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chauffée au bain de vapeur pour en chasser I’éther, et le résidu, distillé
sous un vide de 6 mm., a fourni les fractions suivantes:

1 de 113% 4 120°. . . . 8,9 gr.
2 de 120°a 197°. . . . 4,7 gr.
3 de 197° & 214°. . . . 29,5 gr.

résidu . . . . . . . . 3,3 gr.

La fraction N° 3, qui a passé entre 197° et 2140 possédait, a
I’état brut, un point de congélation de 27°, supérieur & celui de ’alcool
anisique pur, et, par cristallisation dans I’éther de pétrole puis dans
Palecool, elle a fourni 17,5 gr. d’éther dianisique, paillettes blanches
fasibles &4 39°1) et donnant par pyrolyse les produits décrits par
Quelet.

3,940 mg. ont donné 10,775 mg. CO, et 2,500 mg. H,O
CH 0, Caleuls C 74,4 H 7,0%
Trouvé ,, 74,6 ,, 7,1%

Il nous parait donc bien établi que 1’éther dianisique obtenu
par Quelet n’a pas été produit par la saponification potassique en
solution aqueuse, mais par une déshydratation accidentelle post-
opératoire.

Genéve-Vernier, Laboratoires scientifiques des Usines
L. Givaudan & Cie.

5. Modellversuche betreffend die wasserstoffiibertragenden
Wirkungsgruppen der Cofermente
von P, Karrer, B. H. Ringier, J. Bitchi, H. Fritzsche und U. Solmssen?).
(18. XII. 36)

I. 3-Carbonsdure-amid des N-d-Qlucosido-pyridini wmbromids wnd N-d-
Glucosido-o-dihydro-nicotinsiure-amid.

Durch die Modellversuche mit Nicotinséiure-amied-jodmethylat
konnte gezeigt werden?), dass Nicotinséure-amid, welches von
0. Warburg im wasserstoffiibertragenden Coferment (Codehydrase 11,
Triphospho-pyridin-nucleotid) und von H. v. Euler in der Cozymase

1) R. Quelet et J. Allard indiquent pour I'éther dianisique d’une part un p. de f.
de 39° (Bl. [5] 3, 1798 (1936)) et d’autre part un p. de f. de 49° (BL [5] 3, 1799 (1936)).
L’erreur qu’implique la deuxiéme indication (le p. de f. de I'oxyde d’anisyle est bien de
399) est vraisemblablement due 4 une faute d’impression.

2) Die Glucosederivate des Nicotinsiure-amids wurden von B. H. Ringier, die
Glucosederivate des Pyridins von J. Biicki, die Xyloseverbindung des Nicotinsiure-
amids von H. Fritzsche und das Nicotinsiure-amid-arabinosederivat von U. Solmssen
experimentell bearbeitet. Die Absorptionsspektren hat H. Fritzsche aufgenommen.

3y P. Karrer, (. Schwarzenbach, F. Benz, U. Solmssen, Helv. 19, 811 (1936);
P. Karrer, O. Warburg, Bioch. Z. 285, 297 (1936).



(Codehydrase I, Diphospho-pyridin-nucleotid) aufgefunden worden
war, als quartires Pyridiniumsalz darin vorkommt und dass seine
Fahigkeit, den Wasserstoff zu iibertragen (0. Warburg), mit diesem
besonderen. Bindungszustand zusammenhingt.

Der eine von uns (P. K.) hat zugleich die Vermutung ausge-
sprochen?), dass der mit dem Pyridinstickstoff im Nicotinsiure-amid
verbundene organische Rest eine Zuckergruppe (Pentose) ist. Weiter-
hin wurde gemeinsam mit H. v. Luler gezeigt, dass in der Cozymase
der veresternde Phosphorsiiurerest in Stellung 5 des Zuckers stehen
muss?), weil Perjodsiure keinen Tormaldehyd entstehen ldsst. So
konnte man sich also iiber die wasserstoffiibertragende Wirkungs-
gruppe der Cozymase und ihre reversible Reduzierbarkeit folgendes
Bild machen

/\_coxH, /\_COXH,
W momly
N o X
[ — !
CH(CHOH),CHCH,0PO,H CH(CHOH),CHCH,0PO,H, (Na,)
| ! !
o— ~——0
Wirkungsgruppe der Hydrierte Wirkungsgruppe
Cozymase der Cozymase

Hierbei ist noch zu bemerken, dass die hydrierte Form der
Wirkungsgruppe nar in alkalischer Losung existiert und der Phosphor-
siurerest daher i neutralisierter Form (z. B. als Natriumsalz) vorliegt.

Unsere weiteren Arbeiten erstrebten daher die Synthese von
Nicotinsdure-amidderivaten, in denen der Pyridinstickstoff Zucker-
reste trigt; diese sollten mit den wasserstoffitbertragenden Wirkungs-
gruppen der Cofermente verglichen werden. Im folgenden berichten
wir iiber einen Teil dieser Versuche.

Nicotinsiure-amid lasst sich infolge seines hohen Schmelz-
punktes mit Acetobromglucose nicht ohne Lidsungsmittel (wie dies
z. B. bei Pyridin und Nicotinsiure-nitril der Fall ist) kondensieren.
Die Schwerloslichlkeit des Nicotinsdure-amids in den meisten in-
differenten Losungsmitteln verbietet auch die Anwendung vieler
solcher Solventien. Doch fanden wir im Dioxan einen fiir diesen
Zweck geeigneten Stoff. TUnter Innehaltung bestimmter Bedin-
gungen erhilt man aus Nicotinsiure-amid und Acetobromglucose
in Dioxan in miissiger Ausbeute das Additionsprodukt I, 3-Carbon-
siure-amid des N-Tetracetyl-glucosido-pyridiniunibromids. Die Ver-
binduung krystallisiert in Nadeln, zersetzt sich zwischen 192—200°
und reduziert, wie Cozymase und wasserstoffitbertragendes Cofer-

1y P. Kurrer, (. Schwarzenbach, F. Benz, U. Solmssen, Helv. 19, 811 (1936);
P. Karrer, 0. Warburg, Bioch. Z. 285, 1060 (1936).
2y H. v, Buler, P. Karrer, B. Becker, Helv. 19, 1060 (1936).



ment, Fehling’sche Lésung, da sie durch Alkalien wie die beiden
Cofermente unter Abspaltung des Zuckerrestes zersetzt wird. (Uber
die Alkaliunbestdndigkeit solcher Pyridiniumverbindungen vgl.
Helv. 19, 811 (1936).)

/N_coxn, 7 \-CONH, }/ \‘—CONHZ 7N CONH, N\ -CONH,
I 1. Lo, H, I ,

7 N/ N N/ N

X X X X X
AN | x | 4

L { | L -

0 (CHOCOCH,), O (CHOCOCH,), O (CHOCOCH,), O (CHOH), O (CHOH),
] o P :

L¢H Lcu L {nm | (u L

[ ! | |
I CH,0COCH,; IIa CH,0COCH,; IIb CH,0COCH, Illa CH,0H IIIb CH,0H

Bei der Reduktion mit Natriumhyposulfit (Na,S,0,) in Bi-
carbonat nimmt die Verbindung 2 Atome Wasserstoff auf, wobei
sich die Losung, wie in allen analogen Fillen, zunichst tief gelb
farbt!). Wir haben die Reduktion nach dem Vorbild der Reduktion
des wasserstoffiibertragenden Coferments durch 0. Warburg und
Christian®) manometrisch verfolgt; bekanntlich wird dabei die
Kohlendioxydmenge gemessen, die aus Natrinmbicarbonat durch
das bei der Reduktion gebildete Natriumbisulfit in Freiheit gesetzt
wird. Es gelingt aber auch unschwer, das Reduktionsprodukt,
das N-d-Tetracetyl-glucosido-o-dihydro-nicotinsiure-amid zu iso-
lieren. Dieses krystallisiert in langen, farblosen Nadeln, schmilzt
bei 157-—158° und besitzt entweder Iformel IIa oder ITb. Durch
Verseifung mit alkoholischem Ammoniak erhilt man daraus das
schén krystallisierte N -d - Glucosido-o-dihydro - nicotinsiure -amid
(Formel IITa oder ILIb); Zersctzungspunkt 203—2050°.

Dass in diesem N-d-Glucosido-dihydro-nicotinsiure-amid die
ortho-Dihydroverbindung vorliegt, wird durch Vergleich ihrer Kigen-
schaften mit denjenigen des N-Methyl-o-dihydro-nicotinsiure-amids?)
und des reduzierten Coferments bewiesen. Fiir N-Methyl-o-dihydro-
nicotinsfure-amid ist die Absorptionsbande von 360° myu charak-
teristisch, die beim Ansiuern verschwindet und dunrch eine solche
mit Maximum bei 295 mp ersetzt wird?®). Reduziertes Coferment
weist ein analoges Absorptionsmaximum bei 340 mg auf?), das nach
dem Ansduern einem solchen von 295 my Platz macht. N-Methyl-
para-dihydro-nicotinsure-amid absorbiert dagegen nicht in diesem
Wellenbereich?).

N-d-Glucosido-o-dihydro-nicotinsiure-amid und sein Tetracetat
stimmen mit der reduzierten FForm des Coferments in bezug auf das
1y Uber die gelben Zwischenstufen vgl. P. Karrer und F. Benz, Helv. 19, 1028 (1936).

%) Bioch. Z. 282, 157 (1935).

)

P. Karrer, Schwarzenbach, Benz, Solmssen, Helv. 19, 811 (1936).
1) 0. Warburg und W. Christian, Bioch. Z. 282, 157 (1935); 287, 291 (1936).

[}



spektrale Verhalten vollkommen iiberein. In alkalischer Ldsung
liegt das Maximum der Absorptionsbande bei 340 mu; durch An-
siuern wird die Verbindung irreversibel zerstort, die Bande 340 my
verschwindet und eine neue mit Maximum 275—280 my erscheint;
die letztere bleibt auch erhalten, wenn die angesiduerte Losung wieder
alkalisiert wird. (Vgl. die Absorptionsspektren Figg. 1 bis 3.)
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Fig. 1. Fig. 2.
3-Carbonsidure-amid des N-Tetracetyl- 3.Carbonsiure-amid des N-d-Glucosido-

d-glucosido-o-dihydro-pyridins. o-dihydro-pyridins.
o—o—o in 0,001-n. wisseriger Natron-

o——c—o in 0,001-n. wisseriger NaOH
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—-o---o-~ kongosauer
~-—o-—-o-- schwach kongosauer

o---o--0 nachdem Ansiuern wieder alka-
lisch gemacht (0,001-n. NaOH)
¢ == g/em?®.
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N-d-Glucosido-o-dihydro-nicotinsiure-amid wirkt reduzierend;
das Reduktionsvermdgen ist aber viel geringer als dasjenige des
N-Methyl-o-dihydro-nicotinsiure-amids. Wie wir dies schon in
unserer ersten Mitteilung!) vorausgesehen haben, iibt die Natur
des am Stickstoff haftenden organischen Restes einen wesentlichen
Einfluss auf die Reduktionskraft solcher ortho-Dihydro-pyridin-
derivate aus. Aus Silbernitratlésung (ohne Ammoniak-Zusatz)
scheidet N-d-Glucosido-o-dihydro-nicotinsiure-amid Silber in der
Kilte erst nach lingerem Stehen aus, schnell dagegen beim Er-
wirmen. Kalinmferricyanid' dehydriert bei alkalischer Reaktion
nicht. Gegen Luftsauerstoff ist die Dihydroverbindung anscheinend

n P I_(arrer. Schwarzenbach, Benz, Solmssen, Helv. 19, 811 (1936).



bestandig, dagegen wird sie, wie die reduzierten Formen der Cozy-
masel) und des wasserstoffitbertragenden Coferments?) bei Gegenwart
von Flavin durch den Luftsauerstoff schnell dehydriert. Nach-
stehende Absorptionskurve zeigt den Verlauf der Sauerstoffabsorp-
tion von 29,97 mg N-d-Glucosido-o-dihydro-nicotinsiure-amid bei
Gegenwart von 1 mg Lactoflavin bei 25,3° C (Fig. 4).
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Fig. 3.
Hydriertes Triphospho-pyridin-nucleotid (Absorptionskurve nach
0. Warburg und W. Christian).
Absorptionsspektrum bei Py = T4 Das Absorptionsmaximum 260 mu entspricht
der Adeninbande, das Maximum 340 mpu ist die Bande des hydrierten Triphospho-
pyridin-nucleotids.
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1) Euler, Adler und Hellstrom, Sv. Kemisk Tidskr. 47, 290 (1935); Z. physiol.
Ch. 241, 239 (1936); 242, 225 (1936).

2) 0. Warburg und W. Christian, Bioch. Z. 278, 143 (1935); 282, 157 (1935); 287,
291 (1936).
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1 Mol Dihydroverbindung verbraucht somit bei der Dehydrierung
1 Mol O,. In gleicher Weise erfordert die Dehydrierung des mit
Natriumhyposulfit reduzierten Coferments nach 0. Warburg, W.
Christian und 4. Griesel) ebenfalls 1 Molekel pro Mol hydriertem
Coferment, weil sich primdr Wasserstoffperoxyd bildet, welches
nach der Ansicht der genannten Autoren daraufhin zur Oxydation
des anwesenden Natriumsulfits verbraucht wird:

H H
Co< + F = F< + Co (F = Flavin; Co == Coferment)
H H
H
F< +0, =F 4+ HO,
H

H,0, + Na,80; = H,0 + Na,80,

Bei unserer Versuchsanordnung, in welcher reines N-Glucosido-
o-dihydro-nicotinsiure-amid unter Mitwirkung von Flavin durch
Sauerstoff dehydriert wird, ist Sulfit nicht vorhanden, und man miisste
daher erwarten, dass sich nach beendigter Sauerstoffabsorption
Wasserstoffperoxyd vorfindet. Indessen konnten wir dieses bisher
nicht nachweisen. Es ist daher wahrscheinlich, dass es zu einem
sekundéren Oxydationsprozess weiter verbraucht wird; die pra-
parative Darstellung des Dehydrierungsproduktes wird dariiber
Auskunft geben. Man muss mit der Mdglichkeit rechnen, dass auch
bei Gegenwart von Sulfit derselbe sekundiare Oxydationsvorgang
in grosserem oder geringerem Ausmass vor sich geht.

Wie aus dem wasserstoffiibertragenden Coferment und der
(Cozymase, wird auch aus dem 3-Carbonsiure-amid des N-Tetracetyl-
glucosido-pyridiniumbromids bei lingerem Erhitzen mit stark ver-
dinnter Schwefelsiure Nicotinsiure-amid abgespalten. So wurden
aus 0,1 g des Bromids nach. 6stiindigemy Erhitzen mit 0,2-n. H,80,
22 mg Pikrolonat gewonnen; (Theorie 0,72 g). Ansbeute somit 30 9.
Smp. 216,5%; Mischschmelzpunkt 215,5°.

3-Carboznsiure-amid des N-Tetracetyl-glucosido-pyridiniumbromids ist demnach
¢twas schwerer hydrolysierbar als Cozymase und Triphospho-pyridin-nucleotid, die unter
den gewihlten Reaktionsbedingungen der Spaltung vollstindig unterliegen. Es ist
wahrscheinlich, dass dieser Unterschied auf die verschiedene Form zuriickzufiihren ist,
in der die Zuckerreste in den Cofermenten einerseits, in der Modellsubstanz anderer-
seits vorliegen (in einem Fall als Monophosphorsiure-ester, im anderen als Tetra-
acetylderivat).

Das  3-Carbonsiure-amid des N-Glueosido-pyridiniumbromids
fluoresciert in wisseriger Liosung im Ultraviolettlicht griinlichblau,
i Methanol violett; in beiden Fillen ist die Fluorescenz nicht sehr
stark. Nach O. Warburg fluoresciert hydriertes Coferment weisslich,
ehenso das reversible Reduktionsprodukt des Nicotinsiure-amid-
jodmethylats. Wir selber haben indessen letztere Verbindung bisher

1) Bioch. Z. 282, 157, und zwar 8. 192 (1933).
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nie ohne blaue Fluorescenz in Héinden gehabt und gut krystallisierte
N-Alkyl-o-dihydro-nicotinsdure-amide mit hoéheren Alkylresten, die
inzwischen Herr F. Stare in diesem Laboratorium in reinem Zustand
gewann, fluorescieren ebenfalls bliulich. Da schon analytiseh nicht
nachweisbare Mengen von p-Dihydroderivaten Veranlassungen der
Fluorescenzerscheinungen sein kénnen, so besteht die Mdaglichkeit,
dass die genaunten o-Dihydro-pyridinverbindungen ihre Fluorescenz
von Spuren beigemengter p-Dihydroverbindungen erhalten.

Die vorliegende Untersuchung macht es in hohem Grade wahr-
scheinlich, dass N-d-Glucosido-o-dihydro-nicotinsgure-amid das Ana-
logon der reduzierten Formen der wasserstoffiibertragenden Wir-
kungsgruppen der Cofermente ist, von denen es sich durch die andere
Natur der Zuckergruppe und das Fehlen des Phosphorsdurerestes
unterscheidet.

In weiteren Versuchen bemiihten wir uns, den Glucoeserest in
den vorerwahnten Nicotinsdure-amidderivaten durch Pentosegruppen
zu ersetzen, da die Cofermente als Zucker Pentose enthalten. Dabel
stellten sich unerwartete Schwierigkeiten ein. Schon bei der An-
lagerung von Acetobromglucose an Pyridin beobachteten E. Fischer
und K. Raske vor lingerer Zeit!), dass nur eine verhaltnisméssig
geringe Menge von krystallisiertem Tetracetyl-glucosido-pyri-
diniumbromid erhalten und dass daneben ein zweites, 6liges An-
lagerungsprodukt gebildet wird. Dies erklért sich vielleicht daraus,
dass bei der Anlagerung 2 sterische Isomere entstehen konnen,
die sich von der «- und der S-Glucose ableiten; krystallisierte und
Olige Anlagerungsverbindung konnen diesen beiden Isomeren ent-
sprechen.

Withrend, wie wir gezeigt haben, Acetobromglucose mit Nicotin-
sture-amid ein krystallisiertes Pyridinium-Anlagerungsprodukt liefert,
haben wir aus Nicotinsiure-amid und Acetobromarabinose bzw.
Acetobromxylose bisher nur amorphe, zur Bildung dicker Ole neigende
Additionsverbindungen erhalten (3-Carbonsiure-amid des N-Triacety!l-
arabinosido-pyridiniumbromids, 3-Carbonsiure-amid des N-Triacetyl-
xylosido-pyridiniumbromids). Wir setzen selbstverstindlich die Ver-
suche fort, durch Abéinderung der Reaktionsbedingungen auch hier
krystallisierte Derivate zu gewinnen.

Als Vorversuche haben wir inzwischen die genannten, nicht
krystallisierten und daher nicht reinen Bromide mit Natriumhypo-
sulfit in Bicarbonat reduziert. Sie liefern dabei ebenfalls Dihydro-
derivate, nimlich N-Triacetyl-arabinosido-o-dihydro-nicotinsiure-
amid und N-Triacetyl-xylosido-o-dihydro-nicotinsiure-amid, die aber
ebensowenig Neigung zur Krystallisation besassen. Durch Abspaltung

1y B. 43, 1750 (1910).
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der Acetylgruppen mit alkoholischem Ammoniak bilden sich daraus
N-Arabinosido-o-dihydro-nicotinsdure-amid und N-Xylosido-o-di-
hydro-nicotinsdure-amid (IVa oder IVb).

/\J‘_CONHZ /\—coxg,
H,. | L H,
NS NS
X X
CH(CHOH),CHCH,OH CH(CHOH),CHCH,OH
Va (- — wh L g

Diese Verbindungen zeigten etwas ginstigere Eigenschaften
als ihre Ausgangsstoffe. Sie lassen sich aus hochprozentigem Athyl-
alkohol mikrokrystallin abscheiden; wenn sie auch noch nicht rein
vorliegen, so lieferten sie doch z. T. richtige Analysenwerte und sind
daher zu einer ersten Untersuchung geeignet. Im Reduktions-
vermogen und in ihren spektralen Eigenschaften gleichen sie dem
N-Glucosido-o-dihydro-nicotinsdure-amid weitgehend. In alkalischer
Losung (0,001-n. NaOH) Hegt das Absorptionsmaximum sowohl beim
N-l-Arabinosido-o-dihydro-nicotinsdure-amid wie beim N-d-Xjylo-
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Fig. 5.
3-Carbonsiure-amid des N-d-Xylosido-o-dihydro-pyridins.
o—o——o0 alkalisch (0,001-n. NaOH)
~-o-—o-- kongosauer
¢ = gjem?

sido-o-dihydro-nicotinsiure-amid bei 340 mgu. Die Bande ver-
schwindet beim Ansiuern; an ihre Stelle tritt eine solche mit Maximum
275 mu. Durch Sauerstoff werden sie bei Gegenwart von Flavin (so-
wie Methylenblau) oxydiert. Kaliumferricyanid kann dagegen in
alkalischer Losung ihre Dehydrierung ebensowenig wie diejenige des
N-Glucosido-o-dihydro-nicotinsinre-amids bewirken.



II. Andere N-Glucosido-pyridintumverbindungen.

Die erste N-Glucosido-pyridiniumverbindung, die bekannt wurde,
ist das N-Tetracetyl-glucosido-pyridiniumbromid (V), das E. Fischer
und K. Raske') aus den Komponenten darstellen konnten und
welches P. Karrer, 4. Widmer und Joh. Staub?) zum N-Glucosido-
pyridiniumbromid (VII) verseiften.

Bei der manometrischen Verfolgung der Reduktion von Pyri-
diniumsalzen mit Natriumhyposulfit haben O. Warburg und der eine
von uns auch das N-d-Glucosido-1-pyridiniumjodid dem Reduktions-
versuch unterworfen3). Dabei trat eine langsame Reduktion ein;
aber es schien, dass ,,die Verbindung zu einer Substanz hydriert
wird, die mit der hydrierten Wirkungsgruppe der Cofermente nicht
vergleichbar ist‘“. Wir haben diesen Reduktionsvorgang jetzt pri-
parativ verfolgt. Dabei zeigte es sich, dass jene Auffassung von
einer prinzipiell verschiedenen Natur der Reduktionsprodukte des
Glucosido-pyridiniumsalzes einerseits und der Cofermente anderer-
seits nicht zutreffend ist. Wohl bestehen in den Absorptionsspektren
bemerkenswerte Verschiedenheiten; diese miissen aber auf den Ein-
fluss der Carbonsiure-amid-gruppe in den Nicotinsdure-amidderi-
vaten (Cofermente etc.) zuriickgefiihrt werden und beruhen nicht
auf einem verschiedenen Konstitutionstypus.

N-d-Tetracetyl-glucosido-pyridiniumbromid (V) lasst sich ndm-
lich wie das N-Tetracetyl-glucosederivat des Nicotinsdure-amids mit
Hyposulfit in bicarbonatalkalischer Losung zum o-Dihydroderivat,
dem N-d-Tetracetyl-glucosido-o-dihydro-pyridin (VI) reduzieren. Die
Verbindung krystallisiert aus heissem Wasser und aus Alkohol in

A 2 A 2
N !
\/ H\J ”\/I H
N N N N
BrCH e BrCH b
0 (CHOCOCH,), J) (CHOCOCH,), 0 (CHOH), -([) (CHomH),
| lw |_bw |l b
v CH,0COCH, VI CH,0C0CH,  VII CH,0H VI CH,OH

Nadeln, schmilzt bei 154—155° und l4sst sich mit alkoholischem Am-
moniak zum N-d-Glucosido-o-dihydro-pyridin (VIII) verseifen. Die
beiden Dihydroverbindungen besitzen wie N-d-Glucosido-o-dihydro-
nicotinsiure-amid und dessen Tetracetylderivat Reduktionsver-
mogen fiir Silbernitratlosung, und zwar tritt die Silberausscheidung
in allen Fillen erst beim Erwirmen der Losung rasch und vollsténdig

1y B. 43, 1750 (1910).

2) Helv. 7, 519 (1924).

3) Bioch. Z. 285, 297 (1936).
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ein. Kaliumferricyanid oxydiert in alkalischer Losung nicht. Ein
nennenswerter Unterschied besteht indessen, wie schon bemerkt,
in den Absorptionsspektren des N-Glucosido-o-dihydro-nicotinsiure-
amids und der hydrierten Cofermente einerseits, und des N-Glu-
cosido-o-di-hydro-pyridins andererseits. Die Absorption ist bei letz-
terem stark nach dem kurzwelligen Teil des Spektrums verschoben
(siehe Abbildung 6) und die Absorptionskurve hat eine andere
Gestalt als diejenigen der o-Dihydro-nicotinsiure-amid-derivate.

Wir glauben, dass diese Verschiebung versténdlich wird, wenn
man sich vergegenwirtigt, dass in den o-Dihydro-nicotinsiure-amid-
derivaten drei Doppelbindungen in Xonjugation stehen (zwei
Athylenbindungen im Ring sowie das Carbonyl der Sdureamid-
gruppe), wihrend N-Glucosido-o-dihydro-pyridin nur 2 konjugierte
Doppelbindungen enthilt.
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Fig. 6.
N-Tetracetyl-glucosido-o-dihydro-pyridin.
c—o——o alkalisch, Substanz geldst in 20 cm? absolutem Alkohol und mit
0,001-n. wiisseriger NaOH verdiinnt auf 100 cm?3.
-—o---0-— kongosauer, Substanz in 100 cm® Wasser + 0,06 cm?® konz. H,SO,
¢ = glem?

Im weiteren haben wir aus Nicotinsiiure-nitril und Acetobrom-
glucose N-d-Tetracetyl-glucosido-3-cyan-pyridiniumbromid (IX) dar-
eestellt. Diese gut krystallisierte Verbindung schmilzt bei 1369
Bei der Reduktion mit Natrinmhyposulfit in Biearbonatlosung
nimmt sie 2 Atome Wagsserstoff auf (manometrische Messung), geht
also in normaler Weise in ein Dihydroderivat iiber. Es scheint in-
dessen, dass dabei die vorhandene Nitrilgruppe die Ursache von
Sekundirreaktionen ist (vielleicht Anlagerung von Natriumhypo-
sulfit oder Zersetzungsprodukten desselben), da bei der Isolierung
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der Reduktionsprodukte bisher nur stark aschehaltige Substanzen
gefasst werden konnten.

Vs \\t_CN “/ \\l—COOC.ZHs
! i |
NS 4
N N

N N
Br CH(CHOCOCH,),CHCH,0COCH,  Br CH(CHOCOCH,),CHCH,0COCH,
1 ,

X “——o0 x | 0

Aus Nicotinsiure-dthylester und Acetobromglucose erhilt man
die Anlagerungsverbindung X, N-d-Tetracetyl-glucosido-pyridinium-
3-carbonsiure-ithylester-bromid. Sie zeigte bisher keine Neigung
zur Krystallisation, wurde aber analysenrein gewonnen und Iisst
sich mit Natrinmhyposulfit unter Aufnahme von 2 Atomen Wasser-
stoff in normaler Weise zu einer gut krystallisierten o-Dihydro-
verbindung reduzieren (Smp. 146,5°) die in einer spiteren Mitteilung
eingehender beschrieben werden soll. (Manometrische Messung, vgl.
experimenteller Teil.)

N-d-Glucosido-o-dihydro-nicotinséure-amid, das 3-Carbonsiure-
amid des N-d-Glucosido-pyridiniumbromids, N-l-Arabinosido-o-di-
hydro-nicotinséure-amid und N-d-Xylosido-o-dihydro-nicotinsiure-
amid konnen im Géarversuch Cozymase nicht ersetzen.

Unsere weiteren Bemiihungen sind nun darauf gerichtet, in die
neuen Zuckerderivate des Nicotinsidure-amids Phosphorsiurereste
einzufiihren; diese Ester sollen dann mit den Cofermenten eingehend
verglichen werden.

Experimenteller Teil.
Nicotinsdure-amid.

Zur Darstellung von Nicotinsdure-amid aus Nicotinsdure-ester
hat sich die folgende Methode am besten bewihrt:

Man gibt zu 76 g destilliertem Nicotinsdure-dth¥ylester 40 g
ciner bei — 200 gesdttigten wisserigen Ammoniaklosung?!). Das
Gemisch Lisst man unter wiederholtem Umschiitteln bei — 5° stehen.
Nach 4 bis 5 Tagen ist die Fliissigkeit homogen geworden, und es
beginnt Krystallabscheidung, welche die Fliissigkeit fortschreitend
durchsetzt. Man saugt in der Kilte ab und erhiilt eine erste Fraktion
von 10 g, durch Eindampfen der Mutterlange im Vakuum eine zweite
von 20 g Nicotinsiure-amid. Durch Auskochen der krystallisierten
Substanz mit Petrolither werden 30 g unverinderter Ester zuriick-
gewonnen. Nach erneutem Umsatz mit Ammoniak kénnen hieraus
noch 18 g Nicotinsiure-amid erhalten werden. Ausbeute 48 g (789

1) Vel. Camps, Arch. Pharm. 240, 354 (1902).
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d. Th.). Zur weiteren Reinigung krystallisieren wir aus Aceton um
und erhalten farblose Nadeln vom Smp. 131—132° (Friihere An-
gaben der Literatur 121—1259.)

3-Carbonsdure-amid des N-Tetracetyl-glucosido-pyridiniumbromids (I).

6 g Nicotinsiiure-amid werden unter Erwidrmen in 70 em? Dioxan
gelost. In die abgekiihlte Fliissigkeit trigt man 20,3 g Acetobromglucose
ein und lasst hierauf die Reaktionsmischung im Brutschrank bei 35°
48 Stunden stehen. Nach dieser Zeit hat sich ein Krystallkuchen
gebildet. Dieser wird abgenutscht und mit etwas Dioxan nachge-
waschen. Aus der Mutterlauge scheidet sich beim weiteren Stehen
im Brutschrank noch etwas mehr Substanz aus.

Zwecks Entfernung von Nebenprodukten wird die Krystallmasse
zuerst einmal mit Dioxan, hierauf zweimal mit Benzol ausgekocht.
Sie enthilt dann immer noch etwas Nicotinsdure-amid-bromhydrat,
welches infolge eines Zersetzungsprozesses entstanden ist. Dieses
lasst sich indessen durch zweimaliges Umkrystallisieren der Ver-
bindung aus absolutem Alkohol entfernen.

Das zweimal aus Alkohol umkrystallisierte 3-Carbonsiure-amid
des N-Tetracetyl-glucosido-pyridiniumbromids bildet farblose Nadeln,
die sich beim Erhitzen zwischen 192-—200° zersetzen und in Wasser
sehr leicht léslich sind.

CpHys00N,Br  Ber. C 45,01 H 4,72 N 5,25%
Gel. ,, 45,00 ,, 4,60 ,, 5,389

Spaltung durch heissé Siurel). 0,1 g 3-Carbonsiure-amid
des N-Tetracetyl-glucosido-pyridiniumbromids wurden in 5 cm3 0,2-n.
Schwefelsdure 6 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Hierauf
machten wir mit Soda alkalisch, zogen dreimal mit je 10 cm3 Amyl-
alkohol aus, konzentrierten die Amylalkohollésung und féllten mit
Pikrolonsiaure das darin vorhandene Nicotinsiure-amid als Pikro-
lonat aus. Smp. des Pikrolonats 216,5°.

Reduktion des 3-Carbonsiure-amids des N-Tetracetyl-gluco-
sido-pyridiniumbromids (manometrische Messung): In einer Schiittel-
apparatur wurden 5 cm3 einer 5-proz. Natriumbicarbonatlésung,
die mit Kohlendioxyd gesittigt worden war, gebracht, darin 104 mg
Natrinmhyposulfit aufgelést und die Fliissigkeit bis zur Volumen-
konstanz in Kohlendioxyd-Atmosphire geschiittelt. Hierauf wurde
cine Losung von 30,02 mg 3-Carbonsiure-amid des N-Tetracetyl-
glucosido-pyridiniumbromids sowie von 25 mg Natriumbicarbonat
in 0,5 em® Wasser eingekippt.

Temperatur wihrend der ganzen Messung 18,5° Druck 724,83 mm.

Nach dem Eintragen der Substanz wird diese anfangs sehr
rasch, nachher mit abnehmender Geschwindigkeit reduziert.

1) Die Hydrolyse wurde analog derjenigen des Coferments ausgefiihrt: Warburg,
Christian, (iriese. Bioch. Z. 282, 182 (1935).



_— 6T —

lﬁf;i::n c¢cm?® CO, % Umsatz Nfle;z tleI; cm?® CO, % Umsatz
0 0,00 0 56 ! 1,62 . 57,2
0,5 28 9,9 61 60 56,6
1 64 : 22,6 66 64 57,9
2 86 30,5 71 70 60,0
3 96 34,0 81 85 65,4
5 98 3.5 130 5 2,03 71,9
8 1,01 35,7 140 07 ; 73,0
12 03 36,4 165 20 77,8
16 07 37,8 180 : 23 79,0
21 14 40,4 210 34 82,7
26 23 43,5 240 ; 16 86,9
31 33 47,0 270 54 89,8
36 35 Co418 305 64 93,1
41 40 49,5 345 70 95,5
46 50 53,0 425 90 102,2
51 54 54,4

Die freigesetzte Menge Kohlendioxyd entspricht schliesslich
der Aufnabhme von 2 Aftomen Wasserstoff pro Mol Substanz.
30,02 x 44,8 x 760 x 291,5

—_ 3
533 X 724,8 X 273 =283 cm

Ber. Menge von freigesetztem CO,:
Gef. Menge = 2,90 cm?.

N-Tetracetyl-glucosido-o-dihydro-nicotinsdure-amid.

0,92 g des 3-Carbonsdure-amids des N-Tetracetyl-glucosido-
pyridiniumbromids werden in 100 cm® Wasser, das mit Kohlendioxyd
gesiittigt ist, gelost, 9,0 g Natriumcarbonat und 3,5 g Natrium-
hyposulfit eingetragen und die klare Lésung iiber Nacht bei Zimmer-
temperatur stehengelassen. Nach einigen Stunden ist das N-Tetra-
cetyl-glucosido-dihydro-nicotinsiiure-amid in langen Nadeln aus-
krystallisiert. Ausbeute 0,563 g = 67,59, d. Th.

Die Verbindung lisst sich aus heissem Wasser gut’ umkrystalli-
sieren, aus welchem sie in feinen Nadeln erhalten wird. Sie schmilzt
bei 157—158° reduziert Silbernitratljsung schnell in der Wirme
und langsam bei gewdhnlicher Temperatur. Methylenblau und Lacto-
flavin werden von ibr im Vakuum entfirbt.

CooHy40,,N, Ber. C 52,83 H 5,76 N 6,17%
(454,2)  Gef. ,, 525 ,, 5,66 ,, 6,34%

Absorptionsspektrum und andere Eigenschaften vergleiche Ein-

leitung.

N-d-Glucosido-o-dihydro-nicotinsdure-amid.

0,173 g N-Tetracetyl-glucosido-o-dihydro-nicotinsiure-amid wer-
den in 20 cm?® absolutem Alkohol bei 259 gelést und die Fliissigkeit beil
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09 mit trockenem Ammoniakgas gesattigt (20 Minuten durchleiten).
Andern Tags dampft man das Lisungsmittel im Vakuum ab, kocht
den Riickstand zwecks Extraktion des gebildeten Acetamids 1 Mal
mit Essigither aus und krystallisiert den Riickstand aus Alkohol
unter Zusatz einiger Tropfen Wasser um. N-d-Glucosido-o-dihydro-
nicotinsidure-amid wird so in kompakten Krystillchen erhalten, die
bei 203—205° unter Aufschiumen und Gelbfirbung schmelzen.
Die Verbindung ist in Wasser sehr leicht 1oslich.
Cp.H,,0.N, Ber. C 50,33 H 6,33 N 9,79,
(286,1)  Gef. ,, 50,53 ,, 6,16 ,, 9,687,

Oxydation des-N-d-Glucosido-o-dihydro-nicotinsiure-amids mit
Sauerstoff bei Gegenwart von Lactoflavin (manometrischie Messung).
29,97 mg N-d-Glucosido-o-dihydro-nicotinsdure-amid warden in
Wasser gelést und im Warburg-Apparat bei 23,3° und 727 mm in
Sauerstoff-Atmosphire geschiittelt. Nach eingetretener Volumen-
konstanz, was nach wenigen Minuten der Fall war, kippten wir
1,0 mg Lactoflavin ein. Die Sauerstoffabsorption begann nach
wenigen Augenblicken und schritt regelméssig fort; nach 80 Minuten
war ein halbes Mol O,, nach 240 Minuten 1 Mol O, verbraucht.

Die bei der Absorption von 1 Mol O, eintretende Volumen-
abnahme berechnet sich nach der Formel
29,97 x 22,4 X 760 x 298,3

286 x 727 x 273

Der Verlauf der Sauerstoffabsorption wird durch die in der
Einleitung zu dieser Abhandlung reproduzierte Absorptionskurve
ausgedriickt.

V= = 2,68 cm?® O,

N-d-Tetracetyl-glucosido-pyridinium-3-carbonsaure-dthylester-bromid
{Formel X).

30,6 g Acetobromglucose, 12,0 g Nicotinsdure-ithylester und
4,5 ¢ Phenol wurden gut verrithrt und einen Tag in den Brutschrank
bei 35° gestellt. Dann war die Masse steinhart geworden. Wir haben
sie zerkleinert, 3 Mal mit Ather und 3 Mal mit Petrolither aus-
gekocht.

‘Das so erhaltene Anlagerungsprodukt ist sehr hygroskopisch,
leichtloslich in Wasser, Alkohol, Aceton und Essigester; unloslich
in Ather und Petroliither. Eine Krystallisation ist bisher nicht
gelungen. Wir haben daher das Rohprodukt nach zweimaligem
Umfillen aus Essigesterlosung mit Ather im Hochvakuum getrocknet
und in dieser Form analysiert.

CysH,40,,NBr Ber. Br 14,24 OC,H; 8,00%
(662,2)  Gef. ,, 14,43 »  8,04%

Dieses Anlagerungsprodukt der Acetobromglucose an Nicotin-
sdure-dthylester lidsst sich in bicarbonatalkalischer Losung mit
Natriumhyposulfit in dhnlicher Weise wie die anderen Pyridinium-
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verbindungen reduzieren. Auch hier nimmt zu Beginn der Reduktion
die Fliissigkeit eine intensiv gelbe Farbe an. Wir haben die Reduktion
manometrisch verfolgt und sind dabei wie folgt verfahren:

In einer Schiittelapparatur wurden 5 em? einer 5-proz. Natrium-
‘bicarbonatlosung, die mit Kohlendioxyd gesidttigt worden war und
104 mg Natriumhyposulfit aufgelést enthielt, in Kohlendioxyd-
Atmosphére bis zur Volumenkonstanz geschiittelt. Hierauf liessen
wir eine Loésung von 26,9 mg des Bromids und 25 mg Natrium-
bicarbonat in 0,5 em?® Wasser hinzufliessen.

Temperatur 22,29C. Druck 733,9 mm.

Entwickelte Menge CO, . . . . . . 1,72 em?®
Retention . . . . . . . . . . .. 0,48 cm?
Gesamtes in Freiheit gesetztes CO, . . 2,20 cm? (22,29, 733,9 mm)

Die bei einer Wasserstoffaufnahme von 1 Mol berechnete Menge
freigesetztes CO, betrigt 2,40 em3.
(V _ 26,9 x 44,8 X 760 x 295,2
562 x 733,9 x 273

= 2,40 cms)

N-Tetracetyl-glucosido-o-dihydro-pyridin (Formel VI ).

2 g N-Tetracetyl-glucosido-pyridiniumbromid?) wurden in 30 cm?
“Wasser gelost und dazu eine Losung von 6 Mol Natriumbicarbonat
und 3 Mol Natriumhyposulfit in 20 em3 Wasser gegeben. Nach
kurzer Zeit begann sich das Reduktionsprodukt als schwach gelber,
flockiger Niederschlag abzuscheiden. Nach 5 Stunden haben wir
diesen abfiltriert und aus 90-proz. Alkohol umkrystallisiert, wobei
das N-Tetracetyl-glucosido-o-dihydro-pyridin in Form feiner, farb-
loser Nadeln erhalten wurde. Diese losen sich auch in siedendem
Wasser sehr schwer. Nach zweimaligem TUmkrystallisieren und
Trocknen im Vakuum bei 70° besass die Substanz den Smp. 154—1550%.

CioHy0N  Ber. C 5545 H 6,13%
» " (411,2) Gef. ,, 55,33 ., 5,95%

Die Abspaltung der Acetylreste kann durch alkoholisches
Ammoniak erfolgen. Zu diesem Zwecke 16st man das N-Tetracetyl-
glucosido-o-dihydro-pyridin in einer gesittigten alkoholischen Am-
moniaklosung und lisst 14 Stunden bei Zimmertemperatur stehen.
Nach dem Verdampfen des Losungsmittels im Vakuum bei 30°
hinterbleibt ein Riickstand, der sich in kochendem Alkohol, dem
einige Tropfen Wasser zugesetzt sind, 16st und beim starken Kiihlen
als nicht krystalliner Niederschlag ausscheidet. Das so gewonnene
N-Glucosido-o-dihydro-pyridin 16st sich spielend in Wasser, ist
hygroskopisch und reduziert Silbernitratlésung in der Wirme.

N-d- Tetracetyl-glucosido-3-cyan-pyridiniumbromid (Formel I1X).

2 g Nicotinsdure-nitril werden mit 8 g reinster Acetobrom-
glucose im Mérser innig gemischt. Dazu gibt man 1,2 g Phenol und
1) B.43, 1750 (1910).
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lasst die Mischung 2 Tage bei 35° stehen. Sie wird zuerst dinnflissig,
spater hornartig und zuletzt fest. Man zerkleinert den harten Kuchen
im Morser und zieht zur Entfernung nicht umgesetzter Produkte
4 Mal mit je 30 cm3 Petrolidther und 4 Mal mit gleich viel Ather aus.
Der farblose, pulverige Riickstand wird in ca. 150 e¢m?® absolutem
Alkohol heiss gelost und filtriert. Beim Erkalten Xrystallisiert
N-d-Tetracetyl-glucosido-3-cyan-pyridiniumbromid aus. Smp. 1569
Bei wiederholter Umkrystallisation fallt der Schmelzpunkt infolge
beginnender Zersetzung um 2 bis 3° Ausbeute 1,9 g.
CpoHoyO,N,Br  Ber. C 46,59 H 4,50 N 5,42 Br 15,529
Gef. ,, 45,801) ,, 4,37 ,, 526 ,, 1548%
Volumetrische Messung der Reduktion mit Na,S,0,:
1) Losung I: 108 mg Na,S,0, Losung II: 22,0 mg Substanz

330 mg NaHCO, 20 mg NaHCO,
5 cm?® Wasser 0,5 cm?® Wasser
Temperatur 22,7° Druck 726 mm. Reaktionsgefiss gefiillt mit CO,.
Entwickelte Menge von CO, nach 10 Minuten . . . . . . 1,61 cm?
nach Vol.-Konstanz (80 Min.) . 1,66 ,,
Retention . . . . . . . . . 0,48 ,,

22,0 mg Substanz setzten somit 2,14 cm? CO, frei (22,79, 726 mm). Bei einer Was-
serstoffaufnahme von 1 Mol H, pro Mol Tetracetyl-glucosido-3-cyan-pyridiniumbromid
22,0 x 44,8 X 760 x 2959 9 16)
515 x 726 x 273,2 e
Somit betrigt die H,-Aufnahme 99% d. Th.
2) Losung I: 108 mg Na,S,0, Loésung II: 21,6 mg Substanz

berechnen sich 2,16 Mol (

330 mg NaHCO, 20 mg NaHCO,
5 cm? Wasser 0,6 cm3 Wasser
Temperatur 22,19, Druck 736 mm. Reaktionsgefass gefilit mit CO,.
Entwickelte Menge CO, . . . . . . . . . 1,52 cm?
Retention . . . . . . . . . . . . . .. 0,48 cm?
Gesamtes in Freiheit gesetztes CO, . . . 2,00 cm? (22,19 736 mm)

Berechnet bei einer Wasserstoffaufnahme von 1 Mol 2,09 ¢cm® CO,
( 21,6 x 44,8 X 760 x 295,3 9 09>

515 X 734 x 273,2 ’ '

Die H,-Aufnahme betrug 969 d.Th.

N-1-Arabinosido-o-dihydro-nicotinsdure-amid.

10 g Nicotinsiure-amid wurden in 100 em?® Dioxan heiss gelost,
die Flissigkeit auf 35° abgekiihlt und sodann bei dieser Temperatur
28,5 g Acetobrom-l-arabinose fest eingetragen. Diese loste sich
leicht auf. Das Reaktionsgemisch blieb hierauf {iber Nacht bei 30°
stehen. Am nichsten Morgen hatte sich ein XKrystallbrei abge-
schieden, der abgenutscht und mit Dioxan ausgewaschen wurde.
Er erwies sich als nahezu reines Nicotinsidure-amid-bromhydrat.

1) Der etwas tiefe C-Gehalt riihrt wahrscheinlich von einer kleinen Beimengung
Nicotinsiure-nitril-bromhydrat her, das sich als Zersetzungsprodukt bildet.
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Das Dioxan-Filtrat haben wir im Vakuum eingedampft, den
Riickstand im Mérser mit Ather zerrieben, hierauf je 2 Mal mit
Ather und Benzol ausgekocht und schliesslich in wenig absolutem
Alkohol gelost. Beim Stehen dieser Losung in Kaltemischung schied
sich ein Ol ab (N), von dem man die Fliissigkeit abgoss; letztere
wurde im Vakuum vollig verdampft, wobei ein 6liger Riickstand (R)
zuriickblieb.

Die beiden Fraktionen N und R enthalten das 3-Carbonsiure-
amid des N-Triacetyl-arabinosido-pyridiniumbromids; wenn man
Proben der Fraktionen in wisseriger Natriumbicarbonatlosung auf-
nimmt und Hyposulfit hinzusetzt, so tritt die fiir solche Pyridinium-
salz-Reduktionen charakteristische gelbe, unbestindige Farbung auf.

Zum Zweck der Reduktion wurden daher die beiden Riickstéinde
N ond R in je 75 cm?® Wasser getrennt geldst und je 3 g Natrium-
bicarbonat und 3 g Natriumhyposulfit eingetragen. Die filtrierte
Ljsung blieb iiber Nacht stehen. Es hatte sich dann eine kleinere
Menge eines viscosen Ols abgeschieden, in welchem das rohe N-
_ Triacetyl-arabinosido-o-dihydro-nicotinséure-amid vorlag; eine wei-
tere Menge liess sich der wisserigen Fliissigkeit mittels Chloroform
entziehen. Da wir das Produkt noch nicht krystallisieren konnten,
haben wir es mit alkoholischem Ammoniak bei Zimmertemperatur
‘verseift (ca. 8stiindige Einwirkung), das Loésungsmittel hierauf im
Vakuum verdampft und den Riickstand in wenig siedendem 95-proz.
Alkohol gelost. Beim Erkalten schied sich das N-I-Arabinosido-o-
dihydro-nicotinsiure-amid mikrokrystallin aus; zur weiteren Reini-
gung haben wir es aus 90-proz. kochendem Alkohol umgeldst.

Cp Hys0sN, Ber. C 51,55 H 6,309
(256,1)  Gef. ,, 51,30 ,, 6,58%

N-d-Xylosido-o-dihydro-nicotinsdure-amid.

Diese Verbindung erhielten wir wie das vorbeschriebene analoge
[-Arabinosederivat. Da die Darstellungsbedingungen noch ver-
bessert werden miissen und die Substanz auch noch nicht ganz rein
vorliegt, mochten wir eine ausfiithrlichere Beschreibung auf spiter
verschieben. Die Verbindung wirkt gegeniiber Silbernitrat in der
Hitze reduzierend. In alkalischer, wiasseriger Losung zeigt sie das
Absorptionsmaximum 340 myu; Sidurezusatz bringt auch hier diese
Bande zum Verschwinden, wihrend eine neue bei 280 mu erscheint.

Zirich, Chemisches Institut der Universitit.



