad 30 g P h o s p h o r o x y -  
ch lor id  und etwa 90 corn l0nNaOH abwechslungsweise in kleinen Anteilen gegeben. Es 
wurde dabei beachtet, daB die Temperatui im Reaktionsgemisch nicht uber 45O stieg 
und die Roaktion immer alkalisch blieb. Nach Abklingen der Reaktion wurde das p a  auf 
9-10 eingestellt. Wie die Analyse ergab, verteilte sich das Phosphat zu 85% auf an- 
organ., zu 5% auf leicht-hydrolysierbares und zu 10% (entspr. 1.9 g) auf schwer-hydro- 
lysierbares PO,S@. Das Reaktionsgemisch blieb noch 2 Stdn. im Eisbad stehen, wobei ein 
groBer Tell des anorgan. Phosphats als Natriumsalz ausfiel und dann auf der Nutsche 
abzutrennen war. AnschlieBend wurde die Hauptmenge der nicht umgesetzten Wein- 
saure in Form von Weinstein abgeschieden. Zu diesem Zweck dampfte man die rnit konz. 
Salzsiiure auf PH 6 abgestumpfte Losung i.Vak. auf 25 ccm ein, brachte das PH durch 
Zugabe von konz. SalzsLure auf 3.5 und gab 40 ccm gesatt. Kaliumchlorid-Losung zu. 
Nach 3stdg. Stehen im Eisbad wurde der krist. ausgcschiedene W’einstein abgesaugt und 
das Filtrat zur Entfernung des restlichen Orthophosphats mit 6 g krist. Magnesiumchlorid 
und 10 g Ammoniumchlorid, gelost in 60 ccm M7asser, versetzt. Mittels Ammoniak-Losung 
wurde alkalisch gemacht, dann wurden 200 ccm Wasser unter krtiftigem Ruhren zu- 
gesetzt. Nach 1 stdg. Stehenlassen wurde das ausgeschiedene MgNH,PO, abgesaugt. Aus 
dem mit Wasser auf 450 ccm verdunnten Filtrat, das nur mehr 57 yo des urspriinglich vor- 
handenen Fsterphosphats enthielt (V~rlust  bei der Piillung mit Magnesia-Mixtur !), konnte 
P h o s p h o r - w e i n s l u r e  bei PH 8 durch Zugabe von 45 ccm 25-proz. Bariumacetat-Lo- 
sung quantitativ als Bariumsalz gefallt werden, das nach dem Waschen mit Wasser und 
dem Trocknen 11.5 g wog und zu 41% aus dem gesuchten Salz bestand. 

Um Bariumtartrat, die wesenthhe Verunreinigung, abzutrennen, wurde das rohe 
Bariumsalz in 350 ccm Wasser unter Zusatz von’ 50 ccm konz. SalzsLiure in Losung ge- 
bracht; dann wurde unter kraftigem Riihren 5nPv’aOI-I langsam zugefiigt, bis PH 7-8 er- 
reicht war. Der abfiltrierte und abermals mit 350 ccm Wasser digerierte Niederschlag 
wurde vom Waschwasser abgetrennt und getrocknet; Ausb. 6.9g. Er wurde in Wasser 
aufgeschlammt, mit der iiquiv. Menge Schwefelsgure zerlegt und die Losung, nach Ab- 
trennung des Bariumsulfats, i. Vak. auf 5 ccm eingedampft. Bei Zugabe von 30 ccm 
absol. Athanol fie1 ein etwas klebriger h’iederschlag aus, der nach Waschen mit absol. 
Athano1 und Ather getrocknet wurde: 1.4 g Substanz, die zu SO% aus P h o s p h o r - w e i n -  
s a u r e ,  zu 17% aus Polyphosphorsibure und zu 3% ails O r t h o p h o s p h o r s k u r e  
bestand. 

Eine vollstkndige Reinigung wurde iiber die B r u c i n -  Sa lze  erreicht. Dazu wurden 
1.4 g der R o h s h u r e  in 40 ccm Wasser gelost und mit der Losung von 6.2 g B r u c i n  in 
heiBem Methanol versetzt. Das. beim Stehen in der Kltlte in, langen, schmalen, verfilzten 
Nadeln ausgeschiedene T r i b r u c i n -  Sa lz  wurde aus 40 ccm heiSem Wasser umkristalli- 
siert; Ausb. 4.6 g. Zur Zerlegung wurden 4.2 g dieses Tribrucin-Salzes in 120 ccm Wasser 
untm Erwiirmen gelost, konz. Ammoniak-Losung im UberschuB zugefiigt, das ausge- 
schiedene Rrucin nach Abkiihlen abgesaugt und das Filtrat mit 96 ccm Chloroform aus- 
geschiittclt. Die wal3r. Phase wurde mit verd. Essigsiiure auf PH 5-6 gebracht und durch 
uberschiiss. Bleiacetat-Losung das unlosliche Rle isa lz  der P h o s p h o r - w e i n s a u r e  ge- 
fallt. Nach sorgfaltigem Auswaschen mit Wasser wurde das Bleisalz in 100 ccm Wasser 
suspendiert und mittels Schwefelwasserstoffs zerlegt. Die nach Abtrennung des Blei- 
sulfids erhaltene Losung wurde i.Vak. auf 20 ccm eingeengt, der Siiuregehalt durch Titra- 

?.) E. W e i t z ,  H S c h o b b e r t  u. H. S e i b e r t ,  B.68,1163 [1935]. 
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tion einer Probe bestimmt, und der heiDen Lijsung Spyo der der S h r e  aquivalenten 
Brucinmenge (vergl. unten), in konz. methanolischer . Losung, zugesetzt. Beim Ab- 
kuhlen kristallisierte das Dib r u cin - S alz der P h 0 s  p h or  - w ein s ti ure in schwerloslichen, 
farblosen, gliinzenden Prismen &us, die nach dreimaligem Umkristallisieren aus heiBem 
Wasser analysenrein erhalten wurden. Ausb. 2.2 g (1 yo d.Th.); Schmp. 175-177O (Zers.). 

~,H,0,P.2C,H,,0,N,.9Hz0 (1181.1) Ber. C 50.85 H 6.57 N 4.75 P 2.62 H,O 13.7 
Gef. (251.28 H6.59 N4.81 P2.56 H,O 13.5 

b) Umsetzung in Pyr id in :  Eine auf -350 abgekuhlte Losung von 22 g Phosphor- 
oxychlorid in 150 ccm wasserfreiem, frisch dest. Pyridin wurden langsam und unter 
kriiftigem Ruhren zu einer im Kiiltebad von -350 befindlichen Losung von 18 g Wein- 
saure-d imethyles te r  in 150 ccm Pyridin gegeben. Der Ansatz, aus welchem sich 
Pyridin-hydrochlorid auszuscheiden begann, blieb 10 Min. im Kaltebad und anschliel3end 
noch 1 Stde. im Kuhlschrank stehen; Der vom Pyridin-hydrochlorid abgesaugten orange- 
farbenen Losung wurden 150 ccm Eis-Wasser-Mischung zugefugt und das Ganze i.Vak. 
auf 140 ccm eingeengt, wobei einmal 150 ccni Wasser nachgegeben wurden. Durch Zugabe 
von 15 ccm konz. Salzsaure (d 1.19) brachte man die Losung auf 1nHCl und erhitzte 
20 Min. im siedenden Wasserbad. Die Losung enthielt dann 6.9 g anorgan. PO, und 6.8 g 
Ester-PO,. AuBerdem waren 2.0 g B r e n z t r a u b e n ~ a u r e z ~ )  vorhanden, stammend aus 
dem bei der Reaktion gebildeten 0 x a 1 e s s i g e s t e r (X), welcher sich vor der Silure- 
hydrolyse durch seine Enolreaktion mit Eisen(II1)-chlorid zu erkeunen gegeben hatte. 

Um die noch gebundenen Methylgruppen abzuspalten wurde die Losung anschlieaend 
mit 30 ccm lOnNaOH stark alkalisch gemacht und 20 Min. im siedenden Wmserbad 
erhitzt. Nach Abstumpfen der Reaktion auf PH 8-9 mittels Salzsaure wurden 25 g Li- 
thiumchlorid in konz. wiiBr. Losung zugefugt, das sich ausscheidende Lithiumphosphat 
nach 12stdg. Stehenlassen abgesaugt, in 200 ccm verd. Salzsaure gelost und mit Natron- 
huge bei PH 8.5 wieder gefallt. Die Filtrate vom Lithiumphosphat wurden vereinigt, mit 
Wasser auf 2000 ccm verdiinnt und bei PH 8.5 mit uberschuss. 25-proz. Bariumacetat- 
Losung versetzt. Der sich bildende NiederschIag wurde abgetrennt und so Iange mit Was- 
ser gewaschen, als noch ClO im Waschwasser nachweisbar war. Zum Zwecke der Zerle- 
gung wurde der feuchte Niederschlag in 2000 ccrn Wasser aufgeschlhmmt, die Suspension 
auf 70° erhitzt und durch Zugabe der Lquiv. Menge verd. SchwefelsBure alles Ba2@ als 
Bariumsulfat gefiillt, das Bariumsulfat abgetrennt und mit 1400 ocm kochendem Wasser 
ausgewaschen. Filtrat und Waschwasser -den vereinigt und i.Vak. auf 100 ocm ein- 
geengt. Die Losung enthielt 229 milquiv. Saure. Um das Dibrucin-Salz zu erhalten, 
wurde sie heiD mit der Losung von 63 g Brucin (60% der aquiv. Menge) in 40 ccm Me- 
thanol versetzt. Beim Abkiihlen kristallisierte daa Dibrucin- Salz der Phosphor-wein- 
sa ure in farblosen, gliinzenden Prismen a s ,  das nach einmaligem Umkristallisieren am 
150 ccm heidem Wasser analysenrein war. Ausb. 51 g (42% d.Th.); Schmp. 175-177O 
(Zers.). 
C4H,O,3?.2C~HzsO,N,~9H,O (1181.1) Ber. C 50.85 H 6.57 N 4.75 P 2.62 H,O 13.7 

Gef. C 50.63 H6.91 N4.89 P 2.54 H,O 13.7 
Schmp. dea waaserfreien Salzes (looo, uber P4OlO) 183-186O (Zers.). 

Eigenschaften de r  Phosphor-d(+)-weinsgure 
Fur die folgenden Versuche dienten Losungen von freier Phosphor-weinskure,  die, 

wie oben (S. 910) beschrieben, uber dae Bleisalz aus analysenreinem Dibrucin-Salz dar- 
gestellt worden waren. Sie enthielten keine Spur anorgan. oder leicht-hydrolysierbaren 
Phosphats mehr. 

Im Gegeneatz dazu war in der Losung, die aus der Zerlegung dea !Cribrucin-SaIzes 
(S. 910) stammte, sowohl anorgan. wie leicht-hydrolysierbares Phosphat vorhanden. Das 
Tribrucin-Salz schleppt hartniickig Verunrekigungen mit, so daB die vollkommene Rei- 
nigung der Phosphor-weinssure nur uber das Dibrucin-Salz gelingt. 

S3) Bestimmung nach H. A. Lardy ,  in Umbre i t ,  Burris,  Stauffer,  Manometric 
Techniques, Minneapolis 1948, S. 105. 
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a) E l e k t r o m e t r i s c h e  T i t r a t i o n :  20 ccm Phosphor-weinsiure-Losung mit 
2.18 mg Ester-POz@/ccm, entsprechend 0.023 m, m r d e n  bei 28O mit nNaOH titriert. 
Die ps-Messung erfolgte niittels Glaselektrode und Ultra- JonographZ4) ; Ergebnis vergl. 
Abbild. 1, S. 908. 

Aus der Titrationskurve ist zu entnehmen, d a D  die vollstandige Neutralisation der 
Phosphor-weinsaure erst bei PH 8.85 erreicht ist. Dies erkliirt die Tatsache, da13 bei der 
Titration mit Phenolphthalein als Indicator, dessen Umschlagspunkt bei PH 8.5 liegt, 
stets um etwa 3% zu weriig Lauge verbraucht wurde. 

Je mg E ~ t e r - P 0 , 3 ~ :  Ber. ccm 0.lnNaOH 0.421 
b) Sa lze  d e r  P h o s p h o r  - weinsa u r e  : Eine neutrale 0.052 mNatrium-phosphortar- 

trat-Losung gibt mit Lijsungen von Calcium-, Strontium- oder Bariumchlorid Nieder- 
schliige, die in Wasser schwerloslich sind, sich aber in verd. Essigsiiure losen. I m  Gegen- 
satz dazu lost sich der mit Bleiacetat gebildete Niederschlag in Essigsaure nicht; er ist 
in Salpetersliure oder Natronlauge loslich. 

Bei Zugabe von sehr verd. Kupfersulfat-Losung bildet sich unter Farbvertiefung eine 
grunblaue Losung, rnit miiI3ig konz. Kupfersulfat-Losnng dagegen ein grunlicher Nieder- 
schlag. 

Bei Zusatz von Magnesia-Mixtur zur Losung von Phosphor-weinsaure tritt keine Fal- 
lung auf. I n  Ggw. von anorgan. Phosphat gehen aber betrachtliche Mengen Phosphor- 
weinsiiure in den Niederschlag von MgNH4P04, weshalb es bei der Aufarbeitung der 
Synthese-Ansiitze zweckmiiSig ist, die Orthophosphorsiiure als tert; Lithiumphosphat abzu- 
scheiden. 

c) Opt i sche  A k t i v i t a t :  CLD +O.O55O (2.3 mg Phosphor-weins&ure/ccm, 2-dm- 
Rohr, 20°) = [a]% : +12.0°. 12 ccm dieser Lijsung,+ 6 ccrn 25-proz. Ammoniummolybdat 
im 2-dm-Rohr bei 200 zeigten a: +0.23O = r.13 : f75.2O. 

d) H y d r o l y s e  d u r c h  n H C l  b e i  looo: Die Kinetik der sauren Hydrolyse von Phos- 
phor-weinsiure ist in der Abbild. 2 wiedergegeben. Zu diesem Versuch kam eine Losung 
in Anwendung, die 2.78 mg E ~ t e r - P O , ~ ~ / c c m  enthielt. 

Die bei der Hydrolyse gebildete d - W e i n s a u r e  lie13 sich wie folgt isolieren und iden- 
tifizieren: 86 mg P h o s p h o r - w e i n s a u r e  wurden in 17 ccm mHC1 40 Stdn. im sieden- 
den WasSerbad erhitzt, wobei 90% des Esterphosphats abgespalten wurden. Die Lij- 
sung wurde nach Neutralisation mit lOnKOH auf dem Wasserbad eingedampft, der 
Ruckstand in wenig Wasser aufgenommen und niit 2nHCl auf ~ ~ 3 . 5  gebracht (Vol. 
7 ccm). Durch Zugabe von 7 ccm absol. Alkohol wurde die Abscheidung von Weinstein 
vervollstandigt, der nach 24 stdg. Stehenlassen im Kiihlschrank abzentrifugiert, dreimal 
mit je 1 ccm Wasser und dann mit Alkohol und Ather gewaschen wurde. Zum Zwecke 
der Reinigung neutralisierte man den rohen Weinstein rnit 2.51 ccm nilo KOH, verdiinnte 
die Losung auf 3.5 ccm und brachte dann durch Zugabe der der verbrauchten Lauge 
Bquiv. Menge nHCl das saure Kaliumsalz wieder zur Abscheidung. Nach Waschen mit 
Wasser, Alkohol und &her wurden 16 mg (25% d.Th.) W e i n s t e i n  erhalten. 

12.4 mg verbr. zur Neutralisation 0.65 ccm nllo KOH; ber. fur Weinstein 0.66 ccm. 
Bei der oxydimetrischen Titration nach Mestrezatz5)  verbr. 4.22 mg 1.31 ccm 

milo KMnO,; ber. fur Weinstein 1.35 corn. Optische Aktivitlit der neutralisierten Losung: 
2.72 mg (entspr. 3.28 mg neutrales Salz)/ccm im 2-dm-Rohr bei 200 zeigten 01: + 0.160 
= [ C L ] ~  : +24.4O (sek. Kaliumtartrat : [ c L ] ~  : +27.1° 86)) .  

Gegenuber Lauge ist Phosphor-weinsiiure noch bestsndiger als gegenuber Saure. Bei 
lstdg. Kochen niit nNaOH werden nur 2 7 ,  des Phosphats abgespalten. 

C,H,OgP + 4 0 H e  = C4H309P4@ + 4 H z 0  
Gef. ccni 0.lnNaOH 0.405, 0.410 

24) Fa. Lautenschlaeger, Munchen. 
26) C. 1907 IT, 185. 
ae) T. S. P a t t e r s o n ,  Journ. Amer. chem. SOC. 85, 1118 [1904]. 


