
Von Zuckern abgeleitete freie Radikale* 
(6. M i t t .  t i b e r  V e r d a z y l e )  

Von 

R. Kuhn nnd Gertrude Fischer-Sehwarz 
Aus dem Max-Planck-Inst i tu t  fiir medizinische Forschung, Ins~itut f~ir Chemic, 

t te idelberg 

Mit 3 Abbildungen 

(Eingeyangen am 5. Februar 1966) 

Ausgehend yon Zuckerformazanen wurden wasserl6sliche 
griine Verdazyle dargestellt.  Diese freien Radikale hemmen die 
Wasserstoffperoxidzersetzung durch Katalase und dureh Platin- 
]Ylohr. 

Formazanes of aldoses h~ve been used to prep~re wat.er soluble 
green verdazyles. These free radicals inhibit  the decomposition 
of hydrogen peroxide by  means of eatalase mad pla t inum blaek. 

Vo~l K u h n  und  T r i s c h m a n n l ,  2 wurden  freie s tabi le  R a d i k a l e  der  
F o r m e l  1 (Verdazyle) dureh  Ringsehlul~ aus F o r m a z a n e n  dargeste l l t .  
I n  saurer  L6sung d ispropor t ion ie ren  die gr t inen Rad ika le  zu den  Leuko-  
ve rb indungen  2 und den v io le t t en  K a t i o n e n  3. (Siehe F o r m e l  S. 518). 

Zur Pr t i fung auf etwaige biologisehe W i r k s a m k e i t  waren  wasser- 
15sliehe Verdazyle  erwiinseht .  Als Ausgangsp roduk t  hierzu bo ten  sieh 
die Zueker fo rmazane  a an. 

D a r s t e l l u n g  

l%ingsehlul3versuche mi t  Pentose-  und  Hexose fo rmazanen  un te r  Ver- 
wendung yon  Methy l jod id  e rgaben  uneinhei t l iehe gri ine Reakt ions-  

* Vorgetragen am Ins t i tu t  fiir die Chemie tier organisehen Naturstoffe 
der Sowjetisehen Akademie der Wissensehaften in B{oskau am 21. November 
1963. 

1 j~. K u h n  und H. Trischman~, Angew. Chem. 75, 294 (1963). 
2 R. K u h n  und H. T r i s c h m a ~ ,  Mh. Chem. 95, 457 (1964). 
a L.  l~Iester, Adv. Carbohydr. Chem. 13, 105 (1958). 
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produkte, da auch die OH-Gruppen teilweise methyliert wurden. Mit 
Formaldehyd erhielten wir sowohl im saureu als aueh im alkalischen 
Medium Gemische verschieden stark mit Formaldehyd in den Zueker- 
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Tabelle 1. Aus Z u c k e r f o r m a z a n e n  d a r g e s t e l l t e  V e r d a z y l e  der 
Fo rme l  1 

Schmp., 
Acetylverbindungen ~ C 

1 a R :  D-galakto-Pentaacetoxypentyl 
1 b R :  D-manno-Pentaacetoxypentyl 
I C R =  D-gluco-Tetraacetoxy-hych'oxypenty] 
1 d R =  L-rhamno-Triacetoxy-hydroxypentyl 
1 e R :  D.arabo.Triacetoxy-hydroxybutyl 
1 f 1~-- D-xylo.Triacetoxy-hydroxybutyl 

85--86 
70--71 
90--92 * 
70--72 * 
56--58 * 
66--67 * 

Schmp. (Zers.) 
Verdazyle mit freien OIt-Gruppen ~ 

1 g R =  D-galakto-Pentahydroxypentyl 
1 h R =  D.manno-Pentahydroxypentyl 
1 i R =  D-gluco-Penta.hydroxypentyl 
1 j I~ = L-rhamno-Tetrahydroxypentyl 
1 k R =  D,arabo,Tetr~hydroxybutyl 
1 1 R ~ D-xylo-Tetrahydroxybutyl 

* Stellung der Acetoxygruppen unbekannt. 

79--80 
99--100 
79--81 
79--80 
81--82 
60--62 

ketten kondensierter Verdazyle. Hingegen setzten sich acetylierte Zucker- 
formazane4, 5 im schwach sauren Medium mit Formaldehyd zu den 
acetylierten Kationen (3) urn, die mit Ammoniak die freien Radikale 
(1; 1~ ~-Tetrahydroxybutyl ,  Pentahydroxypentyl) ergaben. Im Alkali- 

G. Zempldn, L. Mester, A.  ~essmer und E. Eckhardt, Acta chim. Acad. 
Sci. Hung. 2, 25 (1952). 

5 L. Mester und A.  Major, J. Amer. chem. Soc. 77, 4297 (1955). 



tI. 2/1966] Von Zuekern abgeleiteto frcie ]Radikalc 519 

schen gelang der RingschluB mit den acetylierten Formazanen nicht, da 
teilweise Acetylgruppen abgespalten wurden und uneinheitliche Pro- 
dukte entstanden. 

Die ausgehend yon Galaktose, Mannose, Glucose, L-Rhammnose, 
D-Arabinose und D-Xylose dargestellten acetylierten Zuckerverdazyle 
1 a - - l f  wurden kristallin erhalten. Sic ergaben bei der Entacetylierung 
sowohl mit ammoniakal. Methanol 
als auch nach Zempldn die ge- zoo[ 
wiinschten Verdazyle 1 g--11, die % ] 
aber im Gegensatz zu den Acetyl- 80]~--  
derivaten amorph blieben. Eine 
Ubersicht fiber die dargestellten 
Zuekerverdazyle vermittelt Tab. 1. so 

Mit Aeetanhydrid in Pyridin 
lieB sieh das freie t~adikal 1 ~ in ~o 
die Aeetylverbindung l a zurfick- 
verwandeln (Mischprobe, IR-Spek- 

Z t T - - -  
trum). 

E i g e n s e h a f t e n  

Die LSslichkeit der Radikale 
l g  bis l l  in Wasser ist gering 
(ca. 1 mMol pro Liter). Natrium- 
dithionit, Zinkstaub + Eisessig, 
Ascorbinsgure, Sehwefelwasserstoff 
oder katalytiscbe Hydrierung mit 

Z g 8 8 pH lO 

Abb. 1. P rozen tgeba l t  an  1 (l~adikal) und  3 (Ka t -  
ion) in w~Brigen LSsungen  yon  D-galalsto~Penta- 
hydroxypen ty l - l , 5 -d ipheny l -ve rdazy l  (1 g)  bei  ver-  
sehiedenen p g - W e r t e n .  Die  auf  t = 0 Min. ex~ra- 
pol ier ten Ex t i nk t i onen  be t rugen ,  w e n n  nu r  K a t -  
ion oder  nu r  ~ a d i k a !  vor lag,  i i i r  das  K a t i o n  
g ~ o  = 0~88 (100%) und  E6:~ = 0,06 (0%) ;  fi ir  das  
Rad ika l  E~0 = 0,08 (0%)  u n d  E~70 = 0,28 (100%) 

Palludium bringen sowohl die grfine Farbe der Radikale als auch die 
violette Farbe der Kationen zum Verschwinden. Die farblosen L5sungen 
werden dureh Luftsauerstoff rasch wieder zu den grfinen bzw. violetten 
Verbindungen aufoxydiert. Die Kationen 3 bilden sich aus den Verda- 
zylen I entweder mit Halogen (Brom, Jod) oder mit S~uren. Die pro- 
zentuale Zusammensetzung (Kation/Radikal) als Funktion des pH lieB 
sich spektrophotometrisch bestimmen. Aus Abb. 1 ist ersichtlich, dab 
im pH-Bereich von 4 bis 7 alle 30xydationsstufen 1, 2 und 3 neben- 
einander vorliegen. Der pH-Wert, bei dem 50% des eingesetzten t~adi- 
kals in der grtinen Form vorliegen, betrs ca. 6,2. Dieser pK-Wert 
drfiekt die geringe Basizit~t (Protonenaffinit~t) des ]~adikals zahlen- 
m~Big aus. 

Die ESR-Spektren der Verdazyle 1 a bis 11 zeigen das charakteristisehe 
9-Linienspektrum des Triphenylverdazyls mit demselben Gau[d-Abstand. 

Die UV-5[axima der Verdazyle l a bis 11 liegen alle an derselben 
Stelle wie diejenigen yon 1,5-Diphenyl-verdazyl (Xmax ~- 670, 342,312 m~z). 
Entsprechendes trifft ftir die Kationen 3a his 31 z u  (),max = 5 1 0  mb t  ). 
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0bwohl die nicht kristallisierten, freien Zuckerverdazyle bei der 
Elementaranalyse stimmende Werte lieferten, betrug die molare Extink- 
tion der L6sungen nur ca. 50% (maximal 73%) derjenigen, die auf Grund 
der z-Werte des kristallisierten 1,5-Diphenylverdazyls zu erwarten war. 
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Auch bei der katalytischen Hy- 
drierung wurden nur ca. 50% 
(maximal 68 %) der erwa, rteten 
H2-Menge aufgenommen. Die Pr/i- 
parate verhielten sich wie Gemische 
der Radikale und ihrer Leukover- 
bindungen. In lJbereinstimmung 
mit dieser Vermutung wurde ge- 
funden, dab eine griine wgl3rige 
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Abb. 3 

Abb. 2. H~02-Zersetzung durch Katalase mit ( x )  und  ohne ( " )  Radikal  I g bei p t t  7,6 bei 4 ~ C. 
Versuchsbedingungen wie Abb. 3. An Stelle der Platinmohr-Suspension 0 ,20ml  Katalase-L6sung 

(1: 40 000) 

Abb. 3. H~O2-Zersetzung durch Pla~inmohr mit  ( • ) und ohne ( �9 ) Radikal  (1 1~) bei p i t  4 ( - - - - )  
und bei p H  7,6 ( - - - - - - ) .  Die bei pH 4 vorliegenden Kationen hemmen nicht. Temp.: 4~ 
Ordlnaten: m m  3 02. Je 0,30 ml 0,30proz. H~.0~ + 2,50 m[ m/50 Acetat-  (p i t  4) bzw. m/50 Phos- 
phatpuffer  (pH 7 , 6 ) +  0,20 ml Ptatinmohr-Suspension + 0,20 ml W~sser bzw. w~Grige LOsung 

yon 25 ~; ~.aflik~l 1 I~ 

L6sung von I)-galakto-Verdazyl nach dem Ans/iuern mit verd. Mineral- 
s/~ure und Stehen an der Luft eine um 30 40% st/irkere Violettl/irbung 
gibt als sie in Parallelversuehen mit einer ,,gleich griinen" L6sung 
von t,5-Diphenyl-verdazyl erhalten wurde. (Unter diesen Bedingungen 
wiirde nicht nur die durch Disproportionierung des galakto-Verdazyls 
entstandene, sondern auch die im Pr~iparat bereits enthaltene Leuko- 
verbindung in das Kation iibergehen.) Sehiittelte man die saure violetge 
L6sung mit Silberpulver (Riedel de Hahn), so waren wiederum nur ca. 70 % 
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der erwarteten Griinf/~rbung spektralphotometriseh feststellbar. Die- 
selben gesul ta te  wurden erhalten, wenn das Verdazyl I g nieh~ mit retd.  
.~Iinerals/~ure, sondern mit  Jod  in das Nat ion verwandelt  wurde, und 
wieder Molekularsilber zur I~iickverwandlung in das Radikal verwendet 
wurde. 1,3,5-Triphenyl-verdazyliumjodid (und -bromid) lassen sieh, wie 
wir fanden, in 5{ethanol mit  Molekularsilber zu 100~o in das Radikal 
zuriiekverwandeln. 

Die Verdazyle 1 a bis 1 g drehen die Ebene des polarisierten Liehtes 
nicht megbar.  Wghrend Galaktose-phenylhydrazon und -diphenyl- 
formazan bei 500 und 600 m~ reproduzierbare Drehwerte lieferten, die 
bei Versetzen mit  Boraxl6sung auf das 10-faehe anstiegen, zeigt das 
Verdazyl l g aueh naeh Zusatz yon Borax keine optisehe Aktivit/it. 
Ebenso verhglt  sieh das Nat ion 3g. Gemessen wurde mit einem Perkin- 
Elmer-Polarimeter 141 mit  einem ZeiB-Doppelmonoehromator N N  12 
und einer Xenon-Hoehdrueklampe jeweils im Minimum der Absorptions- 
kurve (500m~ fiir das Radikal  bzw. 600m~ fiir das Nation); e war 
kleiner als ~- 0,006 ~ (c = 0,05, d -~ 1, Methanol). Flavine, in denen eben- 
falls Polyhydroxyalkylket ten der Zuekerreihe mit  einem Chromophor 
verbunden sind, zeigen meist hohe optische Aktivit/~t. Vielleieht h/~ngt 
das umnel3bar geringe Drehungsverm6gen der Zuekerverdazyle damit  
zusammen, dagl das radikalisehe Zentrum intramolekutar freie CHOH- 
Gruppen dehydriert  (reversibeI), was zu sterisch uneinheitliehen (nieht 
kristallisierenden), n~r wenig drehenden und Leukoverbindungen ent- 
haltenden Produkten ffihren k6nnte. 

Die Wasserstoffperoxid-Zersetzung dutch Katalase wird von 3-D- 
gahekto-Pentahydroxypentyl-l,5-diphenyl-verdazyl (l g) gehemmt. Bei 
4 ~ und 25 ~ fanden wir eine Hemmung um etwa 40% (Abb. 2). Um etwa 
den gleiehen Prozentsatz wird die H202-Zersetzung dutch Plat inmohr 
yon 1 g gehemmt (Abb. 3). Das Kat ion 3 g hingegen hemmt  nieht. 

Herrn W. Schulz sind wir ftir zahlreiehe manometrisehe Messungen 
der H202-Zersetzung sehr zu Dank verpfliehtet. 

Experimenteller Teil 
3-[D-gah~kto-Pentaa,ce~oxypentyl]-l,5-diphenyl-verdazyl (1 a) 

1. 500rag C-[n.galakto-Penta~ce~oxypentylJ-N,N'-diphenylform~zan (Pen- 
t~aacetylgulaktoseformazan) 4 werden in 40ml Methanol gelSs~ und mit 
2 g KHS04 und 8 ml 30proz. FormMdehyd versetzt. Man erhitzt 10 Min. zum 
Sieden, wobei sich die dunkelrote L6sung tiefviolett f~rbt. Nach Abfiltrieren 
des ungel6sten KHSO4 versetzt man mi~ 25 ml 2 n-Nit3 und gieg~ in 1 ml 
Wasser. Man 1/iBt 24 Stdn. stehen, wobei 270mg 1 a (51~o) vom Schmp. 
85--86 ~ kristallin ausfallen; ),max (log e) = 670 m,a (3,60). 

C29I-IaaN4010 (597,8). Bet. C 58,25, t I  5,52, N 9,36, OAc 36. 
6Jef. C 58,23, H 5,61, N 9,31, OAc 36,17. 

Molgew. (Meehrolab, in Methanol) 605. 
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2. 3 g C-[D-galakto-Pentahydroxypentyl].N,N'-diphenyl-formazan (GMak- 
toseformazan) wurden nach Zempldn 4 peracetyliert .  Das rohe Pentaacetyl-  
formazan (wiederholt mit  Wasser gewaschenes 01, das zuletzt erstarrt)  wurde 
in 200 ml Methanol gelSst und mit  15 g KtISO4 und 50 ml 30proz. Formaldehyd 
versetzt.  Die Umsetzung analog 1) lieferte 1,8 g 1 a (38%, bez. auf Formazan).  
Ausb. bei l~einisolierung des Pentaace~y]formazans 37,5~o (1. Smfe 75%, 
2. Stufe 50%). 

3. 600mg 1 g wurden in 10ml  Pyridin  gelSst und mit  6 ,6ml  Ac20 
48 Stdn. stehen gelassen. Die Lbsung wurde mit  50 ml 2 n-NH3 versetzt und 
in 400 ml Wasser gegossen. Nach 12 Stdn. wurden 520 mg 1 a (58%) abge- 
saug"~; iden~iseh mit  nach 1. oder 2. dargestell tem 1 a (Mischprobe, IR-  
Spektrum). 

3-[D.manno.Pentaacetoxypentyl]-l,5-diphenyl-verdazyl (1 b) 

3 g C-[D.manno-Pentahydroxypentyl]-N,N'-diphenyl-formazan (Mannose- 
formazan) wurden nach Mester 5 acetylierV. Das 51ige Rohprodukt  wurde in 
80 ml Methanol gel6st und mit  12 g KHSO4 und 50 ml 30proz. Formaldehyd 
[analog 1 a, 2.] umgesetzt.  Ausb. 1,3 g (28~ 1 b, Schmp. 70--71 ~ )~max 
(log ~) = 670 m~ (3,53). 

C29I-I~3N4010 (597,8). Ber. C 58,25, H 5,52, N 9,36, OAc 36. 
Gef. C 58,38, H 5,26, N 9,58, OAc 36,4. 

Molgew. 638 (Mechrolab, in Methanol). 

3.[D-gluco-Tetraacetoxy-hydroxy-pentyl]-l,5-diphenyl-verdazyl (1 c) 

3 g C.[D-gluco-Pentahydroxypentyl]-N,N'-dipheayl-formazaa (Glucose- 
formazan) wurden in 18 ml Pyridin  gelSst und mit  12 ml Ac20 48 Stdn. bei 
Zimmertemp. stehen gelassen. Die L6sung wurde in 1 1 Wasser gegossen, 
wobei das acetylierte Formazan  51ig ers~arrte. Es wurde wiederholt mit  
Wasser gewaschen, darm in 200 ml Methanol gelSst und mit  15 g KHSO4 und 
50ml 30proz. Formaldehyd [wie I a, s. 1.] umgesetzt. Ausb. 1,35g (30~o) 1 c, 
Schmp. 90--92 ~ [),max (log ~) = 670 m~ (3,56)]. Der Acetylbest immung nach 
enthielt  das Radikal  nicht 5 sondern nur ca. 4 Acetylgruppen. 

C27I~31~409 (555,5). Ber. C 58,5, t{ 5,6, N 10,05, OAc 31,0. 
Gef. C 58,7, H 5,5, N 9,87, OAc 27,9. 

Molgew. (Mechrolab, in Methanol) 540. 

Die Darstellung der acetylierten Verdazyle 1 d, e, f, erfolgte analog 1 c, 
ausgehend yon je 3 g Zuekerformazan. 

3 - [L-manno-Triaeetoxy-hydroxy-pentyl]- 1,5 - diphenyl-verdazyl ( 1 d ). Ausb. 
2,1 g (52%), Sehmp. 70--72 ~ 

C25tt29N407. Bet. C 60,03, H 5,63, N 11,2, OAc 26,0. 
Gel. C 60,93, I-I 5,95, N 11,63, OAc 26,98. 

3.[D-arabo-Triaacetoxy-hydroxy-butyl]-l,5-diphenyl-verdazyl (1 e): Ausb. 
1,35 g, Schmp. 56--58 ~ 

C24H24N406. t3er. C 60,8, t t  5,60, N 11,6, OAc 26,8. 
Gel. C 61,0, t t  5,8, N 11,59, OAc 26~4. 
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3-[D.xylo.Triacetoxy.hydroxy.butyl].l,5.diphenyl-verdazyl (1 f) : Ausb. 
1,4 g, Sehmp. 66--67 ~ 

C24I-I~4N406. Ber. C 60,8, t I  5,60, N 11,6, OAc 26,8. 
Gef. C 60,89, I-I 5,76, N 11,69, OAe 26,64. 

A b s p a l t u n g  d e r  A e e t y l g r u p p e n  

3-[D-galakto-Pentahydroxypentyl]-l,5-diphenyl.verdazyl (1 g) 

1. 500 mg 1 a wurden in 100 ml ammoniakal.  Methanol* gel6st und 
24 Stdn. bei Zimmertemp. stehen gelassen. Dann wurde i. Vak. abdestilliert,  
das Verdazyl aus dem Ri iekstand mit  Essigester herausgel6st und mit  Benzin 
(60--70 ~ gefallt. Naeh 12 Stdn. wurden 260 mg 1 g (80~o), Zersp. 79--80 ~ 
abgesaugt;  Xmax (log ~) = 670 m a  (3,32). 

C~9t-t2aN405 (387,5). Ber. C 58,98, ~ 5,96, N 14,5. 
Gel. C 58,5, H 5,84, N 14,7. 

Molgew. (Meehrolab, in Methanol) 402. 

2. 500 mg I a wurden in 30 ml absol. ]4thanol gel6st. Zur erkal teten L6- 
sung wurden 5 ml Natriummethylagl6sung (aus 0,05 g Na) unter  g t ihren  
zugetropft.  Naeh 5 St(In. wurde auf 5 ml eingeengt und fiber ca. 25 em a 
Austausehen I g  120 (He) gesehiekt. Dann lieg man die schmutziggr/ine L6- 
sung fiber alkalisehen Austauscher MIH laufen. Die nun tiefgrtine L6sung 
wurde i. Vak. verdampft ,  der gf ieks tand  in Essigester aufgenommen und mi~ 
Benzin 210 mg (650/0) 1 g gefiillt. Identiseh mit  naeh 1. dargestell tem 1 g 
(Misehprobe, IR-Spektrum).  

Die Darstellung der Zuekerverdazyle 1 h, i, j ,  k, 1 erfolgte analog 1 g [1.], 
ausgehend yon je 1 g acetyl ier tem Verdazyl (1 b bis f). 

3-[D-manno-Pentahydroxypentyl].l,5-diphenyl-verdazyl ( l h ) :  Ausb. 
360 mg (56%), Zersp. 99--100~ Xmax (log a) = 670 m~ (3,39). 

C19I-I23N405 (387,5). Ber. C 58,98, H 5,96, N 14,5. 
Gel. C 58,57, t I  6,06, N 14,62. 

Molgew. (Meehrolab, in Methanol) 367. 

3-[D-gluco-Pentahydroxypentyl]-l,5-diphenyl-verdazyl (1 i) : Ausb. 400rag 
(57%), Zersp. 79--81~ Zmax (log ~) = 670 m~ (3,305). 

C19H23N4Os. Ber. C 58,98, t I  5,96, N 14,5. 
Gel. C 58,81, H 6,03, N 14,33. 

3-[L-~'hamno-Tetrahydroxypentyl]-l,5-diphenyl-verdazyl (1 j ) :  Ausb. 
4t0  mg (49~o), Zersp. 79--80 ~ 

Ct9[-]:23N404. Bet'. C 61,2, I-I 6,19, N 15,0t. 
Gef. C 61,09, I-I 6,23, N 15,63. 

* Methanol be1 0 ~ mit NH~-Gas gesiittigt, darm mit  dem gleiehen Volumen 
Methanol verdiinnt.  

G. Zempldn und A. Kunz, Ber. dtsch, chem. Ges. 56, 1705 (1923). 
7 H. U. Bergmeyer, Biochem. Z. 327, 255 (1955). 
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3.[D-arabo-Tetrahydroxybutyl]-l,5-diphenyl-verdazyl (I k) :  Ausb. 500 mg 
(89%), Zersp. 81--82 ~ 

ClsH21N404. Ber.  C 60,05, I-I 5,88, N 15,7. 
Gef. C 59,69, H 5,84, N 15,72. 

3-[D-xylo.Tetrahydroxybutyl]-l,5-diphenyl-verdazyl (1 I): Ausb. 460 mg  
(82%), Zersp. 60--62 ~ 

C18I-I21N404. Ber. C 60,05, H 5,88, N 15,7. 
Gel. C 60,22, t t  5,96, N 15,4. 

Die UV-Spek t ren  wurden  in Wasser  am Spek t ropho tomete r  Cary, )Io- 
dell  14, bei Konzen t ra t ionen  von  10 -4 Mol/1 uttd einer Schichtd icke  yon 1 cm 
bei 27 ~ gemessen. 


