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ABSTRACT

Under dlﬁ'erent conditions, the rates of tramsglucosylation of N-p-tolyl-D-
glucopyranosylamme (1a) and N-p-nitrophenyl-f-D-glucopyranosylamine (1b) were
measured with labelled p-toluidine and labelled p-nitroaniline, respectively. Some
possible mechanisms can be excluded. Depending on the acid concentration, the
reaction shows a distinct rate maximum which is different for 1a and 1b. The acid
catalysis is specific. Under most conditions, the mutarotation is faster. General acid
catalysis has little influence. In contrast to the transglucosylation, the mutarotation is
catalyzed by bases. The Schiff’s bases 12 and 13 exchange the amines much faster
than do glucosylamines; the rate for 4,6-0-benzylidene-N-p-tolyl-D-glucosylamine (11)
is intermediate.

ZUSAMMENFASSUNG

Die Geschwindigkeit der Transglucosidierung von N-p-Tolyl-D-glucopyranosyl-
amin (1a) wurce mit radioaktiv markierterm: p-Toluidin und die von N-p-Nitrophenyl-
p-D-glucopyranosylamin (1b) mit markiertem p-Nitranilin unter verschiedenen
Bedingungen gemessen. Es werden einige mogliche Mechanismen ausgeschlossen.
Die Reaktion ist spezifisch sdurekatalysiert und zeigt in Abhingigkeit von der
Saurekonzentration ein ausgeprigtes Geschwindigkeits-Maximum, das fiir 1a und 1b
verschieden ist. Die ebenfalls unter Transglucosidierungsbedingungen gemessene
Mutarotation ist meist wesentlich rascher, die allgemeine Sdurckatalyse spielt nur
eine geringe Rolle. Sie ist im Gegensatz zur Transglucosidierung auch alkalisch
katalysierbar. Die Schiffschen Basen 12 und 13 zeigen einen viel rascheren Amin-
austausch als obige Glucosylamine. 4,6-0-Benzyliden-N-p-tolyl-D-glucosylamin (11)

nimmt eine Mittelstellung ein.
L=
EINLEITUNG

In der Literatur wurde die Ubertragung des Glykosidrestes eines Glykosylamins
auf ein freies Amin (Gleichung 1) unter priparativen’*, mechanistischen* und

*Postanschrift : D 8050 Freising-Weihenstephan.
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DIE TRANSGLYKOSIDIERUNG VON GLYCOSYLAMINEN 425

biochemischen® Gesichtspunkten beschrieben. Von Bognar und Nanasi* wurden
dariiber hinaus die durch Gleichung (2) und (3) wiedergegebenen Reaktionstypen
beschrieben (G = Glykosylrest, H,NAr = aromatisches Amin). Kinetische Daten

G-NHAr+HaNAr = G-NHAr +HaNAr )
G-NHAr+G’-OH = G’-NHAr+G-OH @)
G-NHAr+G"-NHAr’ == G’-NHAr'+G-NHAr €))

sind unseres Wissens nicht bekannt und iiber den Mechanismus wurden bisher nur
von Bognar und Nanasi* Angaben gemacht. Danach soll sich aus dem Glykosylamin 1
ein Glykosylaminkation 2 und daraus ein Carboniumion 3 bilden, das dann mit dem
freien Amin reagiert (Mechanismus A).

f
8 &
O  MNHAr @ HAr ) , NHAR
—_— R + HZNAP—————
1 2 3 4° 1’

Mechanismus 4

Bei den Reaktionstypen (2) und (3) sollen protonisierte Spezies iiber inter-
medidr gebildete mesomere Carboniumionen Aminmolekiile miteinander aus-
tauschen*. Nach unseren Untersuchungen zur Hydrolyse von Glykosylaminen®
interessierten wir uns aus mechanistischen und prédparativen Griinden fiir die Trans-
glykosidierung des Typs (Z) und (2). Neben dem Reaktionsablauf nach Bognar und
Nanasi* sind noch folgende Mechanismen denkbar. Das am Stickstoff protonisierte
Glykosylamin 2 wird in einer Sy2-Reaktion von freiem Amin mit Ubergangszustand 5
verdringt (Mechanismus B).

O, NHAr O, H
]
| —e 2 + 4’ —— C —— Q
\HNH \NHA?

Mechanismus 8

Ein cyclischer Elektroneniibergang konnte direkt iiber 2’ zu 1’ fithren. Weiterhin
konnte in einer Art Syi-Reaktion 1 ein protonisiertes Amin unter Ringoffnung zu
einem Bis-N-acetal 6 addieren, das sodann nach Umprotonisierung zu 7 unter Amin
und Protonabspaltung zu 1’ cyclisiert. (Mechanismus C).

In Analogie zur Hydrolyse von Glykosylaminen kdnnte zundchst der Ring-
sauerstoff zu 8 protonisiert werden. Anschlielende Ring6ffnung ergibt die Schiffsche
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H Ar
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NHAr
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& 7
Mechanismus € 17

Base 9, die das freie Amin unter Bildung von 6 addiert, das wie oben angegeben
iiber 7in1’ iibergeht. Auch ein direkter Ubergang 86 wire méglich (Mecharismus D).

8
on NHAr
NHA //
T Q< - \
H
o s
+4’
3 NHAC
OH /N HyAr o
4+1 -« —H —— C—H
NHAT N Ar
7 6

Mechanismus D

SchlieBlich koénnte eine Saure-Base-Katalyse eine Rolle spielen. Dabei wiirde
in einem intermolekularen Schritt der Ring unter Bildung eciner Schiffschen Base
geofinet, die dann wie unter Mechanismus D weiter reagieren kann (Mechanismus E).

——g ——D § — T —=1

Mechanismus £

Es sollte méglich sein, einige dieser Mechanismen auszuschlieBen, wenn die
Reaktionsgeschwindigkeit (RG) der Transglykosidierung in Abhingigkeit von der
Sdurekonzentration, bei konstantem pH in Abhingigkeit von der Pufferkonzentration,
sowie im Vergleich mit der Mutarotation kinetisch untersucht wiirde. Weiterhin wire
von Interesse, die Austauschgeschwindigkeit von Schiffschen Basen im Vergleich
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DIE TRANSGL YKOSIDIERUNG VON GLYCOSYLAMINEN 427

zu Glykosylaminen zu kennen. Sollten erstere langsamer reagieren als letztere,
konnten die Mechanismen D und FE ausgeschlossen werden.

ZUR METHODIK

Eine relativ einfache Versuchsanordnung ergibt sich durch Austauschreaktionen,
bei denen das gebundene und freie Amin chemisch gleich sind, jedoch aufgrund von
Isotopenmarkierung unterschieden werden konnen. Daher wurde N-p-Tolyl-§-p-
glucopyranosylamin (1a) mit Tritiom-markiertem p-Toluidin (4a) und N-p-Nitro-
phenyl-f-pD-glucopyranosylamin (1b) mit Tritium-markiertem p-Nitranilin (4b)
umgesetzt. Bei der Untersuchung von 1a wurde 4a in Form des Hydrochlorids isoliert
und analysiert. Im Falle von 1b wurde entweder 1b (Zunahme der Radioaktivitiit
von Null bis zur Gleichverteilung) oder 4b (Verminderung der urspriinglichen
Radioaktivitdt bis zur Gleichverteilung) wieder isolizrt.

Die RG-Konstanten wurden rechnerisch .der graphisch bestimmt. Zur
rechnerischen Ermittlung wurde die Gleichung

—In (l ——é,'—\ = 2akt
X/

verwendet. Dabei bedeuten: X, = die molare Radioaktivitit des Glucosylamins zur
Zeit ¢, falls zur Zeit Null nur das freie Amin markiert war; X, = die molare Radio-
aktivitit des Glucosylamins bzw. Amins nach der Gleichverteilung; a = die Kon-
zentration des Amins bzw. Glucosyiamins; und k¥ = RG-Konstante.

Da im vorliegenden Fall stets mit dquimolaren L&sungen gearbeitet wurde,
ist X, = Ap/2, wenn 4, die molare Ausgangsaktivitit des Amins darstellt. Fiir den
Zusammenhang zwischen RG-Konstante und Halbwertszeit gilt: 7,5 = (1n2/24k).
Bei den Experimenten, bei denen das eingesetzte markierte Amin nach der Reaktions-
zeit ¢ isoliert worden war, wurde aus dessen Radioaktivitit die molare Radioaktivitdt
des Glucosylamins errechnet. Zur graphischen Ermittlung der Halbwertszeit wurde
log(100 —% Austausch) gegen die Zeit aufgetragen. Aus den sich ergebenden Geraden
(vgl. Abb. 1) wurde die Halbwertszeit bestimmt. Fiir den prozentualen Austausch
gilt fiir den Fall, daB das freie Amin markiert ist und das Amin isoliert wird: % Aus-
tausch = 100 (4, —A4,)/4 . Dabei bedeuten 4,, A, und A, die spezifischen Radio-
aktivititen des Amins zur Zeit 0, zur Zeit ¢ und nach Gleichverteilung. Falls das
freie Amin markiert ist und das Glucosylamin isoliert wird, gilt: % Austausch =
100 X,/(A4;—X,)- (Bedeutung der Symbole siche oben.)

Fine besondere Schwierigkeit ergab sich daraus, dafl nicht in Wasser oder
wasserhaltigen Medien gearbeitet werden konnte, da die Hydrolyse z.T. von vergleich-
barer Geschwindigkeit wie die Transglykosidierung verldnft und auBerdem die
RG in 95proz. und wasserfreiem Athanol bei gleicher Sdurekonzentration stark
unterschiedlich ist. Die Alkoholyse von 1a und 1b war vernachldssigbar. Wie sich
herausstellte, ist die Mutarotation von 1a nur bei schwach saurem pH und bei einer
hoheren Konzentration von 1a und 4a, wie iiblicher Weise verwendet, langsamer als
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428 H. SIMON, G. PHILIPP

die Transglucosidierung. Daher wurde, von einer Ausnahme abgesehen, nur die
p-Form der D-Glykosylamine eingesetzt. Uber Kontrollversuche, Aufarbeitungs-
bedingungen etc. siche Beschreibung der Versuche.

ERGEBNISSE

Abhdngigkeit der RG von der Konzentration. — In Abb. 1 ist die Abhingigkeit
der Austauschgeschwindigkeit von 1b bei dquimolaren Konzentrationen von 1b
und 4b dargestelit und in Abb. 2 die Abhiingigkeit der Halbwertszeit von der rezi-
proken Konzentration. Es zeigt sich ein linearer Verlauf, d.h. die Reaktion ist erster
Ordnung in bezug auf Glucosid und Amin.

s g

¢=0.005M

1g(100 - % Austausch)
n_w

! 5 10 15 20 25 30 35 40
Zeit {min}
Abb. 1. Austauschgeschwindigkeit von N-p-Nitrophenyl-p-glucopyranosylamin mit Nitranilin-z bei
verschiedenen dquimolaren Konzentrationen der Reaktionspartner in 0.1N #dthanolischer Salzsdure
bei 0.2°,

201

+ Y2 (min)

- ] 2 3 4
1jc{Bezugskonzentration 1=001M)
Abb. 2. Abhingigkeit der Halbwertszeit des Austauschs zwischen N-p-Nitrophenyl-p-gluco-
pyranosylamin und Nitranilin-z von der reziproken Konzentration. Bedingungen wie bei Abb. 1
angegeben. .

Carbohyd. Res., 8 (1968) 424—439
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Abhdngigkeit der RG von der Sdurekonzentration. — In Abb. 3 ist der Loga-
rithmus der RG-Konstanten der Transglucosidierung (2. Ordnung) von 1a und 1b
in Abhingigkeit vom negativen Logarithmus der Chlorwasserstoffkonzentration
in absolutem Athanol dargestelit. Fiir 1a liegt das RG-Maximum nach dieser Art
der Wiedergabe bei ca. 0.005N8 HCl und fiir 1b zwischen O und 1. Das scharfe Maximum
von 1a kommt daher, daB durch das p-Toluidin die freie HCl-Konzentration unter
0.0Im wesentlich geringer ist, als angegeben., Berechnet man die Konzéntration des
freien Chlorwasserstoffs, wie er bei den Verhiltnissen in Wasser vorliegen wiirde und
tragt diese Werte auf die Abszisse auf, so ergibt sich die mit ® gekennzeichnete
Kurve, d.h. das Maximum liegt bei einer Siurekonzentration von 10~% bis 1075,
In den Tab. I und II sind die Halbwertszeiten der Transglucosidierung unter dem

TABELLE 1
ABHANGIGKEIT DER RG DER TRANSGLUCOSIDIERUNG VON N-p-TOLYL-§-D-GLUCOPYRANOSYLAMIN
(1a) VON VERSCHIEDENEN SAUREN UND KONZENTRATIONEN IN ABSOLUTEM ATHANOL. KONZENTRATION
vON 1a UND 4a 3JE 0.01m TEMP. 0.24-0.1°.

Katalysator Konzentration (N) Halbwertszeit (Min)
HCl1 2 708 65
HCl 1 624 60
HCI 0.1 504 450
HCI 0.01 29.74+3
HCl1 0.005 8.51-09
HCl 0.004 10.0+1.0
HCI 0.001 43 +4
HCl1 0.0001 720 +60
Benzoesaure 0.01 228 +18
m-Chlorbenzoesiure 0.01 100 +10
m-Nitrobenzoesdure 0.01 38.5-+£3
p-Nitrobenzoesdure 0.01 38.54-3
TABELLE I1

ABHANGIGKEIT DER RG DER TRANSGLUCOSIDIERUNG VON N-p-NITROPHENYL--D-GLUCOPYRANOSYL~
AMIN (1b) BEI VERSCHIEDENEN AQUIMOLAREN KONZENTRATIONEN VON 1b UND 4b UND VERSCHIEDENEN
SAUREN UND KONZENTRATIONEN IN ABSOLUTEM ATHANOL. TEMP. 0.2 4-0.1°

Molare Konzen:iration Katalysator Halbwertszeit ( Min)

der Reaktionspartner Konzentration (N)

0.005 2 HCI 10.84:1

0.005 1 HCI 9.24+0.9

0.01 0.1 HCI 4.740.5

0.005 0.1 HCI 8.34-0.8

0.0025 0.1 HCI 18.54-1.6

0.005 0.01 HCl 47.51+4

0.005 0.001 HC1 960 +-80

0.005 kein kein Austausch nach 7 Stdn.
0.005 0.1 Essigsdure kein Austausch nach 5 Stdn.
0.005 t Essigsdure kein Austausch nach 50 Stdn.

Carbohyd. Res., 8 (1968) 424439
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EinfluB einiger anderer Sduren im Vergleich mit Chlorwasserstoff bei verschiedenen
Konzentrationen und bei 1b auch in Abhangigkeit von der Eigenkonzentration
wiedergegeben.

-7

-1

W3

-2

-4 T T =+ T T T

Py 1 2 3 a s 6
—log(s}
Abb. 3. Logarithmus der RG-Konstarten (2. Ordnung) der Transglucosidierung von 1a und 1b in
Gegenwart dquimolarer Konzentration von 4abzw. 4b in Abhangigkeit vom negativen Logarithmus
der Chlorwasserstoffkon:entration in absolutem Athanol bei 0.2°. Die mit X gezeichnete Kurve
ergibt sich fiir 1a unter Beriicksichtizung der freien HCl-Konzentration (vgl. Text).

o
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Abb. 4. Abhidngigkeit der RG der Transglucosidierung von steigenden Mengen Lithiumchlorid bei
konstanter Pufferkonzentration (Essigsiure 0.1m, Natriumacetat 0.05Mm) in Athanol. Die Extra-
polation bis 0.05M Lithiumchlorid zeigt, welche Wirkung dem Puffer aufgrund seiner Ionenstiirke
zukommt.

Art der Séurekatalyse und Temperaturabhdngigkeit der Transglykosidierung. —
Wie Abb. 4 zeigt, ist die Ionenstirke auf die RG von EinfluB. Die Pufferkonzen-
tration konnte aber nur iiber einen kleinen Bereich variiert werden, da in absolutem

Carbohyd. Res., 8 (1968) 424-439
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Athanol nur wenig Lithiumchlorid 16slich ist. Tab. III zeigt, daB bei konstanter
Tonenstidrke die RG bei verschiedenen Pufferkonzentrationen konstant ist. Diese
Befunde, zusammen mit der Tatsache, daB der «-Wert der logarithmischen Bronsted-
Gleichung sehr nahe 1 ist, zeigt, daf es sich bei der Reaktion um spezifische Sdure-
katalyse handelt.

TABELLE 111

RG DErR TRANSGLUCOSIDIERUNG VON 1a IN WASSERFREIEM ATHANOL IN 0.01M LOSUNG BEI 20.0° BEI
VERSCHIEDENEN PUFFERKONZENTRATIONEN UND KONSTANTER IONENSTARKE

Essigsdure Natriumacetat Lithiumchlorid Ionenstirke k.102 sec
0.08 0.040 0.010 0.050 1.86
0.06 0.030 0.020 0.650 1.98
0.04 0.020 0.030 0.050 1.86

Die Messungen bei 0; 11.4; 15.0 und 20.0° in cinem Puffer Essigsdure 0.1m
und Natriumacetat 0.05M ergaben RG-Konstanten von 4.81; 13.4; 18.6 und
22.8 x 1073 Konz."!sec™. Daraus berechnet sich eine Aktivierungsenergie von 12.8
+1.3 kcal/Mol. Die Aktivierungsentropie betrigt —5.3 +9 7(cal/Grad Mol).

Vergleich der Austauschgeschwindigkeit von Glykosylammen und entsprechenden
Schiffschen Basen. — Die Halbwertszeiten des Austauschs fiir 1a, 4,6-0-Benzyliden-
N-p-tolyl-D-glucosylamin (11), und die Schiffschen Basen 12 und 13 in p-Dioxan—
OCH; HC=NCgHy—p-Me

o |
HCOH

OH H,NHCH, ~p—Me HC=NCgH ~p-Me
820CH

PhCH

CH,OH
OH HCOBz 2

13
n HCOBz

CHxOBz

12
Athanol (1:1, v/v) sind in Tab. IV wiedergegeben. Es ist anzunchmen, daBl der Anteil
der Schiffschen Base an 11 bereits wesentlich hoher ist als bei 1a. Entsprechende

TABELLE IV

HALBWERTSZEITEN DES AMINAUSTAUSCHS IN p-DIOXAN-ATHANOL (1:1, v/V). SALZSAUREKONZENTRA-
TION 0.1M, KONZENTRATION DER REAKTIONSPARTNER 0.05M. TEMP. 0.2°

Verbindung : Halbwertszeir (Min)
N-p-Tolyl-B-p-glucopyranosylamin (1a) 108
4,6-0-Benzyliden-N-p-tolyl-pD-glucosylamin (11} 4

Schiffsche Base 12 ~A0.5

Schiffsche Base 13 sehr rasch

Carbohyd. Res., 8 (1968) 424-439
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Kontrollversuche zeigten, da 12 und insbesondere 13 bereits unter den alkalischen
Aufarbeitungsbedingungen Austausch zeigen.

Zur Gleichgewichtslage bei Transglykosidierungen. — Da bei der Transglykosi-
dierung das glykosidisch gebundene und freie Amin im allgemeinen chemisch ver-
schieden sind, erhebt sich die Frage nach der Gleichgewichtslage. Wir untersuchten
daher die Reaktion 1a+4b<>1b+4a in 0.0IM L3sung der Reaktionspartner in
0.1N und 1.0ON &dthanolischer Salzsdure von beiden Seiten. In 0.01N HCI ergab sich
sowohl ausgehend von 1a wie ausgehend von b eine Gleichgewichtskonstante von 81
und in NHCI eine Konstante von 2,400. Das N—Glucosyl-Denvat mit der schwicheren
Base ist unter diesen Bedingungen stabiler.

Das Gleichgewicht stellte sich in 0.01n HCI bei 0.2° in 1-2 Stdn. ein und in
N HCIi in ca. 6 Stdn.

Versuche, aus 12 und N-Methyl-p-nitranilin durch Transglykosidierung
N-Methyl-p-nitrophenyl-glucopyranosylamin darzustellen, waren unter den im
Versuchsteil angegebenen Bedingungen nicht erfolgreich. Die Methode ist offensicht-
lich nicht universell.

Zur Frage der Transglykosidierung des Typs 2. — Die Transglykosidierung vom
Typ 2 mit 1b (0.01M) und markierter D-Glucose (0.01M) in wasserfreiem Athanol
ergab, daB die Reaktion bei 0° und 0.01n HCI nach 49 Stdn. nicht oder weniger
als zu 0.02% abgelaufen war. Wir halten es fiir zweifelhaft, ob die Reaktion itherhaupt
ablauft. Unter den von Bognar und Néanasi* angegebenen Bedingungen (Siedehitze
und Verwendung von Glycosylaminen, die rasch Amadori-Umlagerungergeben, und
dann unter Wasserabspaltung weiter reagieren) kann selbst bei urspriinglich wasser-
freiem Arbeiten geniigend Wasser fiir eine Hydrolyse entstehen. In diesem Zusammen-
hang ist es von Interesse, daB sich Glykosylamine von sekundiren schwachen Aminen
sehr schwer bilden. So ist es uns nach den iiblichen Darstellungsmethoden fiir 1a
oder 1b und wesentlich drastischeren Bedingungen (vgl. Beschreibung der Versuche)
nicht gelungen, die N-Glucosyl-Derivate von N-Methyl-p-nitranilin oder N-Methyl-
p-toluidin darzustellen. Da zur Transglykosidierung nach Typ 2 ebenfalls ein
sekundires Amin von einem freien Zucker angegriffen werden miiBte, spricht auch
diese Erfahrung mit den N-Methylderivaten von p-Toluidin und p-Nitranilin gegen
diese Reaktion.

Bestimmung der Mutarotationsgeschwindigkeit, Art der Sadurekatalyse unter
Transglicosidierungsbedingungen und Vergleich mit der Geschwindigkeit der Trans-
glucosidierung. — Da Messungen der Mutarotation von 1a unter den Bedingungen
der Transglucosidierung nicht bekannt sind, bestimmten wir die RG unter ver-
schiedenen Bedingungen. Die Ergebnisse sind in Tab. V wiedergegeben.

Auch fiir die Mutarotation untersuchten wir die Art der Sdurekatalyse. Die
Ergebnisse mit einer Reihe von Phenol- und Benzoesdurederivaten sind in Tab. VI
zusammengestellt. Das Bronsted-Diagramm (Abb. 5), in dem der log der RG gegen
dic log der Ka-Werte der Sauren aufgetragen ist, ergibt eine Steigung « von 0.98
+0.02, was zeigt, daB die allgemeine Sdurekatalyse nur eine untergeordnete Rolle
spieit.

Carbohyd. Res., 8 (1968) 424-439
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TABELLE VI

MUTAROTATION VON N-p~TOLYL--D-GLUCOPYRANOSYLAMIN IN WASSERFREIEM METHANOL Ber 20.0°
UNTER DEM EINFLUSS VERSCHIEDENER SAUREN., KONZENTRATION = 1.00%

Katalysator Konzentration (M) Halbwertszeit (Min)
Benzoesiure 5.0 x 104 9.75; 9.90; 9.60
Benzoesiure 5.0 x 10—3 0.91; 0.92
p-Chlorbenzoesiure 5.0 x 104 3.75; 3.87; 3.81
m-Nitrobenzoesdure 5.0 x 104 1.0; 1.0; 1.0
p-NitrobenzoesZure 5.0 x 104 0.87; 0.85; 0.86
Phenol 5.0 x 102 1020
m-Nitrophenol 5.0 x 102 44
m-Nitrophenol 5.0 x 10—3 500
p-Nitrophenol 5.0 x 103 77.2; 68.0
2,4-Dinitrophenol 5.0 x 10~4 0.325; 0.325

24

‘l-
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Abb. 5. Abhingigkeit des Logarithmus der RG der Mutarotation von N-p-Tolyl-8-p-glucopyranosyl-
amin in 1-prozentiger methanolischer Ldsung bei 20° von den Logarithmen der Dissoziationskon-
stanten verschiedener Phenole und Benzoesiuren. Obere Gerade von links unten nach rechts oben:
Phenol, m-Nitrophenol, p-Nitrophenol, 2,4-Dinitrophenol. Untere (kurze) Gerade von links unten
nach rechts oben: Benzoesiiure, p-Chlorbenzoesiure, m-Nitrobenzoesiure, p-Nitrobenzoesdure.

DISKUSSION

Die von Bogniar und Nanasi* angegebene Reaktionsfolge entspricht einem
SN1-Mechanismus. Die Austauschgeschwindigkeit sollte daher nullter Ordnung in
bezug auf freies Amin sein. Wie die Abb. 1 und 2 bzw. die Tab. II zeigen, ist die
Transglucosidierung erster Ordnung in bezug auf das Glucosylamin und das freie
Amin. Unabhingig davon wiren bei einem Carboniumion als Zwischenstufe u.a.
Solvolyseprodukte zu erwarten, da nicht anzunehmen ist, daB das Carboniumion
besonders selektiv ist. Das Athanol weist eine ca. 1700fach hohere Konzentration auf.
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Wie wir fanden, tritt bei 1a unter Bedingungen, bei denen die Transglucosidierung
eine Halbwertszeit zwischen 5 und 10 Min. hat, innerhalb von 3 bzw. 4 Stdn. keine
meBbare (d.h. <2%) Solvolyse auf. Diese Befunde schlieBen den Mechanismus A aus.
Fiir eine Sy2-Reaktion (Mechanismus B) spricht die Konzentrations-
abhingigkeit der Transglucosidierung. Auch die ausgeprigte Abhingigkeit der RG
von der SAurekonzentration 148t sich erkliren.
Fiir den Sy2-Mechanismus sollte fiir die RG gelten:

RG = kIGNH?}Ar] [H,NAT]

Da jedoch die glucosidisch gebundenen Anilinderivate um ca. 4 pg-Einheiten
schwiichere Basen sind, als die entsprechenden freien Anilinderivate’, durchiiuft
die RG in Abhingigkeit von der Siurekonzentration ein Maximum, das bei einem
pu-Wert zwischen dem pg-Wert des freien Amins und des Glucosylamins liegen sollte.
Dies wire, falls man die fiir Wasser giiltigen pg-Werte heranzieht, fiir 1a bei einer
Sdurekonzentration von 1073 und fiir 1b von 10! zu erwarten. Die beobachteten
Werte liegen bei Konzentrationen, die 1-2 Grdflenordnungen tiefer liegen. Da diese
Messungen in Athanol durchgefithrt wurden, wurde eine quantitative Bezichung
nicht aufgestellt.

Solite der SnN2-Mechanismus giiltig sein, so sollte die Reaktion mit einer
Konfigurationsumkehr an C-1 verbunden sein, d.h. daB die Mutarotation z.B. von 1a
in Gegenwart von freiem p-Toluidin erhoht ist. Eine entsprechende Untersuchung
ist jedoch nur unter Bedingungen mdéglich, bei denen die RG der Mutaroration
geringer oder vergleichbar mit der der Transglucosidierung ist. Ein Vergleich der
Versuche 12 und 13 bzw. 14 und 15 in Tab. V zeigt, daB die RG der Mutatotation
von 1a in der a-Form durch freies Amin nicht signifikant erhéht wird, wie es 2u
erwarten wire, wenn die Transglucosidierung, die unter diesen Bedingungen eine
Halbwertszeit von 5.9 +0.4 Min. hat, unter Konfigurationsumkehr erfolgen wiirde.
Man muB aus diesen Versuchen weiter folgern, daB bei der Transglucosidierung von
a-1a ausschlieBlich oder stark bevorzugt wieder a-D-Glycosylamin entsteht. Sonst
miifite, wegen der unter diesen Verhiltnissen rascheren Transglucosidierung, die
Mutarotation doch scheinbar rascher gehen. Die Halbwertszeit ist fiir die f-Form
von 1a unter diesen Bedingungen ca. 3mal ldnger als fiir die a-Form. °

Dervon1 iiber2’ zu 1’ fithrende Weg des Mechanismus C ist mit den Ergebnissen
der Mutarotation der a-Form von 1a mit und ohne p-Toluidinzusatz gut verstindlich.
Der Austausch wiirde unter Konfigurationserhalt erfolgen. Auch die Abhingigkeit
der Reaktionsgeschwindigkeit von der Siurekonzentration steht damit in Einklang.
Das Maximum der RG sollte bei einer Sdurekonzentration liegen, bei der das freie
Amin vollkommen protonisiert ist, ohne daB Protonisierung am Glykosylamin
erfolgt wire. Bei einem py-Wert, der absolut um eine Einheit kleiner ist als “der
px-Wert, ist das freie Amin fast vollig protonisiert und das Glykosylamin jedoch erst
in Spuren’. Allerdings wire fiir diesen Mechanismus fiir die stark eingeengte
Bewegungsfreiheit zwischen den Reaktionspartnern -im Ubergangszustand eine
hohere negative Aktivierungsentropie als —5 bis —10 (cal/Mol. Grad) zu erwarten.
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Der iiber 6 und 7 verlaufende Weg konnte unter Bedingungen eine Rolle spielen
bei denen die Mutarotation rascher verlduft als die Transglykosidierung (vgl. hierzu
auch das zum Mechznismus D Gesagte).

Mechanismus F kann aufgrund der gefundenen spezifischen Siurekatalyse
fiir die Transglucosidierung keine wesentliche Rolle spielen. Es wurde im System
Methanol Essigsdure-Natriumacetat keine Abhingigkeit der RG von der Puffer-
konzentration gefunden. Fiir die Mutarotation ist dieser Mechanismus jedoch wahr-
scheinlich, da die Mutarotation auch alkalisch zu katalysieren ist (Tab. V, Vers. 16-18)
und die Halbwertszeit bei Verdoppelung der Pufferkonzentration fast halbiert wird
(Tab. V, Vers. 12 und 14).

Recht wahrscheinlich ist Mechanismus D fiir die py-Bereiche, in denen die
Mutarotation sehr viel rascher erfolgt als die Transglucosidierung. Hier diirften die
Ubergdnge 8—9—6 oder 8->6 stattfinden. Die Schiffsche Base reagiert dann rasch
nach einem Additions-Eliminierungsmechanismus. Die stark zunehmende Austausch-
geschwindigkeit in der Reihe 1a, 11, 12 bzw. 13 zeigt, daB dieser letzte Schritt sehr
rasch verliuft.

Die Substanz 11 reagiert deshalb rascher als 1a, da die ringoffene Form im
Gleichgewicht gegeniiber der Ringform relativ zu 1a bevorzugt sein diirfte. Bei 12
und 13 ist nur die Schiffsche Base moglich. Die py-Abhéngigkeit ist wie folgt zu
erkliren. Die Mutarotation steigt mit zunehmender Sdurekonzentration rasch an
(Vers. 1-9, Tab. V) und nimmt auch be: hohen Konzentrationen nicht wieder ab
(Vers. 10, Tab. V). D.h., daB der Ubergang 8—9 mit zunehmender Sdurekonzentration
rascher wird. In dem MafBe, wie das freie Amin protonisiert wird, ist jedoch eine
Addition an die Schiffsche Base nicht mehr méglich. Damit nimmt zwar die
Mutarotation mit zunehmender Sdurekonzentration zu, die RG der Transgluco-
sidierung wird jedoch nach Erreichen eines Maximums wieder geringer.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

1. Allgemeines. — Die Schmelzpunkte sind unkorrigiert.

Zur Radioaktivititsanalyse wurde p-Nitranilin oder sein Glucosid in Schéniger-
Kolben® verbrannt und die Losungen in einem Fliissigkeits-Szintillations-Zihler
Marke TRI CARB vermessen. Dazu wurden 5 ml der anfallenden 10 m! Absorptions-
18sung (4proz. Athanolamin in Methanol) mit 15 ml einer Losung von 4.0 g “Omni-
fluor” der Firma New England Nuclear Chicago pro 1 Toluol vermischt. Das p-Toluidin
wurde als Hydrochlorid in Mengen von 67 mg der obigen Mischung gelost und
gemessen. Hiufig wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

Die Mutarotationen wurden mit dem Polarimeter 141 der Firma Perkin—
Elmer in thermostatisierten Kiivetten vermessen und auf einem Schreiber auf-
gezeichnet. Bei Dichwerten <2° war die Anzeige besser als +0.002°.

2. Lisungsmittel. — Kiufliches wasserfreies, benzolvergilltes Athanol wurde
iiber Calciumhydrid unter RiickfluB gekocht und destilliert. Vor- und Nachlauf
wurden verworfen. Methanol wurde iiber eine 1.5-m Kolonne destilliert, iiber
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Magnesiumspanen unter Riickflul erhitzt und sodann erneut destilliert. Die Reinigung
von Dioxan erfolgte nach lit. cit.°. Die alkoholischen Salzsiuren wurden unter
peinlichem FeuchtigkeitsausschluB durch Einleiten von HCI-Gas aus einer Stahl-
flasche in die wasserfreien Alkohole dargestellt.

3. Darstellung der Verbindungen. — N-p-Tolyl-g-pD-glucopyranosylamin (1a)
wurde nach Weygand'® und die a-Verbindung nach Ellis und Honeyman'! gewonnen.
Ersteres zeigte nach zweimaligem Umkristallisieren aus 96proz. Athanol einen
Schmp. von 133-134°; [#]2° —107.3° (c 1, abs. Methanol). Bei der Darstellung der
a-Verbindung wurde auf strikten FeuchtigkeitsausschiuBd geachtet. Im Gegensatz
zu Befunden in lit. cit.!! gelang es, die Verbindung aus wasserfreiem Athanol umzu-
kristallisieren. Schmp. 140°, [«]2° +210° (¢ 1, abs. Methanol).

N-p-Nitrophenyl-f-p-glucopyranosylamin (1b) wurde nach Weygand und
Mitarbb.!? gewonnen. Nach Umkristallisieren aus Methanol und Trocknen bei
110° im Vakuum iiber P,O;. Schmp. 185-188° [«]3® —164° (c 1, abs. Methanol).

p-Nitranilin-# und p-Toluidin-z wurden nach lit. cit.® erhalten und mit nicht-
markiertem Material auf eine Radioaktivitit von ca. 1000-2000 ipm*/mg verdiinnt.

4,6- O-Benzyliden-N-p-tolyl-pD-glucopyranosylamin wurde aus 4,6-0-Benzyliden-
p-glucose, die nach L. Zervas*® dargestelit worden war, und p-Toluidin nach Micheel
und Frowein'# gewonnen.

Die Schiffsche Base 12 wurde aus 3,4,5,6-Tetra-O-benzoyl-D-glucose nach
Brigl'® mit p-Toluidin nach Micheel und Dijong!® dargestelit.

Die Schiffsche Base 13 : 600 mg Glykolaidehyd (10 mmole) wurden in 100 ml
Athanol unter Erwirmen geldst und noch warm mit 1071 mg (10 mmole) p-Toluidin
versetzt. Nach kurzem Aufkochen kristallisierten nach 24stiindigem Stehen im
Kiihlschrank 1010 mg (67%) aus, Schmp. 144°
C,H,,NO (149.02) Gef.: C, 72.6; H, 7.66; N, 9.42.

Ber.: C, 72.5; H, 7.40; N, 9.40.

4. Allgemeine Arbeitsmethodik fiir die Austauschreaktionen. — Das Glucosyl-
amin wurde gelGst und die L6sung in einem Thermostaten auf Reaktionstemperatur
(£0.1°) gebracht. Im gleichen Thermostaten wurde eine dem Glucosylamin ent-
sprechende dquimolare L3sung des Amins im gleichen Loésungsmitte] zusammen mit
dein Katalysator temperiert. Durch Vereinigen der beiden Losungen wurde die
Reaktion gestartet. Nach passenden Zeiten wurden 50 ml Proben gezogen und unter
Kiihlung durch EinflieBenlassen in wiabrige Natronlauge auf py 9-10 gebracht.
Bei Untersuchungen von 1a wurde daraus nach Zugahe von weiteren 50 ml Wasser
bei ca. 50° Badtemperatur und 20 Torr das wasserdampfiliichtige Toluidin in 15 ml
alkoholische 2N Salzsdure iiberdestilliert. Das Destillat wurde am Rotationsver-
dampfer zur Trockne gebracht, 20 ml Athanol zum Riickstand gegeben und erneut
abdestilliert. Das hinterbleibende p-Toluidin-hydrochlorid wurde iiber KOH und
P,0; getrocknet und sodann analysiert.

Bei Untersuchungen von 1b wurde nach dem Stoppen der Reaktion die Ldsung

*imp =Impulse pro Minute.

Carbohyd. Res., 8 (1968) 424-439



438 H. SIMON, G. PHILIPP

am Rotationsverdampfer unter Vakuum fast bis zur Trockene eingeengt. Der Riick-
stand wurde in 30 ml Wasser aufgenommen, wobei sich das Glucosylamin 16ste und
der groBite Teil des p-Nitranilins ungelost blieb. Falls das Amin analysiert werden
sollte, wurde dieses abgesaugt und durch Umkristallisation aus Wasser—Methanol
gereinigt. Zur Isolierung des Glucosylamins wurde die wiBrige Losung zweimal mit
20 ml Ather ausgeschiittelt, die wiBrige Phase bis zur Trockene schonend eingeengt,
der Riickstand in 10 ml heilen Methanol aufgenommen, filtriert und das umkristal-
lisierte 1b abgesaugt. Nach Waschen mit Methanol-Ather und Trocknen war es
analysenrein.

Kontrollversuche zeigten, daBl unter diesen Aufarbeitungsbedingungen sowohl
die RG der Transglucosidierung und der Hydrolyse vernachlissigbar sind. Eine
Ausnahme machte die Schiffsche Base 13. Die Tritium-Markierung der Amine war
unter diesen Bedingungen vollig stabil.

5. Beispiel einer Austauschkinetik. — Ein Reaktionsansatz von 300 ml wasser-
freiem Athanol (HCl = 0.01n) enthielt 1b und 4b in einer Konzentration von 0.005M
bei +40.2°. Nach 30, 60, 90, 120 und 180 Min. wurden Proben entnommen. Die
Radioaktivitiit des eingesetzten p-Nitranilins betrug 134.9 ipm/uMol und das nach
den angegebenen Zeiten isolierte 1b 23.4; 38.7; 51.0; 55.2 und 60.9 ipm/uMol. Dies
entspricht einem Austausch von 34.7; 57.4; 75.7; 81.9 und 90.4%. Die graphisch
ermittelte Halbwertszeit betrug 47.5 Min.

6. Versuche zur Ermittlung des Gleichgewichts 1a+4b = 1b+4a. — Kon-
zentration der Reaktionspartner (1a-+4b) 0.01M in 0.1N dthanolischer HCI. Nach 5;
10; 60 und 780 Min. wurden Proben entnommen und das in Freiheit gesetzte 4a
durch Verdiinnungsanalyse bestimmt. Nach den angegebenen Zeiten hatten sich
37.5; 62.5; 86.0 und 90.0% 1b gebildet. Bei dem entsprechenden Gegenversuch
(1b+4a) wurden nach 80; 240 und 1320 Min. Proben genommen. Nach diesen
Zeiten hatten sich 6.5; 10.5 und 11.0% 1a gebildet.

In N dthanolischer HCl wurde entsprechend verfahren.

1. Bestimmung der Mutarotation. — Die Losung des Glucosylamins und die
des Katalysators wurden getrennt auf die Reaktionstemperatur gebracht und je 5 ml
vereinigt (Zeit = 0). Das Gemisch wurde sodann rasch in die thermostatisierte
Kiivette gefiillt und vermessen. Der Gleichgewichtszustand wurde fiir 1a bei [)2°
—45.5° gefunden, was mit lit. cit.!! iibereinstimmt. In N NaOH wurde allerdings
[«]3° —51.2° fiir den Gleichgewichtszustand und —119° fur den Ausgangsdrehwert
bestimmt. Die RG-Konstanten wurden aus der Bezieuung 1n(4d —A4,)/(4,—A) =kt
berechnet.

8. Versuche zur Darstellung von N-Glucosyl-Derivate des N-Methyl-p-toluidins
und N-Methyl-p-nitranilins. — Die Methoden nach Weygand!®, Ellis und Honeyman!!
sowie Weygand und Mitarbb.!? fiihrten auch bei wesentlich lingeren Versuchszeiten
und erhdéhten Temperaturen nicht zum Ziel.

Auch die Umsetzung von Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosylbromid mit
4a bzw. 4b in Pyridin oder Nitromethan in Gegenwart von Barium-carbonat fiihrte
nicht zum Erfolg.
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Die Transglucosidierung von N-p-Tolyl-f-D-glucopyranosylamin (1a) und
N-Methyl-p-nitranilin fithrte auch nach 12 Tagen in 0.IN dthanolischer Salzsdaure
bei 0° nicht zum Ziel. Von dem sekundiren Amin hatten sich weniger als 4% umgesetzt.
Bei Raumtemperatur wurden die Reaktionsansitze schnell stark dunkelbraun,
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