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KURT HEYNs, HERMANN BREUER und HANS PAULSEN

DARSTELLUNG UND VERHALTEN DER 2-N-AMINOSAURE-
2-DESOXY-GLUCOSEN (,,GLUCOSE-AMINOSAUREN)!
AUS GLYCIN, ALANIN, LEUCIN UND FRUCTOSE?

Aus dem Chemischen Institut der Universitit Hamburg, Abteilung fiir Organische Chemie
(Eingegangen am 22. Miirz 1957)

D-Fructose 1dBt sich mit Aminoséuren wie Glycin, L-Alanin, p-Alanin, 3-Alanin
und L-Leucin zu N-p-Fructosyl-aminosduren umsetzen, die zu 2-N-Aminosiure-
2-desoxy-D-glucosen (,,Glucose-Aminosiauren'*) umgelagert werden konnen.
Bei der Umlagerung entstehen zugleich auch die entsprechenden Mannose-
derivate; im Falle des Glycins wurde 2-N-Glycino-2-desoxy-D-mannose
(Mannose-Glycin) isoliert. — Mit wiBrigen organischen Siuren werden die
Glucose-Aminosiuren wieder unter Rickumlagerung in D-Fructose und
Aminosdure zerlegt. Glucose-D-Alanin und Glucose-L-Alanin nterschei-
den sich in ihren L&sungseigenschaften erheblich, so daB auf diese Weise
eine Spaltung des DL-Alanins in die optischen Antipoden moglich ist.

Wie wir bereits frither zeigen konnten3), reagiert Fructose mit Ammoniak unter
verschiedenen Bedingungen zu einem Ketosylamin, das zum Teil spontan auf dem
Wege einer Amadori-analogen Umlagerung in pb-Glucosamin iibergeht. Das bei der
Umlagerung zugleich zu erwartende isomere p-Mannosamin entsteht nur in unter-
geordneter Menge. Von L. F. LELoir und C. E. Carpni# ist kiirzlich eine Bio-
synthese des p-Glucosamins aufgefunden worden, die der vorstehenden Reaktion im
wesentlichen entspricht. Diese Autoren isolierten aus Nieren Enzyme, die die Bildung
von N-Acetyl-D-glucosamin-6-phosphat aus p-Fructose-6-phosphat, Ammoniak und
Acetat katalysieren.

p-Fructose liefert mit verschiedenen aliphatischen Aminen und mit Aminosiuren
N-substituierte Derivate des D-GlucosaminsS:2; auch andere Ketosen reagieren
entsprechend?®, wobei die Reaktion zuweilen auf der Stufe der Ketosylamine stehen-
bleibt, die sich dann aber mittels Umlagerungskatalysatoren in die 2-Amino-2-desoxy-
aldosen tiberfiihren lassen. In diesem Zusammenhang haben wir die Umsetzung von

1) Die 2-N-Aminosidure-2-desoxy-D-glucosen stellen N-substituierte Derivate des p-Glucos-
amins (2-Amino-2-desoxy-D-glucose) dar, bei denen Aminozucker und Aminosiure iiber ein
gemeinsames Stickstoffatom verbunden sind. Als vereinfachte Bezeichnung fiir diese Ver-
bindungen gebrauchen wir den allgemeinen Namen ,,Glucose-Aminosduren‘. Die spezielle
Verbindung 2-N-L-Alanino-2-desoxy-D-glucose wird dann als Glucose-L-Alanin bezeichnet.

2) Vgl. K. Hevns, H. PauLseN und H. BREUER, Angew. Chem. 68, 334 [1956).

3) K. Heyns und W. KocH, Z. Naturforsch. 76, 486 [1952]; K. HeEyNs und K. H. MEI-
NECkE, Chem. Ber. 86, 1453 [1953].

4) Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 20, 33 [1956).

Vgl. auch die entsprechenden Ausfiihrungen zur Biosynthese der Monosaccharide in der
Ubersicht von L. HouGH und J. K. N. Jones, Advances Carbohydrate Chem. 11, 247 {1956].

5) K. Heyns, R. EicusteDT und K. H. MEINECKE, Chem. Ber. 88, 1551 [1955}); J. F.CARr-
sON, J. Amer. chem. Soc. 77, 1881, 5957 [1955].

6) K. HEyns, H. PauLseN, R. EICHSTEDT und M. RoLLE, Chem. Ber. 90 [1957], im Druck.
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D-Fructose mit Gilycin, pL-Alanin, L- und D-Alanin, f-Alanin und Leucin unter
dhnlichen Bedingungen ndher untersucht.

Die Umsetzung von Aldosen und Ketosen mit den Aminogruppen von Aminosduren und
Proteinen ist oft studiert worden. MAILLARD untersuchte diese Reaktion? im Jahre 1912 im
Zusammenhang mit der Frage nach der Ursache der nichtenzymatischen Brdaunung von
Naturstoffen und Lebensmitteln. Diese zu braun gefirbten Produkten (Melanoidinen)
fiihrende Reaktion gab in den darauffolgenden Jahrzehnten AnlaB zu zahlreichen Unter-
suchungen?), ohne daB es gelang, niedrigmolekulare Zwischenverbindungen zu isolieren bzw.
in ihrer Struktur aufzukliren.

Inzwischen haben Zucker-Aminosidureverbindungen erhebliches physiologisches Interesse
erlangt. So isolierten Borsook und Mitarbeiter8! aus Leberextrakten verschiedene 1-N-Amino-
sdure-1-desoxy-p-fructosen (,,Fructose-Aminoséuren*), die Derivate des D-Isoglucosamins
darstellen. Diese Verbindungen katalysieren bereits in kleinen Mengen den Einbau von
Aminosduren in die Proteine von Kaninchenreticulocyten. Borsook und Mitarbeiter9
haben daraufhin eine groBe Anzahl von Fructose-Aminosduren durch Umsetzung von Glucose
mit Aminosduren und anschlieBender Amadori-Umlagerung synthetisch erhalten. Vorher
hatte bereits A. GoTrscHALK10) durch Influenza-Virus aus Mucoproteinen eine Aminosiure-
Kohlenhydrat-Komponente abgespalten, die nach ihren Eigenschaften gleichermaBen als
Derivat des p-Isoglucosamins des obigen Typs angesprochen wurde, und hat daraufhin das
Fructose-pDL-Phenylalanin als Vergleichssubstanz synthetisiert.

Aus D-Fructose und Aminosduren entstehen in Methanol zunichst — meistens
spontan — die N-p-Fructosyl-aminosduren I. In manchen Fillen ist jedoch eine Kata-
lyse mit Ammoniumchlorid erforderlich. Die Verbindungen 1 erfahren eine Umlagerung
zur Aldose, die im aligemeinen bereits durch die im Molekiil vorhandene Carboxyl-
gruppe der Aminosiurekomponente katalysiert werden kann. Bei einigen Verbin-
dungen erfolgt jedoch die Umiagerung erst nach Zusatz organischer Sduren (Essig-
sdure, Oxalsidure, Bernsteinsidure), wie dies in dhnlicher Weise auch bei der Keto-
sylamin-Umlagerung zu 2-Amino-aldosen der Fali ist9,

oy
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Von den beiden bei der Umlagerung zu erwartenden Isomeren, den Derivaten des
p-Glucosamins und des p-Mannosamins, entstehen bevorzugt die N-substituierten

7 Ausfiihrliche Literaturzusammemstellung bei J. P. DANEBY und W. W. PIGMAN, Advances
of Food Research 3, 241 [1951]; J. E. HopGE, Agric. and Food Chemistry 1, 928 [1953].

8) H. Borsook, A. ABrAMs und P. H. Lowy, J. biol. Chemistry 215, 111 [1955].

9) A. AprAams, 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. MiICHEEL,
Chem. Ber. 89, 1242 {1956).

10) Nature [London] 167, 845 [1951]; Biochem. J. 52, 455 [1952).
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Derivate des pD-Glucosamins II. Dieses Ergebnis entspricht der Fructosylamin-Um-
lagerung, die praktisch fast ausschliefllich p-Glucosaminderivate liefert. Im vorliegen-
den Falle entstehen jedoch in merklichem AusmaB auch p-Mannosaminderivate,
die weiter unten niher beschrieben werden sollen.

Bei der Umsetzung mit p-Fructose zeigen die Aminosiduren ein recht verschiedenes
Reaktionsvermdgen. 3-Alanin reagiert bereits bei Zimmertemperatur mit guter Aus-
beute. Glycin und p-Fructose miissen dagegen mehrere Stunden in Methanol erhitzt
werden, wihrend die Umsetzung mit pL-Alanin auch unter diesen Bedingungen nur
gering ist. Die besten Ausbeuten werden hier erhalten, wenn pL-Alanin und p-Fructose
zunichstin Gegenwart katalytischer Mengen von Ammoniumchlorid behandelt werden,
wodurch die Bildung von N-[D-Fructosyl]-pL-alanin begiinstigt wird, da das Alanin in
Gegenwart von Ammoniumchlorid in einer methanolischen p-Fructoseldésung besser
16slich ist. Das Auftreten von Umlagerungsprodukten 14Bt sich in gréBerem Umfang
dagegen erst nachweisen, wenn man nach der Behandlung mit Ammoniumchlorid noch
kurze Zeit mit Oxalsdure erwarmt. L-Leucin, das ohne Zusitze mit p-Fructose nur wenig
reagiert, liefert unter den gleichen Bedingungen wie pL-Alanin betrichtliche Mengen
von Verharzungsprodukten (Dunkelfirbung), die die Aufarbeitung erschweren und
die Ausbeute mindern. Die besten Ausbeuten erhilt man hier, wenn r-Leucin und
D-Fructose in Gegenwart katalytischer Mengen von Oxalsiure in methanolischer
Losung miteinander erhitzt werden. L-Glutaminsdure und L-Asparaginsiure reagieren
am besten, wenn eine der Carboxylgruppen zu 90 % mit Natriummethylat neutralisiert
wird. Die Aufarbeitung der Reaktionsprodukte erfolgt an Ionenaustauschern. Alle
basischen Bestandteile werden zunichst an saurem Austauscher (Lewatit S 100) absor-
biert und dann mit Trichloressigsdure verschiedener Konzentration fraktioniert eluiert.
In manchen Fillen muB die Austauschertrennung wiederholt werden, wobei die
Glucose-Aminosduren als erste Fraktionen erscheinen. Die reinen Glucose-Amino-
sduren sind schon kristallisierte, bestindige Verbindungen,

Die Umsetzung von p-Fructose mit Glycin fiihrt zu 2-N-Glycino-2-desoxy-D-glucose
(Glucose-Glycin) ¥). Die Oxydation dieser Verbindung mit Quecksilberoxyd liefert
die gut kristallisierte 2- N-Glycino-2-desoxy-p-gluconsiure. Die optische Drehung dieser
Verbindung in alkalischer Losung (0.2 nNaOH) betrigt [«]i: + 21°, in saurer Lésung
dagegen [«]¥: + 26°. Nach der LeEveNEschen Salzregel!!) wiirde diese Drehungs-
dnderung fiir eine D-Mannose-Konfiguration sprechen. Ein in Tab. 1 vorgenommener
Vergleich der Drehwerte von Glucose-Glycin mit den Drehwerten von p-Glu-
cosamin-hydrochlorid und p-Mannosamin-hydrochlorid spricht aber eindeutig fiir
die D-Glucose-Konfiguration der oben als Glucose-Glycin bezeichneten Verbindung.
Die Levenesche Salzregel ! trifft offenbar fiir 2-N-Glycino-2-desoxy-p-gluconsiure,
wahrscheinlich durch den EinfluB der zweiten Carboxylgruppe, nicht mehr zu.

1) P. A. LEVENE, J. biol. Chemistry 63, 95 [1925].

*) Anm. b.d. Korr.: p-Glucose-Glycin wurde inzwischen von R. KudN und W. BISTER
(Liebigs Ann. Chem. 602, 217 [1957]) durch Halbhydrierung von N-Carbithoxymethyl-
D-glucosaminsiurenitril erhalten. Die so dargestellte Substanz ist in allen Eigenschaften mit
unserem Produkt identisch. Herrn Professor Dr. R. KunN danken wir fur die Ubersendung
eines Vergleichspriparates.
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Die Mutterlauge der Glucose-Glycin-Kristallisation zeigt auf dem Papierchromato-
gramm getrennte, AgNOj-positive Flecke mit den Rr-Werten 0.07 und 0.09, von
denen der niedrigere dem kristallinen Glucose-Glycin, die schneller Jaufende Substanz
dem Mannose-Glycin zugeordnet werden. Beide Stoffe lassen sich auf einer Cellulose-
sdule durch Eluierung mit wassergesittigtem Butanol als Losungsmitte! voneinander
trennen. Das Mannose-Glycin fillt als feines amorphes, weiBles Pulver aus, das nach
nochmaligem Umfillen papierchromatographisch vollig einheitlich ist.

DalB es sich bei der erhaltenen Verbindung um das Epimere des Glucose-Glycins
handelt, erweist die Elementaranalyse, die fiir beide Stoffe die Zusammensetzung
CgHysON ergibt, sowie die Umsetzung mit Phenylhydrazin in essigsaurer LOsung,
die in beiden Fillen zum b-Glucose-phenylosazon fiihrt. Die Behandlung beider
Verbindungen mit 2n Essigsdure bei 115° ergibt die Ausgangsprodukte Fructose
und Glycin. Tab. | enthilt eine Gegeniiberstellung der spezifischen Drehwerte der
beiden Aldose-Aminosduren neben denen von b-Glucosamin-hydrochlorid und
D-Mannosamin-hydrochlorid :

Tab. 1. Vergleich der spezif. Drehwerte der Hexose-Glycinverbindungen mit den
entsprechenden Aminozuckern

p-Glucose-Giycin [e): + 81° D-Glucosamin-HCl [o)3: + 72.5°
p-Mannose-Glycin ~ [o«}¥: — 7° p-Mannosamin-HCI [a]®: — 5.2°12)
p-Fructose-Glycin8,9) [«)¥: — 64° p-Isoglucosamin-CHj3- CO;H  [o)2°: — 59°13)

Man erkennt deutlich die Zusammengehorigkeit der Glycinderivate mit den
zugrundeliegenden einfachen Aminozuckern. In die Tabelle ist auch das dritte
Epimere der Reihe, das von Borsook®) dargestellte Fructose-Glycin, mitaufgenom-
men worden und mit Isoglucosamin-acetat verglichen. Mit Phenylhydrazin in essig-
saurer Losung entsteht daraus ebenfalls beim Erwdrmen p-Glucose-phenylosazon.

Als Reaktionsprodukt der Umsetzung von p-Fructose mit pL-Alanin erhilt man zu-
ndchst eine amorphe Substanz der Drehung [«]¥: + 32° die eine Mischung der
Aminosidure-Zuckerverbindungen des p- und L-Alanins2 darstellt; nach Aufldsen in
Methanol kristallisiert in kurzer Zeit praktisch quantitativ p-Glucose-p-Alanin aus.
Sehr viel langsamer und schwerer kristallisiert nach Einengen und Zusatz von Iso-
propylalkohol aus der Mutterlauge das Glucose-L-Alanin. Beide Komponenten lassen
sich aber auf diese Weise nacheinander gewinnen. Aus der nach Abscheidung des
Glucose-L-Alanins verbleibenden Mutterlauge sind durch Fillung weitere Produkte
erhiltlich, die wesentlich geringere Drehungen als die der Glucose-Alanin-Verbin-
dungen aufweisen. Es ist zu vermuten, daB sie analog den Verhiltnissen beim Glycin
einen betrichtlichen Anteil an leicht 16slichen Mannose-Alanin-Verbindungen ent-
halten.

Bei der Umsetzung von reinem p- bzw. rL-Alanin mit Fructose zum p-Glucose-b-
Alanin und p-Glucose-L-Alanin erwies sich ebenfalls die Verbindung des L-Alanins
als leichter 16slich und schwerer kristallisierbar. Mit Hilfe der so gewonnenen reinen
Verbindungen lief sich eine einwandfreie Zuordnung der vorstehend aus dem mit

12) P. A. LEVENE, Biochem. Z. 124, 37 [1921).
13) E. FISCHER, Ber. dtsch. chem. Ges. 19, 1920 [1886).



1378 Heyns, BReUeR und PAULSEN 90

pL-Alanin erhaltenen Diastereomeren-Gemisch isolierten beiden Alanin-Verbin-
dungen durchfiihren. Die beiden Diastereomeren Glucose-p-Alanin und Glucose-1-
Alanin unterscheiden sich durch Schmelzpunkt, Kristallform, Infrarotspektrum und
Loslichkeit. p-Glucose-L-Alanin nimmt beim Umkristallisieren aus Wasser ein Mole-
kiil Kristallwasser auf. Dabei verindert sich auch das Infrarotspektrum betréchtlich.
Das Wasser wird auch beim Erhitzen i. Vak. auf 65° nicht wieder abgegeben.
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(Perkin-Elmer, Mod. 21)

p-Fructose und 3-Alanin reagieren sehr leicht und mit guten Ausbeuten zu 2-N-8-
Alanino-2-desoxy-p-glucose (Glucose-8-Alanin), das jedoch aus der methanolischen
Losung des amorphen Fillungsproduktes nur sehr langsam auskristallisiert., 2-N-L-
Leucino-2-desoxy-D-glucose (Glucose-L-Leucin) aus D-Fructose und i-Leucin 148t
sich nach der Austauscherreinigung nur schwer von seinen Nebenprodukten tren-
nen. Man reinigt es am besten auf einer Cellulosesdule.

Die Reaktion ist ferner anwendbar auf andere Ketosen und eine Reihe anderer Amino-
sduren sowie auf Di- und Tripeptide, wobei die entsprechenden Zucker-Aminosdure-Ver-
bindungen entstehen. Uber die bei diesen Umsetzungen entstehenden Verbindungen wird
gesondert berichtet werden.

Wir konnten weiterhin feststellen, dafl die Ketosylamin-Umlagerung iliberraschen-
derweise in wiBriger Losung mit organischen Sduren als Katalysatoren in riickwirtiger
Richtung verlduft. Gegeniiber Mineralsiuren wie Salzsiure sind Glucose-Aminosduren
relativ bestindig. Sie werden bei 2stdg. Erhitzen mit 22 HCl nur in geringer Menge zer-
stort. Beim Erhitzen mit wiBrigen verdiinnten organischen Sduren (2n Essigsiure
oder Bernsteinsidure) dagegen werden sie fast vollstindig wieder in Aminosidure und
p-Fructose zerlegt. Nur ein geringer Teil der gebildeten p-Fructose reagiert unter dem
Einfiul der Siduren weiter zu Hydroxymethylfurfurol. Das Auftreten der p-Fructose
zeigt einwandfrei, daB es sich bei dieser Reaktion nicht um einen hydrolytischen Ab-
bau des Molekiils, sondern um eine echte , Retro-Amadori-Ketosylamin-Umla-
gerung* handelt. Die dabei aus der Glucose-Aminosiure II primir erhiltlichen N-p-
Fructosyl-aminosduren 1 werden unter dem EinfluB der wiBrigen Sdure sehr leicht
zu D-Fructose und Aminosdure hydrolysiert und somit aus dem Gleichgewicht ent-
fernt, wodurch die nahezu vollstindige Spaltung erklirbar ist.
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Die riickldufige Umlagerung beschrankt sich keineswegs auf N-substituierte Derivate des
p-Glucosamins. Auch beim mehrstiindigen Erhitzen von b-Glucosamin-hydrochlorid mit
2 n Essigsaure bei 115° 1aBt sich einwandfrei die Bildung von p-Fructose, wenn auch nur in
sehr geringer Ausbeute, nachweisen. Die D-Fructose diirfte iiber den oben angegebenen
Reaktionsverlauf entstanden sein.

Bei den aus Glucose und Aminosduren erhdltlichen Amadori-Verbindungen,
den Fructose-Aminosduren?, ist die Riickumlagerung kaum realisierbar. Beim
Erhitzen der Fructose-Aminosduren mit wiBriger 2n Essigsdure zersetzt sich das
Molekiil groBitenteils unter starker Dunkelfdrbung und Bildung von Hydroxymethyl-
furfurol. Zuriickgebildete D-Glucose ist nur in geringen Spuren nachweisbar.

Da Glucose-D-Alanin und Glucose-L-Alanin sich in ihren Loslichkeitseigenschaften
so erheblich unterscheiden, dafl eine Trennung recht gut moglich ist, er6ffnet sich
ein neuer Weg zur Aufspaltung von pL-Alanin in die optisch aktiven Antipoden. Die
Riickspaltung der Glucose-Aminosduren mit organischen Sduren liefert jedoch
Sekundirprodukte, welche die Ausbeute mindern.

Beim Erwirmen mit 0.1 7 NaOH werden dagegen aus den Glucose-Aminosiduren
die Aminosduren in 10 Min. nahezu volistindig abgespalten. Sie lassen sich dann
durch einen sauren Austauscher abtrennen. Als weiteres Spaltprodukt tritt neben
Fructose eine nicht reduzierende Komponente vom Rp-Wert 0.12 auf. Die Spaltung
der Glucose-Aminosiduren kann vorteithaft auch durch 1stdg. Erwdrmen mit einem
stark basischen Ionenaustauscher erfolgen. Die' Aminosidure wird dabei vom Aus-
tauscher praktisch nicht gebunden und 148t sich aus der Losung rein gewinnen. Die
wiBrige Alanin-Losung enthidlt dann als einziges Nebenprodukt eine ninhydrin-
negative Substanz vom RwWert 0.36, die mit ammoniakalischer Silbernitratlosung
sehr schwach, dagegen stark mit alkalischer Permanganat-Perjodat-Lsungi4 reagiert.
Vom basischen Austauscher lassen sich als weitere Spaltprodukte Kohlendioxyd und
zwel Substanzen vom Rr-Wert 0.42 und 0.48 eluieren, die nur auf alkalische Perman-
ganat-Perjodat-Losung ansprechen. Das durch Umsetzung mit prL-Alanin erhaltene
Glucose-p-Alanin bzw. Glucose-L-Alanin ergab nach der Spaltung die entprechende
reine Aminosdure mit den optischen Werten: p-Alanin [«]20: —14.5° in 62 HCI,
L-Alanin [«]20: 4-14.2° in 6n HCl. Damit ist erwiesen, daf} bei der aikalischen Spaltung
keine Racemisierung des Alanins eintritt.

Die Glucose-Aminosiduren geben den ELSON-MORGAN-Test13 auf 2-Aminozucker
nach der Vorbehandlung mit Acetylaceton viel schwicher als p-Glucosamin. Er-
wirmt man vor der Zugabe von p-Dimethylaminobenzaldehyd (Ehrlichs Reagens)
nur mit verdiinnter NatriumcarbonatlGsung, wie es bei N-Acetyl-D-glucosamin aus-
reichend ist, so wird der rote Farbstoff nicht gebildet. Nach kurzem Erhitzen (einige
Min.) der Glucose-Aminosiduren mit 0.17 NaOH auf 100° wird jedoch auf Zusatz
einer salzsauren alkoholischen Losung von p-Dimethylaminobenzaldehyd sofort ein
intensiv roter Farbstoff gebildet.

Im Gegensatz zu den Fructose-Aminosduren® wird eine alkalische Losung von
Kaliumhexacyanoferrat(III) von den Glucose- oder Mannose-Aminosduren prak-

14) R. U. Lemieux und H. F. BAUER, Analytic. Chem. 26, 920 {1954].
15) L. A. EusoN und W. TH. MORGAN, Biochem. J. 27, 1824 [1933].
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tisch nicht reduziert. Auf dem Papierchromatogramm verhalten sich die Giucose-
Aminosduren gegeniiber ammoniakalischer Silbernitratlosung wie reduzierende
Zucker. Es entstehen mittelbraune Flecken im Gegensatz zu den graubraunen bis
grauschwarzen der Fructose-Aminosiauren. Mit Ninhydrin reagieren sie in der Kilte
nicht. Erst bei stirkerem Erwirmen treten Flecken auf, die aber nicht charakteristisch
sind, da sie unter diesen Bedingungen auch bei reduzierenden Zuckern beobachtet
werden konnen (Tab. 2).

Tab. 2. Rr-Werte der Aldose-Aminosiduren im System Butanol, Eisessig, Wasser

(7:0.7:2.3)
o D-Glucose- D-Glucose- bD-Glucose- bD-Glucose- p-Glucose- -x-):Mannose:
Glycin p-Alanin L-Alanin B-Alanin L-Leucin Glycin
R¥ 0.07 0.12 0.12 0.11 0.40 0.09

Die Rr-Werte der Glucose-Aminosduren sind niedriger als die der zugehdrigen
Aminosiuren und zum Teil auch niedriger als die von p-Glucose. Die Rr-Werte von
diastereomeren Glucose-Aminosiduren zeigen keine Unterschiede. Ebenso sind die
Ry-Werte von Glucose-Aminosduren und Fructose-Aminosiuren ein und derselben
Aminosiure praktisch identisch. Etwas hohere Rr-Werte haben zum Teil die Mannose-
Aminosduren. Dadurch ist man in der Lage, auf einer Cellulosesdule Mannose-
Aminosduren und Glucose-Aminosiuren voneinander zu trennen.

Die verhiltnismiBig leichte Bildung von Glucose-Aminosiuren und die ebenso leichte Riick-
spaltung in D-Fructose und Aminosiuren legt die Vermutung nahe, dafl diese Substanz-
klasse im biologischen Bereich auftritt und im Stoffwechsel von Bedeutung ist. Wir haben
einen wilrigen Leberextrakt!6) mittels lonenaustauschers aufgearbeitet und fanden zunichst
in Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von H. Borsoox und Mitarbb.8) einen relativ
hohen Gehalt an Fructose-Aminosduren. Nach Abbau bzw. Zerstdrung der Hauptmenge der
Fructose-Aminosiuren durch FErhitzen mit Salzsiure lieSen sich Fraktionen von Zucker-
Aminosiure-Verbindungen erhalten, die bei der oben beschriebenen Riickspaltung mit 2 n
Essigsdure bei 115° p-Fructose liefern, was auf das Vorhandensein von Glucose-Aminosiduren
im Leberextrakt hindeutet. Uber weitere Ergebnisse wird an anderer Stelle berichtet.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

2-N-Glycino-2-desoxy-p-glucose (D-Glucose-Glycin): 10 g fein gepulvertes Glycin wurden in
einer Losung von 100 g gut getrockneter D-Fructose in 600 ccm absol. Methanol 3 Stdn. zum
Sieden erhitzt. Wihrend sich die Losung gelblich braun firbte, ging das Glycin nach und nach in
L8sung. Nach dem Abkiihlen wurde vom ungeldst gebliebenen Glycin abfiltriert (3.4 g) und das
Methanol i. Vak. abgedampft. Der Riickstand wurde in 200ccm Wasser aufgenommen und lang-
sam auf eine stark saure lonenaustauschersiule (Lewatit S 100, H®-Form, 32 x 500 mm) ge-
bracht. Er wurde mit 2 / dest. Wasser gewaschen, um die nicht umgesetzte Fructose zu ent-
fernen. Darauf wurde die Austauschersidule mit 0.2 n Trichloressigsdure (TCE) eluiert und das
Eluat in Fraktionen von etwa 10 ccm mit Hilfe eines Fraktionssammlers aufgefangen. Jede
zehnte Fraktion wurde papierchromatographisch untersucht. Zur Erkennung von Glucose-

16) Herrn Dozent Dr. V. WoLr und den NoRDMARK-WERKEN, Uetersen/Holst., danken wir
fir die Uberlassung der Extrakte aus der Leberaufarbeitung.
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Aminosduren wurde mit ammoniakalischer Silbernitratlosung angefirbt, wiahrend im Paraliel-
chromatogramm mit Ninhydrin auf Aminosiduren gepriift wurde. Die Fraktionen 65 —240
waren silbernitratpositiv und ninhydrinnegativ, die Fraktionen ab 240 gegeniiber beiden
Reagenzien negativ. Die Reaktionsprodukte sind vollstindig in den Fraktionen 65 —240 ent-
halten. Das nicht umgesetzte Glycin bleibt auf der Austauschersiule. Es wird beim Regene-
rieren der Sidule mit 2 n HCl entfernt.

Die Fraktionen 65 —105 geben im Silbernitratchromatogramm einen Fleck, wahrend die
Fraktionen 110--240 einen Doppelfleck zeigen, dessen Intensitit immer geringer wird. Mit
Austauschern ist also eine gewisse Trennung des Glucose-Glycins (einfacher Fleck der
Fraktionen 65— 105) vom Mannose-Glycin (schneller laufender Anteil des Doppelflecks)
der Fraktionen 110—240 zu erzielen.

Zur Gewinnung der beiden Aldose-Aminosduren wurden die vereinigten Fraktionen
65—240 im Perforator mit Ather von TCE befreit und die wiaBrige Lésung i. Vak. eingeengt.
Der zuriickgebliebene gelbbraune Sirup wurde in wenig Wasser aufgenommen, die Ldsung
mit Tierkohle entfirbt, das Filtrat wieder eingeengt, der Riickstand mit Methanol aufgenomm-
men und zur Entfernung der Wasserreste nochmals eingeengt. Der jetzt hellgelbe Sirup wurde
in 50 ccm Methano! geltst. Aus dieser Ldsung schieden sich zunichst keine Kristalle ab.
Auf Zusatz von etwa 40 ccm wassergesitt. Butano! unter kriftigem Schiitteln begann alsbald
die Kristallisation von Glucose-Glycin, die tiber Nacht im Eisschrank vervolistindigt wurde.
Es wurde abgesaugt, mit Methanol gewaschen und getrocknet. Ausb. an Rohprodukt 3.4 g.

Last man 1.0 g des Rohproduktes in 5 ccm heiBem Wasser und gibt zu der Lésung nach-
einander 5 ccm heiBes Methanol und 5 ccm heiBies Athanol, so daB gerade noch keine Triibung
auftritt, so kristallisiert alsbald das Glucose-Glycin in sehr reiner Form aus. Ausb. mindestens
0.85 g Glucose-Glycin. Die Substanz verkohlt beim Erhitzen im Schmelzpunktrohrchen ab
180° und ist bei 250° noch nicht zerschmolzen.

CgHys07N (237.2) Ber. C40.50 H 6.47 N 5.91 Gef. C40.41 H 6.61 N 5.68
[a]3: + 96° (4 Min.) —— + 81° (Endwert) (¢ = 2, in Wasser)

Kristallisiert man Glucose-Glycin aus weniger konzentrierten Loésungen (1 g Glucose-
Glycin in 10 ccm heiBem Wasser -+ 10 ccm Methanol), so kristallisiert es mit | Mol. Kristall-
wasser in feinen, langen Nadeln (Ausb. 0.7 g). Das Kristallwasser wird bei mehrstiindigem
Erwédrmen auf 60° bei 0.1 Torr nicht abgegeben. Beim Erhitzen ilber den Zersetzungspunkt
verhilt es sich wie die wasserfreie Verbindung.

CgHysO7N-H;0 (255.2) Ber. C37.65 H6.71 N 5.49 Gef. C37.8] H6.80 N 5.29

[e}30: + 90° (4 Min.)) — 4+ 75° (Endwert) (¢ = 2, in Wasser)

Glucose-Glycin-phenylhydrazon: 0.1 g Glucose-Glycin, 0.15 g Phenylhydrazin und 1.2 ccm
H,0 wurden § Stdn. in der Kilte stehengelassen. Nach Zugabe von 1.2 ccm Methanol erfolgte
Kristallisation. Schmp. 172—173° (Zers.), Rr 0.3.

C1sH2106N3 (327.3) Ber. N 12.84 Gef. N 13.25

2-N-Glycino-2-desoxy-D-mannose (D-Mannose-Glycin): (aus den Mutterlaugen der Glucose-
Glycin-Kristallisationen): Beim Einengen des Filtrates der Glucose-Glycin-Kristallisationen
blieben etwa 6 g noch nicht ganz |6sungsmittelfreier, gelber Sirup zuriick, der aus Glucose-
Glycin und Mannose-Glycin bestand, die durch Kristallisation nicht zu trennen waren.
Beide Stoffe wurden in 2 Anteilen auf Cellulosesiulen getrennt.

Die Halfte des Rohsirups, geldst in ca. 3 ccm Wasser und 20 ccm Methanol, wurde auf
eine Cellulosesdule (60 x 600 mm Whatman-Standard) gegeben, die mit Butanol/Wasser
(gesitt.) eingeschlimmt und mit einigen Litern wassergesitt. Butanol durchgewaschen worden
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war. Nach dem Einsickern der Lésung wurde mit 20 ccm Methanol nachgewaschen und mit
wassergesitt. Butanol eluiert. Die ersten 600 ccm des Eluats wurden verworfen. Dann wurden
im Fraktionssammler Fraktionen von je 10 —12 ccm gesammelt und jede zehnte papierchro-
matographisch gepriift. Die ersten silbernitratpositiven Fraktionen enthielten Mannose-
Glycin, die folgenden Mannose-Glycin und Glucose-Glycin nebeneinander, die Endfrak-
tionen reines Glucose-Glycin. Die Mannose-Glycin-Fraktionen wurden i. Vak. eingeengt.
Da das Wasser hierbei zuerst i{iberdestillierte und die Verbindung in wasserfreiem Butanol
unloslich ist, fiel Mannose-Glycin, nachdem etwa die Hilfte des Losungsmittels abgedampft
war, in amorpher Form aus. Es wurde auf 50 ccm eingeengt, ilber Nacht im Eisschrank
stehengelassen, abgesaugt, mit Butanol nachgewaschen und getrocknet. Die Mutterlauge
enthielt praktisch kein Mannose-Glycin mehr, dafiir butanoll$sliche Stoffe aus der Cellulose-
sdule. Die Eluate sollen daher nicht ganz zur Trockne eingedampft werden.

Zwei Sdulentrennungen ergaben 1.7 g praktisch reines Mannose-Glycin. Die ersten, etwas
gelblichen Mannose-Glycin-Fraktionen wurden getrennt von den Hauptfraktionen auf-
gearbeitet und ergaben nochmals 0.7 g eines nicht ganz reinen Praparates. Aus den Mittel-
fraktionen wurden 0.5 g eines Gemisches von Mannose-Glycin und Glucose-Glycin erhalten,
die Endfraktionen lieferten 0.6 g reines Gilucose-Glycin, von dem damit insgesamt 4.0 g er-
halten wurden.

Zur Reinigung wurde das Mannose-Glycin (1.7 g) in Wasser geldst, mit Tierkohle behan-
delt, filtriert und mit so viel wasserfreiem Butanol versetzt, daB ein Einphasengemisch ent-
stand, welches wieder i. Vak. eingeengt wurde.

Mannose-Glycin ist ein feines, weiles amorphes Pulver, welches an der Luft Feuchtigkeit
anzieht und keine Neigung zur Kristallisation zeigt. Ausb. an reinem Produkt 1.5 g. Schmp.
118—120° (Zers.).

CgH;s07N (237.2) Ber. C40.50 H 6.37 N 5.91 Gef. C 39.95 H 6.55 N5.76

[oJ3*: —7° (keine Mutarotation) (¢ = 2, in Wasser)

Mannose-Glycin-phenylhydrazon: Darstellung wie beim Glucose-Glycin-phenythydrazon
beschrieben. Es erstarrte als Gallerte, die abgepret und mehrmals mit Methanol verrieben
wurde. Schmp. 143 —145° (Zers.).

Cy4H3106N3 (327.3) Ber. N 12.84 Gef. N 11.82

2-N-D-Alanino-2-desoxy-D-glucose und 2-N-L-Alanino-2-desoxy-D-glucose (D-Glucose-D-
Alanin und p-Glucose-L-Alanin): 60 g D-Fructose, 5 g DL-Alanin und 0.5 g Ammonium-
chlorid wurden in 350 ccm Methanol 6 Stdn. auf dem Wasserbad unter RiickfluB er-
wiarmt. Aus der braun gewordenen Losung wurden nach dem Abkiihlen 900 mg unge-
lostes DL-Alanin abfiltriert und das Filtrat mit 1 g wasserfreier Oxalsdure 30 Min. auf
dem Wasserbad erwirmt. Nach Einengen der methanol. Lésung wurde in wenig Wasser
aufgenommen und, wie beim Glucose-Glycin beschrieben, die Umsetzungsprodukte iiber
eine saure Austauschersiule (Lewatit S 100, H®-Form, 25 x 400 mm) getrennt. Nach dem
Auswaschen mit Wasser wurde mit 500 ccm 0.1 n TCE eluiert, dann mit 0.2 n TCE (Tropf-
geschwindigkeit ca. 40 ccm/Stde., 240 Fraktionen). Die papierchromatographische Aus-
wertung ergab folgendes, etwas vereinfachtes Bild:

In 0.1 n TCE-Eluat (ca. 200 mg Substanz) befanden sich zwei silbernitratpositive Substanzen
in etwa gleicher Menge, eine unbekannte Substanz A vom Rr-Wert 0.06. Die zweite Substanz
(B) vom Re-Wert 0.12 war Glucose-Alanin. Die Fraktionen (0.2 n TCE) 1—48 (2.5 g Sub-
stanz) enthielten die Hauptmenge des Glucose-Alanins neben Mannose-Alanin. Auch die
Fraktionen 49--80 (ca. 500 mg) enthielten noch Glucose-Alanin, jedoch verunreinigt mit
Glucosamin (Substanz C) vom Re-Wert 0.12, welches aus Fructose und dem zugesetzten
Ammoniumchlorid entstanden sein mufite. Das Glucosamin konnte durch nochmalige
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Austauschertrennung entfernt werden. Die Fraktionen 81—95 enthielten hauptsichlich
Glucosamin, das nach der Reinigung durch priparative Papierchromatographie im Rr-Wert
mit natilrlichem Glucosamin aus Hummerschalen iibereinstimmte und nach P. J. STOFFYN
und R. W. JEANLOZ!7)} mit Ninhydrin in Gegenwart von Pyridin beim Erwirmen zu Arabinose
abgebaut werden konnte. Die Fraktionen 96 —115 (~ 70 mg) enthielten neben Glucosamin
eine weitere ninhydrin- und silbernitratpositive Substanz D mit einem etwas gréBeren Re-Wert
als Glucosamin. In den Fraktionen 115—170 (ca. 200 mg) war auBer Substanz D eine fiinfte,

. silbernitratpositive Substanz, Rr ca. 0.3, enthalten. Ab Fraktion 175 trat nur noch ein schwa-
cher Alaninfleck auf.

Die Fraktionen 1 —48 wurden im Perforator ausgeithert, eingeengt und nochmals iiber eine
Austauschersdule getrennt. Das erhaltene leicht gelbliche sirupise Rohprodukt wurde nach
dem Auflosen in 80 ccm Methanol durch portionenweise Zugabe von 50 ccm wasserfreiem
Ather gefilit. Die unreine Vorfallung wurde abzentrifugiert und aus der Mutterlauge mit
500 ccm Ather die Hauptmenge gefillt. Nach dem Abzentrifugieren wurde mit Methanol/
Ather (1:5) gewaschen und das amorphe Fillungsprodukt im Vakuumexsiccator getrocknet.
Ausb. 2.2 g, {«]}: + 36°. Die Elementaranalyse dieses Produktes sprach fiir die Zusammen-
setzung CoH,70,N.

LaBt man dieses Fallungsprodukt nach Aufldsen in 50 ccm Methanol stehen, so beginnt
nach einiger Zeit Glucose-D-Alanin auszukristallisieren. Wenn sich keine Kristalle bilden,
kann man in einer Probe durch Umfillen aus Methanol mit Ather das Glucose-p-Alanin
so weit anreichern, daB es schlieBlich beim Verreiben mit Methanol kristallisiert und zum
Animpfen der Hauptmenge dienen kann. Zuweilen kann man schon aus der methanol.
L.dsung des Rohsirups ohne Umfillung das Glucose-pD-Alanin kristallin erhaiten. Aus 2.2 g
Fillungsprodukt kristallisierten 830 mg Glucose-p-Alanin. Dieses wurde durch Lésen in
mdoglichst wenig heiBem Wasser und Zugabe der doppelten Menge heien Methanols um-
kristallisiert und ergab 580 mg reines Glucose-D-Alanin vom Schmp. 226 —230°; bei etwa 200°
beginnt es sich zu verfirben.

CyoH1707N (251.2) Ber. C43.02 H 6.82 N 5.58 Gef. C43.52 H 6.80 N 5.50

{a}?: + 83° (4 Min.) — + 70° (Endwert) (¢ = 2, in Wasser)

Glucose-D-Alanin-phenylhydrazon: Dargestelit wie bei Glucose-Glycin-phenylhydrazon be-
schrieben. Schmp. 218 —220°. Rr 0.5.

CisH2306N3 (341.36) Ber. N 1232 Gef. N 1213

Die Kristallisation des Glucose-D-Alanins wird durch mehrtigiges Aufbewahren im Eis-
schrank vervollstindigt. Nach Abtrennung desselben wird eingeengt, in 20 ccm Methanol
aufgenommen und so lange mit Isopropylalkohol versetzt, bis gerade noch keine bleibende
Tritbung auftritt. Aus dieser Losung kristallisiert bei lingerem Stehenlassen und gelegent-
lichem Reiben an der Glaswand langsam Glucose-i-Alanin aus, volistindig erst nach mehreren
Wochen. Etwas schneller kommt man zum Ziel, wenn man die mit Isopropylalkohol ver-
setzte Losung i. Vak. bei Zimmertemperatur langsam auf ein geringes Volumen einengt.
Die erhaltene Fillung wird wieder in etwas Methanol geldst und beginnt nach Zugabe von
isopropylalkohol alsbald zu kristallisieren. Rohausbeute 320 mg. Schmp. 175--177° (Zers.).
Das Rohprodukt kristallisierte ohne Lésungsmittel. Man kann es genau so wie das Glucose-
D-Alanin aus Wasser/Methanol umkristallisieren und erhilt dann eine verfilzte Kristallmasse
mit 14 Mol. Kristallwasser. Ausb. 220 mg, Schmp. 160° (Zers.).

CoHj707N- 15 H,0 (260.2) Ber. C41.54 H 6.97 N 5.38 Gef. C41.08 H 6.84 N 5.36
[a]3: + 84° (4 Min.) —— -+ 74° (Endwert) (¢ = 2, in Wasser)

17 Arch. Biochem. Biophysics 52, 373 [1954).
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D-Glucose-D-Alanin wurde auf die gleiche Weise aus D-( — }-Alanin und D-Fructose dar-
gestelit. Nach zweimaliger Sdulentrennung kristallisierte Glucose-D-Alanin beim Aufldsen
des heligeiben, siruptsen Rohproduktes in Methanol aus. 800 mg p-(—)-Alanin lieferten
290 mg krist. Rohprodukt, die beim Umkristallisieren 230 mg reines Glucose-p-Alanin gaben.
Schmp. 226 —228° (Zers.).

D-Glucose-L-Alanin entsteht entsprechend aus L-(+)-Alanin und D-Fructose. Das aus
800 mg L-(+)-Alanin erhaltene Rohprodukt lieB sich zunichst aus Methanol nicht kristallin
erhalten. Es wurde mit Isopropylalkohol gefillt und die Fallung durch langsames Einengen
i. Vak. vervolistiandigt. Ausb. 320 mg Rohprodukt. Fiigte man zu der methanolischen Losung
des Rohproduktes vorsichtig so viel Isopropylalkohol, daB gerade noch keine bleibende
Triibung entstand, so bildeten sich im Laufe mehrerer Wochen kleine, kugelige Kristalle,
die sich langsam vermehrten. Die Ausbeute an wasserfrei kristallisierendem Glucose-L-Alanin
betrug 124 mg, Schmp. 176 —178°, welches nach dem Umkristallisieren aus Wasser/Methanol
mit 15 Mol. Kristallwasser kristallisierte. Schmp. 160° (Zers.).

2-N-B-Alanino-2-desoxy-p-glucose (D-Glucose-B-Alanin): Die durch kurzes Erwirmen
von 2 g f-Alanin und 20 g D-Fructose in 150 ccm Methanol hergestelite Losung wurde
bei 30° stehengelassen; im Laufe einer Woche firbte sie sich gelblich braun. Papier-
chromatographisch war dann ein intensiver linglicher Fleck zu erkennen, der langsamer
als Glucosamin wanderte, jedoch nur mit Silbernitrat und nicht mit Ninhydrin angefirbt
wurde. Der (3-Alanin-Fleck war nur noch schwach sichtbar. Die Aminosiure hatte sich
grofitenteils umgesetzt. Das Reaktionsprodukt wurde nach dem Abdampfen des Metha-
nols wie iiblich zweimal iber eine lonenaustauschersiule (Lewatit S 100, H®.Form,
33 x 600 mm) getrennt. Eluiert wurde mit 0.3 » TCE. Aus den Fraktionen, die papier-
chromatographisch nachweisbare Mengen von Glucose-3-Alanin enthielten, wurde das
Rohprodukt als schwach gelber Sirup erhalten, der in Methanol l6slich war und mit
Isopropylalkohol zum Teil gefilit werden konnte. Nachdem die Fillung durch Einengen
vervollstindigt worden war, wurden 1.7 g erhalten. Aus der Mutterlauge fiel mit Isopro-
pylalkohol nichts mehr, mit Ather konnten hieraus nochmals 940 mg ausgefillt werden.
Beide Fillungen verhielten sich papierchromatographisch villig gleich, die zweite war aber
in Athanol viel leichter loslich als die erste, wurde aber nach mehrmaligem Umfillen immer
unldslicher, auch in Methanol. Aus beiden Fraktionen (zus. 2.64 g) wurden durch Umfillen
I.1 g reines Produkt erhalten, dessen Analyse der Zusammensetzung CoH;50,N entsprach,
([} 2°:4- 28°) und | geines nicht ganz reinen Produkts ([«]%°: + 22°). Beide waren ein Gemisch
aus Glucose-B-Alanin und Mannose-3-Alanin.

Aus der Hauptfraktion (1.1 g) kristallisiert nach lingerem Stehenlassen in methanol.
Losung reines, aus Wasser/Methano! umkristallisierbares Glucose-f-Alanin aus (150 mg);
Schmp. 153° (Zers.).

CoHy709N: 15 H,0 (260.2) Ber, C 41.54 H 6.97 N 5.38 Gef. C41.28 H 6.94 N 4.98
[x}®: + 74° (4 Min.) — + 62° (Endwert) (¢ == 2, in Wasser)

D-( - )-Alanin aus Glucose-D-Alanin: 100 mg Glucose-D-Alanin, welches aus pL-Alanin und
p-Fructose erhalten worden war, wurden zu 20 ccm heiBer 0.1 » NaOH gegeben und 10 Min.
auf 100° erwdarmt. Das gelblich braune Reaktionsprodukt wurde auf eine Ilonenaustauscher-
siule (Lewatit S 100, H®-Form, 15 x 300 mm) gegeben und nach Auswaschen mit Wasser
mit 0.5 # TCE ecluiert. Samtliche Fraktionen, die papierchromatographisch nachweisbare
Mengen Alanin enthielten, wurden ausgeiithert und eingeengt. Der teils kristalline, braunliche
Riickstand war in Wasser, Methanol und Athano! 16slich. Er wurde in wenig Wasser auf-
genommen, mit Tierkohle entfirbt, {iber ca. 10 ccm lonenaustauscher Lewatit MN, OH®-
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Form, laufengelassen und nach dem Einengen des Durchlaufs aus Wasser/Athanol umkri-
stallisiert. Ausb. 10.4 mg p-(—)-Alanin, [«}¥: —14.5° + 1° (c = 0.5, in 62 HC).

L-(+)-Alanin aus Glucose-L-Alanin: 250 mg Glucose-L-Alanin-14H,0, welches aus biL-
Alanin und p-Fructose erhalten worden war, wurden in 50 ccm Wasser geldst und mit 25 ccm
stark basischem lonenaustauscher Lewatit MN, OH®-Form, | Stde. unter Riihren auf 100°
erwirmt. Darauf wurde vom Austauscher abdekantiert und zweimal mit etwas Wasser
nachgewaschen. Der Austauscher wurde nochmals mit 50 ccm dest. Wasser 20 Min. auf 100°
erwiarmt, in eine Chromatographiersdule gegeben und mit Wasser ausgewaschen. Die ver-
einigten Filtrate wurden i. Vak. zur Trockne eingeengt. Der Riickstand war in Wasser nicht
mehr vollstindig l¢slich. Es wurde mit wenig Wasser aufgenommen, filtriert und nach dem
Einengen dasselbe nochmals wiederholt. Der Eindampfrilckstand betrug 114 mg. Beim Ver-
reiben mit Methanol blieb das Alanin ungeldst zuriick, wihrend die Begleitstoffe sich im
Methano! spielend l6sten. Es wurde abgesaugt, mit Methanol gewaschen und getrocknet.
Ausb. 26 mg L-(+ )-Alanin. Aus der Mutterlauge konnten weitere 8 mg Alanin erhalten
werden. Die so erhaltenen 34 mg L-(+-)-Alanin waren schon sehr rein und zeigten nach ein-
maligem Umbkristallisieren aus Wasser/Athanol die Drehung [2)3°: 4 14.2° £1° (c = 1, in
6 n HCl). Die methanol. Mutterlauge des L(+)-Alanins enthielt neben etwas Alanin nur eine
ninhydrinnegative Substanz, Rr 0.36, die von Silbernitrat sehr schwach angefdrbt wurde,
aber sofort auf das Reagens von LEMIEUX!4) ansprach.

Eluierte man den Austauscher mit 0.2 n TCE, so entwich CO,. Im Eluat befanden sich
zwei Substanzen, Rr 0.42 und 0.48.

2-N-L-Leucino-2-desoxy -D-glucose (D-Glucose-L-Leucin): 10 g L-Leucin und 100 g D-Fructose
wurden mit 1.5 g Oxals3ure in 600ccm Methanol 214 Stdn. unter RilckfluBl gekocht. Die Amino-
sdure war nach etwa 114 Stdn. gelost. Das Reaktionsprodukt wurde, wie beim Glucose-Glycin
beschrieben, auf eine saure Ionenaustauschersiule (Lewatit S 100, H®-Form, 33 x 550 mm)
gebracht und mit 0.5 7n TCE eluiert. Von 250 Fraktionen (10 ccm) wurden die ersten 40 verwor-
fen. Die Hauptmenge (10.9 g) war in den Fraktionen 40 — 140 enthalten. Die Fraktionen 140 bis
250 lieferten weitere 3.3 g Rohprodukt. Keine dieser Fraktionen war papierchromatographisch
einheitlich. AuBler Glucose-L-Leucin (Rr-Wert 0.40) enthielten sie in erheblicher Menge Verbin-
ungen von Rr-Werten 0.45—0.60, daneben in geringerer Menge Substanzen mit Rr-Werten
unter 0.40. Die Fraktionen 40— 140 enthielten die Hauptmenge des Glucose-L-Leucins. Das
Rohprodukt dieser Fraktionen wurde in zwei Ansidtzen von je 5.5 g iiber eine Cellulosesidule
(Whatman-Standard, 550 X 65 mm) aufgetrennt. Als Eluierungsmittel diente wasserge-
siittigtes Butanol. Die ersten 500 ccm Eluat wurden verworfen. Von 250 Fraktionen (10 ccm)
enthielten die Fraktionen 110— 150 papierchromatographisch reines Glucose-L-Leucin, die
iibrigen Fraktionen Nebenprodukte, zum Teil neben Glucose-L-Leucin. Die vereinigten, nur
Glucose-L-Leucin enthaltenden Fraktionen der beiden Cellulosesiduletrennungen lieferten
nach dem Einengen 1.5 g schon sehr reiner Verbindung, Schmp. 186 —187° (Zers.). Kristalli-
sierte man das Rohprodukt aus Wasser/Methanol (0.3 g in 1 ccm heiBem Wasser + 5 ccm
Methanol), so schied sich Glucose-L-Leucin in langen filzigen Nadeln Kkristallwasserhaltig
aus. Schmp. 165—167° (Zers.). Aus Wasser/Athanol (0.3 g in | ccm heiBem Wasser +
S cem heiBem Athanol) bildeten sich kristallwasserfreie kurze Nadeln, Schmp. 187—189°
(Zers.). '

C12H2307(293.3) Ber. C49.13 H7.90 N4.78 Gef. C48.76 H7.75 N 4.70
[o]#: + 74° (4 Min.) —— + 63° (Endwert) (c = 2, in Wasser)

Glucose-L-Leucin-phenylhydrazon: Dargestellt wie bei Glucose-Glycin-phenylhydrazon
beschrieben. Schmp. 187 —190° (Zers.), Rr 0.7.

CyjgH2706N3 (378.4) Ber. N 11.10 Gef. N 10.71
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2-N-Glycino-2-desoxy-p-gluconsiure.: (N-Carboxymethyl-p-glucosaminsiure): 300 mg Glu-
cose-Glycin-H,0 wurden in 6 ccm Wasser gelost und mit 1 g Quecksilberoxyd unter Schiitteln
30 Min. auf 100° erwirmt. Dann wurde ungeachtet einer durch ausfallendes Hg-Salz der N-Car-
boxymethyl-D-glucosaminsiure verursachten Triibung in der Wirme durch Einleiten von Hj;S
das Quecksilber vollstindig gefillt, von HgS abfiltriert und die Losungeingeengt. Der verbliebene
Sirup wurde in 2 ccm heillem Wasser gelost, eine Tritbung abzentrifugiert und nach Zusatz von
5 ccm heifem Alkoho! iiber Nacht stehengelassen. Ausb. 190 mg, Schmp. 155° (Zers.). Nach
dem Umkristallisieren aus 1.5 ccm heiBem Wasser + 3 ccm heiBem Alkohol wurden 138 mg
vom Schmp. 163—165° (Zers.) erhalten. Ry-Wert 0.02. Anfirbbar mit Bromphenolblau
(gelber Fleck), nicht anfiarbbar mit Ninhydrin und ammoniakalischer Silbernitratlésung.

CgHjsOgN (253.2) Ber. C 37.94 N 5.97 N 5.53 Gef. C 37.63 H 6.51 N 5.51

[e)3: 4 24° (c = 2, in Wasser), [%]¥: +21° (¢ = 2, in 0.2 n NaOH), [«]}°: + 26° (¢ = 2,
in 0.2 n HC)

Die Sdure ist beim Behandein mit 0.1 » NaOH bei 100° bestindig. Auch beim Erwidrmen
mit verd. Salzsdure bildet sie nur langsam und unvollstindig ein Lacton.

Spaltung von Glucose-Aminosiduren in Aminosiure und Fructose: 10 mg einer Glucose-
Aminosidure werden mit 2 n Bernsteinsiure oder Essigsdure 4 Stdn. in EinschluBréhrchen bei
115° erhitzt. Als Reaktionsprodukt trat neben wenig Ausgangsmaterial und der freigesetzten
Aminosdure ein sehr starker reduzierender Fleck auf, der in allen Eigenschaften (Anfirb-
barkeit mit Anthron, Brenzcatechin, Naphthoresorcin) mit Fructose identisch war. Hydroxy-
methylfurfurol entstand nur in geringer Menge.

Die papierchromatographischen Untersuchungen wurden mit dem Papier Schleicher & Schiill
602 h:p und dem Gemisch Butanol, Eisessig, Wasser (7:0.7:2.3) durchgefiihrt. Die ange-
fihrten Rr-Werte wurden auf diese Weise bestimmt.

MUVAFFAK SEYHAN

NOTIZ UBER DIE OXYDATION EINIGER DIMETHYL-CHINOLINE
MIT SELENDIOXYD

Aus dem Chemischen Institut der Universitédt Istanbul
(Eingegangen am 10. April 1957)

Die Darstellung des 8- und des 5-Methyl-chinolin-aldehyds-(2) sowie der
entsprechenden Carbonsduren wird beschrieben.

Von den sechs Dimethyl-chinolinen, welche eine Methylgruppe in 2-Stellung
tragen, wurden bis jetzt nur 2.3-, 2.4-, 2.6- und 2.7-Dimethyl-chinoline der Oxydation
mit Selendioxyd unterworfen, wobei, auBer 2.4-Dimethyl-chinolin, alle erwartungs-
gemif nur an 2-Stellung angegriffen wurden 1-4) (s, Tabelle).
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