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Die Untersuchungen iiber Rohrzucker-schwefelsdure sind bis jetzt nur
gering. Vielleicht kinnte meine frithere Vertffentlichung® iiber diese
Verbindung die letzte sein. Ihre Darstellung wurde durch direkte Sulfonie-
rung des Rohrzuckers in Pyridin mit Chlorsulfonsdure ausgefiihrt und ihr
Ba-salz hatte der Analyse nach die Zusammensetzung von Rohrzucker-
mono-schwefelsdure (RSp) : (Ci2H21011803):Ba+2C:HsO. Das Salz war
weisses amorphes Pulver ; es wurde von Invertase zerlegt und durch Hefe
vergoren ; seine Einheitlichkeit ist doch noch nicht bewiesen. Da Hexose-
schwefelsdure nicht durch Hefe in Gdrung versetzt werden scheint, miisste
der sulfonierte Hexose-Anteil der Rohrzucker-mono-schwefelsidure in der
Gérgut zuriickbleiben und daraus als Glucose- oder Fructose-mono-schwefel-
sdure erfassen lassen.

In vorliegenden Versuche wurde die Sulfonierung wie iiblich in demselben Sulfonie-
rungsapparat wie in der fritheren Mitteilong(® geschildert ausgefiihrt: 20 gr. gut getrock-
neter fein gepulverter Rohrzucker wird in 70 ccm Pyridin durch heftiges Turbinieren
suspendiert. Vom Tropftrichter wird ein Gemisch von 4 cem Chlorsulfonsdure und 12
cem Chloroform langsam eingetropft (das molekulare Verhiltnis des Rohrzuckers zu
Chlorsulfonsiure (R:S) wird etwas grésser als 1 gewihlt). Das Gemisch lasst sich am
Anfang auch unter Eiskiihlung glatt umrithren, aber wenn etwa ein Drittel der Flussigkeit
zugesetzt ist, wird der ausgeschiedene Sirup plotzlich so z&h dass man die Temperatur bis
auf 35-40°C. steigen lassen muss um weiter zu turbinieren.

So wird die weitere Sulfonierung in diesem Temperaturbereich durchgefithrt. In der
fritheren Mitteilung wurde angegeben dass die Sulfonierung unter Kiihlung ausgefiihrt
war, jedoch meinte man damit nur im Anfang der Reaktion. Die Temperatur musste im
Verlauf der Reaktion wesentlich erhéht werden um die Turbinierung weiter durchzufithren.
Nach Beendigung des Eintropfens turbiniert man weiter einige Stunden bei Zimmertem-
peratur. Am nichsten Tag wird der zahe Sirup, der sich auf dem Boden abgesetzt hat, von
oberen Pyridinschicht abgetrennt, in wasserfrejem Metanol aufgelést und vom unléslichen
Rohrzucker (6-8 gr.) abfiltriert. Das Filtrat wird mit wenig Wasser ins Destillierkolben
eingetragen und nach dem Austreiben des Metanols unter Zusatz von PbO abdestilliert bis
es pyridinfrei wird. Weiteres Verfahren ist fast dasselbe wie bei Glucose-schwefelsdure(®
angegeben ist,

Versuch I. In die Lisung des Pb-salzes von RS (Rohrzucker-schwefel-
sidure) wurde H,S durchgeleitet und in die freie Siure umgewandelt. Die

(1) Biochem. Z. 135 (1923), 621.
(2) (1) und dieses Bulletin, 8 (1933), 37.
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Disaccharid-schwefelsidure wurde im sauren Medium von selbst in Hexose-
schwefelsdure gespalten. Nach Aufbewahren einiger Monaten im kiihlen
Ort, neutralisierte man die Losung mit KOH und versetzte sie in Gérung.
Nach Beendigung der Girung wurde die Losung von Hefe befreit, im
Vakuum eingeengt und das K-salz wurde aus Alkohol gefillt.

Die Analyse der vorgetrockneten Substanz* zeigte :

S - K [2]p
Gefunden 11.30% 13.256% +26.5° (keine Mutarotation)
Ber. fiir CzH;;0680;K 10.79 13.11

Diese Analysenwerte stimmen ziemlich gut iiberein mit K-Hexose-mono-
schwefelséiure, doch seiner optischen Drehung nach, ist es ganz verschieden
von K-Glucose-6-mono-schwefelsiure ([«]p = +37.8°). Alle Farbenreak-
tionen von Fructose (Proben von Seliwanoff, Ekkert, Dische® und HCI)
sind sehr deutlich. Kiénnte es also hier um K-Fructose-monoschwefelsdure
handeln? Diese Vermutung scheint doch unzutreffend wenn man seine
Reduktionsvermégen revidiert.

Reduktionsvermégen (als Glucose berechnet)

Substanz in Frage K-Glucose-mono-6-schwefelsiure
gemessen 36 mg in 125 mg Subst. 28.8 mg in 48.3 mg Subst.
nach Bertrand (28.7%) (43.0%)
nach Willstatter- 8 mg in 37.7 mg Subst. 39 mg in 86.3 mg Subst.
Schudel (21.2%) (45.29)

Aus diesem Resultat sieht man ein dass in K-Glucose-schwefelsiure,
gemessen nach beiden Methodik, der Glucosegehalt praktisch gleich ist,
wihrend man bei der aus Rohrzucker dargestellten Substanz deutlich ver-
schiedene Werte erhélt. Ausserdem steht der Glucose-Gehaltin K-Glucose-
schwefelsdure ungefihr 2 Mal so hoch als in der Substanz in Frage wenn
sie nach Willstdtter-Schudel gemessen wird. Es scheint also als ob die
Hilfte von der Substanz aus Glucose-6-mono-schwefesdure bestehe. Aus
obigen Versuche liegt die Annahme nahe dass das Sulfonierungsprodukt
von Rohrzucker wesentlich die folgende chemische Substanz sei :

KSO;-Glucose—Fructose-SO:K

Nach dieser Auffassung konnte mein fritheres Ba-salz von RS; ein zufilliges
Gemisch oder eine lockere Assoziationsverbindung von RS;Ba+R gewesen
sein. Tatséchlich, bei vielen -Sulfonierungsexperimenten schwankte der

* Die Trocknung wird gewdhnlich bei 80°C. im Vakuum ausgefiihrt. Bei 100°C. nimmt
das Gewicht weiter ab, aber schliesslich tritt gelbe Firbung ein. Die so lange erhitzte
Substanz zeigte ein interessantes Verhalten zum Wasser: beim Lésen in Wasser ent-
wickelte sie CO;y; die Losung war fast neutral (pH.: ca 6) und reduzierte Fehlingsche
Losung in der Kilte ; Spaltung der organisch gebundenen SO, war nur gering. .

(3) Chem. Abstr., 23 (1929), 4766.
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Ba-Gehalt von Rohprodukten zwischen 10 und 16%. Man koénnte dann
vermuten dass sulfonierter Anteil sich nicht von Hefe vergéren ldsst : es ist
also der assozierte R der durch Invertase zerlegt wird.

Versuch II. Rohes Ba-salz von Rohrzucker-schwefelsdure (RS-Ba I)
dessen Ba-Gehalt 15.9% betrug, wurde durch Brucinsulfat versetzt. Das
erhaltene Brucin-salz (RS-Bre I) welches sich nicht ohne weiteres kris-
tallisieren liess, wurde aus Alkohol als amorphes Pulver gefillt. Es
enthielt 5.06% S und zeigte [«]p = —1.63°. S-% berechnet aus C;2HzOn
(SOsHCxH3:04Nz): = 4.95%. Aus diesem Brucin-salz wurde das Ba-salz
wieder hergestellt. Sein S- und Ba-Gehalt waren :

S Ba

Gefunden 10.80% 23.14%
Ber. fiir RS;-Ba 10.03 21.54
Ber. fir RS;-Ba 11.52 24.62

Ferner wurde dieses Ba-salz wieder ins K-salz umgewandelt: sein S-Gehalt = 11.30%.
(Ber. fiir RS,-K = 11.09%) ; [«]p = +47°.

Durch Invertase trat nur geringes Reduktions-
vermogen auf, wihrend .durch Siure es stark
zunahm. Am Ende der Siure-spaltung sank
seine [a]p auf +27.1°ab. Nach ldngerem Auf-
bewahren seiner wissrigen Losung schieden
sich eigentiimliche spiral-formige Kristalle aus.
(Abb. 1). Abb. 1.

Versuch III. Solche spirale Kristidllchen von Bruecin-salz wurden auch
aus dem Ba-salz (RS-Ba XVII) erhalten. Sein Ba-Gehalt war 13.6%.
Daraus bereitetes Brucin-salz wurde in heissem Pyridin gelost und allméh-
lich Alkohol zugesetzt. Beim Erkalten setzte sich auf dem Boden ein Sirup
ab, welcher von Mutterlauge getrennt, mit Alkohol zerrieben wurde. Das
weisse Pulver wurde abgesaugt und mit Alkohol gut gewaschen und
getrocknet. Sein S-Gehalt = 4.76%, 4.77%. Aus seiner wissrigen Lisung
schied sich spirale Kristalle aus (ihr optischer Charakter: negativ) (Abb.

oo s

Abb. 2, Abb. 3.
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2 und 8). S-Gehalt =5.71% (ber. fiir RS,-Bre = 5.73%), [alp = —9.64°.
Ausbeute 0.6 gr. aus 15 gr. Ba-salz.

Versuch IV. Die rohen Pridparate von Ba-salze (RS-Ba XXIV, XXV,
XXVII) deren Ba-Gehalt zwischen 10 und 139 liegen, wurden durch Hefe
vergoren. Ausgegorene Fliissigkeit wurde von der Hefe abfiltriert, einge-
engt und aus Alkohol gefillt. Ihr Ba-Gehalt stieg auf : 18.84% fiir RS-Ba
XXIV,19.84% fiir RS-Ba XXV und 18.03% fiir RS-Ba XXVII. Beim Anfang
der Girung zeigte die Fliissigkeit sehr starke Reduktion, aber die durch
Hefe gereinigten Ba-salze enthielten nur Spur von reduzierende Substanz,
und erst nach der Behandlung durch Sidure trat starke Reduktion heraus.
Unten wird die Zunahme der Reduktion beim Erhitzen einer Losung von
RS-Ba XXV mit 0.02 N HCI auf 100°C gezeigt. Das Reduktionsvermigen
wird nach Hagedorn-Jensen-Hanessche® Methode gemessen und als % von
Glucose des gelosten Ba-salzes dargestellt.

5 cem der 1.673%—ige Lésung vom Ba-salz enthielten nach dem Reduktionsvermdgen
2.64 mg Glucose ; daher 52.8 mg Glucose in 1.673 gr. der Substanz oder 8.08% (die chemische
Eigenschaft dieser kleinen Menge der reduzierenden Substanz ist noch nicht untersucht),
Nun wurde zu anderen 5 ccm der Lésung 1 ecem HCI (0.53 N) zugefiigt, auf 25 ccm verdiinnt
und im siedenden Wasserbad eingetaucht. Von Zeit zu Zeit pipettierte man daraus 2 cem
und neutralisierte es mit 0.4cem NaOH (0.112 N). Dieses wurde mit Wasser auf 5 cem

verdiinnt und analysiert. Wenn es z.B. A mg Glucose ergibt, so berechnet man Glucose-
Menge in 1.673 gr. der Substanz (B mg) :Ax25/2x100/5. Glucose-% = B/16.73.

Zunahme der

Min. A B Glucose-% Reduktion
0 -- 52.8 mg 3.1 0
10 1.76 437 26.1 23.0
15 2.01 502 30.0 26.9
30 2.21 552 33.0 29.9
45 2.26 570 34.1 31.0
90 2.32 580 34.7 31.6
120 2.34 585 35.0 319

Nach 120 Min. wurde die Losung ein wenig gelblich und eine schwache
Triibung von BaSO, trat ein. Dieselbe Liosung, gemessen nach Willstitter-
Schudel, zeigte ein Reduktionsvermogen 20.8% Glucose oder 22.9% umge-
rechnet fiir K-salz welcher Wert mit dem vorher angegebenen 21.2% (Ver-
such I) ziemlich gut iibereinstimmt. [«]p zeigte anfangs +87° und nach der
Hydrolyse +26°. Daher ist die vorangehende Annahme festgestellt dass
RS: nicht durch Hefe aufgespalten sondern erst durch Sdure in Glucose-
und Fructose-schwefelsidure hydrolysiert wird.

Versuch V. RS; muss dem Analysenwert nach das Hauptprodukt der
Sulfonierung sein. Um RS; zu isolieren wurde Brucin-salz aus RS-Ba XXIV

(4) Biochem. J., 23 (1929), 99.
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dargestellt. Zum dick konzentrierten Sirup wurde Metanol zugefiigt bis
Fillung gerade eintrat und dieses im Eisschrank aufbewahrt. Zu erst
schieden sich radial kugelférmige Kristalle aus und spéiter erstarrte das
Ganze in einem Kristall-brei. Das einzelne Kristall ist ein feines Nédelchen
und positiv in optischen Charakter. Nach zweimaligem Umkristallisieren
wurde es analysiert : sein S-Gehalt war 5.19% oder 5.14%. Dieser Analy-
senwert ist ein wenig grosser als der S-Gehalt von RSy-Bre (4.95%) doch
viel kleiner als RS;-Bre (5.45%). Der Berechnung nach erhalten wir diesen
Wert als solches Gemisch wie 2RS;+RS; oder 5RS:+ RS,.

Versuch VI. Das Brucin-salz aus RSBa XXV kristallisierte aus seiner
siruposen wissrigen Losung in nadelformigen Kristalle. Kristallisierte
man es aus Metanol um, so schied sich haardiinne Kristalle (opt. Charakter
positiv) aus. Es wurde mit kaltem Wasser einige Mal gewaschen und
getrocknet. Die Ausbeute war sehr gering. Sein S-Gehalt war: 5.35%
was sehr nahe dem S-Gehalt von RSs-Bre. steht.

Versuch VII. Fast reines Brucin-salz von RS; wurde aus RSBa XXVII
mit 90%-igem Metanol erhalten, zwar in folgendem Schema :

RSBa XXVII (40 gr.)
Brucinsulfat
Brucin-salz (dicker Sirup)
1 MeOH
i &
Losg (46 gr.) S:4.88%
eingeengt bis 1 MeOH heiss
1/4, filt. —
weiter eingeengt Losg R (30 g2) .
l ka 909 MeOH heiss
} Fallung gelost und
Fraktion (a) (6.5 gr. ) S:4.66% abgekiihlt
i
[ _ 1
Kristalle « Losg: — Filtrat + R
Fraktion (b) = beim Stehen - — heiss gelost und
(6 gr.) Schied Kristall | abgekiihlt
S 4.87, g.gg% aus 1
& =—0. | [
Tem Losg————Filtrat 4+ R
e, !
usw.
|
Lgsg. R (12 gr,) Fraktion (c)
Ba (OH), | Pyridin+MeOH (1:4)
!
. [
| Losg. R
Ber. fiir Ba (OH), Ba (OH),
Ba-salz RS,Ba.2C,H0 Ba-salz Ba-salz
Ba. 20.95% 18.76% Ba: 21.829; Ba: 22.5%

S: 838 8.80 S: 9.06 S: 104
Jalsie = +41.2° [a)ser = +48.9° [alsier = +40.25°
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Fraktion (a): eine braune zihe Masse, die schwer weiter zu reinigen ist.
RS; konnte hier vorhanden sein wenn es iiberhaupt existiert. Fraktion (b):
Kristalle von RSz:-Bre—beim Abdampfen seiner wéssrigen Losung schieden
sich ganz homogene schone Kristillchen aus; sein optischer Charakter ist
sonderbar : eine optische Achse liegt nicht parallel mit der Entwicklungs-
richtung des Kristalles. (Abb. 4 u.

5). Fraktion (c): erstarrte in eine ns°=1.655
feste amorphe Masse wenn sie gut »1* o
trocknen liess. Beim Aufbewahren n,=1.566 l

um mehrere Monate in kiihlem Ort
schied sich feine Kristidllchen aus,
aber diese Kristalle sind in glasige
amorphe Masse eingebettet; deshalb
ist diese Fraktion unrein. Nach der
Behandlung mit Pyridin + MeOH
wurde es ins Ba-salz umgesetzt. Seinem Ba- und S-Gehalt nach ist es wohl
ein Gemisch von RS; und RS:; oder noch héheren Ester zu betrachten.
In die Waschfliissigkeit ging die Hauptmenge von RS; iiber. Merkwiirdig
ist es dass alle Ba-salze, die iiber Brucin-salz dargestellt sind, mehr Ba
enthalten als die entsprechende S verlangt. Es ist wohl denkbar dass
Rohrzuckerschwefelsdure bei der Behandlung mit iiberschiissigem Baryt,
mit diesem saccharatartig verbinden kionne®.

Abb. 4. Abb. b.

Versuch VIII. Nun wurde die Sulfonierungsbedingung so abgeidndert
dass das molekulare Verhiltnis von Rohrzucker (20 gr.) zur Chlorsulfonséure
R:S =1:2 wird. Nach dem Austreiben des Pyridins durch PbO, bildete
ein Teil des sulfonierten R eine unlosliche Verbindung mit PbO (A) und der
Restanteil ging als Pb-salz in das Filtrat {iber (B) (RS-Ba XXII). Aus (A)

(5) Eine dergleichen Deutung findet man in der Mitteilung von Neuberg und Pollak
(Ber. 43 (1910), 2060). Sie haben zu ihrem Ba-salz der Rohrzuckerschwefelsiure folgende
chémische Formel gegeben :

C,2H40,,80;Ba
—
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erhielt man 4 gr. Ba-salz (Ba: 22.18%) und aus (B), 22 gr. Ba-salz (Ba:
13.8126). Das letztere, nach der Vergidrung durch Hefe, liess seinen Ba-
Gehalt bis 18.03% steigen (nach dem Trocknen bei 80°C. im Vakuum 20.0%).
Ausbeute : 6 gr. aus 10 gr. .

Brucin-salz aus RS-Ba XXII (A) ist im Wasser wenig loslich und ldsst
sich aus heissem Wasser umkristallisieren. Das Kristall ist optisch negativ
und etwas spiralformig; S-Gehalt = 5.62, 5.68%. Brucin-salz aus RS-Ba
XXII (B) ist im Wasser leicht 16slich. Aus dem Sirup schied sich nur eine
kleine Menge von nadelformige Kristalle (optisch positiv) aus ; sein S-Gehalt
= 5.36%.

Versuch IX. Schliesslich wurde das molekulare Verhiltnis R:S bei der
Sulfonierung bis 1:3 erniedrigt. Alle organisch gebundene Schwefelsiure
vereinigten mit unloslichem PbO. Es wurde durch H:S zersetzt und ins
Ba-salz iibergefiithrt. Das Ba-salz enthielt 25.7% Ba. Das daraus herge-
stellte Brucin-salz (S: 5.2125) enthielt reichliche Menge von spiralen Kristalle

Abb. 6. Abb, 7.

(Abb. 6 u. 7), und nach Umkristallisieren aus wiissrigem Alkohol stieg sein
S-Gehalt bis auf 5.86%. Aus der Mutterlauge ausgeschiedene Kristalle
waren nach der Umkristallisation fein nadelférmig und sein S-Gehalt war
4.70%.

Schlussbemerkungen. Sulfonierung des Rohrzuckers verlduft also nicht
so einfach wie bei Glucose. Wenn auch die Darstellung unter gleicher
Sulfonierungsbedingung wie R:S>>1 durchgefiihrt wird, so ist das Reak-
tionsprodukt immer ein Gemisch von di-, tri- oder tetra-Ester, und zwar
schwankt ihr Verhéltnis von Ansatz zu Ansatz. Beim Sulfonieren unter
starker Abkiihlung wire die Bildung des mono-Esters moglich, doch ist
diese Bedingung praktisch kaum zu erfiillen.

Da Fructose, nach unseren Erfahrungen, auch unter schonender
Bedingung leicht poly-Ester zu geben scheint (siche dieses Bulletin 9, Nr.
2. ‘' Glucosulfatase IX.””), ist es anzunehmen dass der Fructose-Teil des
Rohrzuckers auch geneigt sei poly-Ester zu bilden. Demnach ist mono-
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Ester der Glucose in Rohrzuckerschwefelsiure zu erwarten, und zwar als
Glucose-6-mono-schwefelsdure. Doch ist diese Gedankengang durch Ex-
periment bis jetzt nicht vollig gestiitzt worden. Zuweilen habe ich sehr
dhnliche Kristalle (auch der optische Charakter) wie Brucin-salz von
Glucose - 6 - mono-schwefelsdure in zerlegten
Rohrzucker-schwefelsidure erkannt (Abb. 8),
doch ist mir ihre Isolierung noch nicht gelun-
gen. Das Verhalten gegen Gluco-sulfatase®
ist nennenswert: Die organisch gebundene
S04 des durch Sidure zerlegten RS:;-Ba wird
vom Enzym hydrolysiert, zwar ungefédhr die
L Hilfte wie bei Glucose-6-mono-schwefelsidure;
Photo. 8. auf der durch Sdure nicht zerlegten Rohr-
zucker-schwefelsidure wirkt das Enzym nur
schwach (demnichst verdffentlicht).®? Diese Tatsachen sprechen fiir die
obige Vermutung, doch ist es schwer zu verstehen dass das K- oder Brucin-
salz von zerlegten Rohrzucker-schwefelsiure keine Mutarotation zeigt.
Diese Arbeit wurde teilweise mit Mitteln von Kultusministerium zur
Forderung der Wissenschaften ausgefiihrt, wofiir ich zu grossem Dank
verpflichtet bin.

e

Chemisches Institut, Wissenschaftliches Fakultat,
Kaiserliche Universitit zu Tokio.

(6) dieses Bulletin, 6 (1931), 358 ; 8 (1933), 65; 8 (1933), 148.
(7) dieses Bulletin, 9, Nr. 2. “ Glucosulfatase IX.”’



