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Die Umsetzung von D-Glucuronsaure und D-Galakturonsaure mit 
Aminosiiuren zu 1-N-Aminosaure-ldexy-fructuronsauren und 

1-N-Aminosaure-ldexy-tagaturonsiiuren 
(, ,Fructuron- und Tagaturon-Aminosaun” 1)) 

Aus dem Chemischen Staatsinstitut, Institut fur Organische Chemie, Universitat Hamburg 

(Eingegangen am 21. August 1961) 

Monoamino- und Diamino-monocarbonsiuren setzen sich rnit D-Glucuron- 
saure und D-Galakturonsiiure Uber die bisher nicht faDbaren N-Uronoside 
unter anschlieDender Umlagerungsreaktion zu den entsprechenden 1-N-Amino- 
siiure- 1 -desoxy-D-fructuron- bzw. D-tagaturonsauren (D-Fructuron- bzw. mTa- 

gaturon-Aminosiiuren 1)) um. 

Die Umsetzung von Natriumglucuronat rnit Glycin und Alanin fuhrt, wie wir kurz- 
lich zeigen konnten I), uber eine Amadori-Umlagerung zu 1 -N-Aminosaure-1-desoxy- 
fructuronsiiuren (abgekurzt Fructuron-Aminosauren). In der vorliegenden Arbeit 
wird die Reaktion weiterer Aminosauren mit Natriumglucuronat, Glucuronsiiure, 
Glucuronsaurelacton und Galakturonsaure untersucht. Von Bedeutung sind derartige 
Reaktionen als Primarstufen der nichtenzymatischen Braunung, insbesondere der 
Maillard-Reaktion. Gerade die Umsetzungen von Uronsiiuren rnit Miosauren  und 
Peptiden fiihren sehr vie1 schneller zu intensiv dunkelbraunen Sekundiirprodukten als 
die vergleichbare Reaktion mit Glucose. 

UMSETZUNG VON NATRRIM-D-GLUCURONAT, D-GLUCURONSAURE UND 
D-GLUCURONOLACTQN MIT AMINOSAUREN 

Freie D-Glucuromiiure oder ihr Natriumsalz reagieren rnit Aminosiuren in metha- 
nolischer Losung bereits bei Raumtemperatur unter spontaner Amadori-Umlagerung 
der instabilen, nicht faDbaren N-Glykoside (11) zu Fructuron-Aminostiuren (111). 
Vor allem bei basischen Aminosauren lassen sich Fructuron-Aminosiiuren schon nach 
einigen Stunden deutlich nachweisen, a-Monoamino-monocarbomiiuren reagieren 
langsamer, und bei sauren Aminosiiuren ist auch bei Neutralisierung einer Carboxyl- 
gruppe keine Reaktion zu beobachten. In siedendem Methanol sind bei den meisten 
Aminosauren bereits nach wenigen Minuten umgelagerte Verbindungen erkennbar. 
Gleichzeitig mit der Umlagerung geht eine fortschreitende Braunfarbung der LiiSung 
einher, so daD die Verfiirbung durch Huminstoffe als MaD fur die Menge der gebildeten 
Amadori-Verbindung dienen kann. Da jedoch bei W r e n  Reaktionszeiten 
Fructuron-Amhosiuren wider zrsetzt werden und die huminartigen Neben- 

1) Zur Nomenklatur siehe K. HEW und W. SCHULZ, Chem. Ber. 93, 128 [19601. FUR- 
note 1. In Analogie zu den Fructuron-Aminosiiuren wurden die 1-N-Aminosaurel-desoxy- 
tagaturonduren vereinfacht ,,Tagatwon-Aminoriiuren” benannt. 
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produkte eine Isolierung der Fructuron-Aminosiiuren erheblich erschweren, ist es not- 
wendig, die Reaktion vorzeitig abzubrechen. 
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Das Gleichgewicht bei der N-Glykosidbildung ist weitgehend nach links verschoben, 
so dal3 nur geringe Mengen an N-Glykosid (11) jeweils zur Umlagerung vorliegen. 
Zur Beschleunigung der Reaktion ist es deshalb vorteilhaft, eine der beiden Kompo- 
nenten in zwei- bis fiinffachen molaren Mengen einzusetzen, um die N-Glykosidmenge 
zu erhohen. Eine Reaktionsbeschleunigung durch Saurezusatz oder andere Proto- 
nendonatoren l a t  sich nicht nachweisen. Die Carboxylgruppe der Aminosiiure diirfte 
genugend fiir die Umlagerung erforderliche Protonen liefern. Saurezusiitze verschieben 
nur das Gleichgewicht bei der N-Glykosidbildung nach links und katalysieren die 
Abbaureaktionen. 

Da Na-Glucuronat und einige Aminosiiuren in absol. Methanol wenig loslich sind, 
mu13 Wasser als Ltisungsvermittler zugesetzt werden. Dieser Wasserzusatz fordert 
jedoch die N-Glykosidspaltung und die Braunungsreaktionen; es ist daher giinstiger, 
als Ausgangsprodukt die in Methanol gut losliche freie Glucuronsaure zu verwenden. 
Freie Carboxylgruppen von Uronsauren storen offensichtlich die Reaktion nicht, 
denn die Umsetzung von freier Glucuronsaure mit Aminosiiuren verlauft schneller 
und glatter als die Umsetzung des Na-Salzes. Dieses gilt jedoch nur fur die Umset- 
zung in absol. Methanol. Bei Wasserzusiitzen wird die Dissoziation der Uronsaure so 
weit erhoht, dal3 die erhohte Protonenkomntration die N-Glykosidbildung zuriick- 
dram. 

Setzt man AminosPuren mit Glucuronsiiurelacton in Methanol um, so werden die 
Losungen schnell dunkelbraun und im Reaktionsgemisch sind keine Amadori-Verbindungen 
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zu finden. Einzig im Falle des stark basischen Lysins konnten geringe Mengen an Fructuron- 
Lysin chromatographisch nachgewiesen werden, die offensichtlich durch 6ffnung des Lacton- 
ringes und anschlieoende Umlagerung entstehen. Amadori-Derivate des Glucuronsaurelac- 
tons scheinen nicht besundig zu sein, sondem die Reaktion veililuft vollstiindig in Richtung 
der Bildung von Brilunungsprodukten. Diese Befunde decken sich mit den Ergebnksen von 
K. HEYNS und W. BALTES~), die bei der Umsetzung von Glucuronsaurelacton mit aromati- 
schen Aminen auch nur dunkel geftirbte Abbauprodukte erhielten, bei den stiirker basischen 
aliphatischen Aminen jedoch eine Aufspaltung des Lactonringes mit anschlieDender Um- 
lagerung feststellen konnten. 

DAS VBRHALTEN DER EINZELNEN A M I N ~ U R E N  BEI DBR UMSETZUNO 

MIT OLUCURONSAURE 

Glycin, ~-Alanin und ~-Valin reagieren glatt zu den entsprechenden Fructuron- 
Aminosiiuren 011). Fructuron-L-Valin konnte als erste Fructuron-Aminosiiure kristallin 
gewonnen werden. ~-Leucin zeigt ein wesentlich schlechtem Reaktionsvermogen, 
das Fructuron-L-Leucin war nicht rein erhiiltlich. Sehr gut 18Ot sich cp-Phenylalanin 
mit Glucurodure zu dem kristallin erhaltenen Fructuron-L-Phenylalanin umsetzen. 
Tyrosin ist unter den gleichen Bedingungen nicht zur Reaktion zu bringen. Eine Um- 
setzung von Tyrosin mit Glucurodure in Dimethylsulfoxyd analog der Darstellung 
von GlucoseTyrosin nach K. HEWS und H. BREUER~) fuhrt nach eher bei etwa 70' 
spontan einsetzenden Reaktion m stark dunkel gefiirbten Zersetzungsprodukten. 

Mit Serin entsteht die Ketose nur in geringem AusmaD. Beim Threonin kompen- 
siert die Methylgruppe den negativen E d u D  der OH-Gruppe vollstilndig, denn 
Threonin reagiert mit am besten von allen untersuchten Aminosiiuren. 

Auch Aminosauren mit sekundziren Aminogruppen, wie beispielsweise das Prolin, 
f W n  zur Amadori-Umlagerung. Die Umlagerung erfolgt langsamer und mit schlech- 
terer Ausbeute als bei Aminosiiuren mit primiirer Aminogruppe. Acylierte Amino- 
sauren wie Hippwstiure, bei der die Benzoylgruppe die Basizitiit der Aminogruppe 
sehr herabsetzt, reagieren nicht mit Glucurodure. 

Von den basischen Aminostiuren wurde das Verhalten des ~-Ly~ins  genauer unter- 
sucht. Es war zu erwarten, da8 bei der Reaktion mit Glucuronsiiure zwei Monofrue 
turon-Lysin-Verbindungen mit Verkniipfung des Kohlenhydratrestes an der u- oder 
~-Aminogruppe des Lysins und Difructuron-Lysin, bei dem sich beide Aminogruppen 
umgesetzt haben, gebildet werden. Es entstehen taMchlich alle drei Lysinverbindun- 
gen, von denen das e-D-Fructuron-L-Lysin und das u.e-~i-D-FructurOn-L-Lys~ iso- 
liert wurden. Die Mengenverteilung der drei Verbindungen k g t  von den angewen- 
&ten Reaktionsbedingungen ab. c-Fructuron-Lysin ist stets die prim& auftretende 
Verbindung. Daneben entsteht in wasserfreiem Methanol a-Fructuron-Lysin, wenn 
ausreichend Lysin im Reaktionsgemisch vorhanden ist. In wasserhaltigem Methanol 
wird fast ausschliefllich die everbindung gebildet. Bei einem UberschuB an Glucuron- 
siiure bildet sich in absol. Methanol anfangs sowohl die Q wie auch die a-Verbindung, 
die beide dam in das Difructuron-Lysin iibergehen. In wiiDrigem Methanol ergibt die 
Umsetzung mit Na-Glucuronat nur die r-Verbindung, die schnell in die Diverbindung 

2) Chem. Ber. 93, 1616 119601. 
3) Chem. Ber. 91,2750 [1958]. 

46. 
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iibergeht. Freie Glucuronsslure ergibt dagegen unter diesen Bedingungen vorwiegend 
E-Fructuron-Lysin, wenig a-Fructuron-Lysin und keine Weiterreaktion zu Difructu- 
ron-Lysin. Unter ahnlichen Bedingungen ist Difructuron-Lysin auch unter Riick- 
umlagerung zur Monofructuronverbindung spaltbar. 

Tab. 1. Reaktion von Lysin mit Glucuronsaure bzw. Na-Glucuronat 
- ._ I _ _  - . - _ _ _ ~ _ _  

Na-Glucuronat Glucuronsaure 
absol. Methanol/ absol. Methanol/ 

Wasser Methanol Wasser ___ Methanol 
__. __ . - ~- - - - - - __ _-._ 

Lysin im UberschuB B c  B a b C  B (c) 
Lysin im UnterschuD A B C * )  A B  A B C * )  b c  

A = a.c-Di-D-Fructuron-L-Lysin; B = E-D-Fructuron-L-Lysin; C = a-D-Fructuron-L-Lysin; 
kleine Buchstabem (a, b, c) bedeuten untergeordnete Mengen 

E-D-Fructuron-L-Lysin ist kristallin, a. E-Di-D-Fructuron-L-Lysin amorph. Die Struk- 
tur des E-D-Fructuron-L-Lysins lie13 sich durch folgende Reaktion beweisen: Ein 
L-Lysin-Ni-Komplex, in dem die a-Aminogruppe durch das Metal1 blockiert ist, wurde 
rnit Glucuronsaure zum E-Fructuron-Lysin-Ni-Komplex umgesetzt, wobei nur die 
c-Aminogruppe des Lysins reagieren kann. Die durch Zersetzung dieses Komplexes 
erhaltene Fructuron-Lysin-Verbindung erwies sich als identisch mit der aus Glucuron- 
s8;ure und Lysin direkt erhiiltlichen Monofructuron-Lysin-Hauptkomponente. Dieses 
Ergebnis stimmt iiberein rnit den Erfahrungen bei den Umsetzungen von Lysin rnit 
Glucose und Fructose4), bei denen primar nur die E-Aminogruppe reagiert. 

Arginin setzt sich mit Glucurondure unter Bildung eines Fructuron-Arginins um, 
bei dem es sich wohl um den iiber die a-Aminogruppe verkniipften Aminozucker 
handelt. Die Guanidinogruppe diirfte unter diesen Bedingungen rnit Glucuronsiiure 
nicht unter Umlagerung reagieren. Es konnten auch bei der Umsetzung von Kreatin 
mit Glucuron- und Galakturonsaure keine Amadori-Zucker nachgewiesen werden. 

Die sauren AmimoGuren Glutaminsaure und Asparaginsaure bilden bei der Um- 
setzung rnit Na-Glucuronat in wasserhaltigem Methanol auch nach langen Reaktions- 
zeiten keine Umlagerungsprodukte. Infolge der beiden Carboxylgruppen scheint die 
H-Ionenkonzentration fur eine N-Glykosidbildung zu groR zu sein. In absol. Metha- 
nol verlauft die Umsetzung wegen zu geringer Loslichkeit ebenfalls negativ. Die Neu- 
tralisierung einer Carboxylgruppe mit NaOH, die bei der Umsetzung von Fructose 
rnit diesen Aminosauren das gewiinschte Produkt liefert3), fuhrte hier nicht m einer 
befriedigenden Umsetmg zum Fructuronsaurederivat. - Bei den sauren Amino- 
siiuren diirften zwei negative Einflusse die Reaktion beeinflussen: die zu hohe Aciditat 
vor allem in wasserhaltigem Medium verschiebt das Gleichgewicht bei der N-Gly- 
kosidbildung nach links, und die sich negativ auswirkenden Effekte der beiden Carb- 
oxylgruppen auf die Aminogruppe beeinflussen die Umlagerung ungiinstig. 

Asparagin, bei dem durch die Carbonamidgruppe die Aciditat herabgesetzt ist, 
laRt sich mit Glucuronsslure ohne Schwierigkeiten zu kristallinem D-Fructuron-L- 
Asparagin umsetzen. 

* J  nach lingerer Reaktionszeit nur noch A 

4) K. HEYNS und H. NOACK, Chem. Ber. 95, 720 [1962], nachstehend. 
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Fructuron- Aminosauren von Monoamino-monocarbonsiiuren und basischen Amino- 
sauren lassen sich iiber saure Austauschersiiulen (Lewatit S 100, Dowex 50H) durch 
Elution mittels Trichloressigsiiure isolieren und reinigen. Fructuron-Aminosauren 
saurer Aminosiiuren sind auf diesem Wege nicht rein erhaltlich; eine Reinigung iiber 
Cellulosesaulen ist moglich. 

DIE UMSETZUNG VON D-GALAKTURONSAW MIT AMNOSAWN 

Die D-Galakturonsaure entspricht in ihrem Verhalten bei der Umsetzung mit 
Aminosauren weitgehend der D-Glucuronsaure. Sie lagert wie diese in die entsprechen- 
den Amadori-Verbindungen um. Man gelangt so zu den 1-N-Aminosiiure-l-desoxy- 
tagaturonssluren, den Tagaturon-Aminosiiu. Aus einer grolkn Anzahl von Ver- 
gleichsversuchen laBt sich ersehen, daD die D-Galakturonsiiure etwas schneller und 
besser umlagert als die D-Glucuronsiiure. Entsprechend sind Neben- und Folge- 
reaktionen wie z. B. Huminbildung gegeniiber der Glucurodure begiinstigt, so daB 
man bei der Umsetzung von Galakturodure mit Aminosauren kunere Reaktions- 
zeiten einhalten muB, da huminartige Sekundarprodukte sonst eine Aufarbeitung der 
Anslitze unmoglich machen. 

DL-Alanin, ~-Valin, L-Leucin, L-Phenylalanin, DL-Serin, DbThreonin, L-Arginin, 
L-LYs~~,  r-D-Fructuron-L-Lysin wurden in Methanol mit DGalakturonsiiu-e umge- 
setzt und die Reaktionen papierchromatographch verfolgt. In allen Fdlen entstehen 
die der D-Glucuronsiiure analogen Verbindungen. An dem Beispiel der Umsetzung 
von r-D-Fructuron-L-Lysin mit D-Galakturonsiiure, bei der sich das r-D-Fructurona- 
D-Tagaturon-L-Lysin bildet, konnte gezeigt werden, daO auch gemischte Zucker behn 
Vorliegen mehrerer reaktionsfahiger Aminogruppen darstellbar sind. 

Die Isolierung der Tagaturon-Aminosiiuren machte erhebliche Schwierigkeiten, da 
Tagaturon-Aminosauren relativ instabil sind und stets teilweise in die Ausgangskom- 
ponenten zuriickgespalten wurden. Bei diesen Verbindungen wurde erstmalig beob- 
achtet, daB auch die Amadori-Umlagerung ahnlich wie die Ketosylumlagerung voll 
reversibel sein kann. Losungen mit chromatographisch reinen Tagatuon-Aminosauren 
enthielten nach kurzer Zeit neben der Ausgangsverbindung wieder die freie Amino- 
saure und eine Uronsaure. Die Tagatwon-Aminosauen lieBen sich aus diesem Grunde 
nicht rein gewinnen. Tagaturon-L-Valin spaltete sich bei der Aufarbeitung teilweise, 
Tagaturon-L-Phenylalanin nahezu vollig. r-Fructuron-a-Tagaturon-L-Lysin bildet 
durch teilweise Spaltung r-Fructuron-L-Lysin und Uronsaure. Einzig Tagaturon- 
Alanin scheint etwas stabiler zu sein und konnte als chromatographisch reines, amor- 
phes hrlver isoliert werden. 

EIGENSCHAFTEN DER FRUCTURON- UND TAGATURON-AMINOSAUREN 

Fructuron- und Tagaturon-Aminosaureen besitzen die f i r  Amadori-Verbindungen 
typischen reduzierenden Eigenschaften. In kristallisierter Form sind sie stabil, amorph 
halten sie hartnackig Losungsmittel zuriick, sie sind hygroskopisch, thermisch instabil 
und konnen in leicht zersetzliche Sirupe iibergehen. 

Im Verhalten gegen Wasser, Sauren und Alkalien ergeben sich einmal zwischen den 
FruCtUrOn- und Tagaturon-Aminoshren, zum anderen zwischen den verschiedenen 
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Aminosiiuren am Zuckerrest nur graduelle Unterschiede. Verdiinnte Natronlauge 
fiihrt in jedem Fall binnen weniger Minuten zur volligen Zersetzung der Amadori- 
Zucker. Gegenuber Wasser, In Essig- oder S W u r e  sind die Zucker-Aminosaure- 
verbindungen bei 20" relativ besudig. 20-proz. Salzsaure bewirkt bei 20" in wenigen 
Stunden deutlich nachweisbare Zersetzung, bei 80' erfolgt innerhalb von 2 Stdn. 
volliger Abbau. Wasser und Essigsaure zeigen bei 80' im allgemeinen geringere Ein- 
wirkungen, doch sind Zersetzungsprodukte und Spaltungsprodukte nach 2 Stdn. in 
den meisten Fiillen deutlich nachweisbar. 

Die Fructuron-Aminosiiuren sind stabiler als die Tagaturon-Amiiosiiuren. Im Hin- 
blick auf die Aminodurekomponente scheinen die Derivate einfacher Aminosauren, 
wie Glycin und Alanin, die groBte Stabilitat zu besitzen. Besonders gut darstellbare 
Uron-Aminosiiuren, wie die des Valins und Phenylalanins, sind wesentlich zersetzlicher. 
Aus dem Verhalten der Fructuron-Lysine ergibt sich, daB vorzugsweise Zersetzung 
und Spaltung des Zuckerrestes an der a-Aminogruppe eintritt, der eAminozucker ist 
erheblich bestandiger. 

Tab. 2. Verhalten von D-Fructuron-DL-Alanin und D-Tagaturon-DL-Manin 
bei 80" gegen Wasser, Sauren und Alkalien 

Fructuron-DL-Alanin Tagaturon-DL-Alanin 
Min. 30 60 120 30 60 1 20 

+ + ++ ++ Wasser - - 
20-proz. Salzsaure + ++ +++ ++++ ++++ ++++ 
I n  HCI (-1 ++ +++ +++ ++++ ++++ 
1 n Essigsiiure - - - - 
0.5 n NaOH ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++ ++ 

- kcinc Einwirkung + qb? Zcracczuno ode1 SPdtUnP ++ tcdweisc Zcrsnzung odcr Spdtung + + + weitgehcnde zanwtzung oder Spaltung + + + + v8llige zcrsctzung odes Spaltuag, k e h  Augmgssubstanz mehr vorhandcn 

Die Infrarotspektren der untersuchten Fructuron-Aminosiiuren liekn mit Ausnahme 
des &-D-Fructuron-L-Lysins alle deutlich die Carbonylbanden bei 5.76 p (1736/cm) 
erkennen. Sie liegen demnach in der offenen Carbonylform vor. Das c-Fructuron-r- 
Lysin ahnelt wegen seines betrachtlichen Abstandes der Aminogruppe von der Carb- 
oxylgruppe den N-Alkyl-isoglucosaxninmduren. Diese treten in der Furanoseform 
adz), und das Fehlen der Carbonylbande beim c-Fructuron-Lysin laBt gleichfalls auf 
die Halbacetalfom schlieBen. 
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BESCHREIBUNG D E R  V E R S U C H E  

D-Fructuron-L- Valin: 3.0 g L-Valin wurden unter Erwilrmen in 1.2 I 80-proz. Methanol 
gelost und mit 10.0 g Nu-Glucuronat 7 Stdn. auf dem Wasserbad unter RUckfIuB zum Sieden 
erhitzt. Hierbei wurde der Ansatz tiefgelb und das Na-Glucuronat ging langsam in Lasung. 
Diese wurde i. Vak. nahezu zur Trockne eingedsmpft, der Rockstand mit etwas Wasser auf- 
genommen und auf eine rnit 350 ccrn lonenaustauscher Lewatit S-100 (He) beschickte Siiule 
gegeben. Nach Waschen mit 1.0 I Wasser wurde das adsorbierte Fructuron-Valin mit 0.25n 
Trichloressigsiiure (TCE) eluiert. Nacb einem Vorlauf von 120 ccrn wurden 1200 ccm einer mit 
o-Dinitrobenzol positiven Fraktion erhalten. Aus diesem positiven Eluat wurde die TCE in 
der Apparatur nach KUISCHER-STEUDEL mit bither extrahiert und die wiiBr. Losung i. Vak. 
bei 30-35" zur Trockne eingedampft. Durch mehrfaches Aufnehmen mit Methanol und Ein- 
dampfen i. Vak. wurden die letzten Wassermte entfernt und die nviickbleibende trockene 
sirupthe Masse in 100 ccrn Methanol gelbst. Diemethanol. Losung wurdemit etwas n-Butanol 
versetzt, ohne daD eine Trlibung auftrat, und i. Vak. vorsichtig eingeengt. Es schieden sich 
hierbei 0.5 g einer leicht gelblichen Kristallkruste aus, bei weiterem Einengen fielen 1.0 g 
eines farblosen, feinkristallinen Pulvers an. Die Substanzen wurden abgcsaugt, rnit etwas 
Methanol, dann Methanol/Aceton (1 : 1) gewaschen und U b e r  PzOs getrocknet. Die Mutter- 
lauge lieferte beim Eindunsten in 14 Tagen 0.2 g farblose Stiulen von 1-2 mm Liinge. Gesamt- 
ausb. 1.7 g (23% d. Th.); Schmp. 165" (Zers.); [a]$*: +30.8" (c = 1, in Wasser). keine Muta- 
rotation. 

CllH19NOa (293.3) Ber. C 45.04 H 6.54 N 4.78 Gef. C 45.05 H 6.55 N 4.69 

D-Frueruron-L-Phenylalanin: Die Suspension von 5.0 g L-Phenylalanin in 1 .O I siedendem 
Methanol wurde mit 10.0 g Nu-Glucuronat 21/2 Stdn. auf dem Wasserbad unter RickfluI3 
erhitzt. Die entstandene goldgelbe Usung wurde i. Vak. eingeengt, der RUckstand rnit etwas 
Wasser aufgenommen und auf eine Ionenaustauschersiiule mit 350 ccm Lewatit S-100 (He) 
gegeben. Die UberschUssige Glucuronsiiure und saure bzw. neutrale Zersetzungsprodukte 
wuden mit 600 ccrn Wasser herausgewaschen. anschlieknd mit 1.0 I 0.2n TCE, dann 2.0 I 
0.4n TCE eluiert. Nach einem negativen Vorlauf von 1200 ccrn wurden 1500 ccm einer Ama- 
dori-Zucker enthaltenden Fraktion gewonnen. Die TCE wurde durch Ausiithern im Kutscher- 
Steudel-Apparat aus dem Eluat entfernt, die Lasung i. Vak. zur Trockne eingedampft, mit 
etwas Methanol aufgenommen, mit Isopropylalkohol versetzt, vorsichtig eingeengt, bis die 
ersten Anteile ausfielen. diese eben wieder rnit Methanol in LBsung gebracht und im offenen 
Erlenmeyer bei Raumtemperatw 48 Stdn. stehengelassen. Die abgeschiedenen winzigen 
Nadeln wurden abfiltriert, rnit etwas Methanol, dann Methanol/Aceton (1 : I) gewaschen und 
Uber PzOs i. Vak. getrocknet (1.7 g). Die gelatinbs erstarrte Mutterlauge wude  in Methanol 
aufgenommen. Durch Fiillung mit bither wurden noch 2.0 g amorphes und nicht ganz re ins  
Fructuron-Phenylulanin gewonnen. Gesamtausb. 3.7 g (35.7 % d. Th.). Schmp. 139- 141" 
(Zers.); [a]%: + 21.7" (c = I ,  in Wasser), keine Mutarotation. 

ClsH19NOs (341.4) Ber. C 52.78 H 5.62 N 4.10 Gef. C 52.71 H 6.04 N 4.17 

D-Fructuron-L-Protin: Einer siedenden Suspension von 3.0 g L-Prolin in 1.0 1 Methanol 
wurden auf dem Wasserbad 10.0 g Nu-Glucuronar zugeftigt. Da im Verlauf einer Stunde nur 
ein Teil in UIsung ging, wurden zum Ansatz 200 ccrn Wasser gegeben und 6 Stdn. weiter unter 
RUckfluB gekocht, wobei sich eine goldgelbe Msung bildete. Nach Eindampfen i. Vak. zur 
Trockne wurde der Rackstand mit etwas Wasser aufgenommen und auf eine Austauscher- 
siiule rnit 350 ccrn Lewatit S-100 (He) gegeben. Die nicht umgesetzte Glucuronsiiure und die 
Huminstoffe wurden rnit 500 ccm Wasser entfernt und anschliel3end mit 0.25 n TCE die Ama- 
don-Verbindung eluiert. Nach 150 ccrn Vorlauf wurden 400 ccm positive Fraktion erhalten, 
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die wie vontehend zur Entfernung der TCE ausgeiithert und anschlieaend i. Vak. zur Trockne 
eingedampft wurde. Der Riickstand wurde mit absol. Methanol aufgenommen. Eine Kristalli- 
sation lieB sich nicht erreichen. Durch Ather wurde eine geringe Vorfiillung rnit V e m i n i -  
gungen entfernt, die Hauptmenge wurde mit Isopropylalkohol gefiillt. wobei 0.86 g ( I  1.3 % 
d. Th.) als weiBes Pulver erhalten wurden. Schmp. 1 lo" (Zen.), [a]',': -31.9" (c = 1, in Wasser). 

C I I H ~ ~ N O S  (291.3) Ber. C 45.36 H 5.90 N 4.81 Gef. C 45.08 H 6.28 N 4.69 

o-Frucfuron-L-Asparagin: Die in der Siedehitze mit 10.0 g Na-Glucuronat versetzte Suspen- 
sion von 3.0 g .c-Asparagin in 350 ccm 70-proz. Methanol wurde 5*/2 Stdn. unter Riihren im 
Sieden gehalten, wobei Lbsung und Verfiirbung eintrat. Die Lbsung wurde i. Vak. zur Trockne 
eingedampft, der RUckstand mit etwas Wasser aufgenommen und auf eine Austauschersaule 
mit 250 ccrn Lewatit S-100 (Ha) gegeben. Nach Waschen rnit 1.0 1 Wasser wurde rnit 0.25n 
TCE eluiert. Hierbei wurden 150 ccm negativer Vorlauf, 300 ccm positive Hauptfraktion und 
I50 ccrn sehr verdiinnter Nachlauf, der venvorfen wurde, erhalten. Die TCE wurde nach 
KUTSCHER-STEUDEL ausgeathert, die L6sung i. Vak. zur Trockne eingedampft und der Ruck- 
stand in 750 ccm Methanol aufgenommen. Hierbei blieb ein beim Eindampfen bereits kristallin 
ausgefallener Teil des Riickstandes ungelbst (1.4 g), der chromatographisch rein war. Aus der 
methanol. Usung kristallisierten beim Einengen 0.27 g reines Produkt als feines Kristall- 
pulver, aus der Mutterlauge wurden nach langerem Stehenlassen nochmals 0.75 g grobkristal- 
line Verbindung gewonnen. Die Kristalle wurden rnit Methanol, d a m  Methanol/Aceton (1 : 1 )  
gewaschen. Gesamtausb. 2.4 g (31.4% d. Th.). Das aus Methanol auskristallisierte Produkt 
enthielt 1 Mol. Kristallalkohol. 
C I O H ~ ~ N & V C H ~ O H  (340.3) Ber. C 38.82 H 5.93 N 8.23 Gef. C 38.64 H 5.59 N 8.16 

Nach Trocknen bei 57" iiber P2O5 wurde die methanolfreie Verbindung erhalten. [a]2,0: 
+1.2" ( c  = I ,  in Wasser). keine Mutarotation. 

CloHl&Op (308.3) Ber. C 38.96 H 5.24 N 9.09 Gef. C 39.10 H 5.32 N 8.99 

&-PFructuron-L-Lysin: 15.0 g L-Lysin. HCl(O.082 Mol) wurden in 2.0 1 75-proz. Methanol 
unter Riihren und Erhitzen gel6st und mit 30.0 g Na-Glucuronat 2 Stdn. unter RiickfluR 
gekocht, wobei Na-Glucuronat unter Goldgelbfarbung in L6sung ging. Chromatographisch 
wurden neben nicht umgesetzter GlucuronsBure zwei Amadori-Verbindungen mit o-Dinitro- 
benzol und AgNO3 gefunden; a.c-Di-D-Fructuron-L-Lysin und c-D-Fructuron-L-Lysin, dem 
der etwas schneller laufende Fleck entsprach. a-Fructuron-Lysin war nicht vorhanden. Der 
Ansatz wurde i. Vak. zur Trockne eingeengt, mit etwas Wasser aufgenommen und auf eine 
Ionenaustauschersaule mit 600 ccrn Dowex 50 (He) gegeben. Nach Waschen rnit 1.5 1 Wasser 
wurde mit 500 ccm 0.75 n TCE. darauf mit 1 .On TCE eluiert. Nach einem negativen Vorlauf 
von 200 ccrn wurden in 300 ccm ax-Di-DFructuron-L-Lysin, unmittelbar danach in 1 I50 ccm 
E-D-Fructuron-L-Lysin erhalten. Die zweite Fraktion wurde nach KWSCHER-STEUDEL ausge- 
Lthert und i. Vak. zur Trockne eingedampft, der sirupthe Riickstand mehrfach mit Methanol 
wieder aufgenommen und die Lysinverbindung rnit Ather ausgefiillt. Abgesaugt und getrock- 
net wurden 6.45 g chromatographisch fast reines, aber noch natriumsalzhaltiges Roh- 
produkt erhalten. 

Dieses wurde erneut auf eine Saule rnit 300ccm Dowex 50 (He) gegeben. rnit 600 ccm Wasser 
gewaschen und rnit TCE zunehmender Konzentration (0.25-1.0n) eluiert. Nach einem nega- 
tiven Vorlauf von 475 ccrn wurden 750 ccrn positive Fraktion erhalten, die wie vorstehend aus- 
geiithert und eingedampft wurde. Der Riickstand wurde in Methanol gel6st und mit Ather 
fraktioniert gefallt. Die ersten Fraktionen waren zwar bereits chromatographisch rein, erga- 
ben aber noch 2.1 - 8.8 % Verbrennungsrilckstande.. Die letzten Fraktionen wurden in Metha- 
nol gelbst, rnit etwas n-Butanol versetzt und vorsichtig eingeengt, bis eben Eintriibung ein- 
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trat, diese rnit etwas Methanol beseitigt und die Lbsung im offenen Kolben stehengelassen. 
In 2-3 Wochen wuchsen aus der Lbsung groDe Drusen von 2-3 mm langen Saden. Das 
verdunstete Methanol wurde hierbei von Zeit zu &it ergiinzt, um ein vblliges Eintrocknen 
zu vermeiden. Die Kristalle wurden rnit etwas Methanol gewaschen und kun. iiber P205 
i. Vak. getrocknet. Ausbeute an Kristallen 0.2 g, aus der Mutterlauge wurde noch eine Nach- 
kristallisation von 0.45 g gewonnen. Die Kristalle entsprachen einem Monohydrat rnit 1 Mol. 
Kristallalkohol. [a]%: +22.1" (c = 1, in Wasser), keine Mutarotation. 

C ~ Z H ~ ~ N ~ O ~ - H ~ O . C H ~ O H  (372.3) Ber. C 41.92 H 7.59 N 7.52 
Gef. C 41.75 H 7.35 N 7.59 

Das Kristallmethanol entweicht bei 37" tiber P205, wilhrend das Kristallwasser auch bei 
57" iiber PzOs festgehalten wird. 

C1zHzzNzOs.HzO (340.3) Ber. C 42.35 H 7.12 N 8.23 
Gef. C 42.51 H 7.1 1 N 7.72 

Aus der ersten Fraktion (300 ccm) der ersten Trennung lassen sich durch entsprechende 
Aufarbeitung 3.75 g c.c-Di-D-Fmturon-L-Lysin allerdings nicht alkalisalzfrei gewinnen. Gun- 
stiger ist die Darstellung dieser Verbindung aus freier ~Glucurons&ue. 

(I.&-Di-D-Fructuron-L-Lysin: 3.0 g Na-Glucuronat wurden zur Gewinnung freier Glucuron- 
siiure iiber eine AustauschersLule rnit 300 ccm Lewatit S-100 (He) gegeben. Der Durchlauf 
wurde i. Vak. eingedampft, mehrfach rnit Methanol aufgenommen, um die letzten Wasser- 
anteile zu entfernen. Der sirupthe Riickstand wurde in 300ccm Methanol gelbst und mit einer 
Suspension von 1 .O g L-Lysin in 200ccm Methanol 3 Stdn. unter Riihren und RiickRuO erhitzt. 
Es bildete sich vorwiegend das Difructuron-Lysin neben wenig Monofructuron-Lysin. Die 
L6sung wurde i. Vak. eingeengt und a d  eine Austauschersaule rnit 250 ccrn Lewatit S-100 
(He) gegeben, mit 1.0 1 Wasser gewaschen und rnit 0.66n TCE eluiert. Es wurden 275 ccm 
negativer Vorlauf, 325 ccm chromatographisch reine Fraktion des Difructuron-Lysins und 
170 ccrn einer Fraktion erhalten, die Di- und Monofmturonverbindung enthielt. Die erste 
Fraktion (325 ccm) wurde nochmals in gleicher Weise durch Silulentrennung an Lewatit S-100 
gereinigt. Nach dem Austithern und Einengen lieB sich aus Methanol rnit bither ein amorphes, 
chromatographisch reins Produkt folgender Zusammensetzung ausfillen : 

C ~ ~ H ~ & O I ~ - H ~ O  (516.4) Ber. C41.86 H 6.26 N 5.43 
Gef. C 41.46 H 6.28 N 5.48 Riickstand 0.4% 

[a]%: +27.2" (c = 1, in Wasser). Das Kristallwasser wurde beim Trocknen nicht abgegeben. 

D-Tagaturon-DL-Alanin: Die siedende Suspension von 2.0 g DL-Alanin in 450 ccrn absol. 
Methanol wurde rnit 1 .O g D-Galakturonsaure versetzt und 3l/z Stdn. unter Riihren und Ruck- 
fluD weitergekocht, wobei vSllige Lbsung eintrat. Der Ansatz wurde i. Vak. eingeengt, rnit 
etwas Wasser aufgenommen und auf eine Austauscherstiule mit 75 ccrn Lewatit S-100 (Ha) 
gegeben. Nach Waschen mit 0.5 1 Wasser zur Entfernung der iiberschiiss. Galakturonslure 
und der huminartigen Stoffe wurde das D-Togaturon-DL-Afanin rnit 0.25n TCE eluiert. Hier- 
bei fielen 125 ccrn negativer Vorlauf und 300 ccm positive Fraktion an, aus der die TCE rnit 
Ather nach KUTSCHER-STEUDEL extrahiert wurde. Die waRr. Lbsung wurde i. Vak. bei 30" 
eingedampft, mehrfach mit absol. Methanol aufgenommen, um letzte Wasseranteile zu ent- 
fernen. Der Riickstand wurde in Methanol gelbst, das Tagaturon-Alanin rnit bither fraktio- 
niert gefgllt. Die ersten Anteile wurden verworfen und die Hauptfraktion nochmals aus 
Methanol umgefiillt. Das gefLllte amorphe. sehr hygroskopische Pulver wurde schnell abge- 
saugt, mit absol. Alkohol, Aceton und bither gewaschen und i. Vak. iiber PZOS bei 37" 
getrocknet. Trocknen bei 57" fiihrte zu Verfilrbungen und Stickstoffverlusten. 
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Reste an Wasser oder Lbsungsmittel werden nur schwer abgegeben. Das Produkt war 
chromatographisch rein. Ausb. 0.6 g (45.3% d. Th.), Schmp. 98" (Zen.). [alg: -6.1" (c = 2. 
in Wasser). 

C ~ H I S N O ~  (265.3) Ber. C 40.70 H 5.72 N 5.29 Gef. C 40.66 H 6.06 N 4.67 

D-TUgUfUrOn-L-Vulin: 1.5 g ~ - V n l i n  wurden unter Envarmen in 0.5 1 80-proz. Methanol 
gelbst und rnit 5.0 g Nu-Calukfuronut versetzt. Der Ansatz wurde unter RUhren und Ruck- 
flu13 5 Stdn. gekocht. Die braune Lasung wurde i. Vak. eingedampft, der Riickstand rnit etwas 
Wasser aufgenommen und auf eine Ionenaustauschersiiule rnit 220 ccm Lewatit S-100 (He) 
gegeben. Saure und neutrale Anteile wurden mit 0.5 I Wasser ausgewaschen und das Tugu- 
turon- Vulin rnit 0.25 n TCE eluiert. Nach einem negativen Vorlauf von 175 ccm wurden 250ccm 
positives EIuat erhalten. Die TCE wurde nach KUTSCHER-STEUDEL ausgdthert, die waBr. 
LAsung i. Vak. zur Trockne eingedampft, wiederholt mit Methanol abgedampft. Das Taga- 
turon-Valin wurde mehrmals rnit &.her aus Methanol gefallt. Es lie13 sich nicht zur Kristallisa- 
tion bringen. Ausb. 0.13 g amorphes Pulver. Das so dargestellte Tagaturon-Valin enthielt 
immer, wie sich chromatographisch zeigen lie& durch Riickspaltung entstandene Anteile an 
freiem Valin. Dies driickt sich in den zu hohen C,H und N-Werten aus. Unmittelbar nach 
dem Saulendurchlauf sind keine Spaltungsprodukte in dem Eluat vorhanden. erst wahrend 
der Aufarbeitung werden sie gebildet, und es IaOt sich Valin nachweisen. 

C I I H ~ ~ N O ~  (293.3) Ber. C 45.04 H 6.54 N 4.70 Gef. C 46.27 H 7.46 N 5.42 

f-D-Fructuron-L-Lysin-Ni-Komplex: In die Libsung von I.0g L-Lysin in 2Sccm hei13em Was- 
ser wurde so lange frisch gefirlltes Nickelcurbonur eingetragen, wie sich dieses 16ste. Die blaue 
Losung des Ni-Komplexes wurde filtriert und nach Erkalten rnit 50ccm Aceton versetzt. Der 
Lysin-Ni-Komplex ging in die Acetonphase Uber und wurde im Scheidetrichter abgetrennt. 
Die Acetonlbsung wurde mehrfach mit etwas Methanol versetzt und jeweils auf ca. 20 ccrn 
eingeengt, um das Aceton zu entfernen. Das Konzentrat des Lysin-Ni-Komplexes wurde rnit 
300 ccm Methanol zum Sieden erhitzt und 2.0g Na-Glucuronat zugegeben. Der Ansatz wurde 
2 Stdn. unter Riihren undRiicMuB gekocht. Die Lbsung wurde rnit 5ccm Eisessigangesauer:, 
um den Ni-Komplex zu zerstbren. Von dieser L6sung wurden sofort Chromatogramme ange- 
fertigt, bevor nach Zersetzung des Komplexes eine Weiterreaktion erfolgen konnte. Die 
Chromatogramme (siehe Abbild.) wurden mit AgN03, Ninhydrin und Dimethylglyoxim 
entwickelt. Das Chromatogramm 4 (Abbild.) zeigt ein Reaktionsgemisch der Umsetzung 
freier Glucuronsiiure n i t  Lysin, welches alle drei Fructuron-Lysin-Verbindungen enthalt. 
Der Reaktionsansatz 3 rnit dem Lysin-Ni-Komplex enthilt nur die als E-DFructuron-L-Lysin 
angesprochene Verbindung und nicht entsprechendes a-D-Fructuron-L-Lysin. Der in Nr. 3 
zwischen E-D-Fructuron-L-Lysin und D-Glucuronsaure liegende Fleck wird dem Fructuron- 
Lysin-Ni-Komplex zugeschrieben; er reagiert mit Ninhydrin und AgN03 positiv und fluores- 
ziert stark im UV-Licht. Er wurde von drei Chromatogrammen ausgeschnitten, verascht, die 

I 2  3 4 s  
-. __ .~ ~ ~ ~ _ _  . 

ax-Difructuron-L-Lysin ----+. 0 0 
e-D-Fructuron- --+ 0 0 0  
L-Lysin 0 a-D-Fructuron-L-Lysin 

0 +- E-D-Fructuron-L-Lysin-Ni-Komplex 
0 0 0 - D-Ghcuronsaure 

Vergleichschromatogramme zur Identifizierung des Monofructuron-Lysins 
3 Reaktionsgemisch der Umsetzung des Lysin-Ni-Komplexes mit Na-Glucuronat 
4 Reaktionsgemisch der Umsetzung von freier Glucuronsaure rnit Lysin in absol. Metha- 

nol, bei dem alle drei Lysinverbindungen entstanden. 
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Asche mit etwas K6nigswasser abgeraucht, mit Essigsaure aufgenommen und mit Dimethyl- 
glyoxim Nickel nachgewiesen. 

Die papierchrornatographischen Untersuchungen wurden durchgefdhrt auf Schleicher 8c 
SchW-Papier Nr. 602. h:p, mit einem Gemisch aus n-Butanol/Eisessig/Wasser (4: 1 : 5). von 
dem nach Mischung die obere butanolische Phase als Chromatographiergemisch benutzt 
wurde. Bei absteigender Chromatographie zeigten die erhaltenen Verbindungen folgende 
RP-Werte (entwickelt mit ammoniakaliihem Silbernitrat, Ninhydrin oder mit eincm Gemisch 
aus 1 n methanol. KOH und I-proz. ilthanol. o-Dinitrobenzoll6sug (2: I ) .  

Verbindung RP-Wert Verbindung RP-Werte 

D-Glucuronsaure 
D-Galakturonsaure 
D-Fructuron-Glycin 
D-Fructwon-bAlanin 
D-Fructuron-L-Valin 
D-Fructuron-L-hucin 
D-Fructuron-L-P~ny lalanin 
D-Fructuron-L-Proh 
D-Fructuron-DL-Serin 
o-Fructuron-DL-Threonin 
D-Fructuron-L- hginin 
e-D-Fructuron-L-Lysin 
a-D-Fructuron-L-Lysin 
a.E-Di-D-Fructuron-L-Lysin 
D-Fructuron-L-hparagin 

0.15 
0.14 
0.07 
0.13 
0.34 
0.44 
0.48 
0.16 
0.07 
0.11 
0.10 
0.05 
0.06 
0.03 
0.09 

D-Fructuron-L- AsparaginsPure 0.08 
D-Fructuron-t Glutaminslure 0.10 
D-Tagaturon-Db Alanin 0.14 
D-Tagaturon-L-Valin 0.32 
D-Tagaturon-L-Leucin 0.42 
c-D-Tagaturon-L-Lysin 0.05 
a-D-Tagaturon-L-Lysin 0.06 
as-Di-D-Tagaturon-L-Lysin 0.02 
c-D-Fructuron-a-D-Tagaturon-L-Lysin 0.02 
D-Tagaturon-L-hginin 0.08 
D-Tagaturon-L-Phenylalanin 0.41 
D-Tagatwon-DL-Serin 0.07 
D-Tagaturon-DL-Threonin 0.10 
D-Tagaturon-Pseudoleucin 0.42 
D-Tagaturon-L-Glutaminstlure 0.09 




