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Es wird gezeigt, da die Epimerisation der Glukose, der
Fruktose und der Zucker iiberhaupt, nicht nur eine basen-
katalysierte, sondern auch eine sdurekatalysierte Reaktion
darstellt. Unter einem pH-Wert von 2,0 nehmen die Konkurrenz-
reaktionen tberhand.

Es wird der Schlufl gezogen, daB das 1,2-Zuckerendiol
nicht nur Zwischenprodukt bei der sauren Epimerisation,
sondern auch bei der Oxymethylfurfurol-Bildung und bei
anderen Umsetzungen der Hexosen ist.

Das unterschiedliche Verhalten der Aldo- und Keto-Hexosen
beziiglich der Ausbeute an Epimerisationsprodukten, der
Bildung von Oxymethylfurfurol und ihre verschiedene Empfind-
lichkeit gegeniiber Sauren wird zwanglos durch die verschiedene
Enolisierungstendenz erklirt.

Die von Lobry de Bruyn und Alberda van EHkenstein 1895 aufge-
fundene® und spéter weiter untersuchte? Epimerisation gewisser Mono-
saccharide (Glukose, Fruktose, Mannose) verlduft unter Einwirkung von
Lavugen. Man nimmt bekanntlich die intermediire Bildung eines 1,2-

Endiols I an, von dem aus sich entweder eine Aldose oder eine Xetose
bilden kann.

In der Natur kenmen wir vielfiltige Ubergéinge einzelner Monosaccharide
ineinander. Am bekanntesten ist die Bildung von Glukose aus Fruktose

* Teilweise vorgetragen bei der Tagung des Vereines Osterr. Chemiker
1951 in Wien [Osterr. Chem.-Ztg. 53, 10 (1952)].

1 Rec. trav. chim. Pays-Bas 14, 203 (1895).

% Rec. trav. chim. Pays-Bas 15, 92 (1896); 18, 257, 262, 282 (1897); 18,
147 (1899); 19, 1 (1900).
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und anderen Hexosen in der Leber. Der Zuckerabbau verlduft ebenfalls
itber solche Epimerisationen. Aus dem Glukose-6-phosphorsdureester
(Robison-Ester) entsteht der Fruktose-6-phosphorsdureester (Neuberg-Ester)
und umgekehrt bzw. das Gemisch der beiden, der Hmbden-Ester, durch die
Wirkung der Phosphorhexo-isomerase.

Ahnlich erfolgt die Umwandhing der Glyzerinaldehydphosphorsiure in
Dioxyacetonphosphorséure bzw. wmngekehrt unter der Einwirkung der
Isomerase. Beide Enzyme sind bei einem pH unter 7,0 wirksam.

Es kann also die in der Zelle unter der Einwirkung von Fer- CH(OH)
menten stattfindende Umwandlung der epimeren Zucker inein- ;
ander nicht eine allein durch Basen katalysierte Reaktion sein. C(OH)

Da der Mechanismus dieser biologischen Epimerisa- QHOH
tionen nicht bekannt ist, man also nicht wei}, ob er iiber |
ein gemeinsames Endiol verliuft, konnte bisher tiber die CHOH
Chemie dieser Reaktionen keine nihere Aussage gemacht (IJHOH
werden. Sicher war aber, dal es keine basenkatalysierten
Reaktionen im speziellen Sinne sein konnen. . CH,0H

Aus diesem Grund und weil bestimmte Reaktionen der I
Hexosen von den Ketosen aus wesentlich leichter moglich sind
als von den Aldosen aus — wie z. B. die Bildung von Oxymethylfurfurol
(OMF) — untersuchten wir die Einwirkung von Siduren anf Hexosen
hinsichtlich der Bildung epimerer Zucker.

Wir gingen dabei von der theoretischen Erwigung aus, dafi Enoli-
sierungen meist nicht nur basenkatalysierte, sondern auch sdure-
katalysierte Reaktionen sind. Als Beispiel sei hier das Aceton erwihnt3.
Die Enolisierung dieser Verbindung lduft unter der Katalyse von H-Tonen

folgendermafien ab:

LH+ _H+
CH,—C—CH, =——= (H,—0—CH, === CH,—C=CH,
I —H* I +H |
0 +0H OH

Eine shnliche Reaktion konnte man auch bei den Zuckern annehmen:

+ +
HC=0 HC=0H HC=0H HC=0
| LH* | | o !
HCOH = HCOH HOCH ——— HOCH
| —H* | | +H* 7
HOCH HOCH HOCH HOCH

| | l |
NG 425/

3 (. Redtz, Z. physik. Chem., Abt. A 179, 119 (1937).
Monatshefte fiir Chemie. Bd. 84/2. 20
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Voraussetzung hierfiir ist, dafl der Acetalring leicht gedffnet werden
kann, was sicher der Fall ist, da die Bildung bzw. Spaltung von Acetalen
bekanntlich durch S#uren katalysiert wird. Es waren auch viele
Konkurrenzreaktionen zu erwarten, auf die spéter eingegangen werden
soll. Wir muflten daher Versuchsbedingungen schaffen, die einerseits
die sehr ungiinstige Gleichgewichtslage der sauren Enolisierungen be-
ritcksichtigten und anderseits die Konkurrenzreaktionen gegeniiber der
Epimerisation nicht zu stark forderten. Vorversuche ergaben, daf} es
am giinstigsten ist, bei hoheren Temperaturen (etwa 130° C) unter Druck
zu arbeiten.

Da russische Autoren*: 3, die in Pufferlésungen bei pH-Werten unter 7,0
Epimerisation beobachtet haben, diese Erscheinung der Basenwirkung
der Anionen schwacher Siduren im Sinne Branstedts zuschrieben, stellten
wir unsere Beobachtungen besonders bei niedrigeren pH-Werten und
bei Gegenwart starker Sduren an. Die Tabelle 1 zeigt eine Auswahl
aus unseren Versuchen. Der Einfachheit halber wurden nur die Reaktionen
mit Glukose bzw. Fruktose angefithrt. Prinzipiell gleiche Ergebnisse
erzielten wir auch mit Galaktose und Sorbose.

Die Versuche mit Fruktose zeigen, dafi bei einem Ausgangs-pH
unter 2,2 keine Glukose mehr nachweisbar ist, Wir bedienten uns zum
Nachweis der Papierchromatographie. Bei einem Versuch wurde die
Glukose durch priparative Auftrennung des entstandenen Gemisches
nach Entfernung der Siuren mittels eines Anionenaustauschers an einer
Zellulosesdule gewonnen und als Mercaptal identifiziert (siehe exper.
Teil). Beim gleichen Versuch gelang es auch, die geringen Mengen ent-

t P. 4. Aschmarin und I. S. Belowa, Arch. sci. biol. (USSR) 42, 53 (1936).

3 P.A. Aschmarin und A. D. Braun, Arch. sci. biol. {USSR) 42, 61
(1936). — A. D. Braun, Biochimica 4, 276 (1939).
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Glukose-Aus-
pH vor |pH nach] beute in% bez.
auf die Aus-
- s 1o angsmenge,
Nr. Zusatz jeweils 1% R g gegschéitz%.
dem Erhitzen | 1 8td. | 1,58td.
130° | 140°
1 Weinsdure.......... 2,22 | 2,18 | 2,5 5,0
2 Egsigséure.......... 2,85 | 2,60 | 5,0 7,5
3 | Trichloressigsdure ... | 1,17 | 2,1 e —
4 | Ameisensiure ....... 2,55 | 2,1 — —
5 | Oxalsgure .......... 1,17 | 1,0 — — 8, 7
6 Citronensdure . ...... 2,21 | 1.8 0,5 0.5
7 {in 0,ln HCL ....... 1,00 11,0 | — | — 6 7
8 | Milchsdure ......... 2,76 | 2,3 — —
9 | Weinsdure und Calec.
lactat ............ 2,80 | 2,75 | 2,5 7,5
10 | Essigsdure und Calec. i ‘
lactat ............ 3,82 3,65 | 5,0 : 10,0
11 Ameisensdure u. Cale.
lactat ............ 3,06 | 3,02 | 2,5 5,0
12 | Citronensidure u. Calc
lactat ............ 2,50 | 2,48 | 1,0 2,0
13 in 0,1 n HCl und Cale
lactat . ..ovonen... 3690 | 1,70 | 1,0 | 2,0
14 | Aqua dest. ......... — 3,45 — —
15 | Puffer®............. 2,21 | 2,21 —_ 1 Std. bei 140°
16 by e 3,06 | 2,98 -— 1, ,, 140°
17 by e 4,06 | 3,59 ~ B 1, ., 140°
18 sy e 5,05 | 3,99 10 I, . 140°
19 vy eeeeeeeeeaens 6,01 | 3,99 20 T, , 140°
20 by eeneene e 6,95 | 4,19 20 o, ,,  140°

standener Mannose als Hydrazon von der unveréinderten Fruktose, die

den gleichen R,-Wert besitzt, abzutrennen. Allerdings

geniigte das

ausgefallene Hydrazon nicht zur Identifizierung. Aus der Stellung im
Chromatogramm und aus der Farbe der Flecken, die beim Entwickeln
der Papierchromatogramme mit p-Anisidinphosphat® auftreten, darf
man aber mit Sicherheit annehmen, da aus der Fruktose neben groferen
Glukosemengen auch geringe Mengen an Mannose entstehen. Dafl es
sich hierbei um nur sehr geringe Mengen handelt, ist nicht weiter er-
staunlich, denn auch bei der Epimerisation im alkalischen Milieu wird

© o N ®

Nach zweimaligem FErhitzen auch Fruktose nicht mehr nachweisbar.

Disaccharid.

Puffer: Citronensdure-Phosphat nach McIlvaine.
8. Mukherjee und H. C. Srivastava, Nature 169, 330 (1952).

20%
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Tabelle 2. Versuche mit Glukose.

pH vor |pH nach ki 1&??5;%13.
Nr. Zusatz jeweils 19% ; ————————| auf die Aus-
n dem Erhitzen gzziif;&%e’

21 Weinsdure .......... 2,16 | 2,0 Fruktose | 1 Std. bei 130°
22 Essigsdure .......... 2,82 | 2,60 {iberall 1, ., 130°
23 Trichloressigsdure . ... | 1,17 | 2,0 nachweis-| 1 ,, ,, 130°
24 | Ameisensdure ....... 2,65 | 2,1 bar,jedoch| 1 ,, ,, 130°
25 Oxalsgure........... 1,17 | 0,9 nur in 1, . 130°7
26 Citronenséure ....... 2,21 | 1,7 geringsten| 1 ,, ,, 130°7
27 in 0,1n HCL........ 1,00 | 0,9 Spuren 1, ., 130°
28 | Milchséure .......... 2,76 1 2,3 T, ,, 130°
29 | Weinsédure und Cale. ‘

lactat ............ 2,80 © 3.3 2 i, ,, 130°
30 | Essigsdure und Cale.

lactat ............ 3,82 ' 4,0 2 1, ,, 130°
31 | Ameisens@ure u. Cale. ‘

lactat ............ 3,06 | 3,4 2 1, ,, 130°
32 | in 0,1 n HCI und Cale.

lactat ............ 3,69 . 3,1 0,5 1, ,, 130°
33 | NaH,PO, ........... 4,76 | 3,51 4 1,5 Stdn. bei 140°
34 | Puffer® ............. 7,0 | 4,45 10 1,5 Stdn. R; 0,131%
35 iy e 6,0 { 4,41 10 1,5 ,, ,, 0,13
36 e e 5,0 i 4,565 5 1,5 Stdn.
37 e 4,0 | 3,72 2 L5,
38 vy e 3,0 3,01 — 1,5
39 by e 2,2 2,25 — 1,5 Stdn. B; ~0,027

nur sehr wenig Mannose gebildet. In beiden Fillen kénnten sterische
Gegebenheiten, wie die bevorzugte Bildung von cis- oder trans-Endiol,
eine Rolle spielen!!.

Bei einem Epimerisationsversuch mit Glukose wurde die entstandene
Fruktose isoliert, indem die restliche Glukose mit Jod oxydiert und die
Séuren und die Salze, die bei der Neutralisation entstanden waren, mittels
Kationen- bzw. Anionenaustauscher entfernt wurden. In der urspring-
lichen Ldsung wurde die Fruktose auch polarographisch nachgewiesen
(Abb. 1).

Die in der Tabelle 1 angegebenen Ausbeuten an Glukose stellen
grobe Schitzungen dar, die auf Grund von Verdiinnungs- und Vergleichs-
reihen mittels Papierchromatogrammen angestellt wurden. Wir ver-
zichteten auf genaue quantitative Bestimmungen durch Ausschneiden
der Flecke usw., da orientierende Versuche ergaben, daB die erhaltenen

10 Gelber Fleck (Ketose?).
1 Y. I. Topper und D. Stetten, J. Biol. Chem. 189, 191 (1951).
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Werte groBe Schwankungen aufwiesen, weil die Versuchsbedingungen
in unserem Autoklaven nicht konstant gehalten werden konnten.

Wie schon erwidhnt, konnten wir nur dann Glukose nachweisen,
wenn das pH nicht unter 2,2 lag. Bei manchen Siuren war aber auch
bei einem hoheren pH keine Glukose nachweisbar, da diese Siuren offen-
sichtlich die Konkurrenzreaktionen der Epimerisation besonders be-
giinstigen.

Um aunch iiber das Ver-
héltnis der Oxymethylfur-
furolentstehung zur Epi-
merisation Aufschlull zu
erhalten, verfolgten wir die
pH-Abhéngigkeit der Ent-
stehung dieser Verbindung
aus Fruktose quantitativ.
Wie die Abb. 2 zeigt, stei-
gen die Mengen des gebil-
deten OMF ab pH 3,0 steil
an. Bei diesem pH beginnt

v,

/

auch die Ausbeute an Glu-
kose bei der sauren Epi-
merisation abzufallen, so
daB sie bei pH 2,0 kaum
mehr nachweisbar ist. Diese
Koinzidenz deutet auf be-
stehende enge Beziehungen
zwischen der Ausbeute an
epimeren Zuckern und der
OMF-Bildung hin. Wir

Abb. 1. Polarographische Aufnahme des Reaktionsproduktes
aus Glukose, entsprechend Vers.1 in der Tabelle, aber
nach Euntsiuern mit Lewatit M 1. Kurve 1: Akku. Spann.
4V, Empfindlichkeit /,, Elektrolyt 0,01m, LiCl 10 ml
plus 1 ml der Losung von Vers. 1 vor dem Autoklavieren.
Kurve beginnend bei 1,6 V. Kurve 2: Bedingungen wie
vorher, jedoch plus 2 ml der Ldsung von Vers. 1, vor dem
Autoklavieren. Kurve 3: Bedingungen wie bei Kurve 2,
jedoch nach dem Autoklavieren. Die Kurve 3 zeigt eine
deutliche Erhohung der Aldosenstufe [S. M. Cantor und
Q. P. Pewniston, J. Amer. Chem. Soc. 62, 2113 (1940)] im
Reaktionsgemisch, die nur auf eine Ketose (J. Heyrovsky
und I. Smoler, Chem. Zbl. 1933 I, 3474) zuriickgefithrt
werden kann.

werden spiter zeigen, daB solche Beziehungen auch offensichtlich
existieren.

Wenn man den Gehalt an unzersetzter Fruktose nach den Reaktionen
betrachtet, so sieht man, daBl bei den Siuren, die ein Milieu unter pH 2
schufen, auch die Fruktose weitgehend zerstort und manchmal auch
gar nicht mehr nachweisbar war. Dies stimmt mit den Beobachtungen
von P.A. Haber und B. M. Hendriz'? und I. A. Mathews und R.F.
Jackson!3 iiberein, die ebenfalls bei einem unter 2,0 gelegenen pH-Wert
eine starke Zersetzung der Fruktose fanden. Diese Autoren geben an,
daB im Bereich von pH 3,0 bis 5,0 die geringsten Verdnderungen zu
beobachten gind. Dies diirfte darauf zuriickzufiihren sein, daB in diesem

12 Texas_Reports on Biology and Medicine 6, 108 (1948); Ref. Exc. Med.
1/11, 1528 (1948).
13 Bur. Stand. J. Res. 11, 619 (1833).
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Bereich die katalytische Wirkung der H-Ionen bereits sehr gering, die
Wirkung der OH-Tonen aber noch nicht effektiv ist.

Die in der Tabelle 1 angefithrten Versuche mit Glukose ergaben
ghnliche Werte wie bei der Fruktose. Wegen der leichteren Nachweis-
barkeit der Fruktose war es moglich, auch noch bei einem pH von 1,17
(Trichloressigsdure) oder 1,00 (Salzsdure) geringe Spuren von Fruktose
nachzuweisen. Bei der Mehrzahl der Versuche mit Glukose, die bei
pH-Werten unter 2,5 durchgefiihrt
wurden, konnten wir im Chromato-
gramm Substanzen nachweisen, die
Aldosenreaktion gaben und die ihrem
RB.-Wert (0,02 bei Anwendung eines
Gemisches von Butanol-Wasser-Ammo-
niak) entgprechend Oligosaccharide sein
diirften. s war interessant, da3 die
Bildung dieser Oligosaccharide bei sin-
W kendem pH zunabm, und zwar im
gleichen MaBe, wie die Epimerisation
abnahm. Wir glauben aber, daB es
sich hierbei nicht direkt um Konkur-
renzreaktionen handelt. Wir werden
spater noch darauf zuriickkommen.

S Die Versuche mit Glukose und Fruk-
tose bei Einwirkung von Citronensiure-
e Phosphatpuffern fithrten zu bemer-

o kenswerten Ergebnissen. Im Gegensatz
Abb. 2. Abhingigkeit der Oxymethytiur- 21 den Versuchen mit reinen Sduren
furolbildung vom pH-Wert zgaph 2stiindigem  konnte bei der Fruktose erst bei pH 4,0
Eﬁiifﬁznin(‘ﬁfﬁ?&ﬁh;{iﬁf&lﬁﬁﬁﬁzﬁe' ein Epimerisationsprodukt einwandfrei
nachgewiesen werden. Bei der Glukose
fanden wir ebenfalls bei pH 4,0 Fruktose. Diese Untersuchungen zeigen,
daB die Anwesenheit von Metallionen einen deutlichen EinfluB8 auf den
Verlauf der Epimerisationsreaktion besitzt. Welcher Art dieser Einflu8
ist, kann vorerst nicht entschieden werden. Jedenfalls bildet dieze Be-
obachtung ein Argument gegen die Annahme, dal nur Basen im
Dronstedischen Sinne die Epimerisation fordern, da gerade in Gegen-
wart von Alkalisalzen eine solche Wirkung hervortreten miifite.
Zuletzt sei noch erwdhnt, daB mit beiden Zuckern und mit 0,1 n,
0,02n und 0,01 n Schwefelsdure bzw. Salzsiure bzw. Phosphorsiure
Versuche angestellt wurden, deren Ergebnisse dhnlich wie bei 0,1 n
Salzsiiure waren. Die Epimerisationsprodukte konnten nur schwer bzw.
kaum nachgewiesen werden.
Nach diesen Versuchen schien es uns gesichert, daB Epimerisation
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im sauren Milieu stattfinden
kann. Wie schon eingangs er-
wihnt, lag von vorneherein kein
Grund gegen die Annahme vor,
dafl die Enolisierung der Car-
bonylzucker mnicht auch eine
durch H+ Lkatalysierte Reak-
tion darstellt. Wir koénnen also
dieanf S.299/300 angegebene Be-
schreibung dieses Vorganges tat-
sdachlich als wahrscheinlich an-
nehmen, zumal wir bei der Be-
handlung der Fruktose die Bil-
dung der Mannose neben der
Glukose wahrscheinlich machen
konnten. DasZuckerenol scheint
also ein priméares Umwandlungs-
produkt der auch im sauren
Milieu epimerisierenden Zucker
Zu sein.

Da anzunehmen ist, dafi die
Enolisierung mit steigender H-
Tonenkonzentration eine Gleich-
gewichtsverschiebung  zugun-
sten der Enolform erfihrt, mufl
das Absinken bzw. das Ver-
schwinden des Epimerisations-
effektes bei pH 2,0 auf Kon-
kurrenzreaktionen  zuriickzu-
fihren sein. Hierzu glauben wir
die Bildung von OMF und viel-
leicht auch von Triosen bzw.
Spaltsticken der Hexosen
zahlen zu dirfen. Wie Abb. 2
zeigt, erfolgt der Anstieg der
OMPF-Ausbeute gleichzeitig mit
dem Absinken der Epimerisa-
tionsprodukte, wobei das Grenz-
pH bei beiden Reaktionen gleich

Die Epimerisation der Zucker im sauren Milieu.

305

7001

Fruelose

o,
0
W
N
Q,

a7

Glucase

=]

107 TN VA EANU SR SN (U N HN N |
4 7 2 3 4 5 6 7 4 3 n
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AbDb. 3. Abhingigkeit der Oxymethylfurfurolbildung
von der Natur des Zuckers in Form einer Zeitkurve.
Glnkose bzw. Fruktose in n/10 HC! auf dem Wasser-
bad erhitzt. Da der Unterschied zwei Zehnerpotenzen
betriigt, wurde fiir E ein logarithmischer Mafistab

verwendet,

ist. Wir haben ferner die Angaben von W.N.Haworth und W.G.
M. Jones'* nachgeprift, die behaupten, daf OMF nur von Fruktose,

14 J, Chem. Soc. London 1944, 667.
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nicht aber von Glukose gebildet werden kann und haben zu diesem
Zweck 109%ige Losungen der beiden Substanzen in n/l10 Salzsiure
erhitzt.

Abb. 3 zeigt die HErgebnisse dieser Reaktion, bezogen auf OMF-
Bildung. Man sieht einwandfrei, dafl die Fruktose zwar wesentlich mehr
und rascher OMF bildet, dafl jedoch auch die Glukose nicht zu unter-
schitzende Mengen dieser Verbindung zu produzieren vermag (zirka 19,
der aus Fruktose erhaltenen Menge). Die Angaben von Haworth und
Jones kénnen von uns also nicht bestitigt werden. Betrachtet man die
Ausbeute an Epimeren in der Tabelle 1, so sieht man, da auch dort
von Fruktose wesentlich mehr umgesetzt wird als von Glukose. Aller-
dings nehmen hierbei die Konkurrenzreaktionen einen entsprechend
breiten Raum ein.

Nach diesen Beobachtungen glauben wir mit Recht die Behauptung
aufstellen zu diirfen, dall die Epimerisation im sauren Milieu und die
OMPF-Bildung {iber eine primire Reaktionsstufe verlaufen, niamlich iiber
das Zuckerenol, richtiger Endiol*s, Die bisher bestehenden Anschauungen
iiber die OMF- bzw. Furfurolbildung nehmen nicht das Zuckerendiol
als primires Produkt an, sondern verschiedene andere Dehydratisierungs-
produktel4. 18,17, 18,18 Die Bildung des OMF aus Frulktose bzw. Glukose
wire dann wie folgt darzustellen:

OH
yd
H({)— HC=0 HC—-O-  HC=0 HC=0
| | I ! i
H(]JOH HCOH COH COH ¢
% | S I i a
HOCH 0 H* HoCcH *cH __ cHE  —HO cH |
= | T o
H’COH ! HCOH HCOH HCOH HCOH |
i i | | i |
H(])‘——»'\‘ HCOH HCOH HCOH HC—
H 1]
i z | !
CH,OH CH,OH CH,0H CH,0H CH,0H
Glukose Aldehydo- 3-Desoxy-
glukose oson

5 M. L. Wolrom und W. L. Lewis, J. Amer. Chem. Soc. 50, 837 (1928).

6 M. L. Wolrom, R.D. Schuetz uwnd L.F.Covalieri, J. Amer. Chem.
Soc. 70, 514 (1948); siehe dort auch weitere Literatur.

17 d.v. Wacek, Augew. Chem. 54, 453 (1941),
8 0. D. Hurd und L. L. Isenhour, J. Amer. Chem. Soc. 54, 317 (1932).

¥ M. L. Wolrom, E.G. Wallace und E. A. Metcalf, J. Amer. Chem.
Soc. 64, 265 (1942).
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N W < < <
SN H= T =
CH,OH N H h
‘ OH ?Hon HCOH HC=0 HC=0
/ I | |
(rj ) =0 COH COH —
; | I f ]
HOCH g+ HOCH g+ HOCH CH  _mo CH |
l — | —_ l I — | 0
H(IJOH 0] HCOH HCOH CH CH |
l | I | ;
HCOH ] HCOH HCOH COH c - —
| B r | | I
CH, CH,0H CH,0H CH,0H CH,0H
Fruktose Ketofruktose Endiol Oxymethylfurfurol

Die in neuester Zeit beobachtete Bildung von Oxyacetylfuran neben
OMF2® aus Zuckern ist entsprechend tber ein 2,3-Endiol zu erkliren.

CH,0H CH,0H CH,OH CH,0H
| l |
C=0 COH C—O0- co
1 I I l
i i
HOCH COH COH COH
I Il-l-_L i —1-120_> K I —H2q)
H(]}OH — HCOH HC+ CH
| l 1
HCOH HCOMH HCOH HCOH
| l 1 f
COH,0H CH,0H CH,OH CH,0H
CH,OH CH,0H
| J
c=0 co
[ r
COH —
I —H.0 1
—_— —>
CH cH |
| o
CH CH
I I ‘
HCOH HC- |

Die Bildung dieser Verbindung aus Glukose, die von den Autoren an-
gegeben wird, ist fiberhaupt erst nach erfolgter Epimerisation moglich,
da aus einer Aldehydgruppe eine primére Alkoholgruppe werden muf.
Diese Beobachtung kann als eine Stitze unserer Theorie angesehen
werden.

Man konnte sich auch vorstellen, daB die Endiolisierung ohmne die

20 R K. Mileer und S. M. Cantor, J. Amer. Chem. Soc. 74, 5236 (1952).
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offene Carbonylform als Zwischenprodukt auf folgendem Wege verlduft;
allerdings liegen hierfiir keine Beweise vor.

OH

/
HC—

|
HCOH

]

H’i‘

o F
| TE

!
HOCH
r

HCOH
J
HC —

|
CHOH

+H+
! | G

|
CHOH

Hoon
I
COoH

|
HOCH
f

HCOH
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Eine Entscheidung iiber die letztere Vermutung kénnten nur nidhere
Untersuchungen bringen, die allerdings sehr schwierig auszufithren sind?*.

21 Einen #éhnlichen Mechanismus nimmt A. Goettschalk [Biochemic. J. 52,

455 (1952)7 fir die Bildung eines Enols von N-Arylfruktosaminen bzw.
N-Arylglukosiden an. Dieser Autor glaubt also auch, die Acetalringéffnung
ohne Auftreten einer Carbonylgruppe darstellen zu kénnen und schreibi
dem priméren Ausgangsprodukt zur OMF-Bildung Enolstruktur zu.
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Ein Beweis fiir die Endiolisierung der Zucker im sauren Milieu liegt
schon seit lingerer Zeit vor, wurde aber nicht weiter beachtet oder auch
nur in den Fachbiichern registriert. Hwans und Mitarbeiter?® wiesen
bereits 1928 nach, daB mit konzentrierten Cu-Acetatlosungen, die sauer
reagieren, Glukose und auch Fruktose zu oxydieren sind. Diese Forscher
gaben auch schon die Endiolform als die vermutlich reagierende Form
an und zeigen als Beweis fiir die Endiolisierung die Entstehung der
Osone auf. Tatséchlich fithrt die Oxydation des Endiols primér zum
Oson. Ubrigens wurde diese Methode zur Osondarstellung spiter fiir
die Ascorbinsiuresynthese bzw. fir die Synthese der Ascorbinsdure-
homologen bedeutungsvoll und fitr préparative Zwecke von Weiden-
hagen?® in einer umfangreichen Arbeit beschrieben. Auch Patent-
schriften® existieren, ohne daB aber Hvans erwidhnt wiirde.

Wir sehen also, daB die Bildung des Zuckerendiols einerseits mal-
geblich fir die Epimerisation der Zucker im sauren Milieu ist und daB
anderseits aus diesem Endiol wahrscheinlich auch das OMF entsteht,
das bei der Cu-Oxydation aber nicht gebildet werden kann. Wir kénnen
nun verstehen, daf die Fruktose, die gar keine vorgebildete Aldehyd-
gruppe besitzt, leichter und viel rascher OMT bildet als Glukose, die
die Aldehydgruppe bereits enthilt. Fruktose endiolisiert wesentlich
rascher als Glukose, das heiBt, daB das Gleichgewicht im Verhéltnis
zur Glukose auf die Seite des Endiols verschoben ist. Daher ist Fruktose
auch empfindlicher gegen Sdureeinwirkung als Glukose.

Aus diesen Tatsachen kann man schlieBen, daff das Endiol das primére
Reaktionsprodukt fir die Zersetzung der Zucker im sauren Milieu ist
und daB die Tendenz der Endiolisierung mafigebend fiir die Empfind-
lichkeit bzw. Reaktionsfihigkeit der Zucker ist. In diesem Zusammen-
hang ist es erwihnenswert, daB die Oxydation der Aldosen mit Jod
oder Brom, die bekanntlich zu der entsprechenden Glykonsdure fithrt
und daher nicht iber ein Endiol verlaufen kann, bei den Ketosen keine
Parallele hat. Sie erweisen sich gegen Agenzien, die andere als Endiol-
strukturen angreifen, als relativ stabil.

Ebenso scheint die Bildung von Furfurol aus Pentosen iiber das
entsprechende Endiol zu fithren. Aldopentosen sind mit Cu-Acetat?
wesentlich leichter oxydierbar als die Aldohexosen. Bei diesen Verbin-
dungen scheint also die Endiolisierung begiinstigter zu sein als bei den
Hexosen, und dem wiirde auch die groBe Empfindlichkeit der meisten
Pentosen entsprechen.

Wir glauben also behaupten zu diirfen, daf die Zuckerendiole bei
der Zersetzung der Zucker im sauren Milieu eine Schliisselstellung ein-

2 J. Amer. Chem. Soc. 50, 2267 (1928).
28 7. Wirtschaftsgr. Zuckerind. 87, 711 (1937).
24 I, Stone, U. S. P. 2206374 (1937).
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nehmen, die ihnen interessanterweise auch bei der alkalischen Zersetzung
zugeschrieben wird. Auch dort kommt es offensichtlich vom Endiol
aus zu weiteren Umsetzungen.

Die von uns beobachtete Oligosaccharidbildung, die bei Siure-
einwirkung auf Zucker bereits wohlbekannt ist, scheint uns keine
Konkurrenzreaktion der Epimerisation zu sein, da fir diese Reaktion
weder das Zuckerendiol noch die freie Carbonylform des Monosaccharids
in Betracht kommt.

Experimenteller Teil.
1. Epimerisation siehe Tabelle 1.
2. Papierchromatographische Untersuchungen der Reaktionsprodukie.

Die bei den Versuchen gemidf Tabelle 1 erhaltenen Lésungen wurden
mit Wasser auf das doppelte Volumen gebracht und auf Filterpapier

Vi1 o2 9 1m0 19 2 G2 3 S 35 g6 37 28 39V
S S Y U A Oy Uy Ol Ot N S M W .
®

Abb. 4. Paplerchromatogramine einiger Ansitze entsprechend der Tabelle. V = je 2%ige Losung
von Glukose und Fruktose. Ausfilhrung siche exper. Teil 2.

Sehleicher & Schill 2043b  absteigend chromatographiert, wobei als Ent-
wicklungsflissigkeit ein mit 19iger wilr. Ammoniaklésung gesittigtes
n-Butanol diente. Nach 24 bis 48 Stdn. Laufzeit bei etwa 20° C (Flissigksits-
front’ durchgelaufen) wurde getrocknet und mit Anilinphthalat? (zar Er-
kennung der Aldosen) bzw. mit p-Anisidinphosphat® (zur Erkennung der
Ketosen) entwickelt. Das von uns verwendete p-Anisidinphosphat-Reagens
wurde von uns etwas modifiziert, und zwar wurden 0,5 g p-Anisidin unter
Rihren in 2 ml Phosphorsgure (D = 1,75) eingetragen und nach Auflésung
50 ml wassergesittigtes Butanol, verdiinnt mit Athanol, 1: 1 zugesetzt. Vom
hierbei entstehenden Niederschlag wurde nach einiger Zeit abfiltriert und
die Lésung verwendet. Der Zusatz von Butanol verhindert das Auslaufen
der Chromatogramme. Die Entwicklung mit diesemn Reagens erfolgte bei
90 bis 95° in etwa 10 Min. Mit diesem Reagens sind die Ergebnisse nach
unseren Erfahrungen préziser als mit dem von Mukherjee und Srivatava
angegebenen.
3. Erfassung der Ausbeuten.

Die Lésungen wurden mit einer Platindse, deren Fassungsvermigen
2,7 cmm betrug (Mittel aus 10 Wigungen) auf das Papier aufgebracht.

% S. M. Partridge, Nature 164, 443 (1949).
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Mit Hilfe eines unter genau gleichen Bedingungen hergestellten Vergleichs-
chromatogramms, auf welchem eine Verdiimnungsreihe von Glukose bzw.
Fruktose chromatographiert und entwickelt worden war, wurden jeweils
die Mengen der entstandenen Epimerisationsprodukte geschitzt und auf
die Ausgangsmenge bezogen. Die Erfassungsgrenze war fir Fruktose mit
p-Anisidinphosphat bei etwa 0,8 ug und fir Glukose mit Anilinphthalat
bei etwa 1,5 ug.

4. Untersuchung der Ozxymethylfurfurolbildung.

o) Aus Qlukose und Fruktose (Abb. 2), 10%ige Ldsungen von Glukose
bzw. reinster krist. Fruktose in 0,1n Salzsiure wurden unter RickfluB
.im Wasserbad erhitzt und einstiindig Proben entnommen. Davon wurde
nach dem Abkiihlen je 1ml mit 1ml 29%iger alkohol. Resorcinlosung und
1 m! konz. Salzsdure versetzt und nach 2 Stdn. gegen eine Vergleichsprobe
im Pulfrich-Photometer mit Filter 11 kolorimetriert. Fir die Vergleichs-
probe wurde an Stelle der Resorcinlosung reiner Alkohol verwendet.

Diese Ausfihrungsform der Fieheschen Reaktion28 besitzt die gleiche
Spezifitét, das heiBt, daf die Zucker selbst nicht reagieren, sondern nur
das aus ihnen entstandene OMF.

b) Aus Fruktose in Abhdangigkeit vom pH-Wert (Abb. 1). Je 109%ige
Losungen von reinster krist. Fruktose wurden in Citronenséure-Phosphat-
puffern am siedenden Wasserbad 2 Stdn. erhitzt und nach dem Abkiihlen
die relativen Mengen des hierbei gebildeten OMF nach der bei a angegebenen
Menge bestimmt.

5. Isolierung der bei der Epimerisation entstandenen Fruktose.

10 g Glukose und 1 g Weinsdure wurden auf 100 ml mit Wasser aufgefiillt
und die Loésung im Autoklaven 1,5 Stdn. auf 140° erhitzt. Die Reaktions-
16sung wurde nach dem Abkiithlen auf 11 verdinnt und 41 n/10 Jodlosung
zugegeben. Darauf wurden unter Rithren 600 ml n/10 NaOH zugetropft
und das Gemisch nach 20 Min. mit 1:2 verd. Salzsfiure schwach sauer ge-
macht, das ausgeschiedene Jod durch die eben nétige Menge Thiosulfatlosung
gobunden und die Lésung mit Hilfe von Tonenaustauschern (Lewatite KSB
und M 1) entsalzt. Dabei blieben auch die Huminsubstanzen an den Aus-
tauschern zuriick, so daB eine nahezu farblose Losung gewonnen wurde.
Im Vak. wurde bis zur Sirupkonsistenz eingeengt (2 ml) und dieser Sirup
weiter untersucht.

a) Dieser Sirup gab auch in sehr groBer Verdiinnung eine stark positive
Seliwanoff-Reaktion.

b) Das Papierchromatogramm des Sirups zeigte neben Fruktose gering-
fiigige Glukosemengen. Ein Mischchromatogramm mit Fruktose zeigte keine
Auftrennung. Die Entwicklung der Chromatogramme erfolgte mit p-Anisidin-
phosphat.

¢) Die Lésung zeigte im Mikropolarimeter Linksdrehung.

6. Isolierung der bei der Epimerisation entstondenen Glukose.

10 g Fruktose und 1 g Weinsdure wurden auf 100 ml mit Wasser auf-
gefullt und die Losung im Autoklaven 1,5 Stdn. auf 140° erhitzt. Nach
dem Abkiihlen wurde mit Wasser 1:1 verdiinnt, mit Hilfe eines Ionen-

26 J. Fiehe, Z. Unters. Nahr. GenuBm. 19, 353 (1910). — J. Piche und
W. Kordatzki, ibid. 56, 490 (1928).
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austauschers (Lewatite M 1) siurefrei gemacht und dann im Vak. bis zur
Sirupkonsistenz eingeengt (10 ml). Von diesem Sirup wurden je 1,5ml
auf drei Zellulosesdulen (Whatman Zellulosepulver ashless) von 16 x 1000 mm
aufgebracht, mit 50 ml trock. n-Butanol nachgewaschen und zuletzt mit
wassergesittigtern Butanol ohne Ammoniakzusatz eluiert.

Die Fraktionen (je 20 ml), die mittels eines Fraktionsschneiders gewonnen
und papierchromatographisch identifiziert wurden, ergaben eine weitgehende
Aufspaltung des Sirups. Die glukosehaltigen Anteile wurden vereinigt und
im Vak. bis zur Trockene eingeengt. KEs blieb eine farblose kristalline Masse
zuriick, die in 2 ml Salzsgure (d = 1,19) geldst und unter Eiskithlung mit
etwa 0,5 ml Athylmercaptan unter Sechiitteln versetzt wurde. Nach einigen
Stunden wurde abgesaugt und abgepreBt und der Niederschlag in Wasser
umbkristallisiert. Nach dem Trocknen Schmp. = 127 bis 128° C unkorr.,
Mischschmp. mit Glukose-difithylmercaptal keine Depression.

Anmerkung : Seit der Veroffentlichung unserer Arbeit iber die Erfassung
der Endiol-(«x)-x-carbonyl-Gruppierung [diese Zeitschrift 83, 80 (1952)]
wurden wir auf zwei Verdffentlichungen in einer ums nicht zugénglichen
Zeitschrift aufmerksam gemacht: F. Santavy und B. Bitier, Polarographic
behaviour of reductic acid, Coll. trav. chim. Tchécoslovaquie 15, 112 (1950}
und R. Brditka und P.Zumann, Polarographic behaviour of reductone and
coumarindiol, ibid. 15, 766 (1950).



