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1561. Gunther  Wagner  und H a n s  K u h m s t e d t  

Uber die Spaltb arkeit verschie dener S alic ylamid-F- d- 
glucoside und -galaktoside durch Mandel-Emulsin 

3. Mitteilung ,,Uber Phenolglykoside" 

Aus dem Pharmaz .-chem. Institut der Ernst-Moritz-Amdt-Universit%t Greifswaltl 
Direktor : Professor Dr . Pohloudek- Fabini 

(Eingegangen am 13. Jul i  1936) 

In einer fruheren Mitteilungl) berichteten wir uber die Spaltbarkeit verschie- 
clener Salicylamid-/3-d-glykoside durch Mandelemulsin. Dabei waren zunachst nur 
qualitative Versuche durchgefiihrt und beschrieben worden. Uber die quantitativen 
Verhaltnisse bei der Enzymspaltung der Salicylamid-/3-d-glykoside sol1 in dieser 
Veroffentlichung berichtet werden. 

Die enzymatischen Spaltversuche wurden in gleicher Weise wie bei den Salicyl- 
und p-Oxybenzoesaureester-9-d-glucosiden durchgefiihrt2). Urn den Prozentsatz 
an gespaltenem Glykosid festzulegen, wurde das entstandene Aglykon als Eisen(II1)- 
komplex kolorimetrisch bestimmt (vgl. Versuchsteil). 

Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 1 und Abb. 1 zusammengestellt. 

Die Spaltung unter der angegebenen Versuchsanordnung uber einen Zeitraum 
von 6 Tagen hinaus zu verfolgen, hat keinen Sinn, weil dann die Aktivitat des 
Eniulsins so stark gesunken ist, da8 eine Vermehrung des Aglykonanteils bei schwer 
spaltbaren Glykosiden nicht mehr festgestellt werden kann. 

Die Retrachtung von Tabelle 1 
und Abb. 1 zeigt, daB sowohl bei 
den P-d-Glucosiden als auch bei 
den ,8-d-Galaktosiden durch Sub- 
stitution eines H-Atomes an der 2 
Saureamidgruppierung die Spalt- 2'' 
barkeit sinkt. Durch Verlangerung % 
der Kohlenstoffkette dieses Sub- 
stituenten sinkt die Spaltbarkeit 
weiter wesentlich ab. 1st dieser 
Substituent verzweigt, sind die Stunden 
Verbindungen bei der benutzten Abb. 1. Enzymatische spaltung von Salicylamid- 
Fernientkonzentration praktisch 
nicht zu spalten. Das gleiche gilt 
auch fur Substanzen, bei denen beide Wasserstoffatome am Saureaniidstickstoff 
durch Methylgruppen substituiert sind. 

100 r 

- 

glykosiden (Auf 1 ml Losung 10 mg Emulsin- 
Glucose-Verreibung 1 + 6) 

1) G. Wagner und H .  Kuhmstedt, Arch. 1'harmaz.Ber.dtsch. pharmaz. Ges.  289161, 247 

2 )  G .  IVa~nerundH.Kuhnzsteat, Arch.Pharmaz.Ber.dtsch.pharmaz. Ges.289/61,488(1356). 
(1956). 
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Tabelle 1 

Enzymatische Spaltung von Salicylamidglykosiden (Versuchsordnung siehe Versuchsteil 
Seite 167) 

(Konz. an Glykosid in Losung 0,7%; 1,43 mg Emulsin in Glucoseverreibung auf 
1 ml Losung) 

Gespaltener Glykosidanteil in Prozent nach 
Substanz 0,5 1 2 5 8 24 48 96 144Stdn. 

~ ~~ 

Salicylamid- p-d-glucosid 20 37 62 92 - - - - - 

26 44 68 79 - - - - Salicylamid-p-d-galaktosid - 

p-d -glucosid - 

p-d-galaktosid - -. - - __ 

Salicylmethylamid- 

Salicylmethylamid- 

Salicyl-n-propylamid- 

Salicyl-n-propylamid- 

Salicylisopropylamid- 

16 30 52 64 - - - - 

29 44 64 69 

8 10,5 13 13 - - - _ _  p-d-glucosid - 
1-2 P-d-galaktosid - - - - .- - - 

P-d-glucosid 
Salicylisopropylamid- 

Salicyldimethylamid- 

Salicyldimethylamid- 

,8-d-galaktosid 

/3-d-glucosid 

P-d-galaktosid 

keine Spaltung nachweisbar 

Tabelle 2 

Enzymatische Spaltung schwer spaltbarer Salicylamidglykoside 
(Konz. an Glykoaid in der Ikisung 0,7%; auf 1 ml Losung 50 mg Emulsin ,,Merck") 

Substanz 
Spaltung in Prozent nach 

5 25 50 75 100 Stdn. 

Salic ylisopropylamid- p-d-glucosid 19 48 69 79 - 

Salicylisopropylamid-P-d-galaktosid - 5 -  8,5 - 
68 87 - Salicyldimethylamid- P-d-glucosid _ _  

Salicyldimethylamid-P-d-galaktosid _ _  35 - 46 

Trotzdem sind die erwalinten Substanzen nicht u n s p a l t b a r ,  denn bei einer 
starkeren Fermentkonzentration in den Spaltansatzen, etwa 50 mg Emulsin 
,,Merck" in 1 ml Losung, werden auch sie gespalten. Die quantitativen Verhalt- 
nisse sind in Tabelle 2 wiedergegeben. VergIeicht man die Spaltgeschwindigkeit 
von Salicylamid-P-d-glucosid und von Salicylisoprop ylamid-P-d-glucoeid miteinan- 
der, so liegt das Verhaltnie ungefahr bei 500 : 1. 
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Offenbar liegt bei den schwer spaltbaren Verbindungen eine sterische Hinderung 
der Spaltung vor, wie sie u. a. von S. Veibel und Mitarbeited), 4), 5, bei den 
P-d-Glucosiden verschiedener ALkohole beobachtet worden ist und die so gedeutet 
werden kann, daB es dem Ferment durch die raumliche Anordnung des meist 
sperrigen Aglykons nur schwer moglich ist, mit den Haftgruppen des Pyranringes 
in Reaktion zu treten. Die Deutung der von den erwahnten Autoren erhaltenen 
Ergebnisse im Sinne einer sterischen Hinderung der Fermentbindung scheint mog- 
lich, da Trimethylcarbinol-P-d-glucosid wesentlich langsamer gespalten wird als 
die 9-d-Glucoside von Methanol, hhanol,  n-Butanol und Isopropanol, wird aber 
dadurch schwierig, da13 die P-d-Glucoside des Dimethylathyl-, Methyldiathyl- und 
Triathylcarbinols wieder besser als Trimethylcarbinol-P-d-glucosid gespalten wer- 
den. Ein Ausweg ergibt sich durch die Annahme, da13 die Methylgruppen in den 
Raum zwischen den OH-Haftstellen des Pyranringes (besonders am C,) und dem 
tertiaren C-Atom des Aglykons passen und so den Angriff des Fermentes wesent- 
lich erschweren. Fiir Athylgruppen kann dieser Raum nicht ausreichen, und das 
Aglykon mu13 aus diesem Grunde in einer Lage angeordnet sein, die dem Ferment 
einen besseren Zugang zu den Haftgruppen am Pyranring erlaubt . 

Wir vermuten (vgl. auch vorige Mitteilung2]), daB auch bei den schwer spalt- 
baren Salicylamidglykosiden die Hydroxylgruppe am C 3, der nach B. HelferichG),’) 
zusammen mit der Hydroxylgruppe am C 2  und wohl weniger auch mit der 
Hydroxylgruppe am C 4  die Aufgabe einer Haftgruppe fiir das Ferment zuzu- 
kommen scheint, raumlich blocliiert wird. Das ware bei Salicylisopropylamid- 
P-d-glucosid und Salicyldimethylamid-P-d-glucosid moglich. Die gegenuber dem 
Salicylamid-P-d-glucosid ebenfalls wesentlich geringere Spaltbarkeit von Salicyl- 
n-propylamid-P-d-glucosid konnte darauf zuruckgefuhrt werden, da13 eine langere 
Kohlenstoffkette am Saureamidstickstoff uber den Pyranring hinausreicht und so 
den Angriff des Fermentes ebenfalls wesentlich erschwert. 

Fiir die Deutung der unterschiedlichen Spaltbarkeit im Sinne einer sterischen 
Hinderung der Permentspaltung spricht auch das Verhalten der Salicylamid- 
P-d-galaktoside. Schon von E .  Fischers) und dann von B. Helferich und Mitarbei- 
terng) ist festgestellt worden, daD von Mandel-Emulsin auch die P-d-Galaktoside 
gespalten werden. Die Tatsache, daB bei verschiedenen Fermentpraparaten vom 
Emulsintyp das Verhaltnis der Spaltgeschwindigkeiten fiir P-d-Glucoside und 
P-d-Galaktoside bei gleichem Aglykon praktisch stets gleich war, lie13 zuniichst die 
Annahme eines Fermentes als naheliegend erscheinen. Die Unterschiede in der 
Spaltgeschwindigkeit von P-d-Glucosid und P-d- Galaktosid waren bei verschie- 
denen Aglykonen (u. a. Methanol, Phenol und Saligenin) allerdings betrachtlich. 

3, S. Veibel, E .  Nielsen, C. R.  Acad. Sci. URSS 203, 126 (1936). 
4) 8. Veibel, E .  Eriksen, C.R.Acad.Sci.URSS 203, 390 (1936). 
5, 8. Veibel und E .  Lillelsnd, C. R.Acad. Sci. URSS 203, 692 (1936). 
6 )  B. Helferich, W .  Richter und S .  Griinler, Ber. Sachs. Akad. Wiss., Math.-phys. Klasse 89, 

7 )  B .  HeZjerich und O.Lang, Hoppe-Seyler’s 2. physiol. Chem. 216, 123 (1933). 
8) E. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 28, 1155 (1895). 
9) B. Helferich, R. Gootz und G. Sparmberg, Hoppe-Seyler’s Z.physio1. Chem. 205,201 (1932). 

385 (1937). 
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Fermentschadigungsversuche und pH-Abhangigkeit der Spaltung der P-d-Gluco- 
side und P-d-Galaktoside forderten jedoch die Annahme von zwei verschiedenen 
Permentenlo). 

,'\ 

H / H  
'~ C 

I 
0 

OH 
H 

Salicylamid-P-d-gluoosid Salicylamid-~-d-galektosid 

Nach unseren Versuchen liegt clas Verhaltnis der Spaltgeschwindigkeiten zwi- 
schen Salicylamid-i~-d-glucosicl und Salicylamid-P-d-galaktosid mit 2 : 1 wesentlich 
anders als zwischen Salicylmethylamid-/3-d-glucosid und Sahylmethylamid-$-d- 
galaktosid mit 12 : 1. Diese Tatsache la& sich fur die Spaltung von P-d-Gluco- 
siden und ,3-cl-Galaktosiden erklaren, wenn der OH-Gruppe am C 4 eine gewisse 
Bedeiitung als Haftgruppe fur das Ferment zukommt. Bei Betrachtung der Por- 
meln I unci I1 fkllt auf, da13 die OH-Gruppe am C 4 bei den Galaktosiden raumlich 
naher zur Saureamidgruppierung steht, wenn man die energetisch bevorzugtr: 
Sesselforin am Pyranring annimmt, bei der die OH-Gruppen am C 3 und C 4 der 
Glucose in trans-Stellung und axial zueinander stehen. So kann bei einer Sub- 
stitution am Skureamidstickstoff der Galaktoside auch eher ein hemmender Ein- 
flu13 auf die Bindung des Permentes ausgeubt werdrn. 

Versuchsteil 
1. S y n  t h e t is icr  t e Verb in d 11 ng c n 

schricben. Die restlichen Verbindungen wurden in folgender Wcise dargestcllt,: 

a) Aglykone  
Sa l ic  y l  -n  ~ pro p y l a m i d  wurdc durch Umsetzen von Salicylsaurechlorid - dargestcllt 

nach A. KispuZ1l) - und n-Propylamin in athcrischer Losnng dargestellt . Umkristalli- 
sation aus Ather. Fp. 59-60' C. 

b) T e t r a a c e t y l g l y k o s i d c  u n d  Glykos idc  
Die Tetraacetylglucoside und -galaktosidc wurden durch Umsctzen aquimolarer Mengen 

des Kaliumsalzes des entsprcchendcn Salicylamides und a-Acetobromglucose bzw. a -Aceto- 

Die Synthcsc eincs Teiles der untersuchtcn Verbindungen wurde bereits friiher bc- 

lo) B .  Helferich und S. It'inkZer, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 221, 98 (1933); S. Veibel, 
Fl'angel und &-up, Biochim. biophysica. Acta 1, 126 (1947); 8. T'eibel und E .  Lillelund, 
Enzymologia 9, 161 (1941). 

11) A .  Kispal, Ber. dtsch. chem. Ges. 63, 3190 (1930). 
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bromgalaktose in einem Aceton-Wasser-Gemisch nach Th. SabaZitechkd2) synthetisiert. 
Genauere Angaben uber das Aufarbeiten der Losungen sind in einer friiheren Mitteilung 
gegeben worden. Die Tetraacetylgalaktoside von Salicylmethylamid, Salicyl-n-propyl- 
amid, Salicylisopropylamid und Salicyldimethylamid konnten nicht kristallin, sondern 
nur amorph erhalten werden. Sie hatten keinen definierten Schmelzpunkt und zeigten 
samtlich Linksdrehung. Die Analysenergebnisse einiger amorpher Produkte zeigten, da13 
ziemlich reine Substanzen vorlagen. 

Salicyl-n-propylamid-tetraacetyl-  8-d-g lucos id  
Ansatz: 7,O g Salicyl-n-propylamid und 3,2 g KOH wurden in 17,5 g Wasser gelost. 

15,O g a-Acetobromglucose wurden in 50 g Aceton gelost. Die Losungen wurden vereinigt 
nnd nach 24stundigem Stehen aufgearbritet. 

Umkristallisation: dreimal aus Methanol. 
Nadeln, Fp. 174,5-176" C .  
Optische Dreliung in Chloroform: [a]k7' = ;;;:-$; = -59,7" 

Analyse: C24H31011N1 (Mo1.-Gew. 509,5) 

Ber.: C 56,76% H 6,13% N 2,75y0 
Gef.: ,, 56,55% ,, 6,22% ,, 2,75y0 

Salicyl-n-propylamid-/3-d-glucosid 
Durch Verseifen von Salicyl-n-propylamid-tetraacetyl-/?-d-glucosid mit Wa-methylat- 

losung in absol. Methanol nach Zemplen und Pascf3) .  Die Substanz konnte nicht kri- 
stallin erhalten werden. Sie fie1 nach Zusatz von Ather zu einer konz. methanolischen 
Losung a1s 01 aus, das beim Aufbewahren im Vakuumexsiccat.or iiber P,O, zu einer festen, 
glasigen Masse erstarrte, die sich zu einem weiden Pulver zerreiben lie& Die Substanz 
hatte keinen definierten Schmelzpunkt und zeigte Linksdrehung. 

Salicylmethylamid-tetraacetyl-p-d-galaktosid 
Ansatz: 27,2 g a-Acetobromgalaktose wurden in 60 g Aceton und 10,O g Salicylmethyl- 

amid und 3,s g KOH in 20 g Wasser gelost. Die Losungen wurden vereinigt und 24 Stunden 
stehengelassen. Zunachst wurde in ublicher Weise aufgearbeitet. Das Losungsmittel wurde 
aus der gereinigten Benzollosung abdestilliert. Aus der zuriickbleibenden viskosen Losung 
wurden die letzten Reste Benzol im Vakuumexsiccator entfernt. Es bildete sich dabei ein 
voluminoses weioes Pulver. Eine weitere Reinigung erfolgte durch Losen der Substanz 
in Ather und Eintropfen der Losung in Benzin. Das zunachst in schmieriger Form aus- 
gefallene Produkt wurde allmahlich fest und lie13 sich unter Benzin verreiben und auf der 
Fritte abfiltrieren. Die Substanz war amorph, hatte keinen definierten Fp. und zeigte 
Linksdrehung. 

Ausbeute : 39%. 
Analyse : C zH,, 0 , ,N, (Mol. - Gew .481,44) 

Ber.: C 54,S8y0 H 5,650,; N 3,910,b 
Gef.: ,, 54,S1% ,, 583% ,, 2,79% 

Salicylmethylamid-p-d-galaktosid 

dreimal aus absol. Methanol. 
Durch Verseifen von Salicylmethylamid-tetraacetyl-P-d-galaktosid. Umkristallisation: 

12) Th. Sabalitschka, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 267, A75 (lY29). 
1 3 )  G. ZempZn und Pnscu, Ber. dtsch. chein. Ges. 62,  1613 (1929). 
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Nadeln. Fp. 198-200° C. 
0 32 100 
1 * 1.35 Optische Drehung in destilliertem Wasser: [a]k6’ = L’--- = -23,s’ 

Analyse: C,,H1,O,N, (1I;Iol.-Gew. 313,30) 

Ber.: C 53,65% H 6,11% N 4,47% 
Gef.: ,, 53,250,b ,, 5,99% ,, 4,63y0 

Salicylisopropylamid-tetraacetyl-p-d-galaktosid 

Ansatz: 18,5 g a-Acetobromgalaktose wurden in 60 g Aceton und 9,0 g Salicylisopropyl- 
amid und 3,O g KOH wurden in 25 g Wasser gelost. Beide Losungen wurden vereinigt 
und wie bei Salicylmethylamid-tetraacetyl-P-d-galaktosid beschrieben weiterbehandelt. 
Die amorphe Substanz hatte keinen definierten Fp. und zeigte Linksdrehung. 

Analyse: C,,H,,O,,N, (Mo1.-Gew. 509,5) 
Ausbeute: 43%. 

Ber.: C 56,767; H 6,130,; N 2,75y0 
Gef.: ,, 56,02:& ,, 6,07% ,, 2,75y0 

Salicylisopropylamid-a-d-galaktosid 

aus Methanol, anschliel3end zweimal aus Essigester. 

Optische Drehung in destilliertemWasser: [a]L6’ 
Analyse: C,,H,,O,N, (Mo1.-Gew. 341,35) 

Durch Verseifen des entsprechenden Tetraacetylproduktes. Umkristallisation: einmal 

Nadeln. Fp. 166-16S0 C. 
0674 100 
1 . 2,63 

- i-y_-- = -23,7’ 

Ber.: C 56,2576 H 6,Sl% N 4,10% 
Gef.: ,, 55,94% ,, 7,06% ,, 3,78% 

Sal icy l -n-propylamid- te t raace t  yl-/I-d-galaktosid 

Ansatz: 15,O g a-Acetobromgalaktose wurden in 50 g Aceton und 7,O g Saiicyl-n-pro- 
pylamid und 2,2 g KOH in 17,5 g Wasser gelost. Die beiden Losungen wurden vereinigt 
und wie bei Salicylmethylamidtetraacetyl-p-d-galaktosid beschrieben aufgearbeitet. Das 
Produkt war amorph und zeigte Linksdrehung. 

S ali  c y l  - n - prop y lam id - /? - d -gala k t 0 s  id 
Durch Verseifen von Salicyl-n-propylamid-tetraacetyl-8-d-galaktosid. Umkristallisa- 

tion: einmal aus Methanol, anschliel3end zweimal aus Essigester. Die Substanz kristalli- 
sierte in Nadeln, war aber, wie Schmelzpunkt und Elementaranalyse ergaben, noch nicht 
vollstandig rein. Die papierchromatographische Untersuchung ergab, dal3 in dem Produkt 
nur eine phenolische Verbindung, namlich das Galaktosid vorhanden war. Aus diesem 
Grunde konnte die Substanz auch in unreinem Zustand zu den enzymatischen Spaltver- 
suchen benutzt werden. Der Glykosidgehalt des Produktes lie13 sich durch Saurespaltung 
und kolorimetrische Bestimmung des abgespaltenen Aglykons ermitteln. 

Salicyldimethylamid-tetraacetyl-/3-d-galaktosid 

Ansatz: 25,O g a-Acetobromgalaktose wurden in 60 g Aceton und 10,0 Q Salicyldimethyl- 
amid und 3,4 g KOH wurden in 20 g Wasser gelost. Die Aufarbeitung wurde wie bei 
Salicylmethylamidtetraacetyl-P-d-galaktosid beschrieben durchgefuhrt. Es wurde eine 
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amorphe Substanz erhalten, die Linksdrehung zeigte und keinen definierten Schmelzpunkt 
besaB. 

Analyse: C2,H2,0,,N, (Mo1.-Gew. 495,47) 
Ausbeute: 30%. 

Ber.: C 55,75% H 5,90% N 2,83% 
Gef.: ,, 54,75% ,, 5,67% ,, 2,64% 

Salicyldimethylamid-p-d-galaktosid 
Durch Verseifen von Salicyldimethylamid-tetraacetyl-,3-d-galaktosid. Umkristallisation: 

zunkchst aus wenig Methanol, aus dem die Subtitanz sehr Iangsam krisfallisierte, an- 
schlieBend zweimal aus Essigester. 

Platten. Fp. 195-197' C. 
Optische Drehung in destilliertem Wasser: = +'.3f41 - -17' 0 5 8  100 - 

Analyse: C,,H,,O,N, (Mo1.-Gew. 327,33) 
Ber.: C 55,04% H 6,47% N 4,28% 
Gef.: ,, 54,81% ,, 6,57% ,, 4,22% 

Alle Schmelzpunkte wurden mit Hilfe des Mikroheiztisches ,,Boetius" bestimmt. 

2.  Enzymatische Spaltversuche und Feststsellung de s Spaltungsgrades 
Die aus den Salicylamidglykosiden abgespaltenen Aglykone wurden kolorimetrisch 

bestimmt. Die Salicylamidderivate geben mit Eisen(II1)-ionen violettfarbene Komplexe. 
Die Reaktion gehorcht im Untersuchungsbereich dem Beer-Lambertschen Gesetz. Die ab- 
gespaltenen Salicylamidaglykone wurden nicht ausgeschuttelt, sondern direkt in den 
Spaltansiitzen bestimmt. Bei einer quantitativen Auswertung der Spaltung auf Grund- 
lage der Reaktion mit Eisen(II1)-ionen mu13 die Anwesenheit der Phosphationen beruck- 
sichtigt werden. Die Phosphationen binden Eisenionen, die dann nicht zur Bildung der 
Salicylamid-Eisen-Komplexe zur Verfiigung stehen. Die Bestimmung der Salicylamid- 
derivate in phosphathaltiger Losung ist trotzdem moglich, weil bei gleicher Phosphat- 
konzentration die Extinktion immer um einen proportionalen Betrag tiefer liegt (siehe 
Abb. 2-5). Um den genauen Betrag an abspaltbarem Aglykon in den Spaltansiitzen fest- 
zustellen, wurde mit jeweils einer Probe eine Silurespaltung durchgefuhrt. 

a) Ansetzen der Spaltproben 
50-55 mg Glykosid wurden in einem Gemisch von 2 ml0,l m Phosphatpuffer pH 5,O 

und 5 ml destilliertem Wasser gelost (= Puffergemisch A). Von dieser Losung wurden 
6 Proben zu je 1 ml mit jeweils 10 mg einer Verreibung von 100 mg Emulsin ,Merck)) 
und 600 mg getrockneter Glucose versetzt und in graduierten Reagenzgliisern mit ein- 
geschliffenem Glasstopfen bei 37' C im Ultrathermostaten aufbewahrt. 

Bei den Salicyldimethylamidglykosiden wurden Proben zu 2 ml angesetzt, die mit 
20 mg der Emulsin-Glucose-Verreibung versetzt worden waren. 

Bei Anaiitzen mit stiirkerer Fermentkonzentration wurden zu den Proben von 1 ml 
der erwahnten Glykosidlosungen 50 mg Emulsin und zu den Proben von 2 ml 100 mg 
Emulsin zugegeben. 

b) Kolorimetrische Bestimmung des abgespaltenen Aglykons bei Salicyl- 
amid - und Salicylmethylamidglykos iden 
Eine Probe zu 1 ml wurde unter Nachspiilen des Reagenzglases mit destdliertem Wasser 

in ein 25-ml-Me13kolbchen iiberfiihrt. Mit destilliertem Wasser wurde auf 25 ml aufgefiillt. 
Nach griindlichem Umschutteln wurden 5 ml entnommen und rnit 5 ml destilliertem 
Wasser und 1 ml Eisen(II1)-Reagenz versetzt. Das Eisen(II1)-Reagenz wurde durch Losen 
von 15,O g FeNH4(S04)8 + 12 H,O in 500 ml 0,l nHNO, bereitet. Gemessen wurde im 
Pulfrich-Stufenphotometer unter S 53 in 2-cm-Kuvetten. Die Kompensationsfliissigkeit 
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wurde aus 0,3 ml Puffergemisch A; 9,s ml destilliertem Wasser und 1 ml Eisen(II1)- 
Reagenz bereitet. Die vorhandenen Aglykonmengen wurden aus den Eichkurven ent- 
nommen (Kurve I1 in den Abb. 2 und 3). 

Zur SaurespaltungwurdeeineProbezuI mlmit 1 mln HCIversetzt und30Minuten 
im siedenden Wasserbad aufbewahrt. AnschlieIjend wurde 1 ml n NaOH zugesetet, auf 
25 nil mit destilliertem TVasser aufgefiillt und wie oben beschrieben neitergearbeitet. 

suhcy/omii(mg] 

Abb. 2.  
E i c h k u r v e  f u r  S a l i c y l a m i d  

I) mg Salicylamid in 10 ml H,O + 1 in1 
Fe( 111)-Reagenz 

11) mg Salicylamid in 0,057 ml 0,l m 
Phosphatpuffer p 5,O und 9,943 ml 
H,O $- 1 ml Fe(II1)-Reagenz 

sa/;cy/;sopro~y/urn;~~rng~ 

Abb. 4. 
E i c h k u r v e  f u r  S a l i c y l i s o p r o p p l -  

a m i d  
I) mg Salicylisopropylamid in 6 ml 

H,O + 5 ml Eisenreagenz 
11) mg SaIicylisopropylantid in 0,286 ml 

0,l m Phosphatpuffer p~ 5,0 und 
5,714 ml H,O + 5 ml Fe(III)-Rea- 
genz 

\ 15 s 
d .s ?O L 
2 
4 s a5 
s 
2 
Q Q  

?1 

* 
* 

Solicylmeffiy/omid fmg] 

,4bb. 3. 
E i c h k u r v e  fur S a l i c y l m e t h y l a m i d  

I) mg Salicylmethylamid in 10 ml 
H,O + 1 ml Fe(IT1)-Reagenz 

11) mg Salicylmethylamid in 0,057 m1 
0,l m Phosphatpuffer prr 5,O und 
9,943 ml H,O + 1 ml Fe(II1)-Rea- 
genz 

111) mg Salicylmethylamid in 0,114 ml 
0,l m Phosphatpuffer pH 5,O und 
9,886 ml H,O + 1 ml Fe(II1)-Rea- 
genz 
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Abb. 5.  
E i c h k u r v e  f u r  S a l i c y l d i m e t h y l -  

a m i d  
I) mg Salicyldimethylaniid in 6 ml 

H,O i 5 ml Fe(II1)-Reagenz 
11) mg Salicyldimethylamid in 0,571 nil 

0,l m Phosphatpuffer pH 5,O und 
5,429 ml H,O + 5 ml Fe(II1)-Reit- 
genz 
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c) Kolorimetrische Bestimmung des abgespaltenen Aglykons bei Salicyl- 
propylamidglykosiden 
Da die Spaltung dieser Glykoside langsamer erfolgte, muBte die kolorimetrische Be- 

stimmung in weniger verdiinnten Losungen durchgefiihrt werden, um eine groBere Emp- 
findlichkeit zu erreichen. Eine weitere Anderung des Verfahrens erwies sich als notwendig, 
da sich die Ansatze beim liingeren Aufbewahren triibten. Der Zusatz einer erhohten Menge 
des sauren Eisen(II1)-reagenzes war notwendig, um ein Ausfallen von Eisenphosphat zu 
verhindern. 

Im einzelnen wurde in folgender Weise gearbeitet : 
Eine Probe zu 1 mI wurde auf 6 ml mit destilliertem Wasser aufgefullt. AnschIieBend 

wurden 2 ml eines Gemisches von 10 ml Puffergemisch A und 50 ml Wasser (= Puffer- 
gemisch B) zugesetzt. Die Losung wurde zentrifugiert und dann filtriert. 6 ml des Filtrates 
wurden mit 5 ml Eisen(I1I)-Reagenz versetzt und unter S 53 in 2-cm-Kiivetten gemessen. 
Die Kompensationsfliissigkeit wurde durch Mischen von 6 ml Puffergemisch B und 5 ml 
Eisen(II1)-Reagenz bereitet. Die Werte sind der Kurve I1 in Abb. 4 zu entnehmen. Bei 
der Aufarbeitung der Spaltansatze mit starkerer Fermentkonzentration kam es manchmal 
nach Zusatz des Eisen(II1)-Reagenzes zu Triibungen, die durch erneutes Zentrifugieren 
beseitigt werden konnten. 

Zur Saurespaltung wurde eine Probe zu 1 ml rnit 1 ml n HC1 versetzt, 30 Minuten im 
siedenden Wasserbad belassen, anschlieBend mit 1 ml n NaOH versetzt und auf 6 ml 
mit destilliertem Wasser erganzt. Mit Phosphatpuffergemisch B wurde auf 25 ml auf- 
gefiillt. Nach grfmdlichem Umschutteln wurden 5 ml entnommen, mit 1 ml Phosphat- 
puffergemisch B und 5 ml Eisen(II1)-Reagenz versetzt und in iiblicher Weise gemessen. 

d) Kolorimetrische Bestimmung des abgespaltenen Aglykons bei Salicyl-  
dimethylamidglykosiden 
Fiir die Ausbildung farbintensiver Eisenkomplexe ist ein Wasserstoffatom am Amid- 

stickstoff von wesentlicher Bedeutung. Fehlt dieses Wasserstoffatom, wie z. B. beim 
Salicyldimethylamid, dann fiillt die Farbreaktion erheblich schwiicher aus. Bus diesem 
Grunde ist eine hohere Substanzkonzentration notwendig, um die Spaltung verfolgen zu 
konnen. Es wurde in folgender Weise gearbeitet: 

Eine Probe zu 2 ml wurde mit Wasser auf 6 ml aufgefiillt. AnsehlieDend wurden 2 ml 
Puffergemisch C (aus 10 ml Puffergemisch A und 20 ml Wasser hergestellt) zugesetzt. Die 
triibe Losung wurde zentrifugiert und filtriert. 6 ml Filtrat wurden mit 5 ml Eisen(II1)- 
Reagenz versetzt und in einer 2-cm-Kiivette unter S 53 gemessen. Die Kompensations- 
fliissigkeit wurde durch Mischen von 6 ml Puffergemisch C und 5 ml Eisen(II1)-Reagenz 
bereitet . 

Bei Spaltproben rnit starkerer Fermentkonzentration wurde wie bei den Salicylpropyl- 
amidglykosiden gearbeitet. 

Zur SIurespa l tung  wurde eine Probe zu 2 ml rnit 2 ml n HC1 versetzt und 30 Minuten 
im siedenden Wasserbad aufbewahrt. AnschlieDend wurden 2 ml n NaOH zugesetzt. \Venn 
notwendig, wurde mit destilliertem Wasser auf 6 ml aufgefiillt. Zu dieser Losung wurden 
5 ml Eisen(II1)-Reagenz zugesetzt. Gemessen wurde in iiblicher Weise. 

Fraulein Hoessler danken wir fur gewissenhafte Hilfe bei den experimentellen Arbeiten. 

Zusarnmenfassung 
1. Die Darstellung einiger Salicylamidglucoside und -galaktoside wird he- 

schrieben. 
2. Ihre Spaltung durch Mandel-Emulsin wird quantitativ verfolgt. Bei den Glyko- 

siden, bei denen unter normalen Bedingungen keine Spaltung erfolgt, konnte diese 
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mit sehr hohen Permentkonzentrationen (50 mg Emulsinlml) erreicht werden. Fur 
dieses Verhalten wird die Moglichkeit einer sterischen Hinderung der als a f t -  
stellen fiir das Ferment fungierenden OH- Gruppen des Pyranringes durch bestimmte 
Seitenketten des Aglykons diskutiert. 

3. Piir die Aglykone wurden kolorimetrische Bestimmungsmethoden aus- 
gearbeitet. 

Anschrift : Doz. Dr. Giinther Wagner, Greifswald, Soldtmennstr. 23. 

1562. H. Pfanz ,  E. Jassmann*) und H. Breslauer**) 

Beitrage zur Synthese spasmolytisch wirksamer 
Verbindungen 

1. Mittellung: uber basisch substituierte Ester substituierter Aminocarbonsauren 
Aus der Pharmazeutischen Abteilung des VEB Fahlberg-List, Magdeburg 

(Eingegangen am 23. Juli 1956) 

Wertvolle synthetische Spasmolytica sind u. a. basisch substituierte Ester von 
Carbonsiiurenl) und Aminosaurealkylester2). Es sind neuerdings auch einzelne ali- 
phatische Carbonsaure-ester bekannt gew orden, die in der Saure- und Akohol- 
komponente basisch substituiert sind und sich durch spasmolytische Aktivitat aus- 
zeichnen3). 

Es wird im folgenden berichtet iiber Untersuchungen zur Darstellung von Ver- 
bindungen, in denen der Garbonsaurerest durch a ra l ipha t i sche  Amine substi- 
tuiert ist und weiter iiber Verbindungen, welche statt der Phenylgruppen in den 
betreffenden Aminen teilweise oder ganz den Piperidinrest enthalten. Da die ver- 
wendeten Amine zum Teil schon als solche pharmakologisch wirksam sind, wie 
z. B. das Dibenzylamid), das P,P'-Diphenyldiathylarnin5) und das Phenylbenzyl- 
amin, war es von besonderem Interesse, die spasmolytische Wirksamkeit derart 
substituierter basischer Carbonsaure-ester zu studieren. 

Als Sauren kamen die einfachen Fettsauren, wie Essigsaure und Propionsaure, 
in Betracht; nur in einigen Fallen wurden auch Buttersaure- und Capronsiinre- 
derivate hergestellt, urn orientierende Aussagen uber die Beziehung zwischen 
Carbonsaureliinge und pharmakologischer Wirksamkeit machen zu konnen. 

*) Auszug aus der Dissert,ation von E. Jassman?z (Leipzig 1955). 
**) Auszug aus der Dissertation von H. Breslauer (Leipzig 1955). 

Herrn Prof. Dr. W. Treibs, Direktor des Instituts fur 0rg.Chemie der Univ. Leipzig, 
sei fur sein Einverst%ndnis zur Veroffentlichung und seine Unterstutzung besonders gedankt . 

l) u. a. Fromherz, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 173, 86 (1933); 
Halpern, ref. Chem. Zbl. 1938 11, 110; Chem. Zbl. 1939 I, 4081; CTraham u. Lazarus, J.  Phar- 
mac. 69,331 (1940). 

2, u.a. Junker, Med. Klin. 45, 1108 (1950). 
3, u.a. Wunderlichu. Barth, Pharmazie 4 ,  262 (1956). 
*) aump u. Nikawitz, J.  Amer. chem. SOC.  72, 1309 (1950). 
5, Rosenmund u. Kulz, Chem. Ber. 74, 2161 (1941). 




