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Darstellung und Verhalten weiterer N-substituierter
2-Amino-2-desoxy-aldosen aus D-Fructose und Aminosiiuren?

Aus dem Chemischen Staatsinstitut der Universitat Hamburg,
Abteilung fir Organische Chemie

(Eingegangen am 22, August 1958)

Umsetzung von bD-Fructose mit y-Amino-buttersiure, L-Valin, e-Amino-
capronsdure, L-Phenylalanin, L-Tyrosin, L-Asparaginsiure, L-Glutaminsidure
und L-Leucin liefert unter Umlagerung die entsprechenden ,,Glucose-Amino-
sduren‘‘. Zugleich entstehen die epimeren ,,Mannose-Aminosiduren‘, von denen
p-Mannose-L-Glutaminsiure und p-Mannose-L-Asparaginsdure isoliert wur-
den. Uberraschenderweise konnten auch ,, Fructose- Aminosiuren* unter den Re-
aktionsprodukten aufgefunden und erstmalig kristallisiert isoliert werden. —
Die Riickspaltung der Glucose-Aminosiduren verliuft bis zu einem Gleich-
gewichtszustand; unter gleichen Bedingungen werden Glucose-Aminosiduren
aus Fructose und Aminosiuren gebildet. Umlagerung und Riickspaltung sind
in charakteristischer Weise von der H®-Ionenkonzentration abhiangig.

Kohlenhydrat-Aminosiureverbindungen sind in verschiedener Hinsicht von er-
heblicher Bedeutung, wenn auch ihr Aufbau und ihre Funktionen noch weitgehend
ungeklirt sind?. Die von Borsook und Mitarbb.3) aus Leberextrakten isolierten
1-[N-Aminosiure]-1-desoxy-fructosen — ,,Fructose-Aminosiduren‘, die aus Glucose
und Aminosiuren entstehen — sind Verbindungen dieser Art, die genauer unter-
sucht worden sind.

Im Rahmen fritherer Untersuchungen iiber das Verhalten von Ammoniak und
Aminen bei der Umsetzung mit p-Fructose konnte ein unter Umlagerung verlaufender
Reaktionstyp® aufgefunden werden4—8, welcher zum D-Glucosamin bzw. dessen
N-substituierten Derivaten fiihrt; dieser Weg wird offensichtlich auch bei der Bio-
synthese beschritten9. 10), Bei der Verwendung von Aminoséduren als Aminkomponente
bei der Umlagerung der zunichst gebildeten Ketosylaminstufe (I) entstehen 2-N-

*) Zusammenfassende Ubersicht bei H. H. BAER, Fortschr. chem. Forsch. 3 [1954 —1958],
Chemie der Aminozucker, S. 862ff.
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Aminosiure-2-desoxy-aldosen, eine weitere Klasse von Zucker-Aminosdurever-
bindungen, die wir kurz ,,Aldose-Aminosiduren* (II) genannt haben?:
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Nachdem wir uns zunichst mit den Reaktionsprodukten der Fructose mit Glycin,
Alanin und Leucin befaft hatten, haben wir nunmehr die Glucose-Aminosjuren (II)
von y-Amino-buttersiure, L-Valin, e-Amino-capronsiure, L-Phenylalanin und L-Tyro-
sin in kristallisierter Form gewonnen. Aus L-Glutaminsiure, L-Asparaginsiure,
L-Serin konnten mit Fructose bisher nur amorphe Produkte erhalten werden. Die
bisher von uns dargestellten Glucose-Aminosduren sind mit einigen ihrer Eigen-
schaften in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Ubersicht iiber die dargestellten Glucose-Aminosduren und einige ihrer Eigenschaften

Phenylhydrazon )
Verbindung Zes P g, W Zers.P. Ry Eﬁl':‘g‘fn
D-Glucose-Glycin 250 +81° 0.07 173 03
p-Glucose-Glycin- H,0 250 +175° 0.07 173 03
D-Glucose-L-Alanin 177 0.12 0.5
D-Glucose-L-Alanin: H,O 160 +74° 0.12 0.5
D-Glucose-p-Alanin 221 +70° 0.12 219 0.5
D-Glucose-B-Alanin: H,O 153 +62° 0.11 0.4
D-Glucose-y-Amino-buttersiure 151 +78° 0.16 0.55
D-Glucose-L-Valin 155 +65° 0.26 140 0.6
D-Glucose-L-Leucin 189 +63° 0.40 190 0.7
D-Glucose-L-Leucin- H2O 167 0.40 190 0.7
D-Glucose-e-Amino- 130 +72° 0.30 0.6
capronsdure: H,O
p-Glucose-L-Phenylalanin 210 +57° 0.38 0.65
D-Glucose-L-Tyrosin 197 +52° 0.23 0.53
p-Glucose-L-Serin ~115 +54° 0.10 0.35 amorph
p-Glucose-L-Glutaminsdure ~ 120 4-48° 0.12 0.40 amorph
p-Glucose-L-Asparaginsdure ~130 +66° 0.06 0.30 amorph
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DabB bei der Umsetzung von D-Fructose mit Aminoverbindungen nicht nur p-Glucos-
aminderivate entstehen, sondern auch solche, die sich vom epimeren Aminozucker
D-Mannosamin ableiten, konnte zum erstenmal bei der Verwendung von Glycin als
Aminkomponente nachgewiesen werdenl). Es zeigte sich aber bald, daB alle Amino-
sduren bei der Umsetzung mit D-Fructose Derivate dieses bisher seltenen und synthe-
tisch nur schwer zuginglichen Aminozuckersl? in jeweils wechselnden Anteilen
liefern (D-Mannose-Aminosiuren III), die auf dem Papierchromatogramm in Bu-
tanol/Eisessig/Wasser (70:7:23) etwas schneller wandern als die entsprechenden
Glucose-Aminosduren, bei der Behandlung mit 2» Essigsiure jedoch ebenfalls
wieder riickldufig in p-Fructose und Aminosidure gespalten werden konnen. D-
Mannose-L-Glutaminsiure und b-Mannose-L-Asparaginsidure wurden analysenrein in
amorpher Form isoliert. Diese Verbindungen drehen, wie auch p-Mannose-Glycin1),
schwach negativ. Beim Erwidrmen mit Phenylhydrazin in essigsaurer Losung erhilt
man aus beiden Verbindungen p-Glucose-phenylosazon.

Das Verhiltnis, in dem D-Mannose-Aminosiduren und p-Glucose-Aminosiuren
nebeneinander auftreten, hingt von den Reaktionsbedingungen ab. L4t man p-Fruc-
tose in Methanol mit Glycin reagieren, so betrigt der Anteil an p-Mannose-Glycin
etwa 40 %, der Gesamtausbeute, bei der Verwendung von Eisessig als Losungsmittel
dagegen nur 20—25%,. L-Tyrosin, in Dimethylsulfoxyd mit D-Fructose umgesetzt,
bildet nur sehr wenig p-Mannose-L-Tyrosin. Ganz allgemein zeigte sich, daB in Me-
thano! relativ mehr p-Mannose-Aminosiduren gebildet werden als in Eisessig oder
Dimethylsulfoxyd.

Uberraschend war die Beobachtung, daB aus Aminosiuren und p-Fructose auch
D-Fructose-Aminosiduren (IV) entstehen, jene Verbindungen also, die normalerweise
aus D-Glucose und Aminosiuren durch Amadori-Umlagerung erhalten werden!2.
Die Mutterlauge der p-Glucose-L-Phenylalanin-Kristallisation enthielt neben einer
Reihe weiterer Nebenprodukte als Hauptbestandteil eine Verbindung, die auf dem
Papierchromatogramm wenig langsamer wanderte als p-Glucose-L-Phenylalanin und
durch Siulenchromatographie an Cellulosepulver (Whatman-Standard) mit wasser-
gesittigterm Butanol als Eluierungsmittel von den Begleitstoffen abgetrennt werden
konnte. Das erhaltene amorphe Produkt reduziert eine alkalische Losung von Kalium-
hexacyanoferrat(III) bereits in der Kilte und wird bei der Behandlung mit 2n
Essigsidure bei 100° zerstort, wobei Hydroxymethyl-furfurol und Phenylalanin ent-
stehen. Das Verhalten der Substanz gleicht somit dem der Fructose-Aminosduren.
Ihre Identifizierung wurde dadurch erleichtert, dal sie zur Kristallisation gebracht
werden konnte. Sie erwies sich in allen Eigenschaften (papierchromatographisches
Verhalten, Schmelzpunkt, Misch-Schmelzpunkt, spezif. Drehung und IR-Spektrum)
als identisch mit p-Fructose-L-Phenylalanin, welches durch Amadori-Umlagerung
aus D-Glucose und L-Phenylalanin dargestellt werden konnte, und zwar im Gegen-
satz zu den in der Literatur bisher nur als amorphe Produkte beschriebenen Fructose-

11} Vgi. P. A. LEveNE, Biochem. Z. 124, 37 [1921]); R. KuHN und W. KIRSCHENLOHR,
Liebigs Ann. Chem. 600, 115 {1956); R. KunN und W. BisTER, Liebigs Ann. Chem. 602, 217
{19571; S. RoseMaN und D. G. Comg, J. Amer. chem. Soc. 80, 497, 3166 [1958].

12) A. ABrams, P. H. Lowy und H. Borsook, J. Amer. chem. Soc. 77, 4794 [1955];

P. H. Lowy und H. Borsook, ebenda 78, 3175 [1956]; vgl. auch A. KLEMER und F. MICHEEL,
Chem. Ber. 89, 1242 [1956].
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Aminosiduren ebenfalls in schon kristallisierender Form*. Aus den Reaktionsproduk-
ten von 2 g L-Phenylalanin mit p-Fructose konnten neben 1 g p-Glucose-L-Phenyl-
alanin mehr als 0.3 g p-Fructose-L-Phenylalanin isoliert werden.

Die Entstehung von Fructose-Aminosiduren lieB sich bei allen untersuchten Amino-
sduren und unter allen angewandten Reaktionsbedingungen nachweisen. Zuweilen,
wie zum Beispiel in Eisessig, treten sie nur in sehr geringer Menge auf, meistens aber
konnen sie nicht iibersehen werden, besonders bei der Verwendung von Methanol
als Losungsmittel. Auch bei der Umsetzung von L-Sorbose mit Glycin tritt neben
L-Gulose-Glycin und L-Idose-Glycin offensichtlich auch L-Sorbose-Glycin auf.

Von besonderer Bedeutung erscheint uns der betrichtliche Anteil an Fructose-Amino-
siuren neben den Aldose-Aminosiuren. Uber die als Zwischenstufen der Ketosylamin-Um-
lagerung auftretenden N-Fructoside kénnen sie nicht entstanden sein. IThre Entstehung lieBe
sich durch eine Lobry-de-Bruyn-van-Ekenstein-Umlagerung eines Teiles der p-Fructose zu
D-Glucose und p-Mannose und deren weiterer Umsetzung mit den Aminosiuren deuten.
Dies erscheint jedoch fraglich, da die Reaktionsbedingungen ein derartiges AusmalB der
Fructose-Umlagerung kaum erméglichen, daB bis zu 25% Fructose-Aminosiuren auftreten
konnten. D-Glucose konnten wir in keinem Fall nach der Abtrennung der Zucker-Amino-
sduren neben der im UberschuB angewandten Fructose feststellen.

Aus fritheren Modeliversuchen !22) ergeben sich jedoch Hinweise auf den Reaktions-
verlauf insofern, als wir feststellen konnten, daB endstiindige Ketole mit Aminen in der
Regel aus der Form ihrer tautomeren Hydroxyaldehyde zu Aminoketonen und nicht zu
Aminoaldehyden fithren. Es reagieren hierbei die im Gleichgewicht vorhandenen geringen
Hydroxyaldehydanteile infolge ihrer erheblich hdheren Reaktivitiit ausschlieBlich in Richtung
Aminoketon. Da bekanntlich ein sehr geringer Anteil der Fructose in der offenen Form vor-
liegt, die nicht wie die Halbacetalform N-Glucoside und damit Glucose-Aminosiuren bilden
kann, wire damit ein Weg zu einer Umsetzung aus der Hydroxyaldehydform wie bei den
Modellversuchen gegeben, der dann zu Fructose-Aminosiuren fithrt. Die Geschwindigkeit
dieser letzten Reaktion diirfte grofler sein als die der Bildung von Glucose-Aminosiuren,
denn trotz der sehr geringen Konzentration der offenen Fructose sind Fructose-Aminosiuren
stets in wechselndem, aber mengenmiBig deutlichem AusmaBe in den Reaktionsmischungen
vorhanden.

Fiir die Umsetzung der Fructose mit den Aminosiuren haben sich auBer Methanol
auch Eisessig und Dimethylsulfoxyd als Losungsmittel bewihrt. Die Reaktions-
temperaturen liegen vorteilhaft zwischen Raumtemperatur und 70—80°, die Re-
aktionszeiten zwischen einigen Stunden und mehreren Wochen. Die Abtrennung der
Reaktionsprodukte von den Ausgangsstoffen erfolgt mit Hilfe von Ionenaustauschern,
die weitere Auftrennung der Reaktionsprodukte durch Kristallisation, Ionenaus-
tauscher- oder Siulenchromatographie bzw. Kombination dieser Verfahren. Hierbei
macht man sich die Eigenschaft zunutze, da} die Hexose-Aminosiuren von stark
sauren Jonenaustauschersidulen (Lewatit S 100, Dowex 50, H®-Form) mit verdiinnten
Trichloressigsdurelosungen in der Reihenfolge Glucose-Aminosiure, Mannose-

*) Erstmals kristallisiert wurden von uns eine ganze Reihe von Fructose-Aminosiuren
gewonnen. So haben wir sowohl auf synthetischem Wege als auch aus Leberextrakten p-Fruc-
tose-Glycin, p-Fructose-L-Alanin, D-Fructose-L-Valin und bp-Fructose-L-Asparaginsiure in
schon kristallisierter Form erhalten kdnnen. Uber diese Untersuchungen wird in anderem
Zusammenhang berichtet werden.

123) K. HEyNs und W. STUMME, Chem. Ber. 89, 2833, 2844 {1956]).
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Aminosiure und Fructose-Aminosiure eluiert werden, wihrend sie auf dem Papier-
chromatogramm (Butanol/Eisessig/Wasser 70:7:23) sowie auf Cellulosesdulen mit
wassergesittigtem Butanol als Eluierungsmittel in der Reihenfolge Mannose-Amino-
sduren, Glucose-Aminosduren und Fructose-Aminosiuren wandern. Eine weitere
Trennungsmoglichkeit bietet sich durch die Anwendung von Kohle-Celite-Sdulen.
Eine solche Siule liefert im Falle der Glutaminsidure zuerst die D-Fructose-Ver-
bindung, einen recht labilen Stoff, der auf diesem Wege besonders schnell und schonend
von den iibrigen Reaktionsprodukten abgetrennt werden kann.

Die Reaktionsweise der verschiedenen Aminosduren ist sehr unterschiedlich, so
daB kein einheitliches Schema angegeben werden kann. Wir berichten nachstehend
iiber unsere Erfahrungen etwas genauer, da sich hieraus Riickschliisse in bezug auf
die Frage ergeben, ob Verbindungen aus Hexosen und Aminosiuren, wie sie in
Leberpriparaten nachweisbar sind, dort normalerweise vorkommen oder aber erst
durch Sekundirreaktionen gebildet werden. i

v-Amino-buttersiure reagiert bereits bei Raumtemperatur in methanolischer
Losung mit D-Fructose. Hauptprodukt der Reaktion ist die schon kristallisierende
Glucose-y-Amino-buttersiure. Ahnlich verhilt sich e-Amino-capronsiure ebenfalls
unter Bildung einer als Hauptprodukt kristallisiert erhiltlichen Glucose-Verbindung.

L-Valin 16st sich beim Kochen in methanolischer p-Fructoselosung nur sehr lang-
sam auf, schneller bei Gegenwart von katalytischen Mengen Oxalsiure. Haupt-
produkt ist D-Glucose-L-Valin neben D-Mannose-L-Valin und D-Fructose-L-Valin.
D-Glucose-L-Valin kristallisiert nach dem Umfillen des Rohproduktes. Es ist in
Wasser relativ leicht 16slich. Eine teilweise Auftrennung von p-Mannose- und p-Fruc-
tose-L-Valin gelingt mit Hilfe von Dowex-50. Auch das p-Fructose-L-Valin wurde
kristallisiert erhalten. Es war mit einem aus p-Glucose und L-Valin erhaltenen Produkt
identisch. (Die halbquantitative Aufarbeitung eines Ansatzes von 3 g L-Valin ergab,
daB mindestens 640 mg D-Glucose-L-Valin, 360 mg p-Fructose-L-Valin und 200 mg
D-Mannose-L-Valin entstanden waren.)

L-Tyrosin setzt sich in methanolischer p-Fructoselosung beim Kochen nicht um.
Auch Eisessig erwies sich als ungeeignet. Dagegen bewihrte sich Dimethylsulfoxyd
als Losungsmittel. Man erhidlt schon kristallisierendes p-Glucose-L-Tyrosin in guter
Ausbeute; daneben entstehen nur sehr wenig Mannose- bzw. Fructose-Derivate.
Glucose-L-Tyrosin reduziert eine alkalische Losung von Kalium-hexacyanoferrat(I1I)
schon in der Kilte auf Grund der phenolischen OH-Gruppe und kann deshalb
Fructose-Aminoséduren vortiduschen. An Nebenprodukten konnten Glucosamin sowie
eine unbekannte Verbindung (Re-Wert 0.06) nachgewiesen werden, die im Papier-
chromatogramm nach mehrtigiger Laufzeit wenig langsamer als D-Glucose-Glycin
wandert und bei der Behandlung mit 22 Essigsidure gespalten wird, wobei ein
kriftiger Fructosefleck auf dem Papierchromatogramm auftritt, wihrend ninhydrin-
positive Spaltprodukte praktisch nicht beobachtet werden; dies miiBte aber der Fall
sein, wenn die unbekannte Verbindung eine Hexose-Aminosiure wire. Wir ver-
muten hier ein Abbauprodukt des p-Glucose-L-Phenylalanins, das zwar noch die
Aminogruppe, den Phenylrest jedoch nicht mehr enthilt.
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L-Asparaginsdure und L-Glutaminsdure setzt man mit p-Fructose um, indem man
etwa ein Mol. Natriummethylat pro Mol. Aminosdure zusetzt. In Dimethylsulfoxyd
als Losungsmittel kommt man ohne Alkalizusatz aus. Die Reaktionsprodukte lassen
sich durch wiederholte Austauscherchromatographie voneinander trennen. Man er-
hilt amorphe Substanzen, die durch Umfillen analysenrein werden. In verdiinnten
alkoholischen Losungen der Hexose-L-Glutaminsiduren bzw. Hexose-L-Asparagin-
sduren entstehen bei Gegenwart von wenig Salzsidure je nach Sduregehalt und Ein-
wirkungsdauer Mono- bzw. Dialkylester, die auf dem Papierchromatogramm er-
heblich schneller als die Ausgangsprodukte wandern (Rr-Werte: p-Glucose-L-As-
paraginsidure 0.06; p-Glucose-L-Asparaginsiure-monomethylester 0.36). Sie werden
wie die Ausgangsprodukte von ammoniakalischer Silbernitratlosung und von Chlor/
o0-Tolidin13 angefirbt. In saurer, wiBriger Losung sind sie bestindig, von verdiinnten
Alkalien dagegen werden sie bereits bei Raumtemperatur auflerordentlich rasch ver-
seift, wobei wieder die Hexose-Aminosiuren entstechen. Die Methylester lassen sich
auch mit Hilfe von Diazomethan in methanolischer Losung darstellen.

D-Glucose-L-Serin entsteht mit den besten Ausbeuten in Eisessig als Losungsmittel.
Es konnte bisher nicht zur Kristallisation gebracht werden.

L-Sorbose reagiert mit Aminosiuren genau so gut wie D-Fructose. Mit Glycin
erhilt man iiberwiegend L-Gulose-Glycin neben etwas L-Idose-Glycin und L-Sorbose-
Glycin. Das L-Gulose-Glycin wurde durch Ionenaustauscherchromatographie als
papierchromatographisch einheitliches, amorphes Pulver mit der spezif. Drehung
[el¥: +19° isoliert. Im Vergleich dazu hat L-Gulosamin-hydrochlorid die spezif.
Drehung [2}°: +17.8° und L-Idosamin-hydrochlorid [x]%®: —4.8°8). L-Idose-Glycin
wandert auf dern Papierchromatogramm wenig schneller, L-Sorbose-Glycin wenig
langsamer als L-Gulose-Glycin.

Wir haben bereits darauf hingewiesenl), daB die Glucose-Aminosduren bei der
Behandlung mit verdiinnten organischen Siuren bei 110° riickldufig in D-Fructose
und Aminosiuren gespalten werden. DaB diese Spaltung nicht vollstindig ist, liegt
offenbar daran, daB unter den gleichen Bedingungen Glucose-Aminosduren ent-
stehen konnen. Erwidrmt man nimlich p-Fructose und Glycin mit 2n Essigsdure
einige Stunden auf 110°, so 148t sich hinterher eindeutig Glucose-Glycin in der Lo-
sung nachweisen. Auf Grund dieses Ergebnisses kann es im Gegensatz zu den noch
ungeklidrten Verhiltnissen bei der Amadori-Umlagerung im Falle der Ketosylamin-
Umlagerung als gesichert gelten, daB alle Reaktionsschritte reversibel sind, da Be-
dingungen aufgezeigt werden konnten, unter denen ein Gleichgewichtszustand sowohl
von den Ausgangs- als auch von den Endprodukten der Reaktion her angestrebt wird.
Dieses gilt unabhiingig von der noch nicht geklirten Frage, ob die Umlagerung liber
eine Hydridverschiebung oder einen Protonenwanderungsmechanismus ablduft.

Umlagerung und Riickspaltung sind in charakteristischer Weise von der H®-Ionen-
konzentration abhiingig. Beide Vorginge laufen bei Gegenwart schwacher Sduren
besonders leicht ab, wihrend sie durch stirkere Sduren merklich gechemmt werden,
Nach H. S. IsBeLL und H. L. FrusH14) zeigt die Hydrolyse von N-Glykosiden eine

13) P, W. G. SMITH, J. chem. Soc. [London] 1957, 3985.
14} J. Res. Nat. Bur. Standards 46, 132 [1951].
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starke pu-Abhingigkeit. Die Autoren nehmen an, daB bei Gegenwart zu starker
Siuren die N-Glykosid-Spaltung durch Ammonium-Ion-Bildung gehemmt wird und
dadurch die Hydrolysengeschwindigkeit stark herabgesetzt wird. In dhnlicher Weise
konnte die oben beschriebene Umlagerung und Riickspaltung bei Gegenwart starker
Sduren durch Ammonium-Ion-Bildung verhindert werden.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

D-Glucose-y-Amino-buttersdure: 1 g y-Amino-buttersdure wurde in 100 ccm Methanol in
der Wiarme gelst, ebenso S g D-Fructose in 50 ccm Methanol. Beide Losungen wurden
vereinigt, nachdem sie auf Raumtemperatur abgekiihlt waren; den Ansatz belie man bei
Raumtemperatur.

Nach 10 Tagen wurde das Methanol abgedampft und der gelbe Riickstand, in wenig
Wasser gelost, auf eine Dowex-50-Siule (18 X 300 mm) gegeben, mit Wasser gewaschen und
mit 0.2n Trichloressigsdure (TCE) eluiert (Fraktionen zu je 8 ccm).

Die Fraktionen 62—73 wurden im Perforator ausgedthert und i. Vak. eingeengt, in wenig
Methanol aufgenommen und mit Uberschiiss. Aceton versetzt, bis die Fillung vollstindig
war. Diese wurde abzentrifugiert und mit Aceton gewaschen. Beim Aufnehmen des aceton-
feuchten Niederschlages in Methanol kristallisierten 0.48 g D-Glucose-y-Amino-buttersiure
aus. Schmp. 145—147° (Zers.). Aus Wasser/Athanol Schmp. 150—151° (Zers.). [«]®: +86°
(4 Min) — +78° (Endwert) (¢ = 1, in Wasser).

CigH1sNO7 (265.2) Ber. C45.28 H7.22 N5.28 Gef. C44.33 H740 N 4.94

D-Glucose-L-Valin: 3 g L-Valin, 30 g D-Fructose und 0.3 g wasserfreie Oxalsdure wurden
in 200 ccm Methanol 4 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Die mittelbraune Lésung saugte man
vom teils ungeldst gebliebenen L-Valin (930 mg) ab. Nach dem Einengen i. Vak. und Auf-
nehmen in wenig Wasser wurde das Produkt auf eine saure Ionenaustauschersiule (Lewatit
S 100, H®-Form, 184520 mm) gegeben und mit 0.5» TCE eluiert.

Zur schnellen Priiffung der Austauscherfraktionen auf Hexose-Aminosduren bringt man
auf einem Streifen Chromatographierpapier nebeneinander etwa von jeder fiinften Fraktion
einen Tropfen auf, trocknet, bespritht mit ammoniakalischer Silbernitratl¢sung, trocknet
abermals und erwiarmt dann kurz im Trockenschrank auf 110°. Hexose-Aminosduren geben
sich durch die bekannte Braunfirbung zu erkennen.

Alle in diesem Probetest mit ammoniakalischem Silbernitrat positiv reagierenden Frak-
tionen (zusammen etwa 400 ccm) wurden im Perforator ausgedthert und nach Einengen des
Extraktes i. Vak. und Aufnehmen des Riickstandes in Methanol mit Ather gefillt. Nach dem
Abzentrifugieren und mehrmaligen Waschen der Fillung mit Ather wurden 1.6 g Roh-
produkt erhalten, aus dessen Losung in wasserfreiem Methanol sich bald 490 mg Kristalle
von D-Glucose-L-Valin abschieden, Schmp. 145 —147° (Zers.), Briunung ab 130°. Aus Wasser/
Methanol Schmp. 153 —155° (Zers.). Briunung ab 135°.

C11H21NO5 (279.3) Ber. C47.30 H 7.58 N 5.02 Gef. C46.86 H 7.69 N 4.86
[e]: +77° (4 Min.) — +65° (Endwert) (c = 2, in Wasser).
D-Glucose-L-Valin-phenylhydrazon: 25 mg D-Glucose-L-Valin wurden in 0.2 ccm Wasser

geldst und, mit 35 mg Phenylhydrazin versetzt, bet Raumtemperatur stehengelassen. Nach
5 Stdn. wurde mit 0.3 ccm Methanol und einigen Tropfen Ather versetzt und iiber Nacht

im Eisschrank belassen. Die gebildeten Kristalle (20 mg) wurden abgesaugt, mit Methanol
gewaschen und getrocknet. Nicht umkristallisierbar. Schmp. 138 —140° (Zers.), Rr 0.6.

C17H2:N;306 (369.4) Ber. N 11.38 Gef. N 11.03
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D-Fructose-L-Valin (aus den Mutterlaugen des D-Glucose-L-Valins): Die Mutterlauge des
p-Glucose-1-Valins wurde eingeengt, in wenig Wasser aufgenommen und auf eine kleine
Austauschersiule gebracht (Dowex 50, H®-Form, 200—400 mesh, 18 x 350 mm). Eluiert
wurde mit 0.27 TCE.

Das Ergebnis zeigt Abbild. 1.

66|68|70|72 7% | 76|78\80 )82 84|66 88| 90192 | %4

O-Fruct-t-Valin]

Abbild. 1 olololofel°1° 00000
Austauschertrennung p-Gluc-1-valin| © | O 1OIOIO O Ojojo
des Glucose-Valin-Ansatzes 0-Monn-{-Vali

Die Fraktionen 66 — 72 enthielten praktisch reines D-Glucose-L-Valin, welches aus methanol.
Losung sofort kristallisierte (150 mg).

Die Fraktionen 76—88 enthielten ein Gemisch aus etwa gleichen Teilen D-Mannose-
L-Valin und bp-Fructose-L-Valin. Die Ausb. an amorphem Rohprodukt nach Féllung aus
Methanol/Ather betrug 370 mg.

Die Fraktionen 89 —105 wurden auf p-Fructose-L-Valin aufgearbeitet. Die Fillung aus
Methanol mit Ather lieferte 180 mg eines Rohproduktes, welches papierchromatographisch
nur noch Spuren von p-Mannose-L-Valin enthielt. Da eine Probe nach dem Losen in Methanol
nicht kristallisierte, wurde das gesamte Rohprodukt nochmals aus Methanol mit Ather um-
gefillt. Es wurde darauf wieder in wenig Methanol aufgenommen und mit etwas Butanol
versetzt, so daB gerade noch keine Trilbung auftrat. Nach mehreren Tagen hatten sich
reichlich Kristalle gebildet, die sich in Methanol nicht mehr l3sten, jedoch aus Wasser/
Methanol/Butanol umkristallisiert werden konnten und ein trockenes, weiles Kristallpulver
lieferten (40 mg). Schmp. 155 — 160° (Zers.). [2]¥: —47° (¢ = 2, in Wasser).

D-Fructose-L-Valin-phenylhydrazon: Auws 50 mg D-Fructose-L-Valin und 75 mg Phenyl-
hydrazin in 0.4 ccom Wasser. Kristallisiert bald aus wédBr. Losung. In Wasser sehr schwer
18slich, nicht umkristallisierbar. Schmp. 185 —186° (Zers.). Braun ab 180°. Rr0.5.

C17H27N306 (369.4) Ber. N 11.38 Gef. N 10.47

D-Glucose-e-Amino-capronsdure: 1 g €-Amino-capronsidure und 2.8 g D-Fructose wurden
jeweils fuir sich in 35 ccm heiflem Methanol gelst, abgekiihlt, die Losungen eingeengt und
bei Raumtemperatur stehengelassen. Nach 3 Wochen wurde das Rohprodukt tiber Lewatit
S 100 mit 0.57# TCE aufgetrennt. Das Reaktionsprodukt war in den Fraktionen 20--80
(je 7 ccm) enthalten; diese wurden ausgeithert und die Extrakte eingeengt. Der zuriick-
bleibende gelbe Sirup loste sich in Methanol, Athanol, Isopropylalkohol und Wasser und
lieferte aus diesen Losungsmitteln auf Zusatz von Ather nur schmierige, keine flockigen
Produkte.

Nach dem Aufnehmen in wenig Methanol erhielt man auf Zusatz von viel Aceton dagegen
cinen flockigen amorphen Niederschiag, welcher nochmals auf die gleiche Weise umgefillt
wurde. Nach dem Trocknen wurden 350 mg vom Schmp. 80 —90° erhalten, die laut Papier-
chromatogramm nur noch wenig Mannose-Derivat enthielten.

Zur Reinigung wurden 300 mg Rohprodukt in 1 com Wasser geldst und in der Wirme
mit 4.5 ccm Athanol versetzt. Es schieden sich 220 mg eines feinen Kristallpulvers vom



2758 HEeyNs und BREUER Jahrg. 91

Schmp. 120—125° ab, die nochmals aus Wasser/Athanol umkristallisiert wurden. Ausb.

170 mg, Schmp. 125—130° (Zers.). [«]¥: +84° (4 Min.) — -+72° (Endwert) (¢ = 1, in
Wasser).
Cy12H23NO5-H,0O (311.3)  Ber. (wasserfrei) C49.14 H7.91 N4.78
Ber. (mit 1 Mol. Kristallwasser) C 46.29 H 8.09 N 4.50
Gef. C46.17 H 8.09 N 4.51

Die D-Glucose-e-Amino-capronsiure nimmt also beim Umkristallisieren ein Mol. Kristall-
wasser auf, was auller durch die Analyse auch durch das IR-Spektrum bestitigt wird.

D-Glucose-L-Phenylalanin: S g L-Phenylalanin und 15 g getrocknete D-Fructose wurden in
500 ccm Methanol 3 Stdn. zum Sieden erhitzt. Die klare braune Lésung wurde nach dem
Einengen mit Wasser aufgenommen. Es bildete sich eine flockige braune Fillung, die ab-
gesaugt und getrocknet wurde (0.65 g). Das Produkt ist in Methanol leicht 13slich und falit
auf Zusatz von Wasser wieder aus. Auf dem Papierchromatogramm wandert es in Butanol/
Eisessig mit der Front.

Das Filtrat dieser Fillung wurde an einer sauren Austauschersiule (Lewatit S 100, H®-
Form, 30 x 500 mm) mit 0.2n TCE aufgetrennt. In den ersten 300 Fraktionen (je 10 ccm)
waren papierchromatographisch keine Substanzen nachzuweisen. Die Fraktionen 300 —900
waren schwach silbernitratpositiv. (Mit Hilfe einer kleinen Siule und konzentrierter TCE
konnte die Auftrennung sicher beschleunigt werden.)

Die Atherextrakte der vereinigten Fraktionen wurden eingeengt. Gegen Ende des Ein-
engens i. Vak. fiel ein Niederschlag aus, der nach Abtrennung in warmem Methanol geldst
wurde, aus dem er nach kurzer Zeit wieder ausfiel (0.75 g Rohprodukt).

Die vereinigten wiBr. und methanol. Mutterlaugen wurden eingeengt, in etwas Methanol
aufgenommen und mit groBem AtheriiberschuB gefillt. Die amorphe Fillung zentrifugierte
man ab, wusch in Ather und nahm noch 4therfeucht in Methanol auf. Aus der klaren gelb-
lichen Losung schieden sich iiber Nacht weitere Kristalle ab (0.3 g).

Das D-Glucose-L-Phenylalanin kann aus heilem Wasser umkristallisiert werden. Bessere
Ausbeuten erhilt man aus Wasser/Methanol. Schmp. 208 —210° (Zers., braun ab 195°).
[o]: +57° (Endwert) (¢ = 1, in Wasser).

CisH21NO7 (327.3) Ber. C 55.04 H 6.47 N 4.28 Gef. C 54.68 H 6.50 N 4.38

D-Fructose-L-Phenylalanin (aus den Mutterlaugen der D-Glucose-L-Phenylalanin-Kristal-
lisationen): Nach dem Einengen der Mutterlaugen von D-Glucose-L-Phenylalanin blieben
etwa 2 g eines noch nicht ganz lsungsmittelfreien, gelben Sirups zurtick, der nach dem Auf-
16sen in etwas Methanol auf eine groBe Chromatographiesdule (55 x 650 mm) aufgebracht
wurde, die mit Cellulosepulver (Whatman Standard) gefullt war. Es wurde mit wasser-
gesittigtem Butanol eluiert. Nach einem Voriauf, der verworfen wurde, fing man Fraktionen
von je 10ccm auf. Die Fraktionen 30—80 enthielten vorwiegend p-Mannose-L-Phenyl-
alanin. Die Fraktionen 80—97 enthielten iiberwiegend D-Fructose-L-Phenylalanin neben
geringen Mengen D-Glucose-L-Phenylalanin. Die Fraktionen 98 —125 enthielten lediglich
p-Fructose-L-Phenylalanin. Die Fraktionen iiber 126 wurden verworfen.

Die vereinigten Fraktionen 80 —97 wurden i. Vak. eingeengt, bis auf ca. 5 ccm. Die amorphe
Fallung wurde in wenig Methanol gelost und mit Butanol versetzt, so dall gerade noch keine
bleibende Triibung auftrat. Das p-Fructose-L-Phenylalanin kristallisierte im Eisschrank
bald vollstindig (164 mg).

Die Kristalle waren papierchromatographisch einheitlich. Die Mutterlauge enthielt noch
D-Glucose-L-Phenylalanin. Aus den Fraktionen 98 —125 wurden auf die gleiche Weise
152 mg D-Fructose-Phenylalanin isoliert. Gesamtausb. 316 mg D-Fructose-L-Phenylalanin.
Schmp. 170° (Zers., braun ab 140°). [«]}’: —33° (Endwert) (¢ = 2, in Wasser).
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D-Fructose-L-Phenylalanin (durch Amadori-Umlagerung): 18 L-Phenylalanin und Sg
D-Glucose wurden in 100 ccm Methanol 2 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Man engte i. Vak.
ein, gab den in wenig Wasser aufgenommenen Sirup auf eine saure Austauschersiule (Lewatit
S 100, H®-Form, 18 X400 mm) und eluierte mit 0.5n TCE (Fraktionen von je 10 ccm). Die
gesuchte Verbindung war in den Fraktionen 40— 160 enthalten. Ihre Atherextrakte wurden
eingeengt und aus methanol. Losung mit Ather ein amorphes Produkt ausgefillt, welches
in Methanol 18slich war und auf Zusatz von Butanol bald zu kristallisieren begann. Ausb.
570 mg. Schmp. 170° (Zers., braun ab 140°). [x]i°: —33° (Endwert) (¢ = 2, in Wasser).

D-Glucose-L-Tyrosin: 1 g L-Tyrosin und 10 g D-Fructose wurden in 150 ccm frisch dest.
Dimethylsulfoxyd 20 Stdn. unter Rilihren auf 65° erwidrmt. Die Fructose 18ste sich sofort,
das Tyrosin nach einigen Stdn.

Es wurde im Vakuum bei Wasserbadtemperatur eingeengt, der Riickstand, in wenig Wasser
geldst, auf eine Austauschersiule gegeben (Lewatit S 100, H®-Form, 18 x 300 mm), mit
Wasser gewaschen und mit 0.57 TCE eluiert (Fraktionen von 5—7 ccm). Jeweils gemeinsam
verarbeitet wurden die Fraktionen 5—23 (diese enthielten ein Nebenprodukt mit dem
Rr-Wert 0.06), 24 —52 (diese enthielten ein Nebenprodukt mit dem Rp-Wert 0.11) und 53 bis
90. Will man die Nebenprodukte nicht isolieren, so kann man selbstverstéindlich alle Frak-
tionen gemeinsam aufarbeiten. Uber die Nebenprodukte vergleiche die Ausfiihrungen im
allgemeinen Teil.

Aus jeder dieser Fraktionen wurden zunichst durch Ausidthern, Einengen und Fillen aus
methanol. L8sung mit Ather amorphe Rohprodukte isoliert (insgesamt 872 mg), die nach
Losen in Methanol krist. D-Glucose-L-Tyrosin liefern (Gesamtausbeute 435 mg), Schmp.
197°. Das D-Glucose-L-Tyrosin 148t sich aus heiBem Wasser auf Zusatz der doppelten Menge
Methanol umkristallisieren. [o]2: +63° (4 Min.) — +52° (Endwert) (¢ = 2, in Wasser).

C1sH21NOg (343.3) Ber. (wasserfrei) C 5247 H6.17 N 4.08
Ber. (mit 1 Mol. Kristallwasser) C 49.86 H 6.42 N 3.88
Gef. (1 mal umkrist.) C 50.40 H 6.36 N 3.80
Gef. (2mal umkrist.) C50.78 H6.26 N4.13

Der auch nach zweimaligem Umkristallisieren zu niedrig gefundene C-Wert deutet auf
Kristallwasser hin.

D-Glucose-L-Asparaginsdure, D-Mannose-L-Asparaginsdure und D-Fructose-L-Asparagin-
sdure aus D-Fructose und L-Asparaginsdure: 5 g L-Asparaginsiure und 50 g getrocknete
D-Fructose wurden in 800 ccm wasserfreiem Methanol, worin 1.05 g Na geldst worden waren,
20 Stdn. unter Rilhren auf 40° erwirmt. An der Wand hatten sich rotbraune Krusten ab-
geschieden. Man engte i. Vak. ein und nahm in Wasser auf (eine Spur ungeldst gebliebener
L-Asparaginsiure war noch vorhanden). Die widBr. Losung (200 ccm) wurde auf eine Aus-
tauschersiule gegeben (Dowex 50, H®-Form, 200—400 mesh, 25 X 500 mm). Die Fructose
wurde mit Wasser gut ausgewaschen. Dann eluierte man mit 0.1» TCE (Fraktionen von je
8 ccm). Die Reaktion der Fraktionen 80—145 mit ammoniakalischem Silbernitrat war -
positiv. Abbild. 2 zeigt das papierchromatographische Bild der Austauschertrennung.

Frr| 84 | 88|92 96 |100|104{106|112|776120|124 |128Y1 32136
Abbild. 2 J
Austauschertrennung des D-Fruct-L-Asp
Glucose-Asparaginsiure- |O 010
Ansatzes 0000006000000

(Papierchromatogramme) I | I O-Monn-t-Asp
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Der in den Fraktionen 80-—103 enthaltene Stoff zeigt einen Doppelfleck im Chromato-
gramm. Er ist in den Fraktionen 90 —100 sehr intensiv. Die Intensitit durchlauft dann in
Fraktion 104 ein deutliches Minimum. Daher kann der in den folgenden Fraktionen ent-
haltene Stoff, der in den Fraktionen 115—125 besonders intensiv ist und keinen Doppel-
fleck im Chromatogramm gibt, nicht mit dem ersten Stoff identisch sein, obwohl beide fast
den gleichen Ry-Wert haben. Nach den allgemeinen Erfahrungen muBlte das zuerst von der
Siule eluierbare Produkt p-Glucose-L-Asparaginsdure sein, das dann folgende p-Mannose-
L-Asparaginsdure, von der die zuletzt erscheinende nD-Fructose-L-Asparaginsidure im Papier-
chromatogramm deutlich getrennt zu sehen ist und im Gegensatz zu den braunen Glucose-
und Mannose-Verbindungen einen schwarzbraunen Fleck gibt.

Der Doppelfieck in den Fraktionen 80— 103 hat nichts zu bedeuten. Die Verbindung erwies
sich als einheitlich. (Es scheint eine allgemeine Eigenschaft der Glucose-Aminosduren zu
sein, in manchen Fillen einen Doppelfieck im Chromatogramm zu geben. Dieselbe Er-
scheinung wurde bereits bei reinem, kristallisiertem Glucose-Glycin beobachtet.)

Die vereinigten Fraktionen 80 — 103 wurden ausgedthert, die Extrakte eingeengt und sofort
einer zweiten Austauschertrennung tber eine kleine Dowex-50-Siule unterworfen. Nach dem
Ausithern und Einengen wurde in Athanol aufgenommen und mit Ather gefillt. Ausb. 1.05 g.

Die D-Glucose-L-Asparaginsiure fiel amorph an. Es gelang nicht, die auch in Methanol
nicht mehr 16sliche Verbindung zur Kristallisation zu bringen. [x]?: +66° (keine Muta-
rotation).

C1oH17NOg (295.2) Ber. C40.68 H 5.80 N 4.75 Gef. C40.73 H6.13 N 4.61

Glucose-L-Asparaginsidure bildet mit Phenylhydrazin ein papierchromatographisch nach-
weisbares Phenylhydrazon, welches allerdings auf Zusatz von Athanol nicht auskristallisierte.
Auch mit p-Nitro-phenylhydrazin bildet sich in methanol. Lésung, ein nicht kristallisiert
erhaltenes p-Nitro-phenylhydrazon.

Aus den Fraktionen 123 —131 (Mischfraktionen von p-Mannose-L-Asparaginsiure und
D-Fructose-L-Asparaginsdure) lieen sich durch eine zweite Austauschertrennung auf Do-
wex-50 noch reine p-Mannose-L-Asparaginsdure und reine p-Fructose-L-Asparaginsiure ge-
winnen.

Die Mannose-Asparaginsiaure- Fraktionen wurden zusammen mit der Mannose-L-Asparagin-
sdure- Hauptfraktion (104 —122) nochmals iiber einen Austauscher (Dowex-50) mit 0.12 TCE
gereinigt. Die dabei erhaltenen chromatographisch reinen Mannose-L-Asparaginsidure-
Fraktionen wurden in der gleichen Weise, wie bei der Glucose-Verbindung beschrieben, auf-
gearbeitet. Ausb. 273 mg amorphes Produkt. [«]#*: —16° (keine Mutarotation).

C1oH17NOy (295.2) Ber. C40.68 H 5.80 N 4.75 Gef. C40.66 H 6.34 N 4.46

D-Mannose-L-Asparaginsdure bildet mit Phenylhydrazin ein nicht kristallisierbares Phenyl-
hydrazon.

Auf die gleiche Weise wie bei der Mannose-L-Asparaginsiure wurden die Fructose-
L-Asparaginsiure-Hauptfraktionen 124 — 145, vereinigt mit den reinen Fructose-L-Asparagin-
sdure-Fraktionen der zweiten Austauschertrennung der Mischfraktionen 123 —131, nochmals
itber eine Dowex-50-Sdule gereinigt (197 mg). [«]¥®: —59° (keine Mutarotation).

Die Verbindung ist mit authent. Material aus p-Glucose und L-Asparaginsiure identisch.
[e}.0: -60.7°, Zers.-P. 154°.

Esterbildung aus Glucose-L-Asparaginsdure: pD-Glucose-L-Asparaginsiure hat in Butanol/
Eisessig den Rr-Wert ca. 0.06. Li8t man den nach dem Ausédthern der Trichloressigsiure-
lésung und Einengen der Extrakte erhaltenen Rohsirup, in Methanol geldst, einige Tage
stehen, so 1aBt sich papierchromatographisch bald eine weitere Verbindung nachweisen, die
den Rp-Wert ca. 0.16 in Butanol/Eisessig hat (s. Abbild. 3). Diese Substanz ist von ammo-
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niakalischer Silbernitratldsung anfirbbar wie D-Glucose-L-Asparaginsdure. Mit Chlor/
o-Tolidin13) gibt sie genau wie D-Glucose-L-Asparaginsiure den fiir NH-Gruppierungen
charakteristischen blauen Farbstoff.

Zur Isolierung dieser Verbindung wurde eine Abtrennung von noch vorhandener p-Glucose-
L-Asparaginsiure durch Sdulenchromatographie an einer Cellulosesiule vorgenommen. Das
so gewonnene amorphe Produkt war papierchromatographisch einheitlich, lieB sich mit
0.1n NaOH in der Kilte sofort und vollstindig in D-Glucose-L-Asparaginsdure zuriick-
verwandeln und zerfiel bei der Spaltung mit warmer 2» Essigsdure in D-Fructose und L-As-
paraginsdure. Die neue Verbindung muBte also der p-Glucose-L-Asparaginsiure sehr nahe
verwandt sein. Da sie beim Titrieren gegen Methylrot kein Alkali verbrauchte, wihrend
D-Glucose-L-Asparaginsiure genau 1 Aquiv. Alkali aufnahm, entsprechend einer ,,freien*
Carboxylgruppe (D-Glucose-Glycin verbraucht kein Alkali), muBte diese in der neuen Ver-
bindung irgendwie maskiert sein. Es konnte sowohl ein Methylester als auch ein Lacton in
Frage kommen. Die Elementaranalyse der amorphen, wohl nicht ganz reinen Substanz lieB
keine eindeutige Entscheidung zu.

D-Glucose-L-Asparaginsiure geht bei Raumtemperatur in methanolischer Losung, die
1 % HCI enthilt, innerhalb kurzer Zeit in die unbekannte Verbindung iiber, und zwar um so
schneller, je weniger Wasser der Methylalkohol enthilt. L4Bt man léinger stehen, so bildet
sich eine weitere, im Chromatogramm noch schneller als die erste wandernde Substanz
(s. Abbild. 3).

Abbild. 3. Papierchromatographische Versuche mit Glucose-L-Asparaginsdure

. 1. D-Glucose-L-Asparaginsiure
712|314 |5|6]7|8]910|4 2. Methylester von 1
o Veresterung von 1 in 1-proz. wasserfreier
O © O0[0j0 0} methanol. Salzsdure bei Raumtemperatur
Ojo0|o o 0% 3. nach 1 Tag
O 024 4. nach 2 Tagen
5. nach 4 Tagen bei Raumtemperatur
olo o 0% 6. Behandlung von 4 und 5 mit n/;0 NaOH
g 7. Behandlung von 1 mit Diazomethan
8. Behandlung von 7 mit n/1o NaOH
o 055 9. Veresterung von p-Glucose-L-Asparaginsiure
in 1-proz. wasserfreier dthanol. Salzsiure

10. Behandlung von 9 mit 7/, NaOH

Beide gehen mit 0.17 NaOH spontan wieder in p-Glucose-L-Asparaginsdure iiber. Es
zeigte sich weiter, daB beide Stoffe ebenfalls aus pD-Glucose-L-Asparaginsiure in methanolischer
Loésung auf Zusatz von Diazomethan entstehen (s. Abbild. 3). Es diirfte sich somit um die
beiden Methylester handeln, den D-Glucose-L-Asparaginsiure-monomethylester mit Rr 0.14
in Butanol/Eisessig und den D-Glucose-L-Asparaginsiure-dimethylester mit Re 0.36. Die
leichte Verseifbarkeit der Ester ist verstindlich, da auch Asparaginsiure-mono- und -di-
methylester leicht verseift werden. In #thanolischer, 1% HCl enthaltender Lsung ent-
stehen bei Raumtemperatur ganz analog Athylester (s. Abbild. 3).

Bei Untersuchungen mit D-Mannose-L-Asparaginsdure und p-Fructose-L-Asparaginsfure
ergab sich, daB diese ebenfalls Mono- und Dimethylester bilden. Ganz analoge Verhiltnisse
wurden bei den Hexose-L-Glutaminsiuren vorgefunden.

D-Glucose-L-Glutaminsidure und D-Mannose-L-Glutaminsédure aus D-Fructose und L-Glutamin-
sdure: 10 g L-Glutaminsiure und 100 g trockene p-Fructose wurden in 600 ccm wasser-
freiem Methanol, in dem 1.4 g Natrium geldst worden waren, 2 Stdn. zu gelindem Sieden
erhitzt. Die braune L3sung filtrierte man von etwas ungeldst gebliebener Glutaminsiure
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ab, engte darauf ein, nahm mit Wasser auf und gab auf eine saure Ionenaustauschersiule
(Lewatit S 100, H®-Form, 32 X500 mm). Nach dem Auswaschen mit Wasser wurde mit
0.1n TCE eluiert. Die Fraktionen 1—260 reagierten mit Silbernitrat positiv. Sie wurden
vereinigt, ausgeithert, die Extrakte eingeengt, mit Aktivkohle behandelt, eingeengt, in wenig
Methanol aufgenommen und mit absol. Ather gefillt. Ausb. 12.3 g Rohprodukt.

Glucose-L-Glutaminsidure erhielt man durch Chromatographie an einem feinkdrnigen
sauren Ionenaustauscher (Dowex 50, H®-Form, 200—400 mesh). ‘Sie befand sich in den
ersten silbernitratpositiven Fraktionen und wurde papierchromatographisch identifiziert.
Danach erschien die Mannose-L-Glutaminsiure die im Papierchromatogramm etwas
schneller lauft als Glucose-L-Glutaminsiure, schlieBlich die Fructose-L-Glutaminsdure mit
etwas niedrigerem Rr-Wert als Glucose-L-Glutaminsiure. Durch wiederholte Austauscher-
chromatographie 148t sich jede Hexose-L-Glutaminsidure rein erhalten. Die Trennung ver-
lduft im Prinzip genau so wie bei den Hexose-L-Asparaginsiuren beschrieben (vgl. vorstehend).

D-Glucose-L-Glutaminsdure, Ausb. 2.3 g; Schmp. ca. 120° (Zers.); [x]°: +48° (keine Muta-
rotation).

C][HmNOg. (309.3) Ber. C42.71 H6.19 N4.53 Gef. C41.86 H 6.43 N 4.27

D-Mannose-L-Glutaminsdure, Ausb. 1.1 g; Schmp. ca. 120° (Zers.); [«]¥: —10° (keine
Mutarotation).

Ci11H19NOg (309.3) Ber. C42.71 H6.19 N4.53 Gef. C43.35 H6.62 N4.16

Glucose-L-Serin: 1 g L-Serin und 10 g D-Fructose wurden in 200 ccm Eisessig unter Riihren
auf 70° erhitzt. Die Lésung war nach 15 Min. klar. Nach 2 Stdn. wurde der Eisessig
abdestilliert, der Riickstand mit Wasser aufgenommen und auf Dowex 50, H®-Form,
200—400 mesh, gegeben. Eluiert wurde mit 0.22 TCE und Fraktionen von je 8 ccm auf-
gefangen. Die Fraktionen 31 bis 38 enthielten im wesentlichen p-Glucose-L-Serin. Man
erhielt daraus nach dem liblichen Einengen und Ausfillen 255 mg amorphes Rohprodukt,
welches nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte. Es wurde {iber eine kleine Aus-
tauschersiule gereinigt. Ausb. 170 mg; Schmp. ca. 115° (Zers.).

CyH7NO; (267.2) Ber. C40.45 H 6.41 N 5.24 Gef. C40.71 H6.73 N 5.01
Phenylhydrazon: Re-Wert 0.35 (nicht kristallisiert).

Alle Zersetzungspunkte wurden im Schmelzpunktsréhrchen bestimmt. Sie sind naturgemal
ein wenig von der Geschwindigkeit des Aufheizens abhiingig, was daher nicht zu langsam
vorgenommen werden soll. Scharfe Schmelzpunkte werden bei den dargestellten Verbin-
dungen nicht beobachtet.

Die papierchromatographischen Untersuchungen wurden simtlich absteigend auf Schlei-
cher & Schiill-Papier 602 h:p unter Verwendung von n-Butanol/Eisessig/Wasser (70:7:23)
durchgefithrt. Die angefithrten Rx-Werte wurden auf diese Weise bestimmt.





