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Es wurden die Eigenschaften der in der Tschechoslowakei
hergestellten Dextrane mit Hilfe der Perjodatoxydation und
Methylierung studiert. Die Resultate, die durch Bestimmung
der freien D-Fructose und des Molekulargewichtes ergéinzt worden
waren, wurden zur Charakterisierung der Verzweigung der
Dextrane bentitzt.

Die Beniitzung der Dextrane bzw. deren Fraktionen von geeignetem
Molekulargewicht ist heute in der klinischen Praxis ganz iblich und ver-
schiedene Standpunkte, die die Moglichkeit der Beniitzung von verschie-
denen Dextranen beeinflussen, sind in einer Reihe von Referatenl-% zu-
sammengefaBt.

Nach den bisherigen Kenntnissen sind native Dextrane Polysacharide,
die nur glykosidich gebundene p-Glucoseeinheiten enthalten; das Mole-
kulargewicht der nativen Dextrane bewegt sich dabei zwisechen 10 und
108 und dariiber® 7. Die Molekiile der D-Glucose sind meistens linear
gebunden, iiberwiegend in 1 — 6-Bindungen. Verschiedene Typen der
Dextrane unterscheiden sich durch den Gehalt von anderen glykosidi-
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schen Bindungen, in erster Reihe 1 - 4, obwohl auch 1 » 3-Bindungen
zweifellos gefunden worden sind®.

Bei allen Studien der Struktur der Dextrane ist es unbedingt notwen-
dig, alle Resultate mit der Bestimmung des Molekulargewichtes in Ein-
klang zu bringen. Die Bestimmung des Molekulargewichtes kann mit Hilfe
der teilweise modifizierten klassischen Fehlingschen Bestimmung®, jodo-
metrisch?, mit Hilfe des radicaktiven Kohlenstoffes™ oder mittels ver-
schiedener physikalisch-chemischer Methoden?. 7 12 durchgefithrt werden.

Die Struktur der Dextrane wurde bisher mit Hilfe von zwei chemi-
schen Methoden, und zwar der Methylierungsanalyse®-22 und Oxy-
dation durch Salze der Perjodsdure?®: 19, 2-32 studiert. Es wurde in beiden
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Fallen gefunden, dafi in den Molekiilen der Dextrane meistens eine Ver-
zweigung auf 4 bis 6 linear gebundene p-Glucoseeinheiten stattfindet. Eine
Konfrontation der Konstitutionsbeweise durch die beiden obenerwéhn-
ten Methoden an demselben Muster irgendwelchen Dextrans fehlt jedoch.

Mit Riicksicht auf einige Differenzen in den Literaturangaben?®. 29, 26
schien es uns notwendig, die Beniitzung der Perjodatoxydation zu priifen
und die gewonnenen Resultate mit denen der Methylierungsanalyse mit
Riicksicht auf das Molekulargewicht der studierten Dextrane zu ver-
gleichen.

Resultate und Diskussion

Zur Auffindung der besten Reaktionsbedingungen fir die Oxydation
der Dextrane mittels Kaliumperjodats haben wir diese Oxydation und
deren Zeitverlauf an einigen einfachen Sachariden studiert. Von den
Monosachariden wuarden p-Glucose und p-Fructose, von den reduzierenden
Disachariden Maltose und Lactose, von den nichtreduzierenden Oligo-
sachariden Sacharose und Raffinose untersucht (Tab. 1).

Tabelle 1. Verlauf der Oxydation einiger Sacharide mittels
Kalium-metaperjodat

Menge der Ameisensidure in % d. Th.
nach . .. Stunden
24 ‘ 48 ] 96 144 ' 172 I 216 288 l 316 336 388
: | T
»-Glucose ....... — } — | 80 | — 98 l — j — 101 | — 102
p-Fructose ...... — 168 | T3 | — |8 —  — | 81| — 81
Maltose ......... 29 ' 58 | 68 | 78 ‘ — | 93 {Jod — = —
Lactose ......... 31159 | 70 | 79 | — | 95 | Jod !
Sacharose ....... 18 “25 S 49 | 61 | — | 80 ; 92 ; — | 98 | —
Raffinose ........ 21 47 | 57 | 78 [ — l 99 | 99 | — | 99 —
p-Glucose: 0,1745 g (0,001 Mol), 250 ml H.O, 1,72 g (0,0075 Mol) KJO,
D-Fructose: 0,0842 g (0,0005 Mol), 250 ml H,0, g (0 0037 Mol) KJO,

0,85
Maltose: 1,0084 g (0,003 Mol), 250 ml H.0, 5,00 g
Lactose: 1,0120 g (1,020 Mol), 250 m]l H,0, 5.00 g
Sacharose: 1,5000 g (0,0044 Mol), 250 ml H,0, 4,4
Raffinose: 1,4955 g (0,0025 Mol), 250 mi H,O0, 4,3

{0,022 Mol) KJO,
(0,022 Mol) KJO,
0,019 Mol) KJO,
0,0187 Mol) KJO,

g (
g (

Es wurde gefunden, daB im Falle der p-Glucose, Sacharose und Raf-
finose die theoretische Menge Ameisensdure wirklich erhalten wurde;
etwas niedrigere Resultate wurden im Falle der Lactose und Maltose be-
obachtet. Im Falle der p-Fructose haben wir nur 3,24 Mol Ameisensiure an
Stelle von 4 Mol erhalten, was im Kinklange mit den Angaben anderer
Autoren? 3¢ ist; die niedrigeren Werte der Ameisensdure sind durch
zwel nebeneinander verlaufende Reaktionen erklirt.

38 P. F. Fleury und J. Lange, J. Pharm. Chim. 17, 409 (1933).
32 Y. Khouvine und G. Arragon, Bull. soc. chim. France [5] 8, 676 (1941).
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In einigen Fillen wurden die niedrigeren Werte der Ameisensdure
mit dem Auftreten von freiem Jod in der oxydierten Fliissigkeit in Zu-
sammenhang gebracht, was durch Uberoxydation 2 erklirt worden war.
Unsere Befunde stimmen mit denen anderer Autoren®-—38 gut iiberein.

Der Verlauf der Oxydation der Sacharide mittels Kaliumperjodats ist
von der Temperatur, ferner auch der Konzentration sowohl des oxydier-
baren wie auch des oxydierenden Stoffes abhingig. Die Oxydation von
0,07proz. D-Glucose-Losungen verlief normal, bei der Oxydation von
D-Fructose derselben Konzentration wurde binnen 24 Stdn. freies Jod
beobachtet. Die Oxydation der Losungen der n-Fructose in einer Konzen-
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Abb, 1. Typischer Verlauf der Oxydation von Dextran mittels KJO,

tration von 0,0359, verlief dagegen normal, und deswegen wurden die
meisten Oxydationen in dieser oder noch niedrigerer Konzentration
durchgefiihrt. Hohere Temperatur wie auch direkte Belichtung waren
immer mit der Gefahr der Jodabscheidung verbunden, wihrend das zer-
streute Tageslicht ohne bemerkbaren Einfluf auf den Verlauf der Oxy-
dation war.

Auch bei den Dextranen haben wir den Zeitverlauf der Oxydation
verfolgt (Abb. 1,2, 3). Es wurde dabei gefunden, daB} bei 14—16° (Me-
thode @ und b, Seite 168) und dem Verhiltnis 3 Mol KJO4 auf 1 Mol einer
Anhydroglucoseeinheit die Oxydation ganz langsam verlief und maximale
Werte an Ameisensidure nach 20 Tagen erhalten wurden. Der typische
Verlauf der Oxydation des Dextran SD ist an der Abb. 1 veranschaulicht.

Bei der Oxydation der Dextrane bei 21° (Methode ¢, Seite 169) wurde
der maximale Wert der Ameisensidure in 6—8 Tagen erhalten. Die Re-

35 A. Wickstrom, Saertrykk Medd. Norsk Farmac. Selskap 18, 129 (1956).
36 4., Wickstrom und A. B. Svendsen, Acta Chem. Scand. 10, 1199 (1956).
37 W. G. Wright, J. Chem. Soc. [London] 1957, 1913.

38 D.J. Manners und A. R. Archibald, J. Chem. Soc. [London] 1957, 2205.
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sultate bei 21° lagen gewohnlich um 129, héher im Vergleich mit denen,
die unter Anwendung von Methode ¢ und b (Seite 168) gewonnen wurden.
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Abb. 2. Oxydatlon der Dextrane mittels KJO,
Dextran DN 114
Dextran DN 105
Dextran DN 110
Dextran DN 109
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Abb. 3. Oxydatlon der Dextrane mittels KJO,
Dextran DN 112
Dextran DN 116
Dextran DN 108
Dextran DN 117
Dextran D 28/bi

Ot W 10

Wir haben durch Kontrollversuche festgestellt, daf Ameisenséure
in keinem Falle unter Reaktionsbedingungen, wie wir sie gewohnlich
beniitzt hatten, von KJO, angegriffen ist. Bei héheren Temperaturen,
schon bei 26°, haben wir dhnlich wie bei Mono- und Oligosachariden einen
anomalen Reaktionsverlauf mit Jodabscheidung beobachtet (Abb. 4).
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Sloan3® hatte bei der Arbeit mit NaJO, festgestellt, daf bei dem Ver-
haltnis 3 Mol NaJO4 auf 1 Mol Anhydroglucoseeinheit mehr als 1009, der
erwarteten Ameisensdure gebildet werden. Jeanes®': 32 hatte dholiche Re-
sultate bei Anwendung von 3 Mol NaJO4 und 25° in 72 Stdn., oder 2 Mol
NadOs und 96 Stdn. erhalten.

Bei Verwendung von KJO4 (3 Mol auf 1 Mol Anhydroglucoseeinheit)
unter den Reaktionsbedingungen der Methoden @, b und ¢ haben wir nie
zu hohe Ameisensiurewerte beobachtet. Da KJO4 im Wasser nicht sehr
16slich ist, wurde die Oxydation in einer konstanten Losung von KJO4
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Abb. 4. Einflul der Temperatur und des Lichtesl auf den Verlauf der Oxydation des Dextrans
28/bi
1. Temperatur 10°, im Dunkeln durchgefiihrt
2. Temperatur 10°, im Tageslichte durchgefiihrt
3. Temperatur 26°, im Dunkeln durchgefiihrt mit Jodabscheidung (— .« — . —)

durchgefiihrt (die Konzentration der JO, -Tonen wurde bei der Oxydation
nicht geéndert).

Jeanes hatte zur Charakterisierung der Dextrane bei Verwendung
von NaJOQy die Menge Ameisensiure, welche nach 72 Stdn. entstanden
ist, gewihlt3!: 32, obwohl sie in einigen Fillen noch nach weiteren 48 Stdn.
einen Zuwachs von 2—39%, Ameisensiure festgestellt hatte. Soweit keine
zuverlissigen gleichzeitig gewonnenen Resultate der Methylierungs-
analyse zur Verfiigung stehen, ist es nicht moglich zu begriinden, warum
gerade eine Versuchsdauer von 72 Stdn. gewahlt worden war, insbesondere
wenn man annehmen muf}, daBl verschiedene Dextrane nicht gleich schnell
oxydiert werden und maximale Ameisensaurewerte nicht nach derselben
Zeit zu erwarten sind (Abb. 1, 2, 3).

Mit Riicksicht auf die oben angegebenen Divergenzen haben wir
eine solche Menge Ameisensiure als charakteristisch gewshlt, welche
festgestellt worden war, nachdem die Oxydation aufgehort hatte. In
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den néchsten 100 Stdn. darf der Zuwachs an Ameisensdure nicht mehr

als 19, betragen (Tab. 2). Bei der Charakterisierung der Dextrane durch

Tabelle 2. Ergebnisse der Oxydation der Dextrane mittels
Kalium-metaperjodat
Molekulargewichtsbestimmungen nach Isbell?

Menge der ‘ ¢ Korrigierte Menge

|
Dextran i Molgew. Ameisensiure Korrektiont @ der Ameisensiiure?

| in % d. Th. ! : in % d. Th.
DN 105 34 600 81,4 1,4 80,0
DN 108 32600 81,1 1,6 79.6
DN 109 83 000 76,3 0,6 75,7
DN 110 45 400 80,6 1,1 79.5
DN 112 4100 92,0 11,7 80,3
DN 114 40-800 87,4 1,2 86,2
DN 115 | 215000 88,3 0,2 88,1
DN 116 107 000 83,0 0,4 82,6
DN 117 42 800 79,2 1,1 78,1
D 28/bi 150000 66,5 i 0,3 66,2

SD 31600 89,3 1,5 87,8
1

! Korrektion nach der Besiehung % = %9 (5. 8. 166),

? Korrigierte Menge der Ameisensiiuire nach dem Abrechnen der Korrektion X von der gefun-
denen Menge der Ameisensédure.

Tabelle 3. Gegentuberstellung der Methylierungsanalyse
und Oxydation der Dextrane

£ \ Ameisensiiure, % d. Th. o
FE korr. mit Riicksicht JAmeisensiure, |
e Der Gehalt an auf den Gehalt der % d. Th. ber. aus Schema
Dextran 2~ p-Fructose in % D-Fructose ® den Ergebmissed |  der Verzweigung
(I der Methylierungs- ;
g2 1 ! 2 1 : 2 analyse ® |
| = | | | |
‘ - i
DN 105 814 | 052 | 061 | 803 801 804 (),
DN 108 | 81,1 | 0,69 | 065 | 796 | 797 193 ),
DN 112 | 92,0 | 549 | 525 © 80,4 | 80,9 79,9 (T,
D28/bi | 66,5 | — | — R R 6.1 iy
s s | = | - 8780 8.6 (7T )

1 p-Fructose wurde kolorimetrisch bestimmt.
t Der Gehalt an D-Fructose wurde aus dem Reduktionsvermdgen des Dextrans berechnet
(s. 8. 170).

N—2916 - F
® Berechnet aus der Beziehung K = > "7 —

100—F
¢ Dieser Wert wurde berechnet durch Abrechnung der Korrektion & =

(s. 8. 170).

48000
MG

(s. 8. 166).

R . 1=
3 Berechnet aus der Beziehung N = 3 z

=2, 100 (s. 8. 165).
- Z
die Menge der gebildeten Ameisensidure haben wir die Vorschlige von
Jeanes3s 32 {ibernommen.
Weil die Resultate, die wir bei Oxydationen der Dextrane bei 21°
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(Methode ¢) und 14—16° (Methode ¢ und b) gefunden haben, in guter
Ubereinstimmung waren, kann man annehmen, daB auch die Charak-
terisierung nach Jeanes3!: 32 verlaBlich ist, obwohl ihre Bestimmungen
nicht mit Resultaten der Methylierungsanalyse verglichen worden waren.

In dieser Arbeit haben wir die Resultate der Perjodatoxydation mit
denen der Methylierungsanalyse konfrontiert (Tab. 3) und meistens eine

Tabelle 4. Methylierungsanalyse der Dextrane

Molekularverhéltnis
Dextran der Methyldther der 1:7:11
D-Glucose in °/, T
Tetra : Tri: Di

DN 105 19,1:60,9: 20,0 1:3,11:1
DN 108 20,1: 58,7: 21,3 1:2,84:1
DN 112 17,7:59,8: 22,5 1:2,97:1
D 28/bi 30,8: 36,3: 32,9 1:1,11:1
SD 11,6:75,2:13,1 1:6,06:1

1 Das Molekularverhiltnis der Methylidther der D-Glucose wurde auf 1 : 2 : 1 umgerechnet, indem
der Molekulargehalt des Trimethylithers durch das arithmetische Mittel der Molekulargehalte an
Tetra- und Dimethyldther dividiert wurde.

gute Ubereinstimmung gefunden. In allen Fillen der Methylierungs-
analyse (Tab. 4, 5) haben wir nach der Hydrolyse des Dextranpermethyl-

Tabelle 5. Die Genauigkeit der Bestimmungen bei der
quantitativen Methylierungsanalyse

! Molekularverhéltnis
Dextran | Chromatogramm der Methylither in %
| ;

i
DN 105 1 ! 18,6 : 60,6 : 20,8
| 2 | 19,6:61,3:19,2
DN 108 1 19,9 : 60,1 : 20,0
i 2 20,2:57,2: 22,6

\ ‘
dthers die Tetra-O-methyl-, Tri-O-methyl- und Di-O-methyl-p-glucose
im Molekularverhaltnis 1:2:1 erhalten.

Wenn man annehmen kann, daff ein Makromolekiil des Dextrans nicht
zweimal an derselben Anhydroglucoseeinheit verzweigt ist und daf ihr
Molekulargewicht geniigend hoch ist, dann mufl das Verhiltnis des Tetra-
O-methyl- und Di-O-methylathers der D-Glucose stets 1:1 betragen
(sieche auch®). Tm Falle einer doppelten Verzweigung an irgendeiner
Anhydroglucoseeinheit des Molekiils des Dextrans mufite nach der Hydro-
lyse der entsprechende Monomethyldther der p-Glucose identifiziert wer-
den, was bisher nie gelungen ist.

3 K. H. Meyer und H. Mark, Makromolekulare Chemie, Akad. Verlags-
ges. Leipzig 1953, S. 483.



H. 2/1959] Zur Struktur der Dextrane 165

Nach einigen Angaben der Literatur!®: 4 ist das oben angegebene
Verhiltnis des Tetra-O-methyl- und Di-O-methyldthers der p-Glucose
nicht in allen Fillen gefunden worden, und man hat die anderen Ergeb-
nisse nicht erklirt. Nur in den Fillen, wo das gefundene Verhiltnis
wirklich 1:1 ist, kann man annehmen, daf} die Zahl x die Anzahl der Ver-
zweigungen des Polysacharids verldBlich erfaBt.

Aus den Ergebnissen der Methylierungsanalyse der Dextrane kann
die theoretische Menge der Ameisensiure, die durch Oxydation des Dex-
trans mittels KJO, enstehen sollte, berechnet werden. Zum Beispiel gibt
Dextran vom Typus

nach der Methylierung und darauffolgenden Hydrolyse eine Mischung
der Tetra-O-methyl-, Tri-O-methyl- und Di-O-methyl-p-Glucose in dem
Verhiltnis 1:3:1. Bei der Oxydation desselben Dextrans mittels KJO4

4
mufl man 809, der Ameisensdure (5 - 100] erhalten, die durch Oxydation

eines Systems von funf nichtverzweigten Anhydroglucoseeinheiten ent-
stehen wiirde.

Aus dem Verhiltnis 1:2:1, wobei « die Anzahl der Molekiile des Tri-O-
methyléthers der p-Glucose bedeutet, kann man die Menge der Ameisen-
sdure (in 9%,), welche durch Oxydation desselben Dextrans mittels KJO4
entstehen sollte, nach der Gleichung

N1 00
2 +

L

berechnen, und umgekehrt kann man aus der gefundenen Menge Ameisen-
séure das x und daher auch das Verhiltnis 1:2:1 berechnen:

N
[ ——
100 — N

x

Das Verhiltnis der glykosidischen 1 > 6-Bindungen zu allen anderen
(vorwiegend 1 -»4) ist dementsprechend:

1>6:1>4=(x+1):1

Es gibt also mehrere Moglichkeiten, wie man die Dextrane charak-
terisieren kann:

1. Mittels Bestimmung der bei der Perjodat-oxydation gebildeten
Ameisensiure3!.

2. Mittels des Verhdltnisses der Bindungen 1 —» 6:1 - 43,29

3. Mittels des Verhdltnisses 1:2:11 (5. Tab. 6).

¥ H. L. Hirst, L. Hough und J. K. N. Jones, J. Chem. Soc. [London]
1949, 928.
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Alle diese Betrachtungen gelten aber nur dann, wenn das Molekular-
gewicht des Dextrans geniligend hoch ist. Bei den Dextranen (bzw. deren
Fraktionen) mit niedrigerem Molekulargewicht entspricht das Verhéltnis
der Tetra-O-methyl-, Tri-O-methyl- und Di-O-methyl-p-glucose einem
Ausdruek (y + 1):z:y. Dies beeinfluit in solchen Fillen wesentlich die
Resultate der Oxydation mittels KJO,4, da durch Oxydation der Endein-
heit des Anhydroglucosesystems noch 3 Molekille Ameisensiure mehr
gebildet werden. Im Falle eines geniigend hohen Molekulargewichtes des
Dextrans dagegen fallen diese 3 Molekiile Ameisenséure nicht ing Gewicht.

In den Fillen der Hydrolysate mit einem kleineren Molekulargewicht
(48 000 und weniger) kann aber diese Menge 4—59%, des gesamten Ameisen-
sduregehaltes, der durch Titration gefunden war, betragen. Es ist daher

Tabelle 6. Die Moglichkeiten der Verzweigung der Dextrane

Ameisenséure
Typus : o

! i
s d. Th. i 1—=>6:1-—>4 ‘ 1:m:1

|
& ’ 80,0 : 4 1:3:1
(T 83,3 5 I - T |
(- )n 85,7 i 6 1:5: 1

notwendig, bei der Bestimmung der Ameisensidure im Falle eines Hydro-
lysates des Dextrans von dem prozentuellen Gehalt der gefundenen
Ameisensdure eine Korrektion
b 48 000

MG

abzuziehen, wobei MG das Molekulargewicht des beniitzten Dextrans bzw.
dessen Fraktion ist (s. auch 41).

Aus den oben angegebenen Betrachtungen ergibt sich, dall es meistens
notwendig ist, das Molekulargewicht des studierten Dextrans zu kennen.
Aus einer Reihe der Methoden zur Bestimmung des Molekulargewichtes
der Dextrane’: 7> 9-12 haben wir eine solche, die auf dem Reduktions-
vermogen der endstiandigen aldehydischen Gruppe des Systems der An-
hydroglucoseeinheiten begriindet ist, gewihlt, nimlich die Methode von
Isbell®. Die gefundenen Resultate findet man in Tab. 2. Aus den so ge-
wonnenen Werten haben wir noch die notwendigen Korrektionen der
Ameisensdure k berechnet (Tab. 2).

Wie man aus der Tab. 2 ersehen kann, wurden bei den studierten
Dextranen in manchen Fillen zu niedrige Werte des Molekulargewichtes
gefunden. Da es sich in iiberwiegender Menge um native Dextrane (mit

a1 A Wolff, C. L. Mehltretter, R. L. Mellies, P. R. Watson, B. T. Hof-
rester, L. P. Patrick und C. E. Rist, Ind. Engng. Chem. 46, 370 (1954).
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der Ausnahme von D 28/bi und SD) handelte und das Molekulargewicht
demgemiB wesentlich gréfler sein sollte® 7, haben wir geprift, ob nicht
die untersuchten Proben irgendeine andere reduzierende Substanz ent-
halten. Hs hat sich gezeigt, dal manche von den Dextranen mit ge-
wissen Mengen an D-Fructose (z. B. DN 112 bis zu 59%,) verunreinigt sind.
Bei der Oxydation der p-Fructose mittels KJO4 werden, wie wir festge-
stellt hatten (S. 159), 3,24 Mol Ameisensdure gebildet, und diese Menge
mull wesentlich die Molekulargewichtsbestimmung, falls diese auf dem
Reduktionsvermogen des Dextrans basiert, beeinflussen.

Deswegen wurde in allen nativen Dextranen die Menge der freien
p-Fructose bestimmt, einerseits kolorimetrisch4? oder andererseits indi-
rekt durch Errechnen aus der reduzierenden Wirkung des Dextrans
(S. 170). Die Resultate, die mit den beiden Methoden erzielt waren, sind
in guter Ubereinstimmung (Tab. 3). Fir die kolorimetrische Bestimmung
wurde als Standard Dextran SD, das keine freie p-Fructose enthielt, be-
niitzt. ;

Aus der gefundenen Menge der p-Fructose und aus der Menge der ge-
fundenen Ameisenséure ist es moglich, ganz einfach die korrigierte Menge
der Ameisensiure, die einer reinen Substanz (frei von bp-Fructose) ent-
spricht, zu errechnen. HEs ist moglich, auf diese Weise eine scheinbare
Nichtiibereinstimmung der Ergebnisse der Oxydationsmethode und Me-
thylierungsanalyse beim Dextran DN 112 (Tab. 3), die durch den hohen
Gehalt an freier D-Fructose verursacht war, zu erkliren.

Die Menge der titrimetrisch gefundenen Ameisensiure kann anndhernd
mittels der Korrektion % (berechnet nach Wolff*!) auch dann korrigiert
werden, wenn es sich um ein natives Dextran mit einem hohen Mole-
kulargewicht handelt. Dies ist moglich durch das sehr dhnliche Reduk-
tionsvermogen der p-Fructose und der Gentiobiose, welche von Isbell® als
Standard fiir die Molekulargewichtsbestimmung der Dextrane beniitzt
wurde. Beide Moglichkeiten sind in der Tab. 3 angegeben.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit ergibt sich, da von den Dextranen
der tschechoslowakischen Produktion die als DN 114 und DN 115 be-
zeichneten als am wenigsten verzweigte zu betrachten sind. Die beiden
Dextrane dhneln durch die Anzahl der Verzweigungen dem schwedischen
Dextran SD und kénnen praktisch appliziert werden.

Experimenteller Teil

Die bentitzten Substanzen hat uns das Institut fiir Hamatologie und Blut-
transfusion zu Prag zur Verfiigung gestellt. Die als DN bezeichneten Substan-
zen sind native Dextrane, von den Hydrolysaten ist D 28/bi tschechoslo-
wakischer, SD schwedischer Herkunft.

42 (. W. Wise, R. J. Dimler, H. A. Davis und C. B. Rist, Anal. Chem.
27, 33 (1955).
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Zu den Oxydationen wurde KJO4-,,Lachema’ beniitzt; kolorimetrische
Messungen wurden am Spektrophotometer Coleman, Model 11 A, durchge-
fithrt.

Der Wassergehalt in den Dextranen wurde durch Trocknen bei 103—104°
bis zum konstanten Gewicht bestimmt und lag um 129.

Die Methylierung der Dextrane wurde mittels Dimethylsulfat nach Stacey 20
durchgefithrt. Das Rohprodukt, das wir nach der zweiten Methylierung be-
kommen hatten und das durch Natriumsulfat verunreinigt war, wurde aus
dem warmen Reaktionsgemisch abgesaugt und der so gewonnene Nieder-
schlag nach dem Trocknen mit warmem Chloroform extrahiert. Aus der
Loésung in Chloroform wurde das teilweise methylierte Dextran durch Petrol-
ather gefallt und die so gewonnene Substanz weiter methyliert20. Die Ausbeute
nach der dritten Methylierung betrug gewohnlich 60—809,.

Das nach der dritten Methylierung mittels Dimethylsulfats gewonnene
partiell methylierte Dextran wurde durch mehrere Methylierungen mittels

Tabelle 7. Abhéangigkeit des Methoxylgehaltes nach der Anzahl
der durchgefithrten Methylierungen

Anzahl der Methylierungen ‘ 1 2 3 t 4 5

i 1 i
Methoxylgehalt in 9, | 24,8 36,4 | 38,2 41,4 44,8
Anzahl der Methoxyl-
gruppen in bezug auf i
eine Anhydroglucose- ‘ |
einheit............. ‘ 1,6 i

2,4 2,5 2,7 | 2,9

Methylierungen 1, 2 und 8 nach der Haworthschen Methode?®, 4 und 5 nach Muska! (Methyljodid
und Natrium im fliissigen Ammoniak) 4

Methyljodids in flissigem Ammoniak permethyliert. Die rohen Produkte
wurden so gereinigt, dall eine Ldsung in Chloroform fraktioniert mit Petrol-
dther gefallt und die sich zuerst abscheidenden Ammoniumsalze durch Zentri-
fugieren beseitigt wurden. Aus der klaren Losung in Chloroform-Petrolither
wurde dann mit einem UberschuB von Petrolidther das permethylierte Dextran
gefillt. Die gewonnenen Produkte wurden iiber Phosphorpentoxyd im Vak.
bei 80° getrocknet. Durchschrittlich haben wir Produkte mit 44,59 (ber.
45,69%,) Methoxyl gewonnen.

Bei dem Dextran D 28/bi wurde die Abhéangigkeit des Methoxylgehaltes
von der Zahl der durchgefithrten Methylierungen verfolgt (s. Tab. 7).

Die Hydrolyse der Methylather der Dextrane wurde nach den Angaben
von Hirst® durchgefithrt. In den Hydrolysaten haben wir 2,3,4,6-Tetra-
O-methyl-D-glucose, 2,3,6-Tri-O-methyl-n-glucose und 2,3(?)-Di-O-methyl-b-
glucose papierchromatographisch identifiziert.

Oxydation der Dextrane
Methode a:
Eine genau gewogene Menge Dextran (ungefdhr 1 g, 0,006 Mol) wurde
in 200 ml dest. Wasser geldst bzw. suspendiert und die Flissigkeit nach der
Zugabe von 4,2 g KJO4 (0,018 Mol) auf 250 ml aufgefiillt. Ein Teil des

48 T, Muskat, J. Amer. Chem. Soc. 56, 693, 2449 (1934).
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Kalium-metaperjodats blieb unter diesen Bedingungen ungeldst. Die Re-
aktionsfliissigkeit wurde von Zeit zur Zeit geschiittelt und im Dunkeln bei
14—16° aufbewahrt. In bestimmten Intervallen wurden 25 ml abpipettiert,
immer je 2ml Athylenglycol zugegeben und, nachdem der UberschuB des
KJO4 beseitigt war (etwa nach 50 Min.), die Ameisenséiure titrimetrisch
mittels 0,1 n KOH bestimmt (Phenolphthalein). Der Verbrauch der Lauge-
16sung betrug gegen 5 ml.

Methode b:

Etwa 0,1 g (0,0006 Mol) Dextran wurden in 50 ml dest. Wasser gelost
bzw. suspendiert und die Reaktionsfliissigkeit nach Zugabe von 0,42 g KJO4
(0,0018 Mol) imn Dunkeln bei 14—16° unter Umschiitteln aufbewahrt. Nach

450 Stdn. wurden 2 ml Athylenglycol zugegeben und die Ameisensiure wie
oben bestimmt.

Methode c:

0,5 g (0,003 Mol) Dextran wurden in 400 ml dest. Wasser geldst bzw.
suspendiert und nach Zugabe von 2,1 g (0,009 Mol) KJO4 auf 500 ml auf-
gefiillt. Die Reaktionsfliissigkeit wurde im Thermostat bei 21° stehen ge-
lassen und die Ameisenséure wie oben bestimmt.

Ergebnisse in der Tab. 8.

Tabelle 8. Oxydation der Dextrane mit Hilfe der Methode ¢
durch Kalium-metaperjodat bei 21°

Dextran DN105  DN10S = DN1i2 | SD
! |
Ameisenséure 81,8 83,0 | 982 91,1
% d. Th. | ’ |

Oxydation der Mono- und Oligosacharide

Eine gewogene Menge des Sacharids wurde in dest. Wasser gelost und
KJO4 zugegeben. Es wurden stets dieselben Bedingungen, wie bei den Oxy-
dationen der Dextrane angegeben, eingehalten. Gleichzeitig mit jeder Oxy-
dation wurde ein Blindversuch unter denselben Bedingungen, aber ohne
Dextran durchgefithrt.

Ergebnisse in der Tab. 1.

Die Bestimmung des Molekulargewichtes

Das Molekulargewicht wurde nach Isbell® bestimmt. Bei den Hydroly-
saten mit niedrigerem Molekulargewicht wurde die Einwaage erniedrigt und
eine groflere Menge des Oxydationsmittels zugegeben.

Ergebnisse in der Tab. 2.

Die Bestimmung der freien p-Fructose

a) chromatographisch: i

Etwa 0,5 g Dextran wurden durch 30 Min. Erhitzen mit 25 ml 70proz.
Athylalkohols extrahiert. Der #thanolische Extrakt wurde nach dem Ein-
dicken gleichzeitig mit einer p-Fructoselésung von bestimmter Konzentration
chromatographiert (Whatmann Nr.4). Nach der Sichtbarmachung mit
AgNO3z wurde der Gehalt an p-Fructose aus der GréBe der beiden Flecke
abgeschétzt.
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b) kolorimetrisch4t:

Die Bestimmung wurde mit dem Spektrophotometer Coleman, Modell 11 A,
Filter PC 4, Lange der Absorptionsschicht 16 mm, » = 550 my durchgefiihrt.
Das schwedische Dextran wurde zum Vergleich beniitzt.

¢) durch Errechnen aus dem Reduktionsvermogen des Dextrans nach der

Beziehung:

o 0,136 - V 100
=

F ist der Gehalt der p-Fructose in Prozenten,
0,136 ist das Reduktionséquivalent der p-Fructose,
V der Verbrauch an 0,005 n Na2S303 nach Isbell®,
E die Einwaage des Dextrans in Milligramm.

Die korrigierte Menge der Ameisensdure kann man aus dem bekannten
Gehalt an p-Fructose und der bekannten Menge der Ameisenséure (titri-
metrisch bestimmt) errechnen nach der Beziehung

K N—2916-F
o 100 — F

N ist die Ameisensduremenge, bestimmt nach Jeanes?S,

K ist die korrigierte Menge der Ameisenséure in Prozenten, umgerechnet
auf reines Dextran,

F ist der Gehalt an p-Fructose (in Prozenten) in dem untersuchten Dextran.

Die Autoren danken hier den Herren Dr. L. Lacko und Dr. J. Mdlek
aus dem Institut fiir Hamatologie und Bluttransfusion fiir die Muster der
Dextrane, den beiden Herren sowie Herrn Dr. B. Sedlaéek aus dem Che-
mischen Institut der Tschechoslowakischen Akademie der Wissenschaften
fiir wertvolle Diskussionen und Bemerkungen, weiter der Frau J. Dvofdkovd
aus dem Institut fiir Hamatologie und Bluttransfusion fiir die Durchfiih-
rung einiger Bestimmungen.



