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LAWRENCE ROSEN, JAMES W. WOODS und WARD PICMAN 
Reaktionen von Kohlenhydraten mit stickstoffhaltigen Substanzen, 1V1) 

AMADORI-UMLAGERUNG I N  PYRIDIN 

Aus dem Department of Biochemistry, University of Alabama 
Medical Center, Birmingham 3, Alabama, USA 

(Eingegangen am 2. Februar 1957) 

Herrn Professor Dr. B. Heverich zum 70. Geburtsfag 

I-Desoxy-1-p-toluidino-D-fructose (DTF) kann mit 2.6-Dichlorphenol-indo- 
phenol in alkalischer Lbsung unter optimalen Bedingungen rnit einer Ge- 
nauigkeit von etwa i 5 % titriert werden. Die unter verschiedenen Reaktions- 
bedingungen durch Amadori-Umlagerung aus p-Toluidin-D-glucosid (PTG) 
erhaltenen Ausbeuten an DTF wurden mit dieser Methode bestimmt. - Die 
Amadori-Umlagerung ist von der Basizitat der Aminkomponente abhangig 
und gelingt mit schwach basischen Aminen unter den ublichen Bedingungen 
nur schlecht. Fiir PTG erwies sich eine homogene Lbsung in Pyridin-Eisessig 
am giinstigsten. Die Umlagerung unterliegt vermutlich einer allgemeinen 
Saure-Basen-Katalyse; Sekundirreaktionen, die zur Zersetzung des DTF fuhren, 
werden durch Pyridiniumchlorid - oder haher aggregierte Salze-, nicht aber 
durch undissoziierte Essigsaure katalysiert. In salzsaurer Pyridinlbsung wird 
daher die maximal zu erzielende Ausbeute durch das Verhaltnis von Bildungs- 

und Zersetzungsgeschwindigkeit des D T F  bestimmt. 

Aus D-Glucose entsteht durch Kondensation mit p-Toluidin p-Toluidin-D-glucosid 
(PTG). Dessen saurekatalysierte Isomerisierung zu I-Desoxy-1-p-toluidino-D-fructose 
(DTF) ist ein Beispiel der Amadori-Umlagerungl). 
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M. AMADORI)) nahm an, daB beide Isomere Derivate der D-Glucose sind. R. KUHN 
und F. WEYGAND~) zeigten jedoch, daB in saurer Losung als Endprodukt ein Derivat 

1) I l l .  Mitteil.: W. PIGMAN und K. C. JOHNSON, J. Amer. chem. SOC. 75, 3464 [1953]. 
2) Zusammenstellung: J. E. HODGE, Advances Carbohydrate Chem. 10. 169 [1955]; vgl. 

3) Atti Redk Accad. naz. Lincei, Rend. 13, 72 [1931]; dort friihere Literatur. 
4)  Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 769 [1937]. 

ferner 1. c.17), S. 422. 
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der D-Fructose entsteht. Es ist dies eine fur N-Glykoside allgemeingiiltige Reaktions). 
Auch fur die ,,umgekehrte Amadori-Umlagerung", bei der unsubstituierte 6) oder 
N-substituierte ~-Fructosylamine7.~) zu den entsprechenden D-Ghcosamin-Derivaten 
isomerisieren, sind Beispiele bekannt. Die jeweiligen Bedingungen, die zur Umlagerung 
fuhren, sind in starkem MaRe von der Aminkomponente abhangig. 

Zur eingehenden Untersuchung der Reaktionsbedingungen und des Mechanismus 
der Umlagerung sind zwei experimentelle Voraussetzungen erforderlich : Die Reaktion 
muI3 in homogener Phase9) durchgefiihrt werden, und es mu8 eine geeignete analy- 
tische Methode zur Verfiigung stehen. 

- 

BESTIMMUNG VON DTF MIT TILLMANS REAGENS (TR) 

Alkalische Losungen%lO) von 1-Amino-1 -desoxy-2-ketosen reduzieren 2.6-Dichlor- 
phenol-indophenolll). Das Fortschreiten der Reduktion kann an der Entfarbung der 
tiefblauen Losung verfolgt werden. Die Reaktion verlauft nicht stochiometrischlo). 
Es gelang jedoch, einen befriedigenden Endpunkt zu finden, der eine DTF-Bestimmung 
im Bereich von 0.4 -2.0 mg erlaubt. Dabei betragt die durchschnittliche Genauigkeit 
von Doppelbestimmungen ca. rt 5 %. 

TR ist nicht spezifisch fiir N-substituierte 1-Amino-I -desoxy-ketosen; es wird 
allgemein durch Substanzen mit Reduktoncharakter reduziert12913). Die mogliche 
Anwesenheit storender Stoffe wurde nicht ausgeschlossen. Doch stimmen die Ausbeu- 
ten an isoliertem Material mit den durch Titration bestimmten gut uberein (Tab. 1). 
AuBerdem reduziert die Reaktionsmischung TR nur in alkalischer, nicht aber in 
saurer Losung, wahrend manche Reduktone TR auch im sauren pa-Bereich reduzie- 
ren 12). Andere storende Substanzen sind hochstens in kleinen Konzentrationen vor- 
handen. 

Tab. 1 .  Vergleich der durch Titration und lsolierung bestimmten Ausbeuten an DTF 

Reaktionspartner *)  
% Ausbeute 

Titration Isolierung** *) 

PTG, p-Tohidin**) 35 26 
PTG 31 21 
PTG 27 22 
PTG 25 22 
DTF, p-Tohidin**) 87 83 
DTF 83 86 

*) 0.15m PTG- oder DTF-Losung; 0.0026n HCI; 30 Min. bei 100' 
**) Urn die von W E Y G A N D ~ ~ )  angegebenen rnolaren Verhaltnisse zu wahren, wurde ein UberschuB von p-Tolui- 

***) Es sind Rohausbeuten angegeben. Beim Umkristallisieren entstanden keine groBeren Verluste und auch 
din (0.05m) angewandt. Andere Versuche wurden ohne iiberschiissiges p-Toluidin durchgefuhrt. 

keine wesentliche Anderung der physikalischen Eigenschaften. 

5 )  J .  E. HODGE und C. E. RIST, J .  Amer. chem. SOC. 75, 316 [1953]. 
6 )  K. HEYNS und K. MEINECKE, Chem. Ber. 86, 1453 [1953]. 
7) J. G. ERICKSON, J. Amer. chem. SOC. 77, 2839 [1955]. 
8) J. F. CARSON, J. Amer. chem. SOC. 77, 1881, 5957 [1955]. 
9) Die Originalarbeit von AMADORI~) beschreibt die Amadori-Umlagerung in homogener 

alkohol. Losung ohne Zugabe eines sauren Katalysators. Dies wurde von KUHN und BIR- 
K O F E R ~ ~ )  wiederholt. 

10) R. KUHN und L. BIRKOFER, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 621 [1938]. 
1 1 )  J. TILLMANS, P. HIRSCH und W. HIRSCH, Z. Unters. Lebensmittel 63, 1 [1932]. 
12) F. PETUELY und U. KUNSSBERG, Mh. Chem. 83, 80 [1952]. 
13) H. v. EULER, H. HASSELQUIST und G. HANSHOFF, Ark. Kemi 6,471 [1953]. 
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Bei der von H. v. E U L E R ~ ~ )  beschriebenen Methode zur Bestimmung des DTF 
reduziert D-Fructose TR schneller als D-Glucose. Unter den von uns gewahlten 
Bedingungen besitzen weder D-GIucose noch PTG eine wesentliche Reduktions- 
wirkung gegenuber TR. Somit ist es unwahrscheinlich, daI3 deren rnogliche Umlage- 
rungsprodukte, wie D-Ghcoson (oder sein Iminoanaloges) oder Reduktonel3.14) die 
Bestimmung des DTF wesentlich beeinflussen. Allein D-Fructose konnte storen, 
tritt aber bei der Reaktion nicht auf. 

Bei der Titration des DTF in An- und Abwesenheit der verschiedenen Reaktionspartner, 
Losungsmittel und bekannter Substanzen, die rnoglicherweise irn Verlaufe der Urnlagerung 
gebildet werden, war keine rnerkliche Vergnderung des Farbstoffverbrauches festzustellen. 

UMLAGERUNG VON PTG ZU DTF UNTER HETEROGENEN BEDINGUNGEN 

Zur Reaktion wurden die Komponenten auf dem Wasserbad verschmolzen. Die 
Ausbeuten wurden durch Titration bestimmt und rnit den durch Isolierung des DTF 
nach WEYOANDIS) erhaltenen verglichen (Tab. 1). 

Die Kondensation von D-Glucose mit einer Reihe primarer Arylamine fuhrte, in 
Gegenwart von wenig Salzsaure, in guten Ausbeuten zu den entsprechenden Amadori- 
Produkten (Tab. 2). Unter diesen an die Methode von W E Y G A N D ~ ~ )  angelehnten 
Standardbedingungen betragt die Ausbeute an DTF 60--700,< und ist rnit den von 
anderen Autoren15) gefundenen Ausbeuten vergleichbar. Bei p-substituierten Aminen 
steigt die Ausbeute parallel mit der Zunahme der Basizitat des Arnins an. Diese Ab- 
hangigkeit von der Basenstiirke des verwendeten Amins steht in Ubereinstimmung 
rnit friiheren Befundenl6), wonach die Kondensation verschiedener Aldosen rnit der 
sehr schwachen Base p-Nitroanilin nur bis zur Stufe des p-Nitroanilin-N-glykosids 
fuhrt, wahrend unter denselben Bedingungen stiirker basische, primare Arylamine 
leicht der Amadori-Urnlagerung unterliegen. 

Tab. 2. Arnadori-Umlagerung von o-Glucose und einigen Aminen 
linter heterogenen Bedingungen nach WEYGAND, rnit Salzsaure als Katalysator 

Amin Ausbeute (%)*) 

p-Toluidin 
Anilin 
p-Bromanilin 
p-Chloranilin 
p-Nitroanilin 
N-Methylanilin 
Diphenylamin 
Di-n-butylarnin 

67**) 
55 
34 
33  

O***) 
0 
0* * * * )  
O*****) 

*) Durch Titration bestiinmt. 
**) lsolierung ergab 70%. 

***) Die Verschmelzung der Komponenten wurde abweichend von den Standardbedingungen durchgefiihrt. 
****) 83:c unverandertes Diphcnylamin d c k g C w O n n e ~ ~ .  

*****) 76% unverandertc ~-Glucosc wiedcrgewonncn. 

14) F. PETUELY und U. KUNSSBERC. Mh. Chem. 84, 116 [1953]. 
15) F. WEYGAND, Ber. dtsch. chern. Ges. 73, 1259 [1940]; S. BAYNE und W. H. HOLMS, 

16) F. WEYGAND, W. PERKOW und P. KUHNER, Chern. Ber. 84, 594 [1951]. 
.I. chern. SOC. [London] 1952, 3247. 
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Wird D-Glucose und ein Amin anstatt des als Zwischenprodukt gebildeten N-Gluco- 
sids umgesetzt, so ist die Menge des erhaltenen D-Fructose-Derivats von zwei ein- 
ander folgenden Reaktionsschritten abhangig : 1.  Bildung des intermediiiren N-Gluco- 
sids und 2. dessen Umlagerung zum Amadori-Produkt. Bei festgelegter Reaktionszeit 
konnte eine durch verschiedene Basizitat der angewandten Aminel') bedingte, 
unterschiedliche Bildungsgeschwindigkeit der N-Clucoside die Ausbeute der Um- 
lagerungsreaktion beeinflussen. J3 wurden aber mit PTG, wie mit D-Glucose und 
p-Toluidin, unter verschiedensten Bedingungen vergleichbare Ausbeuten erhalten. 

Die Ergebnisse konnten auch, falls sich die einzelnen I -Desoxy-D-fructose-Derivate 
in ihrem Reduktionsvermogen unterscheiden, verfalscht werden. Doch reduziert 
1 -p-Anisidino-I-desoxy-o-fructose TR in gleichem M a k  wie DTF (106 %). 

Es wurde nicht versucht, a u k  DTF andere Amadori-Umlagerungsprodukte zu 
isolieren. W E Y G A N D ~ ~ )  gelang die Isolierung der 1-Anilino-l -desoxy-D-fructose als 
Phenyl-D-mannamin (das er durch Hydrierung erhielt) in einer Gesamtausbeute von 
12%; auch die direkte Isolierung der 1-Anilino-1-desoxy-D-fructose wurde beschrie- 
benl8) ; p-Bromanilin-D-glucosid wurde hier erstmalig dargestellt. 

Sekundare Amine reagierten nicht zu Amadori-Produkten. Da reichlich Ausgangs- 
material zuruckgewonnen wurde (Tab. 2), ist dies sicher z. T. auf eine erschwerte 
Bildung der interrnediaren N,N-disubstituierten Glucoside zuriickzufuhren. Wird 
Essigsaure in hohen Konzentrationen als Katalysator verwandt, so kann das Ama- 
dori-Produkt aus D-Glucose und Methylanilin oder Di-n-butylamin mit einer Aus- 
beute von 50-60 % erhalten werden19). Die Kondensation von Diphenylamin mit 
D-GlUCOSe wird infolge der schwachen Basizitat des Reaktionspartners nur schwer zu 
erreichen seinl7). 

UMLACERUNC VON PTG ZU DTF IN PYRlDlN 

Die Umlagerung des PTG wurde, entsprechend der Methode von WEYGAND, durch 
Verdunnen mit Methanol und Erhitzen auf 100" versucht. Bei Zugabe von Salzsaure 
als Katalysator konnte selbst bei verlangerter Reaktionszeit nur 1 % DTF durch 
Titration nachgewiesen werden (Tab. 3). Auch in reinem Pyridin entstand sehr wenig 

Tab. 3. Ausbeute,) an DTF aus PTG**) in Pyridin und Methanol bei 100" 

Pyridin 
Methanol 

Zusammensetzung des Lasungsmittels (Vol. %) 
0 25 50 15  100 

100 75 50 25 0 

Min. bei 100" 
30 

1 20 
240 

Ausbeute (%) 
1 - 10 14 19 
1 19 30 37 37 
1 37 42 48 - 

*I Durch Titration mit TR bestimmt. **) 0.074m PTG-Lasung; 0.0013~1 HCl. 

17) L. ROSEN, The Carbohydrates, 412 (W. PIGMAN, Ed., Academic Press, New York, 1957). 
18) Y. INOUE und K. ONODERA, personliche Mitteil. an HODGE, ref. I . c . ~ ) ,  S. 176. 
19) J. E. HODGE und B. E. FISHER, unveraffentlichte Arbeiten, ref. I . c . ~ ) ,  S. 177. 
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DTF (Tab. 4). Erst in Gegenwart von Salzsaure und Pyridin trat die Urnlagerung ein 
(Tab. 3). 

Der EinfluB der Salzsaure auf die Umlagerungsreaktion wurde nun systematisch 
untersucht. Es ergab sich, daR bei einer Reaktionsdauer von 30 Min. die Ausbeuten in 
einem weiten Konzentrationsbereich - 0.002 n bis 0.14 n HC1 - etwa 30% betragen 
(Tab. 4). Bei den hiichsten Saurekonzentrationen scheint die maximale Ausbeute 
schon nach 5 Min. erreicht zu werden. 

Tab. 4. Umlagerung von PTG (0.0971~) in DTF in saurer Pyridinlasung bei 100" _ _  - . ~~~~ . . ~ _ _ -  -- 

Reaktionsdauer (Mi n.) 10 30 120 240 360 
- ~ ~~~ .. . .. _ _  .. _. __. - .  - . 

Saurc Ausbeuie I%) 
keine .: I < I  
0.00061 I I  HCI 8 
O.OOO90 n HCI 12 
0.0018 it HCI 12 27 22 
0.0048 n HCI 27 
0.0097 n HCI 10 30 20 20 
0.0135 n HCI 29 
0.097 n HCI 10.' 7 3 .: 2 .. - 
0.00377 n Essigsaure < I  < I  
0.0377 n Essigsaure 3 1 1  22 
0.377 n Essigsaure 25 53 58 
0.754 n Essigsaure 40 57 

< -  7 

'1 Nach 5 Min. 13%. 

Die unter verschiedenen Reaktionsbedingungen erzielten variablen Ausbeuten sind 
offensichtlich die Resultate dreier Reaktionsschritte, deren jeder wieder zu weiteren 
Nebenreaktionen fuhren kann : I )  Zersetzung der PTG zu von DTF verschiedenen 
Produkten; 2) Umlagerung des PTG zu DTF; 3) Zersetzung des DTF. Die Zeit- 
abhangigkeit der Reaktion 3) konntedurch Titration mit T R  verfolgt werden (Tab. 5 ) .  
da die Zersetzungsprodukte nicht oder nur wenig reduzierend wirken, wie aus der 
guten ubereinstirnmung der durch Titration berechneten und durch Isolierung be- 
stimmten Ausbeuten hervorgeht. 

Tab. 5 .  Verlust an DTF beim Erhitzen auf 100" in saurer, 0.097m Pyridinlosung 

Verlusre an DTF (%) nach 
30 Min. 120 Min. Sarrre 

- .____ ~- 

0.0018 n HCI 
0.0097 n HCI 
0.097 n HCI 
0.0377 n Essigsaure 
0.377 n Essigsaure 
0.754 ) I  Essigslure 
ohne SLurezusatz 

8 24 
26 63 
64 95 
10 21 
4 22 
7 29 
6 15 

Die Tabellen 4 und 5 zeigen weiter, daR mit steigender Salzshrekonzentration die 
Geschwindigkeit der Umlagerung wie auch die Zersetzungsgeschwindigkeit des D T F  
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wachst. Die in jedem Zeitpunkt vorhandene Menge an DTF wird somit durch das 
Verhaltnis dieser beiden Konkurrenzreaktionen bestimmt. 
. Eine Verbesserung der Ausbeuten brachte die Verwendung von Essigsaure als 
Katalysator. Auch in diesern Fall wird durch erhohte Saurekonzentration die Um- 
lagerungsgeschwindigkeit erhoht (Tab. 4), wahrend bemerkenswerterweise selbst 
eine 20fache Vermehrung der Essigsaure die Zersetzung des DTF nicht merklich 
beeinflufit. In essigsaurem Pyridin unterscheiden sich .die Verluste an DTF nicht 
sehr erheblich von denen in reiner Pyridinlosung (Tab. 5).  

Die erhohten Ausbeuten bei Verwendung von Essigsaure als Katalysator, im Ver- 
gleich zu den Versuchen mit Salzsaure, sind vermutlich auf eine starke Erniedrigung 
der Zersetzungsgeschwindigkeit des DTF zuruckzufuhren. Dieser Effekt der Essig- 
saure ist iiberraschend, falls beide Reaktionen einer allgerneinen Saurekatalyse 
un terliegen. 

Nun ist aber aus Leitfahigkeitsrnessungen bekannt, daR selbst sehr starke Sauren 
in Pyridinlosung nur wenig dissoziiert sind, wobei anorganische Sauren eine wesent- 
lich hohere Leitfahigkeit aufweisen als organische20). Weiter fand E. J. COREY~*), 
daR im IR-Spektrum einer Losung von Essigsaure in Pyridin die Acetatbande nicht 
auftritt. Es ergibt sich daraus als plausible Erklarung der experimentellen Befunde, 
daR Salzsaure vorzugsweise als Pyridiniumchlorid (oder dessen Aggregate), Essigsaure 
aber als undissoziierte Saure die Amadori-Umlagerung katalysiert. Das Pyridiniurn- 
chlorid beschleunigt ebenso wirksam die Bildung wie die Zersetzung des DTF. Un- 
dissoziierte Essigsaure dagegen ist ein schwacher Katalysator fur die Umlagerung des 
PTG in DTF und beeinflufit auch relativ geringer die Zersetzung des Isomerisierungs- 
produktes. 

Die angefiihrten Ergebnisse machen es wahrscheinlich, dafi in der Umlagerung des 
PTG ein Fall einer allgerneinen Saure-Basen-Katalyse vorliegt. Irn Gegensatz zur 
Reaktivitat in saurer Pyridinlosung findet in saurem Methanol keine Reaktion statt, 
was die Notwendigkeit eines basischen Katalysators vermuten lafit. Die Zersetzung 
des DTF erfordert als Katalysator eine starke Saure; Essigsaure katalysiert diese 
Nebenreaktion nicht. Eine zusatzliche Stiitze erfahren diese Uberlegungen durch die 
Untersuchung der katalytischen Wirksamkeit einer Reihe schwacher Sauren und 
ihrer Salze in methanolischer Losung. Uber diese Arbeiten wird spater berichtet. 

- ____ 
1957 

Diese Arbeit wurde durch eine Stiftung der NATIONAL SCIENCE FOUNDATION, USA, und 
der NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, USA (A-216-C2) unterstiitzt. 

BESCHREIBUNG D E R  V E R S U C H E  

Reduktion von TR durch DTF in alkalischer Losung 

Etwa 30 mg des Natriumsalzes von 2.6-Dichlorphenol-indophenol (Eastman Kodak, 
White Label) (TR) werden in 500 ccm destilliertem Wasser gelost und die Farblosung bei 
5 - 8 ~ '  aufbewahrt. 

20)  M. M .  DAVIES, Trans. Faraday SOC. 31, 1561 [1935]. 
21) J. Amer. chem. SOC. 75, 1172 (19531. Vgl. auch 0. M. BARROW, J .  Amer. chem. Soc. 78, 

5802 [1956]. 
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Zur Titration vermischt man in einem Reagensglas mit seitlichem Ansatz (20 x 2.5 cm) 
1 ccrn der urspriinglichen oder einen aliquoten Teil der verdunnten Reaktionslosung mit 
10 ccm Natronlauge. Die Lauge mu13 so vie1 Natriumhydroxyd enthalten, daB nach Neutrali- 
sation der freien Siiure ein UberschuB von 0.9 mAquiv. besteht. Das Reagensglas wird rnit 
einem doppelt durchbohrten Stopfen verschlossen, durch dessen eine Offnung Naturgas22) 
durch die L5sung geleitet wird, wlhrend die andere zur Aufnahme einer Burette dient. Aus 
der Burette gibt man nun die Farbstofflosung rasch in Portionen von 0.50 ccm LU und be- 
obachtet die zur Entfarbung erforderliche &it. Der Endpunkt ist dann erreicht, wenn zur 
Entfiirbung eines 0.50-ccm-Anteils 50 oder mehr Sek. benotigt werden; die letzten 0.50 ccm 
Farbstofflosung werden in den Titer miteinbezogen. Die Farbstofflosung wird vor und nach 
jeder Titration gegen DTF eingestellt. Fur 1 ccm der verdunnten Reaktionsmischung werden 
im allgemeinen 7 - 15 ccm T R  verbraucht. 

Im Verlauf unserer Untersuchungen sank der Titer der TR-Losung von anfangs I .OO ccni, 
was etwa 0.10 mg DTF entspricht. auf 0.048-0.067 mg pro ccm Reagens. Diese Verdunnung 
erhohte die Genauigkeit bei Doppelbestimmungen auf ca i 4%. 

Gelegentlich wichen Doppelbestimmungen um 10 % vom Durchschnittswert ab. In manchen 
Flllen, wenn die Reaktionslosung dunkel gefiirbt war, wurde z-ur Erkennung des Endpunktes 
mit Wasser verdiinnt. 

Zur Ausfiihrung einer Analyse werden 5 bis 8 Min. benotigt. Jeweils 10 mg einiger Test- 
substanzen, die mbglicherweise Zwischenprodukte der Reaktion sind, verbrauchten nicht 
mehr als 1.0 ccrn T R  (Titerwert: 1.0 ccm = 0.091 mg DTF). Dagegen sind 10 mg D-Fructose 
in An- oder Abwesenheit von Toluidin (8 mg) 0.2 mg, und dieselbe Menge D-Glucose weniger 
als 0.1 mg DTF aquivalent. Jedoch konnte in den papierchromatographisch untersuchten 
Reaktionsmischungen, bei einer Nachweisgrenze von 1 mg/ccm, keine Fructose gefunden 
werden. 

LaBt man die Losung nach Beendigung der Reaktion einige &it stehen, so wird das Reduk- 
tionsvermogen nicht signifikant verandert. 

Bildung von DTF unter heterogenen Bedingungenls) 

a) 13.9 mMol wasserfreie D-GhCOSe werden in einem Becherglas mit 18.7 mMol Amin 
gemischt und nach Zugabe von 0.75 ccm 0.33 n HCI (oder 0.70 n Essigsaure) 30 Min. im 
siedenden Wasserbad unter Rilhren erhitzt. Die dunkelgefarbte Mischung lPBt man auf 
Zimmertemperatur abkiihlen und zerreibt dann rnit 10 ccm Athanol. Nach 24stdg. Aufbe- 
wahren bei 22 - 24" wird in Methanol gelost, auf ein bestimmtes Volurnen aufgefillt und ein 
I ccrn aliquoter Teil mit T R  titriert. 

b) 13.9 mMol PTG werden in gleicher Weise umgesetzt. Jedoch fugt man hierbei, um das 
gleiche molare Verhaltnis wie in a) aufrechtzuerhalten, 4.9 mMol Toluidin und 0.25 ccm 
Wasser zu. 

Im allgemeinen wird das Reaktionsgemisch nach 8 - 10 Min. zunPchst homogen und dann 
fest. Bei verlangerter Erhitzungszeit farbt sich die wieder zunehmend beweglich werdende 
Mischung dunkel. Mit Anilin als Aminkomponente bleibt die Mischung stets flussig; rnit 
N-Methylanilin tritt keine Schwarzfarbung wie rnit anderen Aminen auf, sondern es trennt 
sich eine dunkelbraune olige Oberphase von einer gelbgrunen Unterphase ab; rnit p-Nitro- 
anilin kornrnt die Mischung selbst nach 30 Min. Erhitzen nicht zum Schmelzen. 

22) Das Gas enthielt 93.6 Mol% Methan, der Rest bestand hauptsachlich aus Stickstoff, 
Athan, Propan und Kohlendioxyd (0.6 Mot%). 
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Isolierung von DTF: Nach Titration eines aliquoten Teils wird die homogene methanolische 
LBsung (340 ccm) i. Vak. eingedampft, der dunkelgefiirbte Riickstand dreimal mit 5 ccm 
kaltem Wasser, dreimal mit kaltem Methanol und wiederholt rnit Ather-Athano1 (2: 3) bis 
zur Entfernung'alles dunkelgefarbten Materials gewaschen. Man erhalt so 2.31 g (62 % d. Th.) 
DTF vom Zers.-P. 148 - 150". [a]g: - 22.6" (konstant) (c = 0.4, in Methanol). Die organi- 
schen Waschflilssigkeiten werden vereinigt, eingedampft und der Rtickstand nach dreimaligem 
Verreiben mit 3 ccm kaltem Methanol wie oben aufgearbeitet. Ausb. 0.32 g (8% d. Th.). 
Zen.-P. 149- 151'. [a]g:  - 22.6" (konstant) (c = 0.4, in Methanol). 250 mg der vereinigten 
Rohprodukte ergeben nach Umkristallisieren aus Athanol 191 mg (76%) DTF als fast farb- 
lose Flocken. Zers.-P. 151 - 153"; [a]g: - 24.6" (konstant) (c = 0.4, in Methanol). 

Bildung von DTF in Pyridinlosung 

Aus durch Kochen iiber Kaliumhydroxyd unter RilckfluD gereinigtem Pyridin und Salz- 
slure (oder Eisessig) wird eine Lbsung bekannten Sauregehaltes hergestellt. Von dieser 
Standardlbsung werden in der Regel 5 ccrn im Reagensglas rnit 5 ccrn einer 0.194 rn Lbsung 
von PTG (oder DTF) in Pyridin vermischt. Wenn Salzsaure verwandt wird, enthalt die so 
bereitete Mischung 0.8% W-aser. Die mit einem Kork verschlossenen Glaser werden im 
siedenden Wasserbad erhitzt und pach den jeweils angegebenen Zeiten rnit Eiswasser gekiihlt. 
Danach entnimmt man einen aliquotenT&yerdiinnt rnit Wasser und titriert 1 ccm mit TR. 

War das Lbsungsmittel Methanol oder ein Methanol-Pyridin-Gemisch, so wurden aliquote 
Teile der Reaktionsrnischung getrennt im geschlossenen Reagenzglas wie oben behandelt. 
Es wurde stets ilber Magnesium getrocknetes Methanol verwandt. 

Isolicrung von DTF: Nach Entnahme eines aliquoten Teils zur Titration werden insgesamt 
36 ccm Pyridinlbsung - die 385 mg DTF enthalten - i. Vak. bei Raumtemperatur einge- 
dampft. Der teerige, in 10 ccm Methanol aufgenommene Riickstiand wird rnit Ather bis zur 
beginnenden Triibung versetzt und 12 Stdn. bei 5 "  stehengelassen. Der dabei ausfallende 
hellbraune Niederschlag wird zunachst rnit Methanol-Ather (1 :2) und dann rnit Ather 
gewaschen. Man erhalt 216 mg (I5 % d. Th.) eines fast farblosen Produktes, das TR entfarbt. 
Zers.-P. 147 - 150". Die rnit der Mutterlauge vereinigten Waschfliissigkeiten ergeben nach 
Eindampfen bei 0.5 Torr, Zerreiben des Riickstandes mit Methanol und Waschen rnit Ather 
weitere 96 mg vom Zen.-P. 147- 150'. Die Gesamtausbeute betragt somit 80% der aus den 
Titrationsdaten berechneten. 150 mg der vereinigten DTF-Fraktionen werden 3mal mit 
kaltem Aceton und dann zweimal mit 2 ccrn kaltem Methanol gewaschen. Von den so ge- 
reinigten 129 mg farblosem DTF, Zen.-P. 149-151", [alg: - 24.1" (8 Min. konstant) 
(c = 0.35, in Methanol), werden 100 mg aus k h a n o l  umkristallisiert. Ausb. 53 mg; Zen.-P. 
152-153", [a]g: - 23.8" (8 Min. konstant) (c = 0.34, in Methanol). Weitere 18 mg DTF 
erhalt man durch Versetzen der Mutterlauge rnit bither. 

Zur Darstellung von p-Toluidin-D-ghcosid wurde eine 0.7 m methanol. D-Glucose-Losung 
mit einem UberschuR von p-Toluidin (30%) unter RUckfluD erhitzt. Zers.-P. 118-120"; 
[a]g: -94" bis - IOO", 10 Min. + -45" (konstant) (c = 2.5, in Methanol). Diese Daten 
stehen in Einklang rnit den von J. C. IRVINE und R. GlLMoUR23), J. HONEYMAN und A. R. 
TATCHELL~~) und BAYNE und HOLMSIS) angegebenen. 

I-l)esoxy-p-toluidino-D-fructose wurde nach F. W E Y G A N D ~ ~ )  dargestellt. Zers.-P. 152 bis 
153"; [a]g: -24.2" (c = 1.0, in Methanol). BAYNE und HoLMSIS) geben[a]g: -23.0" + 
10.0" (Methanol) an. 

23) J. chem. SOC. [London] 95, 1545 [1909]. 
24) J. chem. SOC. [London] 1950, 967. 
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p- Bromnnilin-D-slucosid: Eine athanol. Liisung von wasserfreier D-GIitcose (0.5 m) und 
p-Brunronilin (1.0 nt) wird unter RuckfluB gekocht. Nach 3 Stdn. wird die Losung homogen, 
und man erhitzt dann noch eine weitere Stde. Beim Eindampfen im Vakuum bei 25-40': 
erhiilt man zuniichst einen dicken Sirup, der zu einem farblosen, in Athanol und Methanol 
loslichen, i n  Ather unliislichen Produkt erstarrt. Dieses wird mit Ather gewaschen und aus 
Methanol umkristallisiert. Farblose Nadeln vom Zen.-P. 154- 155'; [alg: - 64.4" (48 Stdn. 
konstant) (c = 0.6 und 1.0, in wasserfreiem Methanol; nach 6 Tagen bei 37' -61"); 
[a ]g :  + 26.4" (24 Stdn. konstant) (c = 0.46, in 0.35 n HCI); bei vollstlndiger Hydrolyse zu 
 glucose und p-Bromanilin ware [ a ] ~ :  + 28.3". 

C I ~ H I ~ O I N B ~ .  '/zH20 (343.2) Ber. C 42.00 H 5.00 Br 23.29 
Gef. C 42.74, 42.77 H 5.08, 5.1 I Br 23.04, 23.06 

RUDOLF WEIDENHAGEN 
unter Mitwirkung von ELISABETH PREISSLER und SILVIA LORENZ 

UBER DIE AKTIVITATSBESTIMMUNG VON FRUCTOSIDASE- 
PRAPARATEN, ZUGLEICH EIN BEITRAG ZUR FRAGE DER 

UBERTRAGUNGSWIRKUNG DER CARBOHYDRASEN 

Aus dem Zentrallaboratorium der Siidd. Zucker AG., Neuoffstein (Pfalz) 
(Eingegangen am 31. Januar 1957) 

Herrn Projkssor H e l f e r  ich zum 70. Geburtstag 

Das reinste Fructosidaseprapdrat, an dem bisher transfructosidatische Wir- 
kung nachgewiesen werden konnte, ist vom Fructosidasewert 100. Die gleiche 
Eigenschaft wurde fur eine @-h-Fructosidase aus Hefe vom dreifachen Rein- 
heitsgrad auf papierchromatographischem Wege aufgezeigt. Die transferie- 

rende Wirkung der Glykosidasen ist damit weiter gesichert. 

Die Auffindung der Gruppenubertragung irn Bereich der Carbohydrasen hat die 
Frage akut werden lassen, ob die Transglykosidierung den einzelnen Glykosidasen 
selbst zuzuschreiben ist und sornit ein wesentliches Merkmal ihrer Wirkung darstellt, 
oder ob spezifische Transglykosidasen existieren, die mit den spaltenden Enzyrnen 
noch vergesellschaftet sind und dernnach von ihnen abtrennbar sein mussen. Die iiber- 
tragende Wirkung der Carbohydrasen ist bei der rohrzuckerspaltenden p-h-Fructo- 
sidase durch papierchromatographische Analyse der Spaltansatze entdeckt worden 1). 

Dieses Enzym ist gleichzeitig besonders leicht in hoher Reinheit darstellbar und damit 
zur Entscheidung der oben gestellten Frage pradestiniert. Von ED. H. FISCHER und 
Mitarbb.2) ist zu diesem Zwecke ein Fructosidasepraparat voneiner nach ihrer Meinung 
bisher unerreichten Reinheit hergestellt und auf seine transfructosidatische Wirkung 
gepruft worden. Die Bildung von drei nichtreduzierenden Trisacchariden durch Ober- 

1) J. S. D. BACON und J. EDELMAN, Arch. Biochemistry 28, 467 [1950]; P.H. BLANCHARD 

2 )  ED. H. FISCHER und L. K O H T ~ ,  Helv. chim. Acta 34, I123 [1951]; ED. H. FISCHER, 
iind N. ALRON, ebenda 29,220 [1950]. 

L. KOHTES und J. FELLIG, ebenda 34, I132 [1951). 




