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5.1 g (95% d.Th.). Es wird aus heiBem absol. Athanol umkristallisiert. Ausb. 4.2 g (78%,
d.Th.); Schmp. 110—112° (Zers.). [x]{}: —7.8° (Wasser).
Cy H3,0p0N (369.4) Ber. C45.5 H7.4 N3.8 Gef. C46.1 H7.9 N 3.7
1-Piperidino-cellobiose (H.): 5g Cellobiose werden in 75 cem absol. Athanol
und 40 ccm Piperidin 3 Stdn. unter starkem Riihren auf dem Wasserbade erhitzt. Dann
wird i. Vak. auf die Hilfte eingedampft und das Reaktionsprodukt im Kiihlschrank aus-
kristallisieren gelassen. Ausb. 4 g (67% d.Th.), dreimal aus Methanol-Ather umkri-
stallisiert 2.9 g (489 d.Th.); Schmp. 158—160° (Zers.). [«]}: +3.2° (Wasser).
Cy;H;; 04N (409.4) Ber. C49.9 H7.6 N3.4 Gef. C50.3 H7.7 N 3.5

165. Fritz Micheel und Franz-Peter van de Kamp: Die Umset-
zung von Proteinen mit Aminozuckern

[Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitét Miinster (Westf.)]
(Eingegangen am 29. April 1952)

Es werden Kondensationsprodukte von 1-Amino-d-glucose, 1-
Amino-cellobiose und d-Glucosamin mit Proteinen dargestellt. Die
colorimetrischen Methoden zur Bestimmung von Zuckern und Gluco-
samin in Proteinen werden einer eingehenden und kritischen Uber-
priifung unterzogen und die Fehlerquellen untersucht.

In einer kurzen Mitteilung!) wurde dariiber berichtet, daB Proteine sich in
wiiBriger Losung mit 1-Amino-d-glucose unter Aufnahme von Glucose-Resten
umsetzen. Nach dem damaligen Stande der Untersuchungsmethodik ergaben
sich gewisse RegelmaBigkeiten in der Kohlenhydrat-Aufnahme bei verschie-
denen Proteinen, die im Zusammenhange mit deren Molekulargewichten zu
stehen schienen.

Die Menge des aufgenommenen Kohlenhydrates wurde nach der Orcinmethode?) be-
stimmt, und zwar gelangte ein Stufenphotometer (Leitz) zur Anwendung, das allein seiner-
zeit zur Verfiigung stand. Da die erhaltenen Versuchsergebnisse bei Verwendung ver-
schiedener 1-Amino-monosaccharide und -disaccharide®) jedoch widerspruchsvoll waren,
wurden die Untersuchungen mit dem inzwischen zur Verfiigung stehenden Stufenphoto-
meter nach Pulfrich-ZeiB (spiter auch mit photoelektrischem Vorsatzgerit) und dem
Spektralphotometer der Firma Unicam (Cambridge) einer griindlichen kritischen Nach-
priiffung und Erweiterung unterzogen. Insbesondere mit letzterem Instrument gelang
es durch Aufnahme der gesamten Absorptionskurven, ein klares und zuverlassiges Bild
iiber die von den Proteinen aufgenommenen Kohlenhydratmengen zu gewinnen. Es zeigte
sich, daB nicht nur der Kohlenhydratanteil der erhaltenen Kohlenhydrat-Eiwei3-Verbin-
dungen mit Orcin eine charakteristische Absorption gibt, sondern da auch die Hydro-
lysenprodukte der EiweiBstoffe eine gewisse, jedoch bei den einzelnen Versuchen nicht
immer gleichartige Absorption im sichtbaren Gebiete geben. Diese lassen sich im Leitz-
schen Stufenphotometer auch bei Verwendung der Farbfilter nicht geniigend von der
Kohlenhydrat-Orcin-Firbung trennen. Besser geht dies mit dem ZeiB-Pulrich-Photo-
meter, wenn auch in recht miihevoller Weise, wihrend es mit dem Unicam-Instrument

1) F. Micheel u. B. Herold, Naturwiss. 86, 157 [1949].

2) M. Sérensen u. G. Haugaard, Biochem. Ztschr. 260, 247 [1933].

%) E. Plate, Dissertat., Miinster 1951, Diplomarbeiten T. LiiBling, Minster 1950,
A. Hiller, Miinster 1950, K. Schroder, Miinster 1950, E. Neufeld, Miinster 1951.
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durch Auswahl eines geeigneten Spektralgebietes ohne Schwierigkeiten gelingt. Bei der
Messung des Gesamtspektrums der mit Orcin erhaltenen Farblosung ergab sich, daB die
bei Proteinhydrolysaten mit Orcin auftretenden Nebenfarbungen bei etwa 425 my zu ver-
nachlassigen sind. Die Messungen der Kohlenhydratgehalte der Kondensationsprodukte
wurden deshalb mit dem Unicam-Spektralphotometer bei 425 my und mit dem Zei-
Pulfrich-Stufenphotometer unter Vorschaltung des Filters S 43, das ein Maximum der
Durchlassigkeit bei 430 my besitzt, ausgefiihrt. Einen Vergleich verschiedener Hydro-
lysate von Kohlenhydrat-EiweiB-Verbindungen in beiden Apparaten zeigt folgende Tafel:
Kohlenhydratgehalt (%), gemessen mit
Zei-Pulfrich-Stufenphotometer 0.14 0.22 0.29 052 054 0.58 062 0864 068 0.70
Unicam-Spektrophotometer .. 0.5 0.22 032 050 0.7 0.7 0.62 0.62 0.71 0.87

Da der mittlere Fehler bei mehr als 200 ZeiB-Pulfrich-Messungen an Proteinhydro-
lysaten bei £59%, vom Werte und bei reinen Glucose-Losungen bei 13% vom Werte
lag, so zeigt der Vergleich, daB auch die mit dem Pulfrichschen Photometer gefundenen
Werte brauchbar sind.

Als Endergebnis sei vorweggenommen, dafl die durch Umsetzung von 1-
Amino-Zuckern mit Proteinen erhaltenen Kohlenhydrat-Eiwei8-Verbindungen
geringere Mengen an Kohlenhydrat enthalten, als sich aus den seinerzeit an-
gegebenen Messungen ergab!), und daB die urspriinglich zwischen der Menge
des aufgenommenen Kohlenhydrats und den mit der Ultrazentrifuge gefun-
denen Molekulargewichten scheinbar bestehenden Beziehungen nicht bestitigt
werden konnten. Wir haben ferner die 2-Amino-d-glucose (d-Glucosamin) in
die Untersuchungen einbezogen.

Im folgenden wird eine Zusammenfassung der weiteren Untersuchungen
unter besonderer Beriicksichtigung aller Fehlermoglichkeiten gegeben.

Die Darstellung der Kondensationsprodukte von Proteinen mit 1-Amino-d-
glucose und 1-Amino-d-cellobiose wurde unter den im Versuchsteil beschrie-
benen Bedingungen bei 38° in wiiBriger Losung bei pyg 8.2—8.5 durchgefiihrt.

Die fiir die Dialyse der Reaktionsprodukte verwendeten Cellophanschliuche wurden
vorher sorgfiltig gewissert, um auszuschlieBen, daB etwa an den Innenraum abgegebene
wasserlésliche Abbauprodukte der Cellulose eine Kohlenhydrat-Aufnahme des Proteins

vortduschten. DaB kleine Mengen Kohlenhydrat aus nicht gewassertet Schlauchen ab-
gegeben werden, zeigt folgende Ubersicht:

Kohlenhydrat gef.
in gewissertem Schlauch l in nicht gewassertem Schlauch

Gelatine dialysiert .. .. 0.629% 0.70%
0.62% 0.66%,

Um etwa vorhandene kohlenhydrathaltige mechanische Verunreinigungen des Dia-
lysen-Innenraumes zu entfernen, wurden die Losungen vor dem Eindampfen durch eine
Glasfritten-Nutsche G 8 gesaugt. Ferner wurde, um auszuschlieen, daB die Kohlen-
hydrat-Aufnahme der Proteine durch eine hochmolekulare, nicht dialysierende Kohlen-
hydrat-Verunreinigung der angewandten Aminozucker bedingt wurde, die 1-Amino-glu-
cose und die 1-Amino-cellobiose daraufhin gepriift, ob sie bzw. ihre Hydrolysenprodukte
vollstindig durch Cellophan dialysierten. Es zeigte sich, daB je 2 g 1-Amino-glucose und
1-Amino-cellobiose (Mengen, wie sie fiir normale Umsetzungen verwendet wurden) bei
der Dialyse im Innenraum 0.204 mg bzw. 0.212 mg Kohlenhydrat (also 0.1%fo) zuriick-
lieBen, was bei den im Versuchsteil beschriebenen iiblichen Ansitzen mit Proteinen eine
Zunahme von 0.04%, Kohlenhydrat bedeutet. Dieser geringe Fehler 1a8t sich so kompen-
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sieren, dafl der Kohlenhydratgehalt der Kondensationsprodukte nicht mit dem der Aus-
gangsproteine verglichen wird, sondern mit dem eines Gemisches, das aus dem dialysierten
Ausgangsprotein und dem Innenraum der Lésung des davon getrennt dialysierten Amino-
zuckers erhalten wird. Um zu zeigen, daBB die Aminozucker und nicht die durch Hydro-
lyse daraus gebildeten freien Zucker die Kondensation mit den Proteinen eingingen,
wurde ferner in Parallelversuchen mit den freien Zuckern gezeigt, dal keine Kohlen-
hydrat-Aufnahme stattfand.

Die Ergebnisse an verschiedenen Proteinen seien in der folgenden Ubersicht
zusammengefaBt (bei den Werten sind die oben angegebenen Fehlerquellen
beriicksichtigt):

Kohlenhydrat Kohlenhydrat-Aufnahme (%,
Protein im Ausgangs- mit
protein % 1-Amino-glucose |1-Amino-cellobiose
Gelatine ............... 0.56 0.03 | —
Pferdeserumalbumin?) .. .. 0.12 0.12 0.21
Rinderserumalbumin4) ... 0.24 0.10 0.23
Pferdeserumgliobulin ..... 3.30 0.0 —

Die Ergebnisse zeigen, daB in der Tat gewisse Proteine mit Sicherheit eine
Kondensation mit 1-Amino-Zuckern eingehen. Die Kohlenhydrat-Aufnahme
liegt bei der Kondensation mit 1-Amino-cellobiose dementsprechend doppelt
80 hoch wie beim Glucose-Derivat.

Es ist jedoch noch nicht moglich, iiber die Art der Bindung der Kohlen-
hydrat-Reste Aussagen zu machen. Eine salzartige Bindung der 1-Amino-
Zucker an Carboxygruppen der Proteine konnte ausgeschlossen werden:
1. durch eine Dialyse in stark salzsaurer Losung, die eine Bildung des. dia-
lysierbaren Hydrochlorides des Aminozuckers zur Folge haben miiBte, 2.durch
Elektrodialyse. In beiden Fillen verinderte sich der Kohlenhydratgehalt der
Kondensationsprodukte nicht. Um zu priifen, ob bei dieser Reaktion die 1-
Aminogruppe wegen ihrer groBen Reaktionsfihigkeit abgespalten wird oder
nicht, schien es aussichtsreich, das Verhalten der 2-Amino-glucose (Glucos-
amin) unter analogen Bedingungen zu priifen. Letztere enthdlt die NH,-
Gruppe ganz auBerordentlich viel fester gebunden. Die quantitative Bestim-
mung der bei der Kondensation aufgenommenen Mengen an d-Glucosamin
wurde mit Acetyl-aceton und p-Dimethylamino-benzaldehyd?®) durchgefiihrt.
Wenn auch diese Farbreaktion, die von gewdhnlichen Zuckern nicht gegeben
wird, bei der colorimetrischen Bestimmung eine gréBere Fehlerbreite als die
Bestimmung der letztgenannten mit Orcin hat, so fielen doch von vorneherein
einige Fehlerquellen aus: die Cellophanschliuche konnten kein glucosamin-
haltiges Material abgeben, eventuell vorhandene Filterfasern nicht storen.
Ferner enthilt das Glucosamin wegen seiner Darstellung durch energische
Hydrolyse aus Chitin mit starker Salzsdure keine hochmolekularen nicht dia-
Iysierenden Verunreinigungen. Trotzdem wurden alie bei der Untersuchung
der 1-Amino-Zucker angewandten VorsichtsmaBnahmen auch bei der Glucos-

%) Bezogen von den Behringwerken (Marburg).
5) K. Meyer, I. Palmer u. E. Smyth, Journ. biol. Chem. 119, 481 [1937].
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amin-Bestimmung angewandt. Die Frgebnisse zeigt die folgende Zusammen-
stellung :

Protein Glucosamin im Zuna.hn}e im
Ausgangsprotein | Glucosamingehalt
Gelatine ............... 0.12 0.13
Pferdeserumalbumin4) ... 0.10 0.26
Rinderserumalbumin®) .. 0.19 0.24
Edestin ................ 0.00 0.15
Zein ......cciiiieiennn 0.04 0.08

Die Daten zeigen, dafl die Aufnahme an Glucosamin wesentlich grofier ist
als'an 1-Amino-Zuckern. DaBl es sich auch hier nicht um eine salzartige Bin-
dung handelt, geht daraus hervor, dafl weder eine Dialyse in salzsaurer Lo-
sung (py 4.8) noch eine Elektrodialyse zu einer nennenswerten Verringerung
des ‘Glucosamin-Gehaltes der Kondensationsprodukte fithren. Auch hier 148t
sich iiber die Art der Bindung noch keine Vermutung &uBern. Sie diirfte je-
doch anders sein als bei den Kondensationsprodukten der 1-Amino-Zucker
mit Proteinen.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Unter-
stiitzung dieser Arbeiten.

Beschreibung der Versuche

1-Amino-d-glucose wurde nach der Vorschrift von A, Schmuck®) hergestellt und
durch mehrmaliges Umkristallisieren aus absol. Methanol gereinigt.

l1-Amino-cellobiose wurde nach einer Vorschrift von F. Micheel und E. Plate?)
hergestellt.

Umsetzungen von 1-Amino-Zuckern mit Proteinen

Die nicht eingeklammerten Zahlen der folgenden Ansatze beziehen sich auf Umset-
zungen mit 1-Amino-glucose, die eingeklammerten auf solche mit 1-Amino-cellobiose.

500 mg des Proteins werden in 30 (70) ccm Wasser gelst und 2 (1) g 1-Amino-
zucker hinzugegeben. Zur Vermeidung enzymatischer Zersetzungen werden alle Opera-
tionen unter Toluol durchgefiihrt. Die Losung wird 3 Tage im Brutschrank bei 38° auf-
bewahrt. Da durch Hydrolyse des 1-Amino-Zuckers Ammoniak entsteht, wird der py-
Wert der Losung tdglioh 3—4mal mit verd. Salzsiiure auf 8.2—8.5 eingestellt. Dann wird
die Losung in vorher gewisserten und gut ausgespiilten Cellophanschlauchen 5 Tage lang
15mal gegen je 3! dest. Wasser (also insgesamt 451) dialysiert, wobei der Cellophan-
schlauch langsam rotiert. Der Innenraum wird durch eine G 3-Glasfritten-Nutsche
(Schott) gesaugt, um Verunreinigungen zu entfernen. Dann wird i.Vak. bei 35° einge-
dampft, in wenig Wasser aufgenommen und die Lésung in eine Glasschale gegeben. Die
letzten Reste Wasser werden im Vakuumexsiceator iiber Natriumhydroxyd entfernt. Zur
Kohlenhydrat-Bestimmung wird nur Material benutzt, das vorher in der Trockenpistole
bei 569 iiber Diphosphorpentoxyd getrocknet worden ist. Es werden jeweils 3 vonein-
ander unabhingige Bestimmungen gemacht und das Mittel daraus genommen. Die Er-
gebnisse sind in der Tafel 1 (s. S. 1100) zusammengestellt.

Wie schon im theoretischen Teil erwihnt, wird als Kohlenhydrat-Gehalt des Aus-
gangsproduktes der Wert zugrunde gelegt, der sich ergibt, wenn das Protein und der

%) B. 56, 1817 [1923].
7} Vorstehende Mitteilung.
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Aminozucker getrennt dialysiert, dann die Innenrdume vereinigt und wie iiblich auf-
gearbeitet werden. Auf diese Art werden minimale Mengen von nicht dialysierbaren
Kohlenhydrat-Verunreinigungen der Aminozucker rechnerisch ausgeschaltet.

Tafel 1. Umsetzungen von l:Amino-Zuckern mit Proteinen

8 Kohlenhydrat-(%)-Gehalt h
§ 2 Aminozucker des Aus- des Um- Zunoa/ e
« gangsproteins setzungsproduktes °
a) Gelatine (Holborn-Gelatine mit 0.569%, Kohlenhydrat)
1. Aminoglucose ......... 0.56 0.57 0.01
2. Aminoglucose ........, 0.56 0.57 0.01
3. Aminoglucose ......... 0.56 0.57 0.01
4. ! Aminoglucose ......... 0.56 0.62 0.06
5. Aminoglucose ......... 0.56 0.62 0.06
b) Pferdeserumalbumin ,,Behring* (mit 0.129, Kohlenhydrat) .
6. ©  Aminoglucose ......... 0.20 ' 0.30 0.10
7. Aminoglucose ......... 0.16 0.29 0.13
8. J Aminoglucose ........, 0.16 0.30 0.14
9. Aminoglucose ......... 0.16 0.28 0.10
10. | Aminocellobiose ....... 0.14 0.36 0.22
11. | Aminocellobiose ....... 0.27 0.50 0.23
12. Aminocellobiose ....... 0.27 0.48 0.21
13. | Aminocellobiose ....... 0.21 0.41 0.20
¢) Rinderserumalbumin ,,Behring* (mit 0.24%, Kohlenhydrat)
14. ‘ Aminoglucose ......... 0.25 0.35 0.10
15. Aminoglucose ......... 0.25 0.35 0.10
16. Aminocellobiose ....... 0.24 0.52 0.28
17. Aminocellobiose ....... 0.24 0.43 0.19
18. Aminocellobiose ....... 0.24 0.47 0.23
d) Pferdeserumglobulin (mit 3.30%, Kohlenhydrat)
19. Aminoglucose ...... . 3.30 3.32 0.02
20. Aminoglucose ......... 3.30 3.26 —0.04

Ausfiihrung der Kohlenhydrat-Bestimmung

Mit gewissen Ab#énderungen wurde die Methode von Sérensen und Haugaard?)
angewandt:

Eine Menge Protein, die etwa 0.1—0.25 mg Kohlenhydrat enthalten soll, wird
in einen 50-ccm-Erlenmeyerkolben eingewogen, 1 cem Wasser hinzugegeben, der Kolben
mit einem Gummistopfen, der mehrmals mit verd. Natronlauge und verd. Schwefelsiure
behandelt worden ist, gut verschlossen und das Protein durch leichtes Erwirmen in Lo-
sung gebracht. Dann werden 2 ccm einer 1-proz. Orcin-Loésung hinzugegeben, die fol-
gendermafen hergestellt wird: 10 g Orcin (zweimal aus Benzol umkristallisiert) werden
in 500 com Wasser gelost und 500 ccm 40-proz. reine Schwefelsaure hinzugegeben; dann
wird die Losung durch eine Glasfritte gesaugt und in einer gut verschlossenen, braunen
Flasche aufbewahrt. Die Losung ist.so monatelang haltbar.

Nun werden zu der Protein-Orcin-Losung 15 cem 60-proz. Schwefelsdéure gegeben und
die Losung genau 30 Min. im Ultrathermostaten auf 809 erwirmt, dann 5 Min. in Eis-
wasser gestellt. Bei allen Operationen ist Lichtzutritt méglichst zu vermeiden. Eine Kom-
pensations.Losung wird ebenso hergestellt, nur wird statt der Orcin-Lésung eine.20-proz.
Schwefelsdure hinzugegeben. Die Mef-Losung wird im Pulfrich-Photometer (Zeiff) in
-5-mm-Clivetten mit Filter S 43 (Durchlissigkeitsmaximum 430 mp) mit der Kompen-
sations-Losung verglichen. Es werden 10 Ablesungen gemacht, der niedrigste und hochste
Wert gestrichen, und aus den iibrigen das Mittel genommen. An Hand einer vorher mit
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reinen Glucose-Losungen hergestellten Eichkurve wird nun der Kohlenhydrat-Gehalt —
in jedem Falle bezogen auf Glucose — festgestellt, Bei Messungen mit dem Unicam-
Spektrophotometer wird in 1-cm-Ciivetten bei 425 my. gemessen.

Umsetzungen von d-Glucosamin mit Proteinen

500 mg Protein werden in 30 ccm Wasser geldst, 2 g reinstes Glucosamin-hydro-
chlorid hinzugegeben und mit Natronlauge auf den pyg-Wert 8.3—8.5 gebracht. Die
Loésung wird 3 Tage im Brutschrank bei 38° gehalten. Etwa 3mal miissen einige Tropfen
Natronlauge hinzugegeben werden, um den py-Wert konstant zu halten. Die Losung
farbt sich erst gelb, dann rotbraun. Sie wird im vorher gewisserten und gut durch-
gespiilten rotierenden Cellophanschlauch 15mal gegen:je 3 I dest. Wasser (insgesamt 45 1
Wasser) dialysiert. Der griéte Teil der gefiarbten Verunreinigungen geht durch die Mem-
bran, die Losungen bleiben jedoch braun gefarbt. Dann wird durch eine G 3-Glasfritten-
Nutsche gesaugt, eingedampft, in eine Schale gespiilt und im Exsiccator der Rest Wasser
abgedampft.

Fir die Glucosamin-Bestimmung wird nur Material verwandt, das bei 56° iiber Di-
phosphorpentoxyd in der Trockenpistole getrocknet worden ist.

Tafel 2. Umsetzungen von d-Glucosamin mit Proteinen

3 Glucosamin- Zunahme
g = Ausgangs-Protein Gehalt des Aus- | Gehalt des Umset- o
< gangsproteins %, | zungsproduktes 9, °
1. | Gelatine ............... 0.12 0.28 0.16
Gelatine .........o0000n 0.12 0.23 0.11
3. | Pferdeserumalbumin
»Behring“ ........... 0.10 0.34 0.24
4. | Pferdeserumalbumin
,Behring™ ........ ... 0.10 0.38 0.28
5. | Rinderserumalbumin
»Behring® .......... 0.19 0.43 0.24
6.|] Edestin ................ 0.00 0.15 0.15
7. Edestin .......... . ereen 0.00 0.16 0.16
8.| Zein ...iiiiiiiiiiiiiin 0.04 0.12 | 0.08

Die Glucosamin-Bestimmung wurde nach der Methode von Meyer, Palmer und
Smyth5) durchgefiihrt. Als Kompensations-Losung wurde nicht eine Lésung, die alle
Komponenten bis auf das Protein enthélt, genommen, sondern eine solche, die alle Be-
standteile bis auf den p-Dimethylamino-benzaldehyd enthélt. Da sehr kleine Glucosamin-
mengen zu bestimmen waren, mufite mit kleinen Fliissigkeitsmengen gearbeitet werden,
worunter die Genauigkeit der Bestimmung litt; der mittlere Fehler liegt bei +109%, des
Wertes.



