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72.Fritz Micheel und Kurt Weichbrodt: 2-Nitro-4-carboxy-phenyl-
Derivate von Aminosiuren und einige ihrer Glueose-Derivate (III)

[Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitat Miinster (Westf.)]
(Eingegangen am 10. Januar 1955)

Aus 4-Fluor-3-nitro-benzoessure bzw. deren Athylester werden
mit Aminoséuren N-[2-Nitro-4-carboxy-phenyl]- bzw. die N-[2-Nitro-
4-carbithoxy-phenyl]-aminosiuren hergestellt. Vom pr-Lysin wer-
den das Bis- und das a- bzw. e-Monoprodukt gewonnen. Ester der
4-Fluor-3-nitro-benzoeséure mit p-Glucose-Derivaten werden mit pL-
Alanin zu entsprechenden Verbindungen umgesetzt, die Zucker und
Aminosiure enthalten. Die 3-Pentakis-[4-fluor-3-nitro-benzoyl]-b-glu-
cose wird hergestellt.

Unter den in den friiheren Mitteilungen!) beschriebenen N-[2-Nitro-4-
carboxy-phenyl]-aminoséuren, die durch Umsetzen von 4-Fluor-3-nitro-benzoe-
siure bzw. deren Estern mit verschiedenen Aminosiuren erhalten werden,
waren diejenigen des Lysins von besonderem Interesse. Das Bis-Derivat I
kann entweder, wie frither beschrieben, aus dem Ester IV durch Verseifen mit
Alkali (wozu bei einem UberschuB von Lysin bei der Reaktion schon dessen
Alkalinitat geniigt) oder durch Umsetzen von Lysin mit 4-Fluor-3-nitro-benzoe-
sdure bei Gegenwart von Natronlauge gewonnen werden. Es zeigte sich, da8
aus der Bis-Verbindung I einer der Nitro-carboxy-phenyl-Reste bereits beim
Erwirmen mit wiBriger Essigsiiure abgespalten wurde. Dies ist iiberraschend,
weil analog gebaute Dinitro-phenyl-Derivate der Aminoséuren gegeniiber der
Hydrolyse mit starken Mineralsiuren so stabil sind, daB sie beim Abbau der
entsprechenden Derivate von EiweiBstoffen zur Ermittlung freier Amino-
gruppen dienen?) konnen, und weil die iibrigen von uns untersuchten N-Nitro-
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carboxy-phenyl-Derivate von o-Aminosiduren und anderen primiren Aminen
ebenfalls unter solchen Bedingungen gegen Hydrolyse bestindig waren. Man
hiitte an die Moglichkeit denken kénnen, daB einer der beiden Nitro-carb-
oxy-phenyl-Reste nicht iiber den aromatischen Ring, sondern iiberdie Carb-
oxygruppe siureamidartig ‘mit einer der Aminogruppen des Lysins verbun-
den und auBerdem das Fluor-Atom hydrolytisch durch Hydroxyl ersetzt sei,

1) F. Micheel u. K. Weichbrodt, Angew. Chem. 64, 397 [1952]; F. Micheel, K.
Weichbrodt u. J. Plenikowski, Liebigs Ann. Chem. 581, 238 [1953]; ferner Dissertat.
K. Weichbrodt, Miinster 1954.

2) F. Sanger, Biochem. J. 89, 507 [1945].
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dafB also ein 4-Oxy-3-nitro-benzoyl-Derivat vorlige. Dies lieB sich aber ein-
deutig widerlegen. Setzt man 4-Fluor-3-nitro-benzoesiure-athylester mit
freiem DL-Lysin um, so erhdlt man das I entsprechende o,e-Bis-V-[2-nitro-4-
carbiathoxy-phenyl]-pr-lysin (IV). Dies bildet ein Mono-Natriumsalz und
enthiilt zwei Athoxylgruppen. Beim Kochen mit verd. Natronlauge werden
beide Estergruppen verseift, und man erhiilt I. Es liegen also in I und IV
zweifellos N-Phenyl-Derivate des Lysins vor. Die bei der Hydrolyse mit
wiBriger Essigsiure aus I zu erwartende 4-Oxy-3-nitro-benzoesiure wurde
inzwischen auch isoliert.

Von vornherein konnte nichts dariiber ausgesagt werden, welcher der beiden
Nitro-carboxy-phenyl-Reste so leicht hydrolysierbar ist. Wie erwihnt, sind
sowohl die Derivate der iibrigen untersuchten «-Aminosiuren wie das ¢-[Di-
nitro-phenyl]-lysin?) gegen Hydrolyse sehr bestindig. Wir haben zunichst das
- und das e-[2-Nitro-4-carboxy-phenyl]-lysin (III und IT) hergestellt und auf
ihr Verhalten untersucht. Setzt man freies Lysin bei Gegenwart von Natrium-
hydrogencarbonat mit 4-Fluor-3-nitro-benzoesiure um, so erhilt man das
g-Mono-Derivat (II), das ein Hydrochlorid vom Schmp. 1559 bildet. Seine
Struktur liBt sich auf folgendem Wege beweisen: Man stellt zunichst den
Kupfer(Il)-Komplex des Lysins her, in dem die a- Aminogruppe durch Kom-
plexbildung abgeschirmt ist. Dieser wird dann mit 4-Fluor-3-nitro-benzoe-
siure-dthylester zum Kupferkomplex von V umgesetzt und daraus durch Zer-
legen mit verd. Salzsiiure V gewonnen. V gibt beim Verseifen der Estergruppe
mit verd. Natronlauge das e-Mono-Derivat II, das identisch mit dem durch
direkte Umsetzung von Lysin mit 4-Fluor-3-nitro-benzoesiure erhaltenen Mono-
Derivat I ist (Schmp. des Hydrochlorids 1559, Misch-Schmp. ebenso). Das e-[2-
Nitro-4-carboxy-phenyl]-pL-lysin-hydrochlorid vom Schmp. 155° ist nun iden-
tisch mit dem Hydrochlorid des durch Abspaltung von einem Nitro-carboxy-phe-
nyl-Rest aus dem Bis-Derivat I erhaltenen Mono-Derivats. Also muB der Nitro-
carboxy-phenyl-Rest am a-stéindigen N-Atom abgespalten werden. Dies i3t sich
auch auf anderen unabhingigen Wegen beweisen: Das g-Benzoyl-Derivat der
a-Mono-Verbindung III wurde auf folgendem Wege erhalten: man stellt in
bekannter Weise das -N-Benzoyl-pL-lysin her, und dies wird durch Umsetzen
mit 4-Fluor-3-nitro-benzoesiure in das e-N-Benzoyl-a-N-[2-nitro-4-carboxy-
phenyl]-pr-lysin (VI) iibergefithrt, das in den gebriduchlichen organischen
Losungsmitteln unloslich ist.
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Uberraschenderweise verhilt sich VI gegeniiber der Behandlung mit heiBen
Sturen ganz anders als I, obwohl man ein analoges Verhalten erwarten kdnnte.
Mit 50-proz. Essigsiure oder verd. Salzsiure tritt in der Wirme keine merkliche
Verinderung ein. Dies kénnte mit der extremen Unldslichkeit von VI in
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diesen Losungsmitteln zusammenhéngen. Wird jedoch VI mit konz. Salz-
séure 36 Stdn. auf dem Dampfbad unter RiickfluB erhitzt, so geht allmihlich
alles in Losung, und man erhilt das a-N-[2-Nitro-4-carboxy-phenyl}-pr-lysin-
hydrochlorid vom Schmp. 1769, das nicht identisch ist mit dem durch partielle
Hydrolyse aus I erhaltenen Monoderivat vom Schmp. 155° (1I). Ein dritter,
unabhiingiger Beweis fiir die Struktur von I1 ergibt sich aus seinem Verhalten
bei der quantitativen Ninhydrinbestimmung?). Diese 148t sich nur mit «- Amino-
sduren mit freier Aminogruppe durchfiihren. Das durch Verseifen des Bis-
Derivates mit Séure erhaltene Mono-Derivat gab bei dieser Bestimmung eine
CO,-Abspaltung von 95.7 9, d. Theorie.

Somit kann es keinem Zweifel unterliegen, dal aus dem o,e-Bis-N-[2-nitro-
4-carboxy-phenyl]-pr-lysin (I) durch 50-proz. Essigsiure oder verdiinnte Salz-
sgure in der Hitze der a-stindige Rest abgespalten und das e-Mono-Derivat
II gebildet wird. Diese Reaktion muB} iiberraschen, weil erstens eine so leichte
Hydrolyse von sek. Aminen ungewdhnlich ist. Zweitens haben sich alle von
uns daraufhin untersuchten o-N-[2-Nitro-4-carboxy-phenyl]-aminosiuren un-
ter den angegebenen oder noch verschirften Versuchsbedingungen als resistent
gegen Hydrolyse erwiesen. Die Frage nach den Griinden fiir das Verhalten
des Lysinderivates 1 bedarf also einer weiteren Untersuchung.

Auch das Arginin wurde mit Fluor-nitrobenzoesiaure-ester umgesetzt. Es
tritt nur die x-Aminogruppe, nicht der Guanidinrest, in Reaktion, und man
erhilt das «-N-[2-Nitro-4-carbithoxy-phenyl]-L-arginin (VIII). Seine wiBrige
Losung reagiert neutral. Die a-Stellung des eingetretenen Restes ergibt sich
daraus, da8 durch Verseifen mit Baryt das Bariumsalz des «-N-[2-Nitro-4-
carboxy-phenyl}-L-ornithins (IX) erhalten wird.
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Von den Umsetzungsprodukten der Fluor-nitrobenzoessure mit Glucose
seien folgende beschrieben:

Aus 1.2-Isopropyliden-3.5-benzyliden-6-[4-fluor-3-nitro-benzoyl ]-p-glucose?)
entsteht mit DL-Alanin die 1.2-Isopropyliden-3.5-benzyliden-6-[3-nitro-4-N-
alanyl-benzoyl)-p-glucose (X). Aus der frither$) beschriebenen 1.2;5.6-Diiso-
propyliden-3-[3-nitro-4- N-alanyl-benzoyl]-p-glucose konnten inzwischen die
beiden Isopropylidenreste durch saure Hydrolyse abgespalten werden. Dies
gelang dadurch, daB die besten Bedingungen fiir Dauer und Aciditdt durch
papierchromatographische Analyse von stiindlich entnommenen Proben er-
mittelt wurden. So erhilt man unter geeigneten Bedingungen die 3-[3-Nitro-
4.N .alanyl-benzoyl]-p-glucose (XI).

3) D. D. van Slyke, D. A. Mc Fayden u. P. Hamilton, J. biol. Chemistry 141,
671 [1941]. 4) F. Micheel, K. Weichbrodt u. J. Plenikowski, l. c.l).
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Durch Umsetzung von 4-Fluor-3-nitro-benzoylchlorid mit p-Glucose in
Pyridin-Chloroform wird ferner die Pentakis-[{4-fluor-3-nitro-benzoyl}-g-b-
glucose erhalten. Sie kristallisiert aus Isopropanol mit 2 Moll. des Losungs-

T |
H(;‘—o\I ‘ CH(OH)
P HCOH
1b_o" o
L R-0C—0-CH _ % o
O-CH | | R= ¢ > NH-CH
; a B H(C-OH N 7
CeH,-CH HC HG COH
\/ﬁ‘ é
HG_0 H,COH
H,C-0-CO-R
X XI

mittels und ist auf Grund ihres Drehwertes ([a]p: +5° (Chlf.)) als Derivat der
B-Reihe anzusprechen. Diese und andere Fluor-nitro-benzoate von Kohlen-
hydraten erdffnen den Weg zu weiteren Umsetzungen mit Stoffen, die Amino-
gruppen enthalten.

Fiir die Untersuchungen standen Mittel der Deutschen Forschungsgemeinschaft
und des Fonds der Chemie zur Verfiigung, denen wir zu Dank verpflichtet sind.

Beschreibung der Versuche

o,e-Bis-N-[2-nitro-4-carbathoxy-phenyl]-p L-lysin (IV): Die Losungen von
1 g freiem pL-Lysin in 5 ccm Wasser und 3 g 4-Fluor-3-nitro-benzoesaure-athyl-
ester in 30 ccm Methanol werden vereinigt und bei 50° im Brutschrank 12 Stdn. auf-
bewahrt. Dabei kristallisiert ein gelbes Produkt aus, dessen Menge durch Abkiihlen auf 0°
erhoht werden kann. Nach Absaugen und Umkristallisation aus heiBem Wasser werden
540 mg der freien Bis-Verbindung IV vom Schmp. 237° erhalten; leicht 15sl. in Chloro-
form, Benzol, Aceton, Methanol und Essigester.
CoaH5040N, (532.5) Ber. C54.13 H 5.26 N 10.53 C,H,0 16.91
Gef. €53.76 H 5.36 N 10.62 C,H0 16.95
Zu der restlichen Reaktionslosung, die einen py-Wert von 6 hat, gibt man 500 mg
Natriumhydrogencarbonat und bewahrt erneut 10 Stdn. bei 50° auf. Nach dem Ab-
destillieren des Lisungsmittels wird ein orangeroter Riickstand erhalten, der zur Ent-
fernung iiberschiissigen Fluor-nitro-benzoesdure-esters dreimal mit absol. Benzol extra-
hiert wird. Durch Losen in heilem Methanol und Zugabe von Wasser bis zur beginnen-
den Triibung erhdlt man das Natriumsalz der Bis-Verbindung IV in Form
rotgelber, in Benzol unléslicher Nadeln. Schmp. 127%; Ausb. 2.5 g, Gesamtausb. 80.2%,
d.Theorie.
NaC, H., 00N, (564.5) Ber. C52.00 H4.88 N 10.12 C,H,0 16.24 Na 4.15
Gef. C52.45 H 5.26 N 10.10 C,H;0 16.84 Na 3.10
Die Aschebestimmung ist schwer durchfihrbar, da die Substanz bei der Veraschuug verpuffen kann.
a,e-Bis-N-[2-nitro-4-carboxy-phenyl]-pL-lysin (I): Zu 1g Lysin-mono-
hydrochlorid werden Lésungen von 675'mg NaOH in 10 com Wasser und 2.1g 4-Fluor-
3-nitro-benzoesaure in Methanol gegeben. Wahrend der Reaktionsdauer von 10 Stdn.
bei 45° farbt sich die Losung tiefrot. Nach Abdestillieren des Alkohols wird mit verd.
Salzsaure angesauert. Beim Stehenlassen im Eisschrank scheiden sich gelbe Kristalle ab.
Nach dem Absangen und Trocknen wird das gelbe krist. Produkt mehrmals mit Benzol
extrahiert und aus wenig Athanol umkristallisiert. Leicht 13sl. nur in Hisessig. Ausb.
1.98 g (75.59%, d.Th.); Schmp. 145°.
CyoH3yO 0N, (476.4) Ber. C 5041 H4.22 N11.78 Gef. C50.80 H4.89 N 11.00
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I wird auch auf folgendem Wege erhalten: 1.2 g «,e-Bis-N-[2-nitro-4-carbdth-
oxy-phenyl]-pL-lysin werden 5 Stdn. unter RiickfluB mit 10 ccm 5-proz. Natron-
lauge gekocht. Nach dem Abkiihlen und Anséuern kristallisiert das Verseifungsprodukt.
Ausb. 627 mg (60.89%, d.Th.).

€-N-[2-Nitro-4-carboxy-phenyl]-pL-lysin-hydrochlorid (II): 1.1g freies
bL-Lysin werden in 10 cem Wasser geldst und dazu eine Losung von 3.7 g 4-Fluor-
3-nitro-benzoesdure in 50 ccm Methanol gegeben. Nach Zugabe von 500 mg Natrium-
hydrogencarbonat wird 20 Stdn. auf 50° erwarmt und, nachdem der Alkohol entfernt
ist, mit verd. Salzsiure angesiuert. Das ausgeschiedene gelbbraune Ol kristallisiert im
Eisschrank. Es wird mehrmals mit Chloroform extrahiert und aus verd. Salzsaure um-
kristallisiert. Die erhaltene Verbindung gibt eine positive Ninhydrinreaktion und ist
identisch mit dem Verseifungsprodukt von V, Ausb. 1.1 g (42.49 d.Th.); Schmp. 155°.

C)sH,;0,N;-HCI (347.8) Ber. C44.95 H 5.19 N 12.10 Ci10.23
Gef. C45.43 H5.11 N12.38 Cl 9.96

€-N-[2-Nitro-4-carbathoxy-phenyl]-p L-lysin-hydrochlorid (V): 1.4g pi.-
Lysin-monohydrochlorid werden in 10 ccm Wasser gelost und mit 1 g in der Hitze
gofallten Kupferoxyds einige Minuten gekocht und heiB filtriert®). Der tiefblauen Lo-
sung werden 500 mg Natriumhydrogencarbonat und eine Losung von 4.2 g 4-Fluor-3-
nitro-benzoesiaure-dthylester in 50 com Methanol zugesetzt. Der dabei auftretende
Niederschlag wird abfiltriert, je zweimal mit Wasser und Methanol behandelt und da-
durch nahezu in Lésung gebracht. Die so erhaltenen walr. und methanol. Lésungen
werden portionsweise abwechselnd zu der Hauptlosung gegeben. Damit ist eine Um-
setzung in homogoner Phase moglich, die bei 50° und in 8 Stdn. durchgefiihrt werden kann.
Die urspriingliche blaue Farbe schlagt nach Griin um. Nach Abdestillieren des Alkohols
wird das zuriickbleibende griine Pulver zur Zerlegung des Kupferkomplexes mit verd.
Salzsiure verrieben. Das nunmehr gelbe Produkt wird in heiBer verd. Salzsiure gelost
und heiB filtriert. Beim Abkiihlen scheiden sich gelbe Kristalle aus, die zur Entfernung
von 4-Fluor-3-nitro-benzoesaure-athylester mit Benzol behandelt und aus Isopropanol
umkristallisiert werden. Ausb. 1.3 g (45.29%, d.Th.) vom Schmp. 215-218°.

C,sH,,0,Ny-HC1 (375.8) Ber. ¢ 48.00 H 5.86 N 11.20 C,H,O 12.00
Gef. C47.69 H 6.01 N 11.03 C;H,0 12.04

Dic Verbindung gibt eine positive Ninhydrinreaktion. Die Uberfiihrung in einen
Cu-Komplex durch Kochen mit Kupferoxyd ist nicht méglich.

Zur Verseifung werden 780 mg des erhaltenen Stoffes mit 1 g Natriumhydroxyd in
10 cem Wasser 3 Stdn. unter RiickfluB gekocht, die Losung heil filtriert und nach dem
Erkalten angesiuert. Im Eisschrank fallen gelbe Kristalle vom Schmp. 155° aus, die
nach dem Misch-Schmelzpunkt mit dem aus 4-Fluor-3-nitro-benzoesdure und Lysin direkt
erhaltenen Produkt II identisch sind.

Nach Erhitzen mit Eisessig oder 2n HC] wird die eingesetzte Menge quantitativ ohne
Schmelzpunktsanderung zuriickgewonnen; die Saureempfindlichkeit ist also gering.

e-N-Benzoyl-a-N-[2-nitro-4.carboxy-phenyl]-pr-lysin (VI): 1.4 g e-Ben-
zoy!-p1-lysin werden mit konz. Natriumhydrogencarbonat-Lésung zum groBten Teil
in Losung gebracht. Nach Zugabe von 1.2 g Fluor-nitro-benzoesidure in 30 ccm
Methanol wird 8 Stdn. auf 40° erwarmt. Auf Ansiuern fallt ein hellgelber krist. Nieder-
schlag aus, der sowohl in verd. Salzsiure als auch in den gebrauchlichen organischen
Lésungsmitteln praktisch unlyslich ist. Daher war ein Umkristallisieren nicht moglich;
iiberschiissige 4-Fluor-3-nitro-benzoesdure kann mit Chloroform herausgelost werden.
Ausb. 1.87 g (80.56% d.Th.); Schmp. 240-245° (Zers.).

CyoH, O.N; (4154) Ber. C57.83 H5.08 N10.12 Gef. C59.24 H4.94 N 10.92

¢-N-[2-Nitro-4-carboxy-phenyl]-pL-lysin-hydrochlorid (II): 66 mg a.,c-
Bis-N-[2-nitro-4-carboxy-phenyl]-p L-lysin werden in 5 ocm Eisessig zum Sieden
erhitzt, sodann 5 ccm Wasser zugegeben und weitere 5 Min. erhitzt. AnschlieBend wird

8) C. M. Stevens u. J. A. Bush, J. biol. Chemistry 188, 141 [1950].
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das Losungsmittel i.Vak. abdestilliert, der Riickstand dreimal mit trockenem Pyridin
extrahiert und getrocknet. Schmp.239°. Ausb. 20 mg (46.5% d.Th.). Die erhaltene
halogenfreie Verbindung wird in 10 com 2»HCl 2 Min. erwdrmt, i. Vak. zur Trockene
gedampft und das Hydrochlorid aus verd. Salzsiure umkristallisiert. Ausb. 20.4 mg
(91.2%, d.Th.). .

Cy3H,,0,N;-HCl1 (347.8) Ber. N12.10 Gef. N 12.69

Wird die Bis-Verbindung des Lysins (I) statt mit Eisessig mit heiBer 27 HCl erwéarmt,
so kristallisiert beim Abkiihlen ein gelbes Produkt aus, aus dem mit Ather 4-Oxy-3-nitro-
benzoesdure herausgelost werden kann (Schmp. 185°, N 7.60%,, ber. N 7.65%, Ausb.
45.2%, d.Th.). Das Bis-a,e-Derivat geht jedoch dabei nicht vollstandig in II iiber, son-
dern es entsteht ein Gemisch von IT mit 1.

Quantitative Ninhydrinbestimmung: 62.2 mg des e-Mono-Derivates IT werden
in einem 25.ccm-Schliffkolben (Kolben A) in 10 com Citratpuffer vom pg 2.5 gelost, ein
Tropfen Octylalkohol zugegeben und ausgekocht. Kolben B wird mit Stickstoff durch-
spiilt und mit 3 ccm 0.22Ba(OH), beschickt. Nachdem in den Kolben A 5 cem einer
1-proz. Ninhydrinlésung pipettiert worden sind, wird er sofort iiber einen Claisen-Auf-
satz und einen VakuumvorstoB mit Kolben B als Vorlage verbunden. Nach dem Ab-
kiihlen wird die Apparatur evakuiert, und sodann die Reaktionslésung unter andauern-
dem Schiitteln 5 Min. auf einem Dampfbade erhitzt. AnschlieBend wird Kolben B mit
Eis gekiihlt. Der UberschuB an Ba(OH), wird mit 0.12HC] gegen Phenolphthalein
zuriicktitriert.

Verbrauch: 1.912 ccm 0.22Ba(OH),, entspr. 8.419 mg CO; (95.67%, d.Th.).

a-N-[2-Nitro-4-carboxy-phenyl]-pL-lysin-hydrochlorid (TII): 200mg e- N -
Benzoyl-a-N-[2-nitro-4-carboxy-phenyl]-pL-lysin werden mit 30 ccm konz. Salz-
siure 36 Stdn. unter RiickfluB erhitzt, wobei ein geringer Riickstand bleibt. Die Lisung
wird heiB8 filtriert, zur Trockne eingedampft und der Riickstand dreimal mit absol.
Ather extrahiert. Nach Umkristallisation aus verd. Salzsiure werden zu Biindeln ver-
einigte Nadeln vom Schmp. 176° erhalten. Ausb. 43 mg (25.69, d.Th.).
CysH,;0eN;-HCl (347.8) Ber. C44.95 H5.19 N12.10 Gef. C45.89 H 3.90 N 11.79

o-N-[2-Nitro-4-carbathoxy-phenyl]-L-arginin (VIII): 420 mg L-Arginin-
hydrochlorid werden mit 1 g 4-Fluor-3-nitro-benzoesiaure-dthylester bei 40°
und py 8.3 in wabr.-alkohol. Losung 10 Stdn. aufbewahrt. Der nach Abdestillieren des
Losungsmittels zuriickbleibende gelbe Riickstand wird aus Wasser umkristallisiert, ent-
hilt jedoch, wie der Mikroschmelzpunkt zeigt, noch unverinderten Ester, der sich bequem
i.Vak. bei 100° iiber konz. Schwefelsdure entfernen liBt. Nach nochmaliger Umkristal-
lisation aus Wasser werden gelbe Saulen erhalten, die nur in Eisessig und heifem Wasser
loslich sind. Die heie wiaBrige Losung reagiert neutral, die Sakaguchi-Reaktion ist
stark positiv. Schmp. 166°; Ausb. 485 mg (669, d.Th.).

[a)p: —26° (Eisessig, c=1)

CysH OsNs (367.4) Ber. C49.04 H5.72 N 19.07 Gef. C48.00 H5.95 N 18.79

o-N-[2-Nitro-4-carboxy-phenyl]-L-ornithin (IX): 200 mg des L-Arginin-
derivates VII werden mit 25 ccm bei Zimmertemperatur gesattigter Bariumhydroxyd-
Lésung 2 Stdn. zum Sieden erhitzt, die Lisung nach dem Abkiihlen abgesaugt und mit
Kohlendioxyd neutralisiert. Nach Entfernen des Bariumcarbonats und Eindampfen des
Filtrates wird ein sirupdser gelber Riickstand erhalten. Er ist in Wasser leicht lgslich
und enthiilt Barium-Ionen (pg 8.5). Um noch nicht verseiften Harnstoff zu entfernen,
wird mit Methanol dreimal extrahiert, wobei sich der Riickstand rot farbt und fest wird.
Nach Umkristallisieren aus Wasser wird das Bariumsalz des a-N-[2-Nitro-4-carb-
oxy-phenyl]-L-ornithins als rotgelbes feinkristallines Pulver erhalten. Schmp. ober-
halb von 320° (Zers.).

Ba(C)iH,,O6N,); (729.9) Ber. N11.51 Gef. N 11.58

1.2-1sopropyliden-3.5-benzyliden-8-[3-nitro-4-N-pL-alanyl-benzoyl]-p-
glucose (X): 2g 1.2-Isopropyliden-3.5-benzyliden-6-{4-fluor-3-nitro-ben-
zoyl]-p-glucose werden in 5 com Chloroform, ferner 370 mg p L-Alanin und 360 mg
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Natriumhydrogencarbonat in 5 ccm Wasser gelost, beide Liosungen zusammengegeben und
nunmehr soviel Methanol zugesotzt, dafl eine homogene Losung entsteht. Die nach
kurzer Zeit wicder ausgefallene geringe Alaninmenge wird nach dem Abdekantieren in
menig Wasser gelost und erneut mit der Reaktionsldsung vereinigt. Nach 12stdg. Auf-
bewahren bei 50° wird das Losungsmittel entfernt und der orangerote Riickstand wieder-
holt mit absol. Methanol ausgezogen. Ein weiler Riickstand von Alanin und anorgani-
schen Salzen bleibt zuriick. Durch Abdampfen der methanol. Losung i.Vak. wird X er-
halten.

Da Kristallisationsversuche ergebnislos verliefen, wird zur Reinigung aus Isopropanol,
dann aus Wasser ausgefallt, schlieflich in heilem Methanol gel6st, mit Wasser bis zur
beginnenden Triibung versetzt und langsam abgekiihlt. Das erhaltene Natriumsalz der
Verbindung ist amorph, gelb gefirbt und wenig loslich in Benzol und Dioxan. Ausb. 1.7 ¢
(71.4%, d.Th.).

l¢lp: +8° (Methanol, ¢ ~ 1) .
NaCyH,,0,,N, (566.5) Ber. C55.12 H4.76 N4.94 Gef. C56.49 H 5.13 N 4.67
3-[8-Nitro-4-N-pr-alanyl-benzoyl]-p-glucose (XI): Die Abspaltung der Ace-
tongruppen aus der friither beschriebenent) 1.2;5.6-Diisopropyliden-3-[3-nitro-4-
N-alanyl-benzoyl]-p-glucose gelingt durch Hydrolyse mit Salzséurs/Dioxan. Die
optimale Hydrolysedauer wird durch stiindlich angesetzte Papierchromatogramme be-
stimmt. Zur Hydrolyse werden 620 mg der Diaceton-Verbindung in 14 ccm Dioxan und
16.9 cem = HCI gelést, 12 Stdn. auf 50° erwirmt, anschlieBend durch Schiitteln mit
Silberearbonat neutralisiert, filtriert und i.Vak. eingedampft. Beim Trocknen farbt sich
der erhaltenc Sirup durch kolloid geldstes Silber schwarz. Durch dreimaliges Aufnehinen
in absol. Methanol und nachfolgendem Eindampfen kann das Silber entfernt werden.
Man crhalt eine gelbe amorphe Substanz, dio nur in Wasser und Methanol gut loslich ist.
Kristallisationsversuche aus Athanol und Isopropanol sind ohne Erfolg. Kin Papier-
chromatogramm zeigt oinen einzigen gelben Fleck, der mit Anilin-phthalat unter Braun-
farbung reagiert. Das Natriumsalz der Glucose-Alanin-Verbindung kann daher als ein-
heitlich angesehen werden. Ausb. 355 mg (67.7% d.Th.).
[x)p: +25° (Wasser, ¢ =1)
Na('H,,0;;N, (438.3) Ber. C43.83 H4.34 N 6.39 Na 5.25
Gef. C44.28 H 5.18 N 5.71 Na 5.38

Pentukis-[4-fluor-3-nitro-benzoyl]-B-p-glucose: In einer Losung von 4g
4-Fluor-3-nitro-benzoylchlorid in 30 ecm trockenem Chloroform werden 600 mg
Glucose suspendiert, mit 1.6 g Pyridin versetzt und sodann unter Riihren 3 Tage bei 70°
gehalten. Bis auf einen geringen Rest, der abgesaugt wird, ist alle Glucose in Ldsung
gegangen. Die Chloroformlésung wird mit 1-proz. Schwefelsiure und mit Wasser ge-
waschen, getrocknet und i.Vak. eingedampft. Der olige Riickstand kristallisiert im Eis-
schrank. Umkristallisiert wird aus Isopropanol. Der schwach gelb gefirbte Penta-
ester wird als Additionsverbindung mit 2 Moll. Isopropanol erhalten, von denen eincs
durch lingeres Erhitzen i.Vak. iiber Diphosphorpentoxyd cntfernt werden kann. Ausb.
2.18 g (58.3%, d.Th.); Schmp. 41°,

[elp: +8° (Chloroform, ¢ = 1)
(4 Hy,0 N, F;-2C,HO (1135.8) Ber. C49.69 H 3.37 N 6.17 ¥ 8.37
Gef. C49.86 H 3.85 N 6.01 F 7.56
261.5 mg, 24 Stdn. bei 569 iiber P,O; i. Vak. getrocknet, verlieren 14.5 mg (ber. 13.8 mg).
CHy204N;F;-C;H O (1075.7) Ber. C49.12 H 2.81 N6.77
Gef. C49.71 H 3.03 N 6.51
Cy HpyOyNLF, (1015.6) Ber. ("48.47 H2.186 N 6.89



