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kristallines Pulver, das unléslich in Ather, Petrolather und Benzol, wenig l6slich in Me-
thanol ist und iiber 400° schmilzt. Zur Analyse wurde die Substanz i. Hochvak. bei 100°
getrocknet.
Cy HygO,N, - C;H O, N, (687.6) Ber. C64.62 H 4.25 N 10.18
Gef. C64.11 H 4.26 N 10.70

p.p’-Bis-{oxy-bis-[4-amino-biphenylyl-(4')]-methyl}-azobenzol (XVI)
Man extrahiert den Riickstand der Acetonextraktion mit Dioxan, engt die tiefrote
Losung ein und versetzt mit der 4—5fachen Menge Ather. Nach 1-2 Tagen hat sich
eine schmierige kirschrote, an der Oberflache metallisch glanzende Substanz abgeschieden,
die abgesaugt und in Eisessig gelost wird. Man verdiinnt mit Wasser und versetzt mit
konz. Ammoninmoxalat-Losung, wobei sich nach 1-2 Tagen feine dunkelrote, griin glan-
zende Nadeln abgeschieden haben, die sich durch Umfillen aus Pyridin-Losung mit
Chloroform reinigen lassen. Die Substanz ist unlgslich in Chloroform, Schwefelkohlen-
stoff, Butylacetat und Dekalin, wenig loslich in Alkoholen, Eisessig und Tetrahydrofuran,
sehr leicht 18slich in Anilin und Pyridin und schmilzt iiber 400°. Zur Analyse wurde sie
i. Hochvak. bei 80° getrocknet.
CeH;00,Ns - 2CHN-2C,H,0, (1249.4) Ber. C73.06 H5.18 N 8.97
Gef. C72.60 H 4.62 N 9.02

p-Amino-p’-{oxy-bis-[4-amino-bipheny1yl-(4')]-methy1}-azobenzol (XVII)

Der Riickstand der Dioxanextraktion wird weiter mit Methanol erschdpfend extrahiert,
der kirschrote Methanolextrakt trockengedampft, der erhaltene Riickstand in sehr wenig
Methanol geldst und die Losung mit Benzol bis zur beginnenden Triibung versetzt. Nacb
kurzem Stehenlassen scheiden sich dunkel gefirbte griinschillernde Blattchen (0.9 g) ab,
die durch Lysen in Methanol und Féllen mit Benzol gereinigt werden. Die Substanz ist
unléslich in Chloroform, Butylacetat, Benzol und Tetralin, schwer l6slich in Aceton und
Cyclohexanon, leicht loslich in Alkoholen mit tiefroter Farbe. Sie wurde zur Analyse

i.Hochvak. getrocknet. .
C,,H,,0N;-2HCl (634.5) Ber. C70.03 H5.24 N 11.04 Cl111.17
Gef. C70.26 H6.21 N11.09 C110.99

29, Fritz Micheel und Egon Dinkloh: Kohlenhydrat-Eiweilverbin-
dungen aus Proteinen und 1-Fluor-d-glucose (Kohlenhydrat-EiweiBver-
bindungen, VILI. Mitteil.*))

[Aus dem Chemischen Institut der Universitit Minster/Westf.]
(Eingegangen am 16. Oktober 1950)

Durch Umsatz von 1-Fluor-d-glucose mit verschiedenen Proteinen
werden Kohlenhydrat-Eiweilverbindungen erhalten.

Vor einiger Zeit wurden mehrere Methoden beschrieben, mit deren Hilfe
es gelingt, Mono-, Oligo- und Polysaccharide bzw. deren Derivate durch bio-
logisch mégliche Bindungen mit verschiedenen Proteinen zu kondensieren*).
Von der gebriuchlichsten Methode, Amino- oder Oxygruppen mit Hilfe von

*) Frithere Mitteilungen: I.: F. Micheel u. H. Dorner, Ztschr. physiol. Chem. 280,
92 [1944]; IL: F. Micheel, Angew. Chem. [A] b9, 212 [1947]; IIL.: F. Micheel u.
J. Ewers, Makromol. Chem. 8, 200 [1949]; IV.: F. Micheel u. K. Schmidt, Makromol.
Chem. 8, 210 [1949]; V.: F. Micheel u. U. Heuer, Makromol. Chem. 3, 217 [1949];
VI.: F. Micheel u. A. Beckmann, Makromol. Chem. 3, 247 [1949]; VIL.: F. Micheel
u. B. Herold, Naturwiss. 36, 157 [1949].



Nr. 2/1951] aus Proteinen und 1-Fluor-d-glucose 21

Acetohalogenzuckern umzusetzen, wurde jedoch noch nicht Gebrauch ge-
macht, weil bei der nach erfolgter Kondensation erforderlichen Abspaltung
der Essigsduregruppen mit einer Denaturierung der nativen Proteine gerechnet
werden miifite. Es miissen also von vornherein die acetylfreien 1-Halogen-
zucker zur Verwendung gelangen. Wihrend die Essigsiiurereste in den Aceto-
brecm- und Aceto-chlor-zuckern nicht ohne gleichzeitige Abspaltung der Ha-
logenatome verseift werden kénnen, ist dies bei den Aceto-fiuor-zuckern mog-
lich. Wir verwandten bisher die $-1-Fluor-d-glucosel) und muBten zunichst
auf die a-1-Fluor-d-glucose?) mit Riicksicht auf das Fehlen geeigneter Platin-
apparaturen verzichten. Die 1-Fluor-d-glucose setzt sich in wiBriger Losung
bei 40° niit verschiedenen Proteinen um. Mit Riicksicht auf die Stabilitat
der Fluorglucose und der erhaltenen N-Glykoside der Aminosiuren wurde ein
pu-Wert von etwa 7-8 aufrechterhalten. Bei Zimmertemperatur blieb die
Reaktion aus. Nicht umgesetzte Fluorglucose bzw. durch Hydrolyse daraus
entstandene Glucose wurden durch Dialyse entfernt. Die Ergebnisse sind in
der folgenden Tafel 1 zusammengefafit:

Tafel 1. Umsetzung von B-1-Fluor-glucose mit Proteinen

9 Kohlenhydrat im| % Kohlenhydratim  ® Aufnahme

Protein . ’ .
Ausgangsmaterial | Umsetzungsprodukt an Kohlenhydrat
- - - e T
Gelatine ........... & 0.9 1.6 1 0.7
Serum-albumin(Rind) 0.05 1.0 ‘ 1.0

Zein .............. 0.4 ; L1 0.7

Fir die Reaktion mit der Fluorglucose kommen in erster Linie die freien
Aminogruppen von Lysin-Resten oder endstindigen Aminosduren und die
Oxygruppen von Tyrosin- und Serin-Resten in Betracht. Da das Zein keine
Lysin-Reste enthilt, scheiden e-Aminogruppen in diesem Falle aus. Wie die
Tafel zeigt, kann man nach diesem Verfahren auch in das Zein Zuckerreste
einfithren, wihrend dies nach der auf Lysin-Reste ansprechenden Methode des
Umsatzes mit Zucker-cyanamiden?®) nicht gelang. Zum Vergleich mit den Pro-
teinen wurde auch der Umsatz von Aminoséduren mit B-1-Fluor-d-glucose stu-
diert. Dariiber wird in der anschlieBenden Mitteilung berichtet?).

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir fiir ihre Unterstiitzung.

Beschreibung der Versuche

Die zu den Umsetzungen zu verwendende 1-Fluor-d-glucose{1.5) wird jeweils
frisch durch Verseifung von (-Aceto-fluor-glucose nach der Methode von G. Zemplén
hergestellt!).

Die Kohlenhydratbestimmung in den Umsetzungsprodukten erfolgt nach einem colori-
metrischen Verfahren von M. Sérensen u. G. Haugaard®) in einem zweistufigen Ver-
gleichscolorimeter (Leitz). Hierbei tritt mitunter die Schwierigkeit auf, daB eine durch

1) B. Helferich u. R. Gootz, B. 82, 2505 [1929]; diese Priparate enthalten wech-
selnde Mengen «-Form, die bei der Verseifung der Essigsiiurereste entstehen.

) B. Helferich, K. Biuerlein u. F. Wiegand, A. 447, 27 [1926].

% F. Micheel u. K. Schmidt, Makromol. Chem. 8, 210 [1949].

Y F. Micheel u. A, Klemer, anschlieBende Mitteilung.

%) Biochem. Ztschr. 260, 247 [1933].
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den EiweiBanteil bedingte Eigenfirbung die Farbténe in den beiden Gesichtshilften des
Colorimeters verschieden erscheinen liBt, so daB die Farbintensititen visuell nur sehr
schwer zu vergleichen sind. Diesem Ubelstand begegnet man durch Anwendung der Kom-
pensationsmethode®7).
Umsatz von 1-Fluor-d-glucose mit Proteinen

Im allgemeinen wurde folgendermaBen verfahren: Je 250 bzw. 500 mg EiweiB wer-
den mit der gleichen bis vierfachen Menge 1-Fluor-glucose in 20 bzw. 30 ccm Wasser
unter wechselnden Zeit- und Temperaturbedingungen i. Ggw. von Natriumhydrogencarbo-
nat als Puffer umgesetzt. AnschlieBend werden der UberschuB an Fluorglucose, durch
Verseifung entstandene Glucose und die anorganischen Ionen durch Dialyse im Schnell-
dialysator entfernt (2 Tage gegen flieBendes Leitungswasser u. 1 Tag gegen flieBendes dest.
Wasser). Danach wird das Umsetzungsprodukt durch Ausfillen bzw. durch Verdampfen
des Losungsmittels isoliert, gewaschen und nach Trocknen i. Vak. bei Zimmertemperatur
der Kohlenhydratbestimmung unterworfen.

Kondensation von 1-Fluor-d-glucose mit Gelatine: Die Einzelheiten der Ver-
suchsbedingungen und die Ergebnisse sind aus folgender Tafel 2 zu ersehen:

Tafel 2. Kondensation von 1-Fluor-d-glucose mit Gelatine

Gelatine | 1-Fluor. | Reaktions- i Kohlenhydrat-Gehalt | Zunahme des
' T : hd d l Kohlen-
(Hollborn) i glucgsilv—]ﬁuﬁ [ en&}:tﬂf Kﬂ;}fplus; I_(‘gpl ;g  hydrat Goh.
500 mg ! 500 mg | 24 Stdn. L ¢ | 1s% | 099 . 01%
500mg | 900mg | 5Tge. | Zimm.T. = 09% 0.99 =
250mg | 500mg | 3Tge. & 400C 169 . 09%  0.1%

Kondensation von l-Fluor-d-glucose mit Rinder-Serum-albumin: 2560 mg
Rinder-Serum-albumin (Behring; Kohlenhydrat-Geh. 0.05%) werden mit 1g 1-
Fluor-glucose 3 Tage bei Brutschranktemperatur unter den oben angegebenen Bedin-
gungen umgesetzt (Gesamtvolumen 40 ccm). Das Reaktionsprodukt ist "ein amorphes
farbloses Pulver und zeigt eine Zunahme des Kohlenhydrat-Gehalts von 1.0%.

Kondensation von 1-Fluor-d-glucose mit Zein: 250 mg Zein werden in war-
mem 90-proz. Methanol gelést und mit einer methanol. Lésung von 1 g 1-Fluor-d-glu-
cose versetzt. Nach dreitig. Verweilen im Brutschrank bei 40° wird die Losung gegen
Waaser dialysiert, wobei das Zein bereits nach kurzer Zeit ausfilit; umgeféllt wird aus
Methanol mit Wasser. Das Reaktionsprodukt hat einen Xohlenhydrat-Gehalt von 1.1%
(Zein 0.49%); Zunahme also 0.79%.

30. Fritz Micheel und Almuth Klemer: N-Glucoside von Amino-
siuren
[Aus dem Chemischen Institut der Universitit Miinster/Westf.]
(Eingegangen am 16. Oktober 1950)

Die Darstellung von N-Glykosiden der «-Aminosiuren gelingt
durch Umsatz von 1-Fluor-d-glucose mit den Aminosiuren in
wiifiriger Losung bei pyy 7-8.

Die in der vorstehenden Mitteilung!) beschriebene Kondensation von 1-
Fluor-d-glucose mit Proteinen lieB es wiinschenswert erscheinen, die gleiche
Reaktion mit freien Aminosiuren vorzunehmen. Da den N-Glykosiden von

) K. Biirker, Angew. Chemie 36, 427 [1923].

") G. Kortiim, Colorimetrie und Spektralphotometrie, Berlin 1948.
1) F. Micheel u. E. Dinkloh, vorstehende Mitteil., B. 84, 210 [1951].





