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rn 
Die N-Glykosid-Bildung und die Amadori-Umlagerung von D-Glucose, 6-Desoxy-~-gh1cose, 
D-Glucuronsaureamid und Kalium-D-glucuronat mit p-Toluidin wurde vergleichend unter- 
sucht. N-Glykosid-Bildung und -Hydrolyse sind Gleichgewichtsreaktionen, deren Geschwin- 
digkeiten iiicht allein von der to-standigen Gruppe des Zuckermolekiils abhangen. Die durch 
Essigsaurc katalysierte Amadori-Umlagerung, die in der Gesamtreaktion offenbar den ge- 
xhwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt, wird durch elektronenanziehende, w-standige 
Gruppen beschleunigt. 3.5-Di-U-methyl-11-glucofuraiiuronsaureamid reagiert vie1 schneller 
mit p-Toluidin und zeigt gronere Umlagerungsbereitschaft als die entsprechcndc nicht- 
methylierte Pyranose. 

Contributions to Non-enzymic Browning Reactions, VJ '1 

Effects of Suhstituents in the w-Position of D-Glucohexoses on N-Glycoside Formation 
and Amadori Rearrangement 

N-Glycoside formation and Amadori rearrangement or u-glucose, 6-deoxy-u-glucosc, D- 

glucuronamide and polassium-o-glucuronate with p-toluidine have been compared. Formation 
and hydrolysis of N-glycosides are equilibrium reactions, the rates of which are not simply 
dependent on the group at the wposition of the sugar-molecule. The acetic acid-catalyzed 
Amadori rearrangement, which is evidently the rate determining process, is accelerated by 
electron attracting groups in the w-position. 3.5-Di-U-methyl-~-glucofuranuronamide reacts 
much more rapidly with p-toluidine and undergoes rearrangement more easily than the 
corresponding non methylated pyranose. 

rn 
Die Reaktion von Aldosen wie 1 rnit Aminen fiihrt in erster Reaktionsstufe zu N-Glyko- 

siden (2), die durch katalytische Einwirkung von Protonen unter Amadori-Umlagerung in die 
hydrolysebestandigen I-Amino-1-dcsoxy-ketosen (3) umgewandelt werden konnen 2 ) .  o- 
Standige Substituenten haben auf diese Reaktion einen erheblichen EinfluB3). So reagiert 
D-Glucuronsaure rnit Aminen schnellcr als Glucose und laBt sich mit einigen besonders 
schwach basischen, aromatischen Aminen, deren Reaktion mit Glucose nur zu N-Glykosiden 
fiihrt, zu Amadori-Produkten umsctzen. Der Befund von Micheel und Frowein4), dan die 

1) V. Mitteil.: K. Heyns, J. Hrukeshoven und K.  H .  Brose, Angew. Chem. 80, 627 (1968); 

2)  F. Weygund, Ber. dtsch. chem. Ges. 73, 1259 ( 1940). 
3) K. Heyns und W. B n l f c ~ ,  Chem. Ber. 93, 1616 (1960). 
4) F. Micheel und A.  Frowein, Chem. Ber. 90, 1599 (1957). 

Angew. Chem. internat. Edit. 7, 628 (1968). 
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Einfuhrung einer Benzylidengruppe in 4.6-0-Stellung von Glucose die Umlagerungsreaktion 
fordert, deutet darauf hin, daR eine leichtere offnung des Hal bacetalringes die Amadori- 
Umlagerung begunstigt. 

Urn die Einflusse der in ta-Stellung von Aldohexopyranosen befindlichen Gruppen 
auf Bildung, Hydrolyse und Amadori-Umlagerung von N-Glykosiden vergleichen 
zu konnen, wurde eine Reihe von Zuckern gleicher Konfiguration untersucht, u m  
sterische Effektes) zu eliminieren. Giinstig erschienen Aldosen mit D-ghco-Konfi- 
guration, da  diese Verbindungen in waRriger Liisung in der C1-Konformation vor- 
liegen, in der alle Hydroxylgruppen aquatorial angeordnet sind. Wir haben D-Glucose 
(1 b), D-Glucuronsaureamid (1 c), Kahm-D-glucuronat (1 d) und 6-Desoxy-~-glucose 
(Chinovose, la) mit p-Toluidin umgesetzt und die Geschwindigkeiten von Bildung 
und Hydrolyse der N-Glykoside sowie ihrer mit Eisessig katalysierten Amadori- 
Umlagerung ermit telt. 

Da eine gleichzeitige Bestimmung der N-Glykoside und ihrer Umlagerungsprodukte 
nicht moglich war, wurden Ar-Glykosid-Bildung und Amadori-Umlagerung in getrenn- 
ten Versuchsreihen gemessen. Die N-Glykosid-Bildung bzw. -Spaltung wurde polari- 
metrisch bestimmt, wobei der mittlere relative Menfehler etwa + 2% betrug. Hierbei 
konnte die die optische Drehung beeinflussende Konfiguration am glykosidischen 
Kohlenstoffatom unbeachtet bleibcn, da  die Mutarotation unter den gewahlten Bedin- 
gungen in wenigen Minuten vollstandig ablief, so daB der Aldose- und N-Glykosid- 
Gehalt nach Aufstellung von Eichkurven mittels entsprechender Eichsubstanzen 
befriedigend aus der optischen Drehung ermittelt werden konnte. Amadori-Umlagerung 
und Braunung konnten ohne Essigsaure im Reaktionsgemisch vernachlaBigt werden. 

Zur quantitativen Bestimmung der durch Umlagerung gebildeten Amadori-Verbindungen 
wurde ihre im Vergleich zu den N-Glykosiden und Aldosen wesentlich verstarkte Reduktions- 
wirkung in alkalischem Medium herangezogen. Allerdings verlaufen die iiblichen Nachweis- 
reaktionen mit o-Dinitrobenzol, Methylenblau. 2.6-Dichlor-phenolindophenol oder Kalium- 
hexacyanoferrat(lII)6' nicht stochiometrisch, da bei weiteren Enolisierungen im Zucker- 
molekul mehrfache Oxl/dationen eintreten konnen'). Durch ein streng standardisiertes Ver- 
fahren, bei dem die Einwirkung des alkalischen Mediums zeitlich genau begrenzt war, lienen 
sich die Produkte der Amadori-Umlagerung mit Kaliumhexacyanoferrat(I11) jedoch gut 
bestimmen. Die sehr empfindliche Methode zeigte schon 10-7 Mol der umgelagerten Substanz 
an. Die durchschnittliche Abweichung vom Mittelwert lag bei & 0.85 ><, der maximale 
Fehler betrug I 2 . 1  %,. 

Das Reduktionsvermogen verschiedener 1 -Amino-I-desoxy-ketosen hangt sowohl 
von der Amin- als auch der Zuckerkomponente ab. Daher wurden die Messungen 
der Amadori-Umlagerung durch Eichkurven der jeweiligen Amadori-Verbindungen 
ausgewertet . 

5 )  B. Capon und W. G .  Overend, Advances Carbohydrate Chem. 15.47 (1960); F. Shafizadeh, 
ebenda 13,9 (1958); W. G. Overend, C. W.  Rees und J .  S. Sequeira, J. chem. SOC. [London] 
1962, 3429; B. N .  Stepnnenko, V. A. Ignatyuk-Maistrenko und M.  G. Chenfsovn, Doklady 
Akad. Nauk. SSSR 154, 650 (1964); C. A. 60, 12096 (1964); C. Bamjord, B. Capon und 
W. G. Overend, J. chem. SOC. [London] 1962, 5138. 

0) K .  Kuhn und F. Weygnnd, Ber. dtsch. chem. Ges. 69, 1969 (1936); 70, 769 (1937): H .  Bor- 
sool~, A .  Abrcrms und P. H. Lowy, J. b~ol. Chemistry 215, 113 (1955). 

7) R. Kuhn uitd L. Birkofer, Ber. dtsch. chem. Ges. 71. 621 (1938). 
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a 
b 
c 
d 

Das N-Glykosid des D-Glucuronsaureamids (2c) wurde durch Umsetzung von 1 c 
niit p-Toluidin in kristallisierter Form dargestellt. Durch dieselbe Reaktion in Gegen- 
wart von Eisessig als Katalysator wurde das Amadori-Produkt 3c kristallisiert 
erhalten. Nach der C-0-Bande im IR-Spektrum bei 1740/cm liegt 3c in der ofenen 
Form vor. Das N-Glykosid der 6-Desoxy-~-glucose (24  lie13 sich in guten Ausbeuten 
gewinnen. Schwieriger erwies sich dessen IJmlagerung zu 3a, die sehr langsam verlief. 
Selbst nach mehrstiindigem Erhitzen waren nur geringe Ausbeuten an 3a in Form eines 
Sirups zu gewinnen, wahrend 2a in gro8eren Mengen zuriickgewonnen wurde. Nach 
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dem IR-Spektrum (C==O 1740/cni) liegt auch 1 -p-Toluidino-l.6-didesoxy-D-fructose 
(3a) in der Ketoform vor. Nachdern wir bereits friihers) nachgewiesen hatten, da8 
auch das durch Umsetzung von Kaiiumglucuronat mit p-Toluidin erhaltene Amadori- 
Produkt (3d) in der offenen Form vorliegt, sind wir der Meinung, da13 derartige 
Verbindungen diese Struktur der Bildung eines Furanose-halbacetal-Ringes vor- 
ziehen. 

Bildung und Hydrolyse der N-Glykoside sind reversibel, da die polarimetrischen 
Werte bei beiden Reaktionen einem etwa gleichen Enddrehwert zustreben. Die aus 
den Konzentrationsverhaltnissen berechneten Gleichgewichtskonstanten wurden 
befriedigend reproduziert, wenn beliebige Gemische aus Aldose und ihrem N-Glykosid 
unter Einhaltung der molaren Konzentrationsbedingungen bis zur Gleichgewichts- 
einstellung erhitzt wurden. 

Folgende Gleichgewichtskonslanten Kwurden fur diep-Tolyl-N-glykoside 2 erhalten : 
K 

u- Glucose (2b) 1.8 
u-Glucuronslureamid (212) 2.2 
Kalium-i~-glucuronat (2d) 2.3 
6-De~oxy-~-glucose (2a) 4.1 

Im Gleichgewicht mit 6-Desoxy-~-glucose und p-Toluidin ist das N-Glykosid im 
Vergleich zu den anderen untersuchten Glucohexosen begiinstigt. Bildung und Zer- 
setzung dieses A'-Glykosides erfolgen dagegen langsamer als bei Kalium-p-tolyl-iV- 

8) K .  Hejns und W. Baltes, Chem. Ber. 91, 622 (1958). 
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D-glucuronid. Da  die Kinetik dieser Reaktionsfolge durch die Anzahl der Parameter 
schwierig zu berechnen ist, geben wir Schatzwerte fur die relativen Geschwindigkeiten 
an, uni den Trend der Effekte zu veranschaulichen: 

relative Geschwindigkeit von 
h'-Glykosidbildung N-Glykosidhydrolyse 

6-Desoxy-n-glucose (2a) 1.8 1 . 1  

o-Glucuronsaureamid (2c) 1.8 1 2  
Kalium-n-glucuronat (2d) 15.1 10.3 

o-Glucose (2b) - 1  ( A  k ~ )  - 1  ( X k H )  

Offenbar wirkt die Carboxylatgruppe besonders beschleunigend auf die Reaktion. 
Hier liegen die Verhaltnisse umgekehrt, wie sie fur die Hydrolyse von 0-Glykosiden 
beobachtet wurden9). Wahrscheinlich beeinflussen mehrere Effekte die Reaktions- 
geschwindigkeit. 

Um die Geschwindigkeit der Amadori-Umlagerung einheitlich verfolgen zu konnen, 
wurden die eingesetzten Mengen an Aldose, p-Toluidin und Eisessig bei allen Ansatzen 
konstant gehalten, wobei die Umsetzungen 1 -+ 3 in 50pror., waBrigeni Athanol in 
5-ccm-Ampdlen bei 80" durchgefuhrt wurden. 

Wahrend die 6-Desoxy-D-glucose (1 a) die geringste Tendenz zum Eingehetl der 
Amadori-Umlagerung aufzuweisen schien und sich nur etwa halb so schnell wie 
Glucose umlagern IieB, reagierten die Derivate der Glucuronsaure wesentlich schneller. 

In der angezeigten Reihenfolge wurden die Reaktionen durch die nichtenzy- 
matische Braunung gestort. Sie fiihrte bei Kaliumglucuronat nach 40 Minuten zum 
Abbruch der Reaktion, wahrend sie sich bei Glucuronsaureamid erst nach 80 Minu- 
ten, bei Glucose nach 180 Minuten dadurch bemerkbar machte, daR die Mengen an 
Umlagerungsprodukt einen Endwert erreichten. Dahcr wurden die Messungen nur an 
ungebraunten Losungen durchgefiihrt, um Storungen durch die Moillard-Reaktion ZLI 

eliminieren. Die Schatzwerte fur relative Geschwindigkeiten, bezogen auf den Wert 
von Glucose, betrugen be1 

6- Desoxy-o-glucose (2a) 0.4 
 glucose (2b) 51.0 
D-Glucuronsaureamld (2c) 4.4 
Kalium-v-glucuronat (2d) 7.7 

Die Amadori-Umlagerung scheint umso schneller abzulaufen, je starker elektro- 
negativ die o-standige Gruppe am Zuckerrest ist. Die gemessenen Geschwindigkeiten 
wurden reproduziert, wenn statt der Monosaccharide ihre p-Tolyl-N-glykoside um- 
gelagert wurden (Reaktionsschritt 2 + 3). Das spricht ebenso wie der Befund, da13 
bei der Umsetzung von 6-Desoxy-~-glucose unter Umlagerungsbedingungcn neben 
wenig Amadori-Produkt vie1 N-Glykosid erhalten wurde, dafur, da13 im gesamten 
Reaktionsablauf 1 -+ 3 der Schritt 2 -> 3, d. h. die Arnadori-Umlagerung, geschwin- 
digkeitsbestimmend ist. In Ubereinstimmung damit ist ihr Ablauf auch von der 
Gleichgewichtslage der N-Glykoside unabhangig. 

Der Einsatz uberschussiger Mengen an Amin bewirkt eine Steigerung der IJm- 
lagerungsgeschwindigkcit. So ergab sich bei der Umsctzung von n-Glucose nut der 

9) T. E. Timell, W. Enter, F. Spencer und E. J. Soltes, Canad. J. Chem. 43, 2296 (1965); 
E. Dyer, C. P .  J. Glmdemnns, M.  J.  Koch uiid R .  hf. Murchessuult, J .  chern. Soc. [Lon- 
don] 1962, 3361. 
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4fach molaren Menge p-Toluidin unter Umlagerungsbedinguhgen eine mehr als 5mal 
so groBe Umlagerungsgeschwindigkeit als rnit aquimolaren Mengen. D a  auch tertiare 
Amine ahnlicher Basenstarke (z. B. N.N-Dimethyl-anilin, N.N-Diathyl-anilin) eine 
Erhohung der Reaktionsgeschwindigkeit bewirken, ist eine zusatzliche Basen- 
katalyse bei der Amadori-Umlagerung anzunehmen. 

Auf die Wirksamkeit des Halbacetal-Sauerstoffs bei der Amadori-Umlagerung weist 
die stark erhohte Reaktionsfahigkeit von 3.5-Di-O-methyl-~-glucuronsaureamid~~) 
hin. Diese Verbindung mit Furanosestruktur mutarotiert in 0.001 n HCI etwa 40mal 
so schnell wie die entsprechende nicht methylierte Pyranose. Eine Geschwindigkeits- 
messung der N-Glykosid-Bildung und -Hydrolyse sowie der Amadori-Umlagerung war 
nicht moglich, d a  das p-Tolyl-N-glykosid bereits beim Zusammengeben der Reaktions- 
partner bei 0" spontan ausfiel und unter Umlagerungsbedingungen sofort Zersetzung 
eintrat. Bei 23' verlief die Amadori-Umlagerung etwa lOmal so schnell wie bei D- 

Glucuronsaureamid, wobei die Reaktion der Furanose von starker Briunung begleitet 
war. Somit wird deutlich, daB N-Glykosid-Bildung und Amadori-Umlagerung bei 
Aldosen rnit Furanosestruktur wesentlich schneller verlaufen als bei den entsprechenden 
Pyranosen. 

Beschreibung der Versuche 

1, ti-Desoxp-o-glucose (la): Die Vorschrift in 1. c.11) wurde modifiziert: 19.5 g 1.2-0- 
Isopropyliden-3.S-0-benzyliden-6-deso~yy-~-~lucose wurden in 1.5 1 0.2 n H2SO4 5 Stdn. unter 
RuckfluD auf 80" erhitzt. Nach Ausathern und Verdampfen von gelostem Ather i.Vak. wurde 
die waDrige Losung rnit 450 ccm Ionenaustauscher Dowex-1 (HC03?-Form) behandelt, bis 
keinc Sulfat-lonen mehr nachweisbar waren. Nach Absaugen des Ionenaustauschers und 
Waschen wurde wie beschrieben"' verfahren. Ausb. nach Umkristallisieren 8.1 g (73 :4). 

2. N-Glykosid aids p-Toluidin und 6-Desoxy-n-glucose (2a) : 1 .O g 1 a, 800 mg p-Toluidin und 
0.5 ccm dest. Wasser wurden unter Umruhren 5 Min. im Wasserbad bei 85-90' zusammen- 
geschmolzen, die zusammengebackene Substanz in einem Gemisch aus 6 ccm Ather und 12 
ccm absol. Athanol hciR gelost und rnit Petrolather bis zur Gel-Bildung versetzt. Nach Ab- 
saugen wurde mehrere Male mit Ather und Petrolather nachgewaschen, in vie1 Essigester 
gelost, abfiltriert, das Filtrat rnit wenig Wasser ausgeschdttelt, die Essigesterlosung dann i. Vak. 
auf etwa 10 ccm eingeengt, rnit der gleichen Menge Benzol versetzt und anschlieBend Petrol- 
ather bis zur Triibung zugefiigt. Nach Stehenlassen bei 0 5 hatte sich 2a mikrokristallin 
abgeschieden. Ausb. 1.1 g (71 "<); Schmp. 145 147" (Zers.), [X I ; ' :  -53.25" + 62.22 (c = 

1.6 in 50proz. Athanol). 
C J ~ H ~ ~ N O ~  (253.3) Ber. C 61.64 H 7.56 N 5.53 Gef. C 61.38 H 7.61 N 5.49 

3. N-Glykosid amp-Toluidin und D-Glu~uron.~aurea~i~d (212) : 10.0 g o-Gli~curonsaureamid(1 c )  
in 250 ccm Wasser wurden mit 20 g p-Toluidin in 200 ccm Ather 2 Stdn. geschiittelt. Nach 
mehrtdgigem Stehenlassen bei 4 3 ' im Kuhlschrank waren farblose, durchsichtige Nadeln 
ausgefallen, die mehrere Male rnit Ather und absol. Athano1 gewaschen wurden. Ausb. 8.4 g, 
Schmp. 138 -140", [ ~ * ] 2 , O o :  -140.2" +660.0" (c = 0.5 in Methanol), [m]h0: -32.6" +9.2' 
(c 0.5 in 50proz. Athanol). 

C I ~ H ~ ~ N ~ O ~ . H ~ O  (300.3) Ber. C 51.99 H 6.71 N 9.33 Gef. C 51.60 H 6.76 N 9.22 

10) K. Heyns und W. Balter, Chem. Ber. 99, 3417 (1966). 
11) P. Karrer und A.  Boettcher, Helv. chim. Acta 36, 571 (1953). 
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4. I-p-Toluidinu-l.fi-didesoxy-~~-fructose ( 3 3 :  5.0 g l a  wurden 2 Stdn. in 100 ccm Methanol 
mit 6.5 g p-Tuluidin und 1 ccm Eisessig unter RiickfluR erhitzt. Nach Abkiihlen und Ein- 
dampfen i.Vak. wurde der dunkle Sirup in 500 ccm Benzol gelost. Dabei fiel 2a als gelatinoser 
Niederschlag Bus. Nach Absaugen wurde das benzol. Filtrat mit 3 ma1 I50 ccm Wasser aus- 
geschuttelt, die waRr. Phase i. Vak. auf 30 ccm eingeengt und auf eine Saule mit 50 ccm 
lonenaustauscher Dowex-50 (H@-Form) gegeben. Nach Elution rnit 0.5 n HCl wurden die mit 
u-Dinitrobenzol positiv reagierenden Fraktioncn mit Ionenaustauscher Dowex-l (HC03s- 
Form) neutralisiert. Evcntuell adsorbierte Substanz brachte man durch Schiitteln des abgc- 
trennten Austauschers rnit 50proz. wallrigem Athanol wieder in Losung. Nach Eindampfen 
der vereinigten Filtrate i. Vak. zur Trockne und Auflosen in wenig Wasser wurde rnit Essig- 
ester ausgeschuttelt und die Essigcsterphasc durch Gefriertrocknung zum Sirup eingedampft. 
Ausb. 250 mg (3.3 x). 

Cl3H2"N04 (254.3) Ber. C 61.46 H 7.88 N 5.51 Gel. C 61.95 H 7.72 N 5.32 

5. N-p-Tulyl- D-isoglucosaminuronsuiireamid (3c) : 10 g 1 c (0.05 Mol), 21 gp-Tuluidin (0.2 Mol) 
und 5 ccm Eisessig wurden in 600 ccm 5Oproz. Athanol 2 Stdn. unter einem Stickstoffstrom 
im Wasserbad auf 80" erhitzt. Nach Abkiihlen im Eisbad wurde das k h a n o l  i.Vak. abge- 
dampft, die wLBr. Losung 8-9mal mil k h e r  ausgeschiittelt, die i.Vak. stark eingeengte 
walk. Phase danach a d  eine Saule rnit Ionenaustauscher CG 50 (H'B-Form) aufgetragen und 
mit dest. Wasser eluiert. Diemit u-Dinitrobenzolpositivreagierenden Fraktionen wurden i. Vak. 
auf dem Wasserbad bei 30-40" eingeengt und anschlieDend im Kiihlschrank stehengelassen. 
Der Zucker fiel als mikrokristalliner Niederschlag aus. Ausb. 4.1 g (29 %), Schmp. 150" (Zers.), 
[ci]ho: --17.0" (c = 0.25 in 50prOZ. Athanol), keinc Mutarotation. 

C13H18N205 (282.3) Ber. C 55.27 H 6.42 N 9.91 Gef. C 55.11 H 6.44 N 9.83 

6. N-Glykosid aus p-  Tuluidin und 3.5-Di-0-methyl- D-glucuronsaureamid: Die Losungen a m  
1 .O g 3.5-Di-O-methyI-~-gliicuronsaureamid in 9 ccm Athanol/Wasser (I :1) sowie von 0.48 g 
p-Toluidin und 0.27 g Eisessig in 9 ccm 50proz. Athanol wurden bei 0" zusammengegeben 
und die ausgeschiedenen farblosen Kristalle sofort abgesaugt. Nach zweimaligem Waschen 
mit wenig 50proz. khan01  und wenig k h e r  wurde getrocknct. Aus der Mutterlauge wurde 
nach Eintauchen in Eiswasser weitere Substanz gewonncn. Man Ioste die vereinigten Nieder- 
schlige in wenig warmem Methanol und gab warmcn Essigester bis zur ersten Triibung hinzu. 
Nach I6stdg. Stehenlassen bei 0-5" wurdc abgesaugt und getrocknet. Ausb. 700 mg (50%), 
Schmp. 127-132', [a]?: i30.9"  + +26.0" (c = 1 in Methanol). 

CL5H22N205 (310.4) Ber. C 58.05 H 7.15 N 9.03 Gef. C 57.94 H 7.07 N 9.08 

7. Messung der N-Glykosid-Bildung: Losungen in Wasser/khanol (1 :l), die jewcils '116 M 

an Aldose und p-Toluidin waren, wurden in einem thermostatisierten 1-dm-Drehrohr auf 80" 
gehalten und die Drehwerte in einem Polarimeter, Modell Perkin-Elmer 141, bis zum Er- 
reichen konstanter Werte abgelesen. Die diesen Werten cntsprechenden Mengen an Aldose 
und Glykosid im Reaktionsgemisch wurden an Hand von Eichkurven ausgewertet. U. a. 
wurden folgende Umsatze gemessen (wobei die Drehwerte z. T. durch Losen entsprechender 
Mengen Aldose und p-Tolyl-N-glykosid reproduziert wurden) : 

t (Min) Mol- % N-Glykosid 
2a 2 b  2c 2d 

4 3.7 
6 5.3 
8 6.9 

40 4.7 2.7 4.7 
60 6.9 3.3 6.9 
80 8.7 4.2 7.8 
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8. Messuug der Hydrolyse yon N-Clykosiden: 1/16 m Losungen von N-Glykosiden in 50proz. 
waisrigem Athanol wurden wie oben anhand von Eichkurven gemessen: 

t (Min) Mol- % N-Glykosid 
' 2 a  2 b  2c 2d 

4 29.3 
8 15.7 

16 11.5 
40 32.7 31.0 25.8 
60 23.1 21.3 16.3 
80 19.0 15.3 11.1 

9. Bestimmung der Gleichgewichtskonstauten K yon N-Glykosiden: WaBrige alkoholische 
Losungen (1 :l), die je 1/16 m an Aldohexose und Amin bzw. 1/16 mi an N-Glykosid waren 
(Kalium-p-lolyl-N-o-glucuronid kristallisiert mit I Mol p-Toluidin s)), wurden bei 80" 
(thermostatisiert) bis zur Einstellung eines konstanten Enddrehwertcs im Polarimeter erhitzt. 
Ebenso wurden Losungen behandelt, die anteilig an Ausgangszucker und N-Glykosid 1/16 

Mol/l enthielten, wobei die molare Menge an ersterem und an p-Toluidin stets gleich waren. 
Die Berechnung erfolgte nach: 

Mal- % N-Glykosid .I600 
Mol- :< Aldohexose . Mol-% p-Toluidin 

- ~- K = .. -- . 

U.  a. wurden folgende Werte gemessen: 

Eingesetztes G leichgewichtskonzen- K 
Gemisch (Mol-%) tration (Mol- %) 

l a  2a 
50 50 
20 80 
l b  2 b  
80 20 
0 100 

l c  2c 
50 50 
20 80 

I d  2 d  
60 40 
0 100 

l a  2a 
90.7 9.3 4.05 
85.7 14.3 4.08 

l b  2 b  
98.0 2.0 1.81 
90.7 9.3 1.82 
l c  2c 
94.0 6.0 
91.3 8.7 

2.32 
2.13 

Id 2d 
90.7 9.3 2.33 
79.4 20.7 2.32 

10. Quantitative Bestimmung von I-p-Toluidino-I-desoxy- D-ketohexosen: 0.2, 0.4, 0.6 . . . 
2 ccm einer 111 millimolaren Losung Amndori-Produkt wurden in einem Reagenzglas mit 
50proz. Athanol auf 2ccm aufgefullt und mit 2ccm einer 0.lproz. waBr. K3JFe(CN)6;- 
Losung versetzt. Die weitere Bestimmung wurde unter thermokonstanten Bedingungen nach 
folgendem Zeitplan vorgenommen : 

Zeitpnnkt 0 :  Zugabe unter Schutteln von 10 Tropfen 0.25 n NnOH aus einer Mikrobiirette, 
die bei allcn Bestimmungen wieder verwendet wurde. Nach 20 Sekunden wurden 2 ccm 
Ferrisulfat-Losung {nach IWin und Malmros 12)) hinzugefugt, wobei die BiIdung von Berliner 
Blnu eintrat. AnschlieRend wurde mit 10 ccm bidest. Wasser verdunnt. 

Nach gcnau 20 Min.: Ablesen der Extinktion bei 690 mp in I-cm-Kuvetten gegen eine 
Bezugslosung von 2 ccm 50proz. Athanol, die ebenso wie die Proben behandelt wurde. 

12) 0. Folin und H. Mnlniros, J. biol. Chemistry 83, 119 (1929). 
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1 1 .  Messung drr Umsetzung von 6-Desoxy-~-g/ueosc (1 a), u-Glucose (1 b), D-Gh-uronbn'ure- 
amid (lc) und Kalium-o-ghuronat ( Id)  mit p-Toluidin bei 80 unter den Bedingungen der 
Amadori-Umlagerung: Je '116 Mol Aldase, p-Tnluzdin und E i s r . ~ g  Hurden in einen 25-ccm- 
MeBkolben eingewogen und mit 50proz. Athanol zur M a k e  aufgefullt. Von dieser Losung 
wurde je 1 ccm in etwa 5 ccm fassende Ampullen pipettiert. Die Ampullen wurden in Trocken- 
eis/Methanol emgefroren, zugeschmolzen, bei -80' aufbewahrl und 1 Stde. vor Umsetzung 
auf Raumtemp. gebracht. AnschlieDend wurden sie in einem Thermostaten auf t 80" erhitzt, 
zu festgesetzten Zeiten je 2 Ampullen entnommen und diese auf -80" abgekuhlt. Das Reak- 
tionsgemisch wurde mit 50proz. k h a n 0 1  so verdunnt, daB nach Entnahme vonjeweils 1 ccm 
und Anfarbung Extinktionswerte zwischen 0.3 und 0.8 erhalten wurden. Die Mengen an 
umgelagertem Produkt wurden von den entsprechenden Eichkurven abgelesen. 

Folgende Umsatze wurden erzielt : 

t (Min) Mol- umgelagertes Produkt 
3a 3b 3c 36 

2 2.5 3.9 7.7 10.8 
22 1.4 12.8 38 46.8 
52 13.6 24.2 51.8 52.5 
Umsatz bei 27.4 44.9 55.2 56.1 
Reak tionsende 

[ I69/70] 


