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Mit 8 - [2 .3.4 - Tri c h l o r  - p h e  n y 11 - t hi og  1 y k o  1 siiu r el6) : Die GuBstahlbombe niit 
6 g SiiurelO) vom Schmp. 147O, gelost in 200 ccm HF, stellte man 5 Stdn. ins siedende 
Wasserbad. Der nach dem Abrauchen hinterbliebene Riickstsnd (3-Oxy-5.8.7-trichlor- 
thionaphthen18)) wurde in verd. Natronlauge aufgeschliimmt und mit einem UberschuS 
K,[Fe(CN),] oxydiert. Das schmutzigviolette Reaktionsprodukt kochte man mit Methanol 
aua, um die Ausgangsshre abzutrennen. Die noch enthaltenen anorgan. Verunreinigun- 
gen. blieben zuriick, ah des Rohprodukt nunmehr mit 50'ccm Nitrobenzol ausgekocht 
wurde. Im heiBen Nitrobenzol losten sioh dabei 2.7 g des entspr. Thio indigos  (5.5'.6.6'. 
7.7'-hexachlor-thioindigo) ; beim Erkalten kristallisierten 1.2 g wieder aus. 

242. Kurt Heyns und Karl-Heinz Meinecke: ffber Bildung und Dar- 
stellung von d- Glucosamin aus Fructose und Ammoniak 

[Aus dem Chemischen Institut der Universitiit Hamburg] 
(Eingegangen am 27. August 1953) 

Bei der Umsetzung von Fructose mit wiiBrigem Ammoniak sowie 
insbesondere auch mit wasserfreiem fliissigen Ammoniak entsteht d- 
Glucosamin. Die Identifizierung erfolgte durch das analytische und 
chromatographkche Verhalten sowie durch Darstellung des nach 
Kupplung rnit Phenylisocyanat und RingschluB mit EsaigGure erhal- 
tenen l-Phenyl-4-[d-arabo-tetraoxybutyl]-imidazolons- (2) und durch 
Uberfiihrung in  die N-Carbobenwxy-Verbindung. Die biochemischen 
Zusammenhiinge der Hexosamin-Bildung werden erortert. 

Die Aminozucker sind ah Beuskine vieler bedeutungsvoller biologischer Strukturen 
wie der Insekten- und Pilzchitine, von Mucopolysacchariden und immunspezifischen Bak- 
terienpolysacchsriden, der Hyaluronsiiure, der Mucoitin- und Chondroitinschwefelsiiuren, 
des Heparins und eines neuerdings von R. K u h q l )  beschriebenen Bifidus-Faktors der 
li'rauenmilch weit verbreitet, ohne daB man bisher hinreichend begriindete Vorstellungen 
von der biochemischen Entstehung dieser Stoffgruppe entwickeln konnte. Auch aua Ab- 
bauversuchen, die die iiberraschend groDe chemkche Instabilitiit des freien Glucosamins 
unter phpiologischen Bedingungen zeigten, konnten K. Heyns ,  Ch.-M. K o c h  und W. 
Koche)  keine schlkigen Hinweiea iiber eine etwaige Umkehrung derartiger Umwand- 
lungen fur den Hexosamin-Aufbau entnehmen. Aus diesen Untersuchungen wird jedoch 
verst&ndlich, in welchem AusmaB das Glucosamin-Molekiil durch die in allen vorstehend 
aufgefiihrten Strukturen vorliegende N- Acetylierung stabilisiert wird. 

Fiir die Aminozucker stehen zwei Aufbauwege chemisch und biochemivch im Vorder- 
grund der gegebenen Moglichkeiten, und zwar einmal der Aufbau aus kleineren Kohlen- 
stoffketten wie aus C,- und C,- oder aus C,- und C,-Anteilen, 2.B. aus Triose und Serin, 
wobei dann immer die Aminogruppe aus einer a-Aminosiiure in die %-Stellung der C,-Kette 
gelangen wiirde. Arihaltspunkte f i i r  derartige Umsetzungen konnten wir nicht auffinden ; 
auch war bisher die dann irgendwie doch noch als Zwischenprodukt zu erwartende Glu- 
cosaminsaure weder bei Aufbau- noch bei Abbauversuchen nachweisbar. Ein anderes 
wahrscheinlicheres Aufbauprinzip ist mit der Annahme gegeben, daB eine Aminogruppe 
in eine bereits vorhandene C,-Kette einer Hexoae eingefiihrt wird. 

Es ergab sich daraus die h g e ,  in welchem Umfang Carbonylgruppen in Verbindungen 
der Kohlenhydratreihe e n z y m a t i s c h e n  bneaminierungen zugiinglich sind. Wir konn- 
ten feststellen, daO weder Glucosamin noch Glucosamins&ure mit a-Ketoglutarsiiure noch 

Is) C. 1929 11,352 (Engl. Pat. 287858). 
1) Angew. Chem. 64,493 [1952]. 
2, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem., im Druck. 

I*) C. 1927 I, 1227 (Amer. Pat. 1590886). 
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umgekehrt a-Ketogluco&ure, a-Ketogulonsiiure, Sorbose, Fructose und Glucose mit 
l-Glutaminsriure einer Umaminierung unter den zwischen Ketosiiuren und Aminosiiuren 
ublichen Bedingungen unterliegt3). 

Es blieb nun noch die Moglichkeit einer Bildung der Aminozucker entweder 
durch eine direkte enzymatische Aminierung von Hexosen oder durch Ver- 
mittlung eines Aminogruppen-Donators, wie er beispielsweise im Glutamin, 
Asparagin, Citrullin, Lysin u. a. vorliegen konnte. Rei der Durchfuhrung ent- 
sprechender Ansatze machten wir die iiberraschende Feststellung, daB bei 
Einwirkung von Ammoniumchlorid auf Fructose i. Ggw. von Phosphat eine 
Substanz entsteht, die auf dem Papierchromatogramm sowohl beim Anfarben 
mit Ninhydrin als auch mit ammoniakalischer Silbernitratlosung das gleiche 
Verhalten wie Glucosamin zeigt4). Die Umsetzung erfolgt sowohl bei pH 7.2 
als auch bei p~ 6.6 ohne Beteiligung von Organextrakten, jedoch nur i. Ggw. 
von Phosphat. Rs lie13 sich dann zeigen, daB die Umsetzung von Fructose 
bei Einwirkung von 10-proz. wa13rigen Ammoniak - also bei hoheren pH- 
Werten - auch ohne Phosphatzusatz erfolgt4). In diesem Falle erhiilt man 
jedoch zugleich eine teilweise Epimerisierung der Fructose in andere Zucker 
in bekannter Weise 5 ) ,  wobei insbesondere Glucose und Mannose entstehen. 
Da sich &us Glucose in ahnlicher Weise im alkalischen Bereich Fructose bil- 
det, liil3t sich eine Hexosamin-Entstehung auch bei Einwirkung von 10-proz. 
Ammoniak nuf Glucose erreichen 4), nicht hingegen bei 48 stdg. Behandlung von 
Glucose mit Ammoniumchlorid plus Phosphatzusatz bei pH 7.2 in waBriger 
1 , o s ~ n g ~ ~ ) .  Dies Verhalten zeigt eindeutig, dal3 nur nach vorheriger 1Tmwand- 
lung des Aldozuckers in die Ketose eine Hexosamin-Bildung erfolgen kanns). 
Sie gelangt jedoch iiber die Entstehung weniger Prozente nicht hinaus, da 
die leichte Zersetzlichkeit des freien Glucosamins in waarigen Losungen z, 
wahrend seiner Bildung bereits in gewissem Umfang zum Abbau f i ihr t  und 
damit eine Anreicherung uber einen optimalen Anteil hinaus verhindert. 

TTm der leichten Zersetzlichkeit des Aminozuckers Rechnung zu tragen, 
untersuchten wir weiterhin die Umsetzung der Fructose mit wasserfreiem 
fliissigen Ammoniak, worin sich die Zucker Mar und hochstens unter ganz 
schwacher Gelbfarbung auflosen. Da das Analysenverfahren nach E lson und 
Morgan auch in der von uns benutzten Variante nach Schloss7)  auf A&Q- 
zucker durch Fructose (vor allem auch i.Ggw. von Phosphat) gestort wird, 

3, K. H e y n s  u. W. K o c h ,  Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 288,272 [1951]. 
4 ,  Vergl. auch K. H e y n s  u. W. Koch,  Z. Naturforsch. 7b, 486 [1952]. 

*a) Es sei jedoch ausdriicklich erwahnt, daU wir im Falle der Umsetzung von Glucose 
das Glucmamin bisher nicht durch Isolierung und Derivat-Gewinnung eindeutig mchwei- 
sen konnten. 

5 ,  C. A. L o b r y  d e  B r u y n  u. W. A. v a n  E k e n s t e i n ,  Recueil trav. chim. Pays-Bee 
14,78, 156,203 [1895]; Ber. dtsch. chern. Ges. 28,3078 [1895]; vergl. auch L. Hough,  
J. J o n e s  u. E. R i c h a r d s ,  J. chem. SOC. [London] 1952,3854. 

6, Einer neuerdings von Ch. E. Becker  u. H. G. D a y ,  J. biol. Chemistry201,795 
[1953], erorterten biochemischen Glucosamin-Bildung iiber d-Glucoson als dabei auf- 
tretendem Zwischenprodukt vermogen wir nicht beizutreten. 

') L. A. Elson  u. W. Th. J. Morgan,  Biochem. J. 57, 1824 [1933]; B. Schloss ,  
Analytic. Chem. 23, 1321 [1951]. 

_ _ - - ~  
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wurde nach dem Verdampfen des Ammoniakiiberschusses eine Aufteilung des 
erhaltenen Riickstandes mittels Lonenaustauschers vorgenommen, was sich 
fur die praparative Aufarbeitung gleichfalls als geeignet erwiee. Bei Anwen- 
dung eines Kationenaustauschers wird der Aminozucker praktisch vollstandig 
festgehalten, wiihrend die normalen Zucker hindurchlaufen. Nach Elution vom 
Austauscher erhielten wir nach der kolorimetrischen Bestimmung zuniichst 
etwa 13- 14 yo Ausbeute an Aminozucker. 

Die Papierchromatogramme dcr Reaktionslosungen und der Arninozucker-Eluate lassen 
nach dem Einspriihcn mit Ninhydrin neben dem Fleck in Hohe dee Glucosamins noch 
zwei weaentlich achwiichere Flecke mit geringcren RF-Werfen erkennen. Die Liieungen n d  
Durchlaufen des Austauschere. welche die neutralen Zucker enthalten, 7.cigen a u k  der un- 
veranderten Fructose eine h i h e  wciterer Elecke im Papierchromatogremm an, von denen 
einer wiedcr der Glucose zuzuordnen ist. Ein Bilanzvemuch 7.eigte (vergl. Vereuchsteil), 
daO unter diesen Umstiinden noch etwa 60% Fructoee unveriindert goblieben sind. 

Sei der Untersuchung der Umsetzung von Fructose mit wasserfreiem Am- 
moniak unter verschiedenen Bedingungen im Autoklaven bei Variation von 
Druck, Temperatur, Konzentrationsverhaltnissen und Reaktionsdauer zeigte 
sich, daD urn 1000 C die hochste Hexosaminausbeute urn 35 yo entsteht. Eine 
weitere Steigerung ist weder durch Zusatze von Natriumamid, von wasser- 
entziehenden Mitteln wie Natriumhydroxyd oder extrem lange Einwirkungs- 
dauer des Ammoniaks erreichbar. La& man jedoch die Umsetzung in flus- 
sigem Ammoniak i. Ggw. von Ammoniumchlorid erfolgen, so steigt die Amino- 
zuckerausbeute bei einem Mischungsverhaltnis von Fructose : Ammonium- 
chlorid = 1 : 1 auf ahnliche Werte uber 30 yo an, ohtie daB es erfordedich ist, 
die Reaktionstemperatur zu erhohen, wodurch das Arbeitsverfahren wesent- 
lich erleichtert wird. 

Erwiihnt eeien hier auch Umeetzungen von Fructoae mit Ammoniumchlorid oder 
Alanin bei hoheren Temperaturen im Schmelzbereich der Substenzgemische unterhalb 
der Zeraetzungspunkte, 2.B. bei 75-859 Ober diese Untersuchungen, bei denen gleich- 
falls Glucosamin nachweisbar ist, wird an anderer Stalle berichtet. Auf den engen Zu- 
aammenhang der Umsetzungen ewischen den Carbonylgruppen von Kohlenhydraten und 
freien Aminogruppen proteinogener Herkunft mit den erniihrungsphysiologisch 80 bedeu- 
tungsvollen ,,Briiunungsreaktioncn" von der Art der Mai l la rd-  Reaktion eei hier ledig- 
lich hingewimns). Die von uns feetgestellte Hexosaminbildung aus Ketoeen und Am- 
moniek sowie die leichte Zereetzlichkeit d i e m  Korperkhqe2) durfte eine wichtige Qruud- 
reaktion hierbei damtellen. 

Die Umsetzung von Hexosen rnit Ammoniak zu Aminmuckern ist. wie an anderer 
Stelle4) auseinandergesetzt, mehrdeutig und ermoglicht im FaUe der Umsetzung der Fruc. 
toee mit Ammoniak neben der Bildung von Glucosarnin und Mannosamin86) anch noch die 
Entstehung von Keto-Ammoniak-Verbindungen - etwa in der Art, wie aue d-Glucose und 

8 )  Vergl. die zusammenfaeeende ftbersicht mit auafiihrlicher Literaturzitierung von 
J. P. D a n e h y  u. W. W. P i g m a n ,  Advances of Food Research8.241 [1961], ferner 
Annu. Rev. Biochem. 20,317 [19fil]. 

86) Nachdem E. Piecher  u. H. L e u c h s  (Rer. dtsch. ohem. Ges. 36, 24 (19031) bei 
der Hexosamin-Synthese aua d-Arabinose uber die Qanhydrii-Reaktion ledlglich Gluooe- 
amin erhalten konnten, ist deswn Bildung gegeniiber dem epimeren Ntlnnosamin sterisch 
offenbar stark begunstigt. 
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Ammoniak uber den Aldehyd-Ammoniak ,,Glucosylamin" entstehen kann -, die ent- 
weder cyclisch mit einer NH,-Gruppe am C' oder auch als Imine formuliert werden8). 

r--- i 
HC-NH, HC: NH 
H .OH 0 s  HY*OH 

Aus Glucose SOU mit flussigem Ammoniak nach Muskat lo)  Glucoeylamin in glatter 
Reaktion entstehen, dessen N-Acetyl-Derivat" ) nach den Ergebnissen der Perjodat-Spal- 
tung nach C. N i e m a n n  und J. T. H a y s  Pyranose-Struktur12) besitzt. Bei der Einwir- 
kung von Ammoniak auf Fructose miiI3te man entsprechend mit der primaren Entste- 
hung von ,,Fructosylamin" rechnen13) : 

Y 

CH,OH 
C:NH 

I 

Nach unseren Feststellungen ist ein derartiges Fructosylamin bisher noch niemals 
erhalten oder beschrieben worden, so daB sich die Fructose in dieser Hinsicht offenbar 
vollig anders verhalt als Glucose. In  dem stark sauren Aminozuckereluat, wie es vom 
Ionenaustauscher bei unserem Aufarbeitungsgang abgetrennt wird, konnte eine demrtige 
Keto-Ammoniak-Verbindung schon deshalb nicht vorliegen, de, sich diese empfindlichen 
Substanzen bereits mit verdunnten Sauren unter Ammoniak-Ruckbildung spalten"). Das 
papierchromatographische Erscheinungsbild der Aminozucker wird also durch Verbin- 
dungen vom Typ des Glucosyl- oder Fructosylamins nicht gestort. 

Zur eindeutigen Identifizierung des bei der 'Umsetzung von Fructose 
mit Ammoniak gebildeten und uber Austauscher abgetrennten Aminozuckers 
wurden Derivate hergestellt und mit entsprechenden Verbindungen verglichen, 
die aus d-Glucosamin aus Hummerschalen hergestellt worden waren. Durch 
Umsetzung mit Phenylisocyanat gelangt man uber das entsprechende Ham- 
stoff -Denvat nach Behandeln mit Essigsaure unter RingschluB zum 1 -Phenyl- 
4- [d-arabo-tetraoxybutyl]-imidazolon-(2) 14), das aus beiden Priiparaten mit 
vollig ubereinstimmenden Eigenschaften erhalten wurde. Aus Isoglucosamin 
muBte ein entsprechendes Imidazolon mit dem Phenylrest in 3-Stellung ent- 
stehen ; ferner wurde eine Keto-Ammoniakverbindung andensartig reagieren, 
so daB derartige Verbindungen ausgeschaltet sind. Andererseits geben d-Glu- 
cosamin und sein Epimeres, dtm d-Mannosamin, daa gleiche l-Phenyl-4-[d- 
arabo-tetraoxybutyl]-imidazolon-(2), so daB ein weiteres Dedvat zur Unter- 
scheidung zwischen diesen beiden Aminozuckern herangezogen werden muBte. 
Hierzu erwies sich die N-Carbobenzoxy-Verbindung als geeignet l6). Sie konnte 

9)  C. A. L o b r y  d e  B r u y n  u. A. P. N. F r a n c h i n i o n t ,  Recueil Trav. chim. Pays- 

10) J. E. Musket ,  J. Amer. chem. Soc. 56,693 [1934J; vergl. jedoch W. Wayne  

11) P. Brig1 u. H. Keppler ,  Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 180,38 [1929]. 
J. Amer. chem. Soc. 62,2960 [1940]. 

13) ,,Fructosamin" hingegen ist die Bezeichnung fur 1-Desoxy-1-amino-fructose: H,N- 
C'H,-CO.CHOH-, gleich ,,Isoglucosarnin". Uber N-Aryl-d-fructosylamine vergl. C. P. 
B a r r y  u. J. H o n e y m a n ,  J. chem. SOC. [London] 1962,4147. 

Bas 12,286 [ 18931. 

u. H. AdkinrJ, J. Amer. chem. Soc.62,3314 "401. 

14) H. S t e u d e l ,  Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 34, 370 [1901/1902]. 
15) E. C!hargaff u. M. Bovarn ick ,  J. biol. Chemistry 118,421 [1937]. 
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eindeutig als Derivat des d-Glucosamins mit dem entsprechenden Vergleichs- 
praparat identitiziert werden. Eine Monocarbobenzoxy-Verbindung rnit einer 
anderen optischen Drehung wurde nicht isoliert. Es erscheint daher unwahr- 
scheinlich, dal3 d-Mannosamin bei der Umsetzung von &Fructose mit Am- 
moniak neben d-Glucosamin in grol3erer Menge entsteht (vergl. Sa)). Die Hydrie- 
rung des N-Carbobenzoxy-d-glucoettmins mit Pa l lad ium-Kata l lyr  in 2 n 
Salzeiiuro ergab Glucosamin, daR durch die optische Drehung eindeutig nach- 
gewieeen werden konke. 

Bei der Aufarbeitung des Heaktionaprodukh, das nach der Umsetzung 
mit Carbobenzoxychlorid erhalten worden war, wurde eine weitere Verbin- 
dung abgetrennt, die wir nach Analyse und Molekulargewicht sowie auf Grund 
der Tatsache, daB die saure Hydrolyse gleichfab Glucosamin liefert, ale ein 
Dicarbobenzoxy-Derivat des Glucosaminylamins (1 -Desoxy- 1 -amino-glucos- 
amins) auffassen. 

Was den Reakt ionsmechanismus  der Glucosamin-Bildung ausFructose 
und Ammoniak bet.riflt, so ware folgender, durch in der offenen Form ge- 
schriebene Formeln erliiuterter Verlau f zu erortern : 

HCOH 
HCOH 

CH,OH 

Hiernach wiirde zunachst nach Ammoniak-Anlagerung an die Carbonyl- 
gruppe d a ~  oben erwahnte Fructosylamin entstehen, das anschlieBend Waaser 
abspaltet und ein Imin bildet, welches dann mit dem benachbarten primaren 
Alkohol am Kohlenstoffatom 1 in Beziehung tritt und uber prototrope ITm- 
lagerungsvorgiinge gewissermaflen intramolekular zum Amh hydriert wird, 
wodurch am C1 eine Aldehydgruppe entsteht und wobei o€fen ist, ob Furanose- 
oder Pyranose-Strukturen beteiligt sind. Es liegt hier eine gewisse Analogie 
zum Verlauf der Amadori  -Umlagerung vor, die eine Isomerisierung von 
N-substituierten Glucosylaminen (,,N-Glucosiden") zu Derivaten von I-Dea- 
oxy-1-amino-2-ketosen (Isoglucosaminen) umfaBt. 
M. Amedori erhielt &us d-Glucose und einem primhen Arylemin ein labiles und ein 

stabiles isomeree Reaktionsproduktla). R. Kuhn und Mitarbb.1') eowie K. Zeile und 

la) Atti Reale Accad. nez. Lincei, Rend. [6] 2, 337 [1926], 9,68, 226 119291, 18,72, 
196 [1931]. 

17)  R. Kuhn u. A. Densi ,  Ber. dtach. chem. Gea.69.1745 [1936]; R. Kuhn u. F. 
Weygand, Ber. dtech. chem. Gee. 70,769 j19371; R. Kuhn u. L. Birkofer, Rer. 
dtech. chem. Gee. 71, 621 [1938]; F. Weygand, Ber. dtsch. chem. &s. 75, 1259 
[1940]. 
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W. KruckenbergiR) stellten fest, daD das eine Isomere das N-Glucosid (I, R = Aryl, 
R =  H )  und das andere ein Derivat der 1-Desoxy-1-amino-2-ketose (11) darstellt: 

HYH H ~ H  
HOC-- 

2 
co 

HOYH - HOO 0 
HPOH HYOH I 
HCOH HC:---' 

CH,OH CH,OH 
IT 

R' R 
N 

\ , '  

HCH 
I 

HOY - 1 
HOCH 

oder 

HAOH o 
HCOH 

CH, 

Bachclein die Umlagerung zuniichst an das Vorliegen von N-Aryl-substituiertrn ( h c o -  
sylaniinen gebunden schien, konnten Hoclge und R i ~ t ' ~ )  Bedingungen angeben, unter 
denen aurh sekundiirc Arnine und aliphatisch substituierte Amine am C1 der Glucose eine 
Umlagerung in Ketose-Derivate errniiglichen. 

M'iihrend die Darstellung N-substituierter Glucosylaniine aus Aldose und jeweiligern 
Arnin in guten Ausbeuten rneist leicht durchfuhrbar ist, verliiuft die Darstellung von 
analogen N-substituiertcn Yructosylarninen schwieriger oder gar nichtZ0). Erst kiirzlich 
konnten H a r r y  und Honeyrnan  1 s )  Bedingungen auffinden, unter denen N-Aryl- 
d-fructosylamine aus Fructose und Arylamin (z. B. Anilin) erhiiltlich sindzl), von denen 
jedoch eine Urnlagerung in N-substituierte Aldosamin-Derivate nicht bekannt ist. Wiih- 
End also die Urnsetzung von Fructose mit Ammoniak zurn Aldosamin fiihrt, entateht 
andererseits BUS Glucose und Amnioniak ein Glucosylamin, das der Umlagerung in eine 
Ketose nicht unterliegt. Wie sich Fructose unter der Einwirkung von einfachen Aminen 
verhiilt. wird zur Zeit weiterhin gepriift. 

Moglicherweise miisseii zum Verstbdnis der Reaktion Fructose + NH, + Glucosaniin 
+ H,O in fliissigem Ammoniak auch noch andere Gesichtapunkte einbezogen werden als 
die Umwandlungen bei der Amadori-Umlagerung, und zwar Gleichgewichtsbetrachtungen. 
Setzt man nhmlich freies d-Glucosamin mit einem tJberschuB an fliissigem Ammoniak 
bei Zusatz einer Spur Wasser um, so sind nach Aufarbeitung und Abtrennung des Glucos- 
amins durch Ionenaustauscher papierchromatographisch mindestens 4 Substanzflecke beirn 
Anspriihen init ammoniakalischer Silbernitratlosung zu erkennen, von denen sich der 
groIlte der Fructose und ein anderer der Glucose zuordnen laat. Jedenfalls verlauft die 
Umwandlung unter diesen Bedingungen anders als bei der raschen Zersetzung von Glucos- 
amin in wabrigen Losungen, bei der Fructose n i c h t  nachweisbar ist2). 

Gber die Frage, inwieweit eine Glucosamuibildung aus Fructose und Am- 
monium-Ionen oder durch Vermittlung anderer NH,-Gruppen-Donatoren bio- 
chemisch abkuft, geben unsere Versuche keine Auskunft. Im Orgctnismus 
w i d  das bei physiologischen pH-Werten besonders i. Ggw. von Phosphat aerob 
und anaerob sehr labile Glucosamin durch N-Acetylierung stabilisiert und zu- 
gleich aus Bildungsgleichgewichten entfernt. T. C. Chofi und M. Soodak 
konnten zeigen, daD Glucosamin durch Taubenleberextrakte i. Ogw. voii Coen- 
zym A und einer Transacetylase aus Clostridium. k'luyoeri in N-Acetyl-glucos- 
amin ubergefiihrt wird22). _____ 

I * )  K. Zei le  u. W. K r u c k e n b e r g ,  Ber. dtach. chern. &s. 76, 1127 [19421. 
18)  J. E. H o d g e  u. C. E. R i s t ,  J. Amer. chern. SOC. 74, 1494 [1952], 76, 316 [1953]. 

Vergl. F. W e y g a n d ,  W. P e r k o w  u. P. Kuhner, Chem. Ber. 84,594 [1951]. 
21) Vergl. auch R. Helfer ich  u. W. P o r t z ,  Chem. Ber. 86,604 [1953]. 
2z) T. C. Chou 11. M. Soodak,  J. biol. Chemistry 198, 105 [1952]. 
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1 
Nr. 

__ ~~ - 
ent- 

Fructose- flussiges standenes h s -  
Einwaage Ammoniak Glucos- beUte Besondere Bedingungen 

in g inccm ,g,min-Ha 
in g % 

a 0.1999 50 0.0318 
b 0.2128 10 0.0%5 
c 0.1963 50 0.0230 
d 0.2030 50 0.0280 

::Etz e 0.2036 25 
f 0.2042 25 
g 0.2032 25 ; 0.0765 
h 0.1941 I 25 I 0.0180 

14 ! 
10 ' wenig NH,, kurze Reaktionsziit 
10 5 Tage NH,-Einwirkung 
12 

11 20Stdn. bei 20° 
6 Stdn. bei 50° 
6 Stdn. bei 100" 1 14 

34 
8 6 Stdn. bei 125O 

Zusatz von NaOH, Lasung 20 Stdn. 
in Dewar aufbewahrt 
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In  einer Reihe weiterer Vcrsuche iiberpriiften wir das Verhalten einer Anzahl anderer 
Zucker und Zuckerabkiimnilinge in Analogie zur beschriebenen Umsetzung der Fructose 
mit Ammoniak. Die Auswertung der mit Ninhydrin einerseits und in anderen Ansiitzen nlit 
Kohlenhydrat -Reagemien eingespriihten Papierchromatogramme ergab, d a B  Sorbose, Glu- 
cose, Mannose, Arabinose, Xylose, Glucuronsiiure und Ascorbinsiiure sich mit flussigem 
Ammoniak unter Bildung eines oder mehrerer Reaktionsprodukte umsetzen. I m  Falle 
der Sorbose entstehen drei verschiedene NH,-haltige (Ninhydrin-positive) Substanzen, bei 
der Ascorbinsiiure mehrere. Ein Teil der Flecke ist wahrscheinlich den entsprechenden 
Aldehyd-oder Keto-Ammoniak-Verbindungen zuzuordnen. Saccharose und Jnulin rea- 
gieren nicht mit Ammoniak. Untersuchungen iiber die Natur der in den vorstehenden 
Fallen erhaltlichen Umsetzungsprodukte Bind im Gange. 

Besehreibung der Veranohe 

Uiuaetzung von Fructose mi t  flussigem Ammoniak unter  
verschiedenen Bedingungen 

h e r  Katriumhydroxyd getrocknetes Ammoniak-Gas wurde in mit Aceton-Kohlen- 
siiure gekiihlten Fallen kondensiert und anschlieBend in daa ReaktionsgefiiB iibergetrieben. 
Im allgemeinen wurden fur 200 mg Fructose zwischen 10 und 60 ccm fliissiges Ammoniak 
verwendet. Unter AusschluB von Feuchtigkeit lieB man das Ammoniak nach der Ein- 
wirkung langsam bei Zimmertemperatur abdampfen. Man erhielt je nach der h i n h e i t  
des verwendeten Fructosepriparates einen farblosen bis gelbbraunen Sirup. Urn das 
Amrnoniak rnoglichst weitgehend zu entfernen, wurde der Kolben evekuiert und an- 
scMieBend 24 SMn. in einem Vakuum-Exsiccator uber Phosphorpentoxyd aufbewahrt 
und der Sirup in 10 ccm Wasser gclost. Die alkalische L6aung wurde neutralieiert oder 
noeh besser rnit verd. Salzsiure schwach angesituert auf eine Siiule gebracht, die mit 
einer wiiBrigen Anquellung von 6 g des sauren Kationenaustauschera Lewatit S 1 0 0 2 8 )  (etwa 
15 ccm Volumen) gefullt war. Es erfolgte dabei eine Trennung der neutralen Zucker vom 
Glucosamin, das vom Austauscher gebunden wurde. Durch Waschen mit etwa 600 ccm 
Wasser bei einer Tropfgeschwindigkeit von 20 Tropfen/Min. wurden alle neutralen Sub- 
stanzen am der Siiule entfernt. AnschlieDend lieB sich der Aminozucker mit etwa 250 ccm 
Salzsiiure eluieren. Dav Eluat wurde neutralisiert und auf 1000 ccni verdunnt. Die quan- 
titative Bestimmung des Glucosarnins erfolgte nach dem von Schloss  modifizierten Ver- 
fahren von Elson  und Morgan7) .  

Aus 0.20 g Fructose enbtanden 0.032 g Glucosamin-Hydrochlorid (Tafel 1, a). Gab 
man zur Fructose nur so vie1 Ammoniak, daB der Zucker gerade gelost wurde, und lie13 

Tafel 1. U m s e t z u n g  v o n  F r u c t o s e  rnit fliissigem A m m o n i a k  

23) Den P a r b e n f a b r i k e n  Bayer ,  Leverkusen, sind wir fur llberlasvung der lonen- 
austauscher dankbar. 
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man das Ammoniak sofort abdampfen, 80 sank die Ausbeute (Tafel 1, b). Ebenso vermin- 
derte sie sich bei verlkngerter Ammoniakeinwirkung (Tafel 1, c). 

Die Umsetzungen bei erhohter Temperatur und unter Druck wurden in einem 25-ccm- 
Autoklaven durehgefuhrt (Tafel 1, e, f, g, h), ebenso diejenigen i. Ggw. von Ammonium- 
chlorid (Tafel2). Man fullte fliissiges Ammoniak in den bereits vorgekuhlten Autoklaven 
zur eingewogenen Fructose und brachte ihn langsam auf die jeweilige Temperatur. Nach 
6 Stdn. lieS man erkalten und arbeitete das Reaktionsprodukt wie oben angegeben auf 
(Ausb. 8. Tafel 1). 

Tafel2. U m s e t z u n g  v o n  F r u c t o s e  m i t  fliissigem Ammoniak  id  Gegenwart ,  
v o n  Ammoniumchlor id  

1 

"/ ! 
0.1820 
0.1818 
0.1796 
0.1799 
0.1805 

0.0536 
0.107 1 
0.2755 
0.5385 
0.0543 

1: 1 
1 : 2  
1:5 
1 : 10 
1 :1  

80 
80 
80 
80 
25 

(6 Stdn. bei looo) 

entstandenes 
Clucosamin- 

HClin g 

0.0707 

0.0622 
0.0655 I 
0.0128 

I 

0.0516 j 

Aus- 
beute 

% 
33 
24 
29 
31 
6 

Wurde in1 \'much i daa Amrnoniumchlorid durch Ammoniumacetat crsetzt, 80 erhielten wir Gluoosanun in 
eioer Ansbeute YOU 20%. 

Die analytische Aufarbeitung der Ansittze erfolgte jeweils in der nachatehend fur den 
Versuch a der Tafel 1 ausgefiihrten Weise: 

2000 mg Fructose wurden im tZberschuI3 flussigen Ammoniaks gelost, das Ammoniak 
nach Stehenlassen uber Nacht abgedampft und der Kolbeninhalt anschlieknd 20 Stdn. 
im Vakuum-Exsiccator uber Diphosphorpentoxyd gehalten. Der Riickstand wurde mit 
100 ccm Wawer aufgenommen (Reaktionslijaung). 10 ccm hiervon wurden auf eine Siiule 
von Lewatit S 100 (15 ccm, etwa 6-8 g Ham) gegeben, mit 500 ccm dest. Waaer ge- 
waschen (Durchlauffliieaigkeit). Die SBule wurde dann mit 260 ccm 2 n Salzsaure eluiert 
(Aminozucker-Eluat) und das Eluat auf 500 ccm aufgefiillt. I n  den 3 Fliissigkeiten, 
Reaktionslosung, Durchlauf-Fluasigkeit und Aminozucker-Eluat, wurden analytische Be- 
stimmungen nach iiblichen Methoden von Gesamtstickstoff, NH,-Stickstoff, Raduktion 
nach Willstiitter-Schudel auf Aldehydzucker und nach B e r t r a n d  auf Gesamtreduktion 
sowie Glucosamin nach E l s o n  und Morgan  durchgefuhrt. Folgende Werte wurden ermit- 
telt und auf die jeweiligen Gesarntmengen umgerechnet : 

. . . .  

I Reaktions- 
I losung 
- - . -. . - . 
I 

1. Cesamt-N (Kjeldahl) .............. ' 147 mg 
2. NH,-N ........................... , 45 9, 

3. gebundener N (Diff. 1-2) ........... 
4. Reduktion nach Bertrand, ber. auf C,- 

Ketose ......................... 
5. Reduktion nach Willstiitter-Schudel 

ber. auf C,-Aldose ................ 
6. D i f f e r e m 6 5  ..................... 
7. Glucosamin ....................... 

Glucosamin-HCI ................... 

~~ 

Durchlauf- j Amino- 
Flussigkeit I zucker-Eliiat 

12 mg 61 iiig 

_ _  

26 m 

35 ,, 

1350 9 9  - 



Nr. 11/1953] von d-Glucosamin aw Fructose und Ammoniak 1461 

Da Fructoee unter den Bedingungen der Bestimmung nach Willstiitter-Schudel *4)  

oinen Redukt iomert  von 1.7% ergibt, wurde dieser Betrag von dem gefundenen Wert 
abgemgen, urn einen korrigierten Fructorpewert zu erhalten. In der Reaktionslijsung und 
der Durchlauf-Fliiseigkeit leesen sich Glucosamin-Beatimmungen nicht durchfiihren, da  sie 
von Fructose gestiirt werden; die im Aminozucker-Eluat ermittelta Glucosaminmenge ent- 
spricht eincm Mindestwert, da die Zersetzlichkeit des Gluc~samins zu beriicksichtigen ist. 
In dem hier analpierten Versuch wurden 1345% Glucosemin ermittelt; der hohere Wert 
fiir gebundcnen Stickstoff weist darauf hin, daB offensichtlich gro0cre Mengen vorgologen 
haben. Aua den Werten ergibt sich der jeweilige Anteil an vorhandenem gebundenen 
Stickstoff (Zeile 3) aus der Differenz der We- fur den Gesamtstickstoff und des bei der 
Vorbehandlung nicht restlos entfernten Ammoniaks. Aus der Differenz der Zeilen 4 und 5 
ergibt sich die Menge der nicht umgeaetzten h c t o e e  mit einiger durch die Analysen- 
methode bedingter Streuung zwischen 1000 und 1300rng, entspr. 5&65% dor einge- 
setzten Fructose. 

Die priiparstive Aufarbeitung von Rsaktionslosungen mit hoben Glucosaminanteilen, 
wie nach Tafel 1, Versuch g, oder Tafel2, Vereuch i, folgt zunachst der angegebenen Ar-  
beitaweiso rnit dem Ionenaustauscher. Es ist jedoch vorteilhaft, bei dor Auftrennung 
a m  Austauscher wesentlich rascher zu arbeiten,, ohne Riicksicht auf quantitativc Ad- 
sorption und quantitatives Auswaschen. Weiterhin ist zu beachten, daB nach den1 Ab- 
dampfen des Ammoniaks immer im sauren Bereich gearbeitet wird. Dio Isolierung des 
Gluoosamins a h  Hydrochlorid erfolgt im iibrigen in gleicher Weise,wie es von der Ab- 
tmnnung aus Chitinhydrolysaten her bekannt ist (vergl. z.B. die vonHudson und Dale2s) 
angegcbcne Arbeitsweiee). Zwischen 60 und 70% des entatandenen Aminozuckers lassen 
Rich gewinnen. Die Entfernung restlicher Beimengungen von Amrnoniumchlorid und 
Natriumchlorid ist verlustreich, so daB zur Analyse nachstehende Derivate herangezogen 
wurden. Das isolierte, hinreichend aus Wasser umkristallisierte d-Glumamin-Hydro- 
chlorid zeigte folgende Drehung: Anfangswert “1% : +89.1°, nach 18 Stdn. [a]% : 470.7O 
(Vergleichawerte : d-Glucoaamin-Hydrochiorid aus Hummerschalen [a12 : +89.7O, nwh 
18 Stdn. [a]3: +71.0°). 

C,H,,NO,.HCI (215.64) Ber. C33.42 H6.54 N6.50 Gef. C33.30 H 6.72 N 6.47 

I so l ie rung  dea mi t  P h e n y l i s o c y a n a t  e r h a l t e n e n  D e r i v a t e s  d e s  Glucos-  
amins:  20 g Fructose wurden mit 300 g fliiasigem Ammoniak, wie voranstehend beschrie- 
ben, umgesetzt und entsprechend aufgearbeitet. Das Aminozucker-Eluat wurde weit- 
gehend i. Vek. eingeengt. Nach k u m m  Stehenlassen im Eisachrank kristallisierten &us der 
dunkelgefirrbten h u n g  mehrere g eines Produktes aus, daa 72% Hexoeamin (nach Elson  
und Morgan) enthielt. Die Verunreinigungen bestanden im wesentlichen aus Natrium- 
chlorid (aus dem Austauscher) und Ammoniumchlorid. 2 g des abgetrennten Kristalli- 
sats wurden nun nach einer Abwandlung der Vorschrift von SteudelI*) in 2Oocm Wasser 
untar Zusatz von 10 ccm n Kalilauge geloet und unter Kuhlung mit Eis anteilweise rnit 
1.1 ccm Phcnylisocyanat in 10 ccm Dioxan geschuttelt und zum Harnstoff-Derivat um- 
gesetzt. Das ausgeschiedene Reakt ionspdukt  wurde abgesaugt, in 5O-pra. Essigeiiure 
heiS gelijst und 2 Stdn. auf dem Wesserbad erwiirmt. Nach dern Abkiihlen wurde von 
dem als N e b e n p d u k t  angefallenen Diphenylharnstoff abfiltriert; das Derivat kristalli- 
sierte aus dem Filtrat im Eieachrank. Zur Reinigung war es erforderlich, mehrfach aus 
heiDem Alkohol umzukristalliaieren. 1.3 g des bei 210° schmelzenden 1 -Phenyl-d-[d-arabo- 
tetraoxybutyl]-imidazolons-(2) wurden erhalten. Den gleichen Scbmelzpunkt zeigt die aus 
d-Glucoaamin aus Hummerschalen erhaltene Verbindung ; Misch-Schmp. 208O. 

C,,H,,O,N, (253.3) 
I h h u n g  des ieolierten Derivates in waBriger LiSsung im 3-dm-Kohr: [a]%: t86.8O. 
Die Drehuug des Vergleichspraparates a w  Hummerschalen -Glucosemin betrug 

Der von Steudel”)  angegebeno Wert +76.9O iet zu berichtigen. 

u, F. Auerbach  u. E. Bodlander ,  Angew. Chem. 86,802 [1923]. 
p 5 )  C. S. Hudeon u. S. H. Dale. J. Amer. chem. Soc.38, 1431 [l916] 

Ber. C66.68 H 5.76 N 10.00 Gef. C 55.42 €I 5.70 N 10.13 

[a]g: $86.8. 
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Tsolierung d e r  X - C a r b o b e n z o x y - D e r i v a t e  d e s  d-Glucosamins :  18 g Fruc- 
tose wurden i.Ggw. von 5.3 g Ammoniumchlorid mit 500 ccm fliissigem Ammoniak um- 
gesetzt (vergl. Tafel2, Bedingungen des Versuchs i). Sobald daa Ammoniak durch Eva- 
kuieren weitgehend entfernt worden war, wurde die Losung neutralisiert, auf 250 ccm 
verdiinnt und ohne weitere Vorbehandlung nach Chargaff  und B o ~ a r n i c k ’ ~ )  unter 
Zusatz von 42 g Natriumhydrogencarbonat und Schiitteln anteilweise mit 55 g Carbo- 
benzoxychlorid versetzt. Die Abscheidung rles Kupplungsproduktes begann nach 11/, Stdn. 
Der Niederschlag wurde nach Stehenlassen iiber Nacht im Eisschrank abfiltriert und niit 
insgesamt 600 ccm Chloroform geschiittelt und gewaschen, um den durch eine Neben- 
reaktion aus Ammoniumchlorid reichlich entstandenen Carbaminsriurebenzylester heraus- 
zulosen. Beim Umkristallisieren des ungelosten Anteils aus 30-proz. Methanol erfolgte 
eine Aufteilung in zwei verschiedene Produkte. Es schied sich zuniichst eine schwer- 
losliche Substanz (2.3 g)  in gliinzenden Bliittchen ab, die bei 216O schmolz. Beim Kochen 
mit 2 n Salzsiture gins diem Substmu nach und nach in Ltisung und ergab auf dem Papier- 
chromatogramm einen Glucosaminfleck sowohl mit Ninhydrin als auch mit ammoniakal. 
Silbernitratlosung. Aus der Analyse ergab sich die Bruttoformel eines N.N’- Dicarbo-  
b e n z o x y - 1  - a m i n o - 1  -desoxy-glucosamins .  

C,,H,6N20, (446.4) Ber. C59.18 H5.87 N 6.28 Gef. C59.12 H6.10 N6.05 
Mo1.-Gew. nach R a s t  (Canipher) 452; die optische Drehung erwies sich als nahe beim 

Nullwert; [a]: : +2O (in Pyridin c =  5.07). 
Die beim Einengen erhaltene leichter losliche Verbindung wurde durch mehrmaliges 

Umkristallisieren aus 30-proz. Methanol und Warner gereinigt. Ausb. 6.0 g N - C a r b o -  
b e n z o x y - d - g l u c o s a m i n ;  Schmp. und Misch-Schmp. mit dem aus d-Glucosamin aus 
Hummerschalen erhaltenen Derivat (Schmp. 214O) : 214O. 

C,,HIBO,N (313.3) Rer. C 53.66 H 6.12 N4.47 Gef. C 53.55 H 6.32 N4.61 
Drehung des isolierten Derivates in trocknem Pyridin im 1-dm-Mikrorohr: [a]% (An- 

fangswert) : +62.5O, nach 24 Stdn. : +74.90. Die Drehung des Vergleichs-Priiparates N-Car- 
bobenzoxy-d-glucosamin betragt : [a]E (Anfangswert) : -t62.%, nach 24 Stdn. : f75.4O. 

H y d r i e r u n g  d e  s N ~ Car b o b e nz o x y - d - g lu c o s a mi 11 s z u m d - G1 u co s a m in : 
0.3651 g N-Carbobenzoxy-d-glucosamin wurden i.Ggw. von 0.3679 g Palladium- 
Katalysator auf Kohle (10% Pd.) in 25 ccm 2 n Salzsaure 61/, Stdn. bei 40° hydriert; 
nach dem Abfiltrieren und Einengen der Losung schieden sich 113 mg reines Glucos-  
a m i n - H y d r o c h l o r i d  ab. Die Bestimmung nach Elson  und Morgan ergab 0.2472 mg 
Glucosamin-Hydrochlorid entspr. 98 yo Ausbeute. 

C,Hl,OSN.HC1 (215.6) 
Anfangswert der Drehung: [a]% : 89.4O, nach 18 Stdn.: [a]: 70.9O. 
Die im allgemeinen Teil in ihren Ergebnissen erwiihnten zahlreichen papierchromato- 

Ber. C 33.42 H 6.54 N 6.60 Gef. C 33.35 H 6.65 N 6.55 

graphischen Untersuchungen erfolgten in der friiher beschriebenen WeiseZB). 

26) K. H e y n s  u. G. Anders ,  Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chern. 287,l [1951]; K. 
H e y n s  11. W. W a l t e r ,  Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 287, 15 [1951]. 




