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51. Hans Pringsheim und Margot Winter: Die Zucker-
Eiwei3—-Kondensation.

Aus d. Chem. Institut d. Universitit Berlin.
(liingegangen am 17. Dezember 19206.)

Bringt man Eiwecillstoffe und reduzierende Zucker in wabriger,
kochsalz-haltiger oder Kalkwasser-Losung zusammen, so erfolgt z. B. bei
Glucose augenblicklich Kondensation zu einer Verbindung, in der der
Zucker nicht mehr durch ¥ehlingsche Losung nachweisbar istl). Die
Kondensation geht it verschiedenen Eiweillstoffen vor sich, wie das aus
der Ubersichtstabelle auf S. 279 zu cntnehmen ist. Eine Ausnahme macht
nach den bisherigen, noch erweiterungsbediirftigen und z. B. auf Histone
und Protamine auszudehnenden Versuchen (II) nur die Gelatine, wobei
es jedoch verfriiht wire, etwa einen Zusammenhang nit dem Mangel dieses
Proteins an Tyrosin und Tryptophan herleiten zu wollen.

Die Verdauung der Eiweillstoffe it Pepsin behebt nicht ihre Fahigkeit
zur Zucker-Kondensation (II); wir haben die Beobachtung zuerst an pepsin-
verdauten Proteinen gemacht?), ja, die pepsin-verdauten EiweiBstoffe,
die Albumosen und Peptone (IVa), sind fiir Zucker noch aufnahme-
fahiger als die natiirlichen Proteine. Die weitere Verdauung in alkalischem
Medium mit Trypsin verstirkt das noch (IVb), soweit sich das
in Vorversuchen mit Trypsin (Kahlbaum) feststellen Hefl. Dagegen reagieren
Amino-siuren, z. B. Alanin und Tyrosin (V), nicht in gleicher Weise
niit dem Zucker-Molekiil, jedenfalls niclit so, daf3 sich der Nachweis einer
Kondensation bei der starken Alkalitdt der Fehlingschen Losung fiithren
lieBe3). Ls wird notwendig sein, die vorstehend geschilderten Versuche
in genauere Bezichung zum nach modernen Methoden charakterisierten
Eiwei3-Abbau zu bringen. FEine direkte Beziehung zur Formol-Titration
oder dem van-Slyke-Stickstoff besteht nicht.

Die Zucker-Eiweil-Kondensate lassen sich aus ihren Liésungen durch
Ammoniumsulfat aussalzen, wobei der kondensierbare Zucker am
Fiweil} bleibt und der ,,UberschuBl-Zucker in Losung geht (VI). DaB
der so gefundene U'berschufl-Zucker im richtigen Verhiltnis zu dem kon-
densierten Zucker steht, gibt eine Gewadlr fiir die Richtigkeit unserer Be-
obachtungen. Noch beweisender hierfiir ist, daff im Salzsdure-Hydrolysat
des Zucker-Eiwcil-Kondensates der Zucker wieder quantitativ nachzuweisen
ist (VII).

Die Menge des vom Fiweill gebundenen Zuckers ist in Anbetracht der
relativen Grolle ithrer Molekiile durchaus nicht gering; so bindet z. B. 1 g
Tier-Albumin 32.4 mg Glucose, das Kondensat besteht also zu ca. 39 aus
dem Zucker-Anteil. Die Mengenverhiltnisse bei anderen Iliwei3stoffen,
wie Blut-Albumin, Casein, Legumin, Konglutin und Vitellin, weichen hiervon
nur wenig ab (IT}, wihrend bei pepsin-verdauten Eiweillstoffen (III} und

Y In besonderen Versuchen (Id haben wir uns davon iiberzengt, dall das Kupfer-
oxydul auch in Gegenwart von groflen Fiweifimengen gunantitativ falbar ist und nicht
ctwa in komplexe LOsung geht.

2) Biocheni. Ztschr. 177, 406 [1926].

3) vergl. die unter 2 angegebene Literaturstelle, aullerdem H. von Fuler und
I;. Brunius, Ztschr. physiol. Chiem. 161, 265 [1926].
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Albumosen und Peptonen (IVa) wesentlich mehr, beim pepsin-verdanten
Fier-Albumin z. B. 48.6 mg Glucose gebunden werden. Nachherige Trypsin-
Verdauung vermehrt die Menge des kondensierbaren Zuckers, beim Eier-
Albumin bis zun 63 mg.

Ibersichtstabelle.
ey =B oL
g . 3 Peptone, g%
o . . 9 pepsiti-verdaut. g e
EiweiBstoffe 23 . 23 Albumosen, 23
=0 LEiweilstoffe = i v g
o o Amnino-siuren G
2 ] g
Fier-Albumin . ., -+ Eier-Albumin . + Pepton ex albumine ..... -+
Blut-Albwmin. . . -+ Blut-Albumin. }- Fibrin-Albumosen........ +
(elatine ... ..., —— ” Gelatine ..... — | Horn-Albumosen ......... +
Casein ......... + Y fCasein....... + | trypsin-verdaut. Pepton...| -
Legumin ... .. .. -+ Z | Legumin ... .. 4- | trypsin-verdaut.
'g Fibrin-Albuniosen ... ... -
Konglutin . . .. .. -+ 7 ) Konglutin....j <+ |trypsin-verdaut.
.,E Horn-Albumosen....... 4-
Viteltin ..... ... + ] Vitellin .. .... + | pepsin-trypsin-verdaut.
B Lier-Albumin.......... +
Myosin ...... +~ |Tyrosin ................ -
Alanin ................. —_

Genau ebenso erfolgt die Kondensation auch quantitativ mit Fructose
und Galaktose (VIII). Reduzierende Disaccharide, wie Maltose und
Lactose, bediirfen infolge ihrer geschwichten aldehydischen Funktion
ciner gewissen Zeit bis zur maximalen Kondensation, die jedoch in 24 Stdn.
erreicht ist. Aber auch hier ist das konstante Mengenverhiltnis zwischen
Iiiwei3 und Zucker gewahrt: vom Disaccharid sind fiir die Absittigung
naturgemiB Aquimolekulare Mengen (1909%,) der Monosen erforderlich;
das Kondensat enthilt dann schon etwa 69/, Zucker. Dieses stochiometrische
Verhiltnis zwischen Tiwei und Zucker macht die Annahme sehr wahi-
scheinlich, daB irgendeine im Fiwei-Molekiil vorhandene Atomgruppierung
fiir die Kondensation verantwortlich zu imachen ist. Es ist besser, iiber
die Art dieser Bindungsstellen zwischen den Amino-siuren im Hinblick
auf die herrschende Unsicherheit in der Konstitution der EiweiBstoffe nicht
zu spekulieren, und auch den Hinweis auf den Fingriff der Aldehydgruppe
in eine Aminogruppe im Sinne der Schiffschen Basen zu vermeiden. Als
walirscheinlich kann nur hingestellt werden, daB der Zucker glykosidisch
gebunden ist, nicht nur wegen der durch das Ausbleiben der Reduktions-
kraft angezeigten Festlegung der Carbonylgruppe, sondern vornehmlich
im Hinblick auf dic groBe Resistenz der Kondensate in alkalischer Ldsung
im Gegensatz zu ihrer groBeren Empfindlichkeit gegeniiber freien Wasserstof(-
Ionen. In einer Versuchsreihe (I1X), in welcher wir Eier-Albumin it Puffer-
16sungen und I'ructose zusammenbrachten, malen wir nach dem Ausfillen
des Zucker-Liweil3-Kondensates mit Ammoniumsulfat die in Gegenwart
des Eiwcilles durch den Zusatz der Puffer tatsichlich erreichten Acidititen.
Wir stellten fest, dal3 maximale Kondensation bei p;; = 6.4 vorhanden war;
bel py == 5.6 beobachteten wir schon einen gewissen Riickgang, der sich
bei 5.2 und nocl tnehr bei 4.4 verstirkte.



280 Pringsheim, Winter: Die Zucker-Eiweif3- Kondensation. [Jahrg. 60

Besonders eigenartig ist die Beobachtung, dal} Hefe imstande ist, den
Zucker, auch wenn er an liiweil gebunden ist, zu vergiren; ob man die
Annahme machen soll, da der Zucker auf ferment-hydrolytischem Wege
vom Eiweil getrennt und in statu nascendi von der Zymase vergoren wird,
oder ob man die Deutung vorzieht, daBl der Zucker bei der Gidrung immer an
Fiweill gebunden wird und diese Kondensation eine Voraussetzung fiir die alko-
holische Gdrung des Zuckers bedeutet, kénnen wir zurzeit nicht entscheiden. Mit
Toluol verfliissigte Hefe setzte die Glucose aus ihrem Kondensat mit Eier-
Albumin nicht in Freiheit. Aber eine derartige Fermentation war auch
gar nicht zu erwarten, wenn nicht gleichzeitig fiir die Beseitigung des durch
Hydrolyse abgespaltenen Zuckers auf irgendeinem Wege, z. B. durch al-
koholische Girung, gesorgt wird. Denn die Ferment-Hydrolyse der Zucker-
Fiweil-Kondensate ist jhrer Natur nach anderen enzymatischen Hydrolysen
nicht vergleichbar, da ja in unserem Falle die Bedingungen fiir die sofortige
Wiedervereinigung der Bruchstiicke hemmungslos gegeben sind, was na-
tiirlich bei den bisher beschriebenen Betitigungen der Hydrolasen nicht
der Fall ist.

Eines steht jedenfalls fest, daB unter biologischen Bedingungen hiufig
(ielegenheit fiir die von uns beschriebene Zucker-Eiweil-Kondensation
geboten sein wird, und dafl Zucker mit freien Carbonylgruppen in Gegenwart
von Eiweil in den geschilderten Konzentrations-Verhiltnissen nicht existenz-
fahig sind. Die Bedeutung der Zucker-EiweiB-Kondensate, denen wir vor-
liufig Namen wie Gluco-Albumin, Fructo-Vitellin usw. geben wollen,
mufl also int lebenden Organismus keine geringe sein. Besonders beim
Blutzucker wird sie hervortreten und dazu beitragen, manche der zahl-
reichen Unstimmigkeiten in der heutigen Erkenntnis der Art, Bildung und
Weiterverarbeitung des Blutzuckers kliren zu helfen. Demnn das, was man
heutzutage als ,,Blutzucker® bestimmt, kann in unserem Sinne nur ein ,,Uber-
schufl-Zucker" sein, wenn die gelisten Eiweiflstoffe des Blutes nicht durch
andere carbonyl-haltige Stoffe abgesittigt sind. Durch Salzsiure-Hydrolyse
lassen sich aus dem Blut auch nach unseren Feststellungen keine wesentlichen
Zuckermengen abspalten. Auch mit Hilfe der Hefe-Giarung liel sich kein
Protein-Zucker im Blut nachweisen. Bisher bieten nur die von B. Glass-
mann? vor wenigen Wochen mitgeteilten Versuche einen Anhalt dafiir,
dal} im Blut tatsichlich etwa 8-mal soviel Zucker vorhanden ist, wie man
im allgenieinen als freien Blutzucker nachweisen kann.

Beschreibung der Versuche.

Nach der Vereinigung der wie nachstehend zusammengestellten Losungen
wurde nach der Methode von Bertrand titriert.

I. Blindversuch zur Prifung des Einflusses von Eiweil} auf
Kupferoxydul

Aus einer Losung von bekanntem Zucker-Gehalt wurde mit Fehlingscher
Lésung Kupferoxydul gefdllt. Das abfiltrierte Cu,O wurde dann nochmals
7 Min. mit einer I6sung von 1 g Eier-Albumin in 15 com Wasser gekocht.
Die Titration crgab den theoretischen Zucker-Wert: ohne Eiwei3 33.9 mg
Cu, mit Eiwei 33.7 mg Cu.

1y Ztschr. physiol. Chem. 158, 113 {1926, hier die iltere Literatur.
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II. Kondensations-Versuche von Glucose mit EiweiBlstoffen.

a) b) : ) d)
etwa 1-proz. 1 g Eier-Albuwmin 1 g Blut-Albumin 1 g Gelatine
Glucose-Losung 15 ccm Wasser 15 ccm Wasser 15 ccm Wasser
e) f) g) h)
1 g Vitellin 1 g Casein 1 g Legumin 1 g Konglutin
15 ccm 5-proz. 15 ccm Kalkwasser 15 ccm 5-proz. 15 CCH1 5-proz.
NaCl-Loésung NaCl-Lésung NaCl-Lésung
I. . III. 1v.
5ccm a 5ccm a 5ccn a 5ccm a
25 ,, Wasser 5 ,, b 5 , C 5 , d
20 ,, Wasser 20 ,, Wasser 20 ,, Wasser
V. VI. VII. VIII.
5ccm a 5ccm a 5ccm a 5ccm a
5 . € 5 5, f 5 ., 8 5, b
20 ,, Wasser 20 ,, Wasser 20 ,, Wasser 20 ,, Wasser

Die Titration wurde mit 5 ccm Losung ausgefiihrt,

Zusammensetzung der aufrg ElfNelB
M mg Cu mg Glucose | kondensiert
Versuchslésung
mg Glucose
I. Glucose + Wasser ................. 15.3 7.6 —_

II. Glucose + Eier-Albumin ............ 11.8 5.8 32.4
ITI. Glucose + Blut-Albumin............ 12.2 ! 6.0 : 28.8
IV. Glucose + Gelatine ................ 15.1 7.5 —

V. Glucose - Vitellin ................. 12.1 5.9 30.6
VI. Glucose 4 Casein .................. 11.6 5.7 34.2
VII. Glucose + Legumin ................ 11.4 ! 5.6 36.0

VIII. Glucose + Konglutin ............... 12.1 ’ 5.9 30.6

III. Kondensations-Versuche von Glucose mit pepsin-verdauten
(24 Stdn., 37% Eiweillstoffen.

a) b) ¢) d)
etwa 1-proz. 1 g Eier-Albumin 1 g Blut-Albumin 1 g Gelatine
Glucose-Lésung 13 ccm Wasser 13 ccm Wasser 13 ccm Wasser
2 ,, Pufferpgy=2 2 ,, Puffer py=2 2 ,, Pufferpy = 2
0.5 g Pepsin 0.5 g Pepsin 0.5 g Pepsin
€) 1) g)
1 g Legumin 1 g Konglutin 1 g Vitellin
13 ccor Wasser 13 ccm Wasser 13 ccm Wasser
2 ,, Puffer pg=2 2 ,, Puffer py =2 2 ,, Puffer py =2
0.5 g Pepsin 0.5 g Pepsin 0.5 g Pepsin
I. II. III. IV.
5 cem a 5ccm a 5cem a 5cem a
25 ,, Wasser 5 ,, b 5 , ¢ 5 , d
20 ,, Wasser 20 ,, Wasser 20 ,, Wasser
V. VI. VII.
5com a 5 com a 5 CCulL a
5 ., ¢ 5 .o f 5 . g
20 ,, Wasser 20 ,, Wasser 20 ,, Wasser

Die Titration wurde mit 5 ccm Losung ausgefiihrt.
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auf 1 g Fiweifl
mg Cu myg Glucose | kondensiert
mg Glucose

Zusammensetzung der
Versuchslésung

I. Glucose + Wasser .................. 15.5 7.7 —
I1. Glucose |- pepsin-verdaut. Eier-Albumin 10.2 5.0 48.6
II1. Glucose + pepsin-verdaut. Blut-Albumin 10.8 5.3 43.2
1V. Glucose -} pepsin-verdaut. Gelatine ... L15.3 7.6 —
V. Glucose + pepsiu-verdaut. Legumin .. 10.2 5.0 48.0
VI. Glucose -+ pepsin-verdaut. Konglutin . 11.0 5.4 414
VII. Glucose -t pepsin-verdaut. Vitellin .. .. 10.4 5.1 16.8

Koundensations-Versuche mit pepsin-verdaut. Casein und Myosin siehe H. Prings-
Ireim und M. Winter, Biochiem. Ztschr. 177, 406 [1920.

IVa., Kondensations-Versuche von Glucose mit Albumosen
und Pepton.

a) b) ) &)
ctwa I-proz. 1 g Fibrin- 1 ¢ Horn-Albumosen 1 g Pepton ex
Glucose-Losung Albumosen albumine
15 com Wasser 15 cem Wasser 15 ccm Wasser
I. II. II1. Iv.
5 cem a 5c¢cm a 5ccul a 5 cem a
25, Wasser 5 ,. b 5 .. ¢ 5 , d
20 ., Wasser 20 ,, Wasser 20 ,, Wasser

Die Titration wurde mit 5 cem Losung ausgefiihrt.

auf 1g Eiweill
mg Cu mg Glucose | kondensiert
mg Glucose

Zusammensetzung
der Versuchslésuny

I. Glucose -+ Wasser ................... 17.9 8.9 -
I1. Glucose - Iibrin-Albumosen ......... 12.2 6.0 : 52.2
I11I. Glucose - Ilorn-Albumosen .......... 12.8 6.3 46.8

IV. Glucose - Pepton ex albumine ....... 13.3 0.6 1.4

IVb. Kondensations-Versuche von Glucose mit trypsin-verdauten

Albumosen und Pepton und pepsin-trypsin-verdautem (je 24 Stdn.,
379 Eier-Albumin.

a) by )
etwa 1-proz. Glucose-ILosung 1 g Pepton ex albumine 1 g Lier-Albumin
13 cem Wasser 13 ecm Wasser
2, DPuffer py = 84 2 ,, Puffer py = 84
0.5 g Trypsin 0.5 g Trypsin
d) c)
1 ¢ Horn-Albumosen 1 g Lier-Albumin
13 ccm Wasser 10 cem Wasser
2 ,, DPuffer pg = 8., 2 ,, Duffer Py = 2
0.5 ¢ Trypsin 0.5 g Pepsin

Puffer-Uinstellung
0.5 g Trypsin
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————

I. 1T. III. IV. V.
5 coma 5 ccut a 5 cenl 4 5 cen a 5 cenl a
25, Wasser 5 ,, b 5 , ¢ 5 ., d 5 . €
20 ,, Wasser 2o ,, Wasser 20 ,, Wasser 20 ,, Masser

Die Titration wurde mit 5 can Losung ausgefiihirt.

anf 1 g Eiweill
Zusanumensetzung der Versuchslosung mg Cu mg Glucose | kondensiert
mg Glucose
I Glucose - Wasser.................... 17.5 8.7 —-
I1. Glucose 4 trypsin-verdaut. Pepton ... .. 12.2 6.0 48.6
ITI. Glucose -- trypsiu-verdaut. Fibrin-
Albumosen ...............c.iiiiin... 11.2 5.5 57.06
IV, Glucose + trypsin-verdaut, Horn-
Albumosen . ....... .o, IT.4 5.6 55.8
V. Glucose 4- pepsin-trypsin-verdaut. Eier-
Albumin ... ... o i, 10.6 5.2 63.0

V. Kondensations-Versuche von Glucose mit Amino-siduren.

a) b) <)
etwa 1-proz. elwa 1-proz. Losung ctwa 1-proz. Losung
Glucose-Lisung von Tyrosin vou Alanin
I 1I. 1IT.
5cci a 5ccm a 5ceem a
25 ,, Wasser 5 ,, b 5 , ¢
20 ,, Wasser 20 ,, Wasser

Die Titration wurde jeweils mit 5 cem Losung ausgefiilirt.

Zusammensetzung der Versuchslésung ! mg Cu mg Glucose
I. Glucose 4- Wasser ........................ ' 17.5 8.7
II. Glucose 4 I'yrosin .......... ... .......... 17.7 8.8
ITI. Glucose + Alanin ........................ ' 17.5 8.7

VI, VII. ¥allung und Hydrolyse des Zucker-Eiweifl-Kondensates.

VI. Es wurde cine Lésung von 1 g Iier-Albumin und 30 mg Glucose in go cem
Wasser hergestellt. Fine solche I6sung reduziert Fellingsche Losung nicht. Das
Albumin wurde sodann durch Sittigung der Losung init Ammoniwnsulfat gefillt, nach
Lrwirmen auf dem Wasserbade auf 50° abfiltriert und mit gesittigter Ammonium-
sulfat-Losung griindlich ausgewaschen. Das TFiltrat reduziert nicht.

VII. Die gleiche Losung wie unter VI wurde mit so viel Salzsiure versetzt, dal sie
10 9% HCI enthielt, und 10 Min. im koclienden Wasserbade hingend, erhitzt. Der Eiweil3-
Niederschlag wurde abfiltriert und mit IICl-halligem Wasser gut ausgewaschen. Naeh Er-
kalten wurde das Filtrat mit Soda necutralisiert. Die Bertrand- Bestimmung ergal
29.4 mg Glucose.
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VIII. Vergleichende Kondensations-Versuche von verschiedenen
Zuckern mit Eier-Albumin.
Es ist die Menge Zucker in der Tabelle angegeben, die 1 g Eier-Albumin zu binden
vermag.
mg Zucker.

Zeit Glucose Fructose Galakiose | Maltose Lactose
in Stdn. + Albumin + Albumin + Albumin | <4 Albumin | + Albumin
Ha 32.5 | 340 34.8 37.0 35.8
8 konstant l konstant konstant 49.4 50.0
24 konstant |  konstant konstant 61.5 66.2

IX. EinfluB der Wasserstoff-Ionen-Konzentration auf die
Kondensation von Fructose mit Eier-Albumin.

a)
etwa I1-proz.
TFructose-I.0sung

d)

5 o

b)

1 ¢ Eiler-Albumin

1 ¢ Eier-Albumin
10 cem Puffer pyy == 2
Wasser

¢}
1 g LHier-Alb

<)

1 g Ler-Albumin

5 =

umin

1o com Puffer py = g
Wasser

10 com Puffer pyy = 6 10 cem Puffer py = 8

5 ,, Wasser 5 ., \Wasser
I II. I11. V. V.
10 ccml 4 1o com a 10 com a 10 com a 10 ccm a
50 ,, Wasser 10 ,, b 0 ,, ¢ w ,, d io ,, e
5
40 ,. Wasser 40 ,, Wasser 40 ,, Wasser 40 ,, Wasser

Das Eiweifl wurde in diesen Losungen durch Zugabe von je 23 g Ammoniumsulfat
und Erhitzen auf dem Wasserbade auf 50° gefillit und abfiltriert. 30 ccm des Filtrats
wurden titriert, in der iibrigen Ldsung die wirkliche Wasserstoff-Jonen-Konzentration
{siche Tabelle) durch Indicatoren ermittelt.

Zusammensetzung auf 1 g Eiweill
der PH mg Cu mg I‘ructose| koudensiert
Versuchslosung mg Fructose
I. Fructose 4 Wasser ...... — 92.4 18.3 - -
I1. Fructose - Fier-Albumin. 4.4 7.5 40.0 24.G
II1. Fructosc — LEier-Albumin. .2 75.8 39.2 2

1V. Fructose + Lier-Albumin. 5.6 74.8 38.7 28.5
V. Fructose 4 Eier-Albumin. 6.4 73.6 37.8 315






