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Butin). Die Substanz ist nach dem Misch-Schmp. und dem IR-Spektrum identisch mit dem
Dichlorid von SMIRNOW-SAMKxOW3),

trans( ?)-3.4-Dichlor-hexen-(3): Aus einem entsprechenden Ansatz unter Verwendung von
20.5 g Hexin-(3), 14.0 g Chlor, 1.6 ccm Borfluorid-itherar und 0.09 g Wasser wurden 22 g
Dichlorhexen vom Sdp.og 45°, n¥ 1.4603, isoliert.
CeH1oCly (153.0) Ber. C47.08 H 6.59 Cl146.33 Gef. C47.26 H6.85 C145.8

IR-Spektrum: Starke Banden bei 2920, 1450, 1086, 812 und 707/cm.
Aus dem bei 45—55°/0.08 Torr siedenden Nachlauf schieden sich bei —70° wenige
farblose Kristalle vom Schmp. 69 —69.5° (aus Pentan) ab: 3.3.4.4-Tetrachlor-hexan.
Ce¢H19Cly (224.0) Ber. C32.17 H4.50 C163.32 Gef. C33.15 H4.10 Cl 62.7

trans( ?)-3.4-Dichlor-2.2.5.5-tetramethyl-hexen-(3), (CH3)3C+ CCl: CCl- C(CH3)3: Die Be-
handlung von 34.5 g Di-tert.-butyl-acetylen mit 14.0 g Chlor, 1.6 ccm Borfluorid-éitherat und
0.09 ccm Wasser bei —20° ergab ein Reaktionsgemisch, aus dem sich 5.3 g (11%d. Th.)
einer Fraktion vom Sdp.g.g01 29 — 29.5°, n#® 1.5056, isolieren lieBen.

CioH18Cl2 (209.1) Ber. C57.44 H8.66 Cl133.90 Gef. C57.41 H7.98 Ci34.1

FrRANZ GOTTWALT Fi1scHER und HELMUT SCHMIDT
Die Epimerisierung der Uronsiuren

Aus dem Chemischen Institut der Universitat Wilrzburg
(Eingegangen am 5. Mai 1959)

Herrn Prof. Dr. Dr. h.c. Stefan Goldschmidt zum 70. Geburtstag gewidmet

Uronsiduren werden durch Erhitzen der neutralen wiBrigen Ldsungen ihrer

Salze auf 100° tiberraschend schnell am C-5 epimerisiert. Die epimeren Siure-

paare lassen sich durch Ionenaustauscher trennen. Das ermdglicht eine einfache

Darstellung der Uronséduren der L-Reihe. Die Gewinnung von L-Iduronsdure,

L-Guluronséure und L-Altruronsiure aus D-Glucuronsture, D-Mannuronsdure
und D-Galakturonsiure wird beschrieben.

Im Gegensatz zu den mannigfaltigen, vieluntersuchten Umlagerungs- und Zerfalls-
reaktionen, die neutrale Monosaccharide in alkalischen Losungen erleiden, tritt die
Epimerisierung von Aldonsduren durch Erhitzen ihrer Losungen in Chinolin oder in
wiBrigem Pyridin ohne allzusehr entmutigende Substanzverluste ein. Sie hat daher
nicht nur in den Hinden ihres Entdeckers E. FisCHER zur ersten Darstellung der
epimeren Aldonsiuren aus den durch Oxydation natiirlich vorkommender Saccha-
ride zuginglichen gedient und damit die Synthese des Traubenzuckers und anderer
Hexosen und Pentosen ermdéglichtD); sie ist auch spiter mehrfach zu priparativen

1) E. FIsCHER, Ber. dtsch. chem. Ges. 23, 799, 2611 [1890]; 24, 2136, 3622 [1891]; 27, 1524
[1894]; E. FiscHER und O. PiLOTY, ebenda 24, 4214 [1891]; E. FisCHER und R. S. MORRELL,
ebenda 27, 382 [1894]; E. FiscHER und J. W. Fay, ebenda 28, 1975 [1895]; E. FiscHER und
H. HERBORN, ebenda 29, 1961 [1896]; E. FisCHER und O. BROMBERG, ebenda 29, 581 [1896).
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Zwecken verwendet worden. Die Epimerisierung erfolgt jedoch so langsam, daB die Al-
donsguren z. B. in Chinolin 1 Stde. auf 140°, in wiBrigem Pyridin 3 Stdn. auf 150°
oder 115—140 Stdn. auf 100°, in Lésungen mit Bariumhydroxyd 115 Stdn. auf 100°
erhitzt werden miissen. ,,Gleichgewichtslagen* sind damit immer noch nicht erreicht.
Zersetzungsreaktionen verbieten ein Erhitzen auf héhere Temperaturen oder fiir
lingere Zeiten. Die Ausbeuten an epimeren SAuren iibersteigen selten 259 (z.B.
D-Mannonsiiure aus D-Gluconsiure zu 20% 2, p-Talonsiure aus D-Galaktonsiure
zu 25%23, p-Ribonsiure aus pD-Arabonsiure zu 16 %4).

Epimerisierungsreaktionen von Uronsduren sind bisher unseres Wissens nicht unter-
sucht worden, vielleicht mit Riicksicht auf ihre Alkaliempfindlichkeit.

Wir haben durch die papierchromatographisch leicht méglich gewordene Analyse
der Uronsiurens® festgestellt, daB diese Sduren viel schneller als die Aldonsduren
durch Erhitzen der neutralen, wiBrigen Losungen ihrer Salze auf 100°-epimerisiert
werden. Schon das Eintrocknen von Tropfen ihrer Lsungen auf Papierchromato-
grammen durch heiBe Luft geniigt zur teilweisen Epimerisierung; nach Entwicklung
solcher Chromatogramme sind zwei SAureflecke sichtbar.

Die sterische Umlagerung findet am carboxylbenachbarten C-5 statt, so da Sduren
der D-Reihe in solche der L-Reihe libergehen. Fiir eine Epimerisierung am C-2, in der
Nachbarschaft des glykosidischen Hydroxyls, finden sich keine Anzeichen, solange
jeder UberschuB von Alkali vermieden wird. Auch die sonstigen fiir die LoBrY DE
BRUYN-ALBERDA VAN EXKENsTEINsche Reaktion kennzeichnenden Isomerisationen und
Zersetzungen treten in den neutralen Losungen nur in geringem Umfang ein.

Die Werte der Tabelle lassen erkennen, daB p-Glucuronat und p-Mannuronat bei
100° nach 24 Stdn. praktisch das ,,Gleichgewicht* mit ihren epimeren Sdureionen
erreicht haben und daB nach dieser Zeit etwa 109 der eingesetzten Sduren Zerset-
zungen erlitten haben. Fiir priparative Zwecke ist ein 2stdg. Erhitzen zweckmiBig,
withrend dessen nur 5% der S#uren zerstort werden. p-Galakturonat isomerisiert sich
langsamer, so daB zur Gewinnung von L-Altruronsiure sich 6stdg. Erhitzen empfiehlt,
wobei etwa 20% Verluste in Kauf zu nehmen sind. Bei diesem Siurepaar entsteht
schlieBlich auch relativ weniger L-Sdure.

C-5-Epimerisierung der Uronsiuren (0.01 m Na-Uronat in neutraler Ldsung bei 100°)

p-Siure : L-Séure
in% der eingesetzten Siuremenge Prozentuales
nach 2 Stdn. 4 Stdn. 6 Stdn. Endverhiltnis

p-Glucuronsre. — L-Iduronsre. 61:34 49:40 40:42 50:50
D-Mannuronsre. — L-Guluronsre. 27:68 23:68 19:63 30:70
p-Galakturonsre. — L-Altruronsre. 80:16 — 45:35 55:45

2) H. T. BoNNETT und F. W. UpsoN, J. Amer. chem. Soc. 58, 1245 [1933].

3) O. F. HEDENBURG und L. H. CRETCHER, J. Amer. chem. Soc. 49, 478 [1927]; W. Boss-
HARD, Helv. chim. Acta 18, 482 [1935]; C. GLATTHAAR und T. REICHSTEIN, ebenda 21, 3 [1938].

4) M. STEIGER, Helv. chim. Acta 19, 189 [1936].

5) F. G. Fiscuer und H. D6RFEL, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 301, 224 [1955].

6) F. G. FiscHer und H. DSRrreL, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 302, 186 [1955).
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Wir iiberzeugten uns, daB8 die in der Tabelle angegebenen Endverhiltnisse D-Séure:
L-Sdure nach spitestens 6 Stdn. auch erreicht werden, wenn die L-Uronsduren Aus-
gangsprodukte der Epimerisierung sind. Die durch solche Versuchsreihen ermittelten
Endwerte stimmten innerhalb +59%; mit den oben angegebenen iiberein.

Wir haben die Geschwindigkeit der Umlagerungen vor allem mit Lésungen der Na-
triumsalze untersucht; aus einigen Versuchen i3t sich jedoch schlieSzn, daB sie auch
in Losungen anderer Salze der Uronsduren gleich schnell erfolgen, z.B. auch in
solchen der Pyridiniumsalze. Wesentlich ist nur, daB kein Lacton in der Losung vor-
handen ist oder entstehen kann. Wenn die Uronsédure unvollstindig neutralisiert wird,
so entzieht sich ein entsprechender Teil der Epimerisierung.

Zur sterischen Umlagerung konnen die Sduren auch als Salze hochmolekularer
Kationen vorliegen, d. h. an die OH®-Form eines basischen Ionenaustauschers (Do-
wex-1-Harz) gebunden sein. Das Harz muB in dquivalenten Mengen vorliegen. Kleine
Mengen wirken nicht etwa katalytisch epimerisierend; dazu ist die Hydrolyse der
Uronate offenbar nicht zureichend. Die Anwendung eines basischen Harzes hat den
Vorteil, daB eine Alkalizugabe vermieden wird und die im folgenden angegebene
Aufarbeitung noch schneller und bequemer wird. Die Ausbeuten sind die gleichen
wie nach Umlagerung von Alkaliuronaten in Losung.

Wihrend des Erhitzens der Harz-Uronate in Wasser (2 Stdn. auf 100°) ist eine
geringe Kohlendioxydentwicklung zu bemerken. Als Produkte der Decarboxylie-
rung lassen sich in den Losungen Pentosen nachweisen (etwa 5%, der Uronsiuren)
und leicht abtrennen, da sie nicht mehr am Harz haften. Aus p-Glucuronsédure ent-
steht fast ausschlieBlich b-Lyxose, nicht D-Xylose, wie zu erwarten wiire.

Erhitzt man D-Xylose, D-Arabinose oder D-Ribose mit Dowex-1-Harz (OH®-Form,
Gewichtsverhiltnis 1:1) in wiBriger Suspension 4 Stdn. auf 100°, so bilden sich
aus jedem Saccharid alle vier Pentosen nebeneinander, in ungeféhr gleichen Mengen-
verhiltnissen, mit einer geringfiigigen Bevorzugung der p-Lyxose. Nachweis und Be-
stimmung der Aldopentosen wurden papierchromatographisch gefithrt?.

Es tritt also nicht nur am C-2, sondern an allen drei asymmetrischen Atomen der
Pentosekette Konfigurationswechsel ein.

Eine gleichartige Einwirkung von basischem Harz auf Aldohexosen lif3t hingegen
fast nur Epimerisierung am C-2 eintreten.

Die Trennungen der beiden Epimeren eines Aldonsdurepaares sind von friitheren Au-
toren (in meist verlustreichen Operationen) durch Ausnutzung verschieden groB8er
Loslichkeiten der Lactone oder der Salze oder anderer Derivate erzielt worden. Wir
fanden, daB durch Verwendung eines Anionengustauschers (Dowex-1, Acetat-Form)
und Entwicklung mit 1.6 n Essigsdure sich in einem Arbeitsgang die epimeren Uron-
sduren aus ihren Natriumsalzen gewinnnen und voneinander trennen lassen. Schon
mit kurzen Saulen gelingt derart die Trennung der b-Glucuronsiure von der L-Iduron-
sidure vollstindig und scharf. Auch die Paare: p-Mannuronsdure/L-Guluronsdure
und p-Galakturonsiure/L-Altruronsiure werden in der Hauptmenge getrennt. Nur
geringe Anteile bleiben als Gemisch in Zwischenfraktionen des Sduleneluats. Die hier
angegebene Gewinnung der L-Iduronsiure aus D-Glucuron diirfte bequemer und

7 F. G. FiscHer und H. D6rreL, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 297, 164 [1954].
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schneller sein als die vielstufige Synthese nach M. WoLFroM8), Die L-Altruronsiure
war bisher nicht beschrieben worden. Sie ist zu einer Lactonisierung ebensowenig
fahig wie die p-Galakturonsiure.

Die schnelle Epimerisierung der Uronsiduren wird bei den Arbeitsgiingen zu ihrer
Isolierung aus Naturprodukten und ihrer Identifizierung zu beachten sein. Um T#u-
schungen auszuschlieBen, ist ein lingeres Erhitzen der Losungen ihrer Salze unbedingt
zu vermeiden.

Bisher sind zwei L-Uronsduren als Naturstoffe nachgewiesen worden: L-Guluron-
sdure findet sich in reichlichen Mengen neben p-Mannuronsiure in den Hydrolysaten
der Alginsiuren aus Braunalgen®. Wir haben uns durch vielfache Kontrollversuche
vergewissert, daB die L-Sdure nicht etwa durch Umlagerung der p-Siure bei der Auf-
arbeitung der Hydrolysate entsteht, sondern tatsichlich ein Baustein dieser sauren
Polysaccharide ist. Die Uronsiure-Komponente in den Hydrolysaten von (3-Heparin
(Chondroitinsulfat B) ist als L-I/duronsdure erkannt worden®. Auch die Operationen
bis zur Isolierung und Identifizierung dieser Sdure schlieBen die Mdglichkeit einer
Bildung durch sterische Umlagerung von p-Glucuronsidure aus.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Die analytischen Trennungen und Bestimmungen der Uronsiuren wurden papierchro-
matographisch ausgefithrts), nachdem die genau neutralisierten 0.01 m Ldsungen der Sduren
in zugeschmolzenen Reagenzglisern im Thermostaten auf 100° erhitzt worden waren. Mit
dem angegebenen Trenngemisch wurden folgende auf die Re-Werte von Glucose = 1 bezogene
RGlucose- Werte beobachtet: L-lduronsdure 0.65, L-Altruronsdure 0.40, L-Iduron 0.85. Die
RGlucose-Werte der anderen Uronsduren sind frither schon angegeben worden5).

L-Iduronsiure aus D-Glucuronsdure: 5.00 g D-Glucuron wurden in 50 ccm Wasser gelst und
mit der berechneten Menge 2 n NaOH in Na-Glucuronat iibergefithrt. Die L3sung (die
notigenfalls mit Essigséure auf pu 7.0 eingestellt war) wurde im verschlossenen Gefi8l 2 Stdn.
auf 100° gehalten, dann im Wasserstrahlvakuum auf 10 ccm eingedampft und auf eine Dowex-
1-S#ule (Acetatform, 4 x 40 cm) gegossen. Nach dem sorgféiltigen Herauswaschen der Na-
Ionen mit dest. Wasser wurde mit 1.6 n Essigsiure eluiert. Die mit Hilfe eines Fraktomaten
aufgefangenen Fraktionen von je 15 ccm (AusfluBzeit je 6 Min.) wurden auf ihre Reduktions-
wirkung und papierchromatographisch auf ihre Einheitlichkeit gepriift. Die ersten 2.70/
enthielten keine Uronsdure, die folgenden 1.50/ L-Iduronsiure, die nichsten 0.25/ keine
Uronsiure, die weiteren 2.40 / p-Glucuronsdure. Nach dem Eindampfen der saccbarident-
haltenden Eluate i. Vak. der Wasserstrahlpumpe, schlieSlich im Exsikkator, wurden erhalten:
1.30 g L-Iduronsdure, 2.60 g D-Glucuronsdure.

Die Siuren erwiesen sich bei der papierchromatographischen Analyse als vllig einheitlich.
Aus der p-Glucuronsidure bildet sich im Exsikkator nach einigen Tagen kristallines D-Glu-
curon. Die Lactonisierung wurde durch 8 stdg. Erhitzen auf 65°/0.1 Torr vervollstindigt. Nach
Umkristallisation aus waBr. Athanol: Schmp. 163 —165°, [a]i¥: +17° (Lit.19): Schmp. 175°,
[ed¥: +19°).

8) J. Amer. chem. Soc. 77, 2568 [1955).

9) P. HOFFMANN, A. LINKER und K. MEYER, Science [Washington) 124, 1252 (1956); Arch.
Biochem. Biophysics 69, 435 [1957]; J. A. CiFoNELLI, J. LuDOWIEG und A. DORFMAN, J. biol.
Chemistry 233, 541 (1958).

10) K. REHORST, Ber. dtsch. chem. Ges. 62, 519 [1929].



2188 FisCHER und SCHMIDT Jahrg. 92

Die L-Iduronséiiure lactonisierte unvollstindig (Titration) und bildete auch nach einigen
Tagen ein nicht kristallisierendes Harz. [a]}f: +30° (2 Stdn.). Lit.8): [«]3: +33° (4 Stdn.).

L-lduronsiure aus D-Glucuronsiure mit Dowex-1-Harz: Nach Bestimmung der Kapazitat
des Dowex-1-Harzes (OH®-Form) durch Titration (1 g feuchtes Harz band 46 mg HCI bzw.
314 mg Glucuron) wurde die berechnete Menge zur wiir, Losung des Lactons gegeben (16 g
Harz zu 5.0 g Glucuron in 30 ccm Wasser). Nach 10 Min. bei 50° war kein Lacton mehr in
der LOsung. Wihrend des Erhitzens (11/ Stdn. auf 100°) wurde geringe CO,-Entwicklung
beobachtet. Nach dem Waschen des Harzes zur Entfernung der entstandenen neutralen
Saccharide (p-Lyxose) wurde es auf eine vorbereitete Dowex-1-Sdule (Acetatform) gebracht
und in der beschriecbenen Weise mit 1.6 n Essigséiure eluiert. Ausbeuten an vollsténdig ge-
trennten Sduren: 2.4 g D-Glucuronsiure, 1.5 g L-lduronsdure.

L-Altruronséiiure aus D-Galakturonsdure: In gleicher Weise, wie im vorstehenden Beispiel
angegeben, wurden aus der 3 Stdn. auf 100° erhitzten, neutralen Lésung des Natriumsalzes
von 5.00 g D-Galakturonsdure 3.30 g dieser Saure kristallisiert zuriickerhalten und nur 0.55 g
L-Altruronsdure gewonnen.

Die Trennung durch Ionenaustausch ist nicht so scharf wie beim Glucurons&ure/Iduron-
siure-Paar. Die Elution (Sdule und sonstige Bedingungen wie in vorstehendem Beispiel)
hatte ergeben: Die ersten 3300 ccm waren leer, dann 825 ccm mit Galakturonsiure, weitere
390 ccm mit Sduregemisch, schlieBlich 700 ccm mit reiner L-Altruronséure.

Die D-Galakturonsiure schmolz nach Umkristallisation aus wiBrigem Athanol bei 143 bis
145° (Lit. 11): 156°). [o]¥: +49° (Lit. 11: [o)%: +50.9°).

Die L-Altruronsdure war papierchromatographisch vollig einheitlich, kristallisierte jedoch
auch nach lingerem Aufbewahren nicht. Zur Lactonbildung ist sie nicht fahig. [«}t}: +5.3°
(Wasser, ¢ = 0.568, 1-dm-Rohr).

L-Guluronsdure aus D-Mannuronsdure: Von D-Mannurons#ure ausgehend, lifit sich die
Gewinnung von L-Guluronsidure in gleicher Weise ausfithren. Nach 2 Stdn. bei 100° sind in
der neutralen Losung 2/; des Siuregemisches Guluronsiure. Auch bei diesem Sdurepaar
werden nach den Eluaten, die reine Mannuronsidure enthalten, vor den Fraktionen mit
reiner Guluronsiure Zwischenfraktionen mit Gemischen der S#uren erhalten, allerdings
mit nur kleinen Mengen.

Beispiel der Trennung cines Gemisches aus 500 mg Mannuron (neutrale Losung des Na-
Salzes in 5 ccm Wasser 2 Stdn. auf 100° gehalten): Dowex-1-Siule (Acetatform, 1.6 X 30 cm).
Nach dem Auswaschen der Natrium-Ionen mit dest. Wasser Elution mit 1.6 n Essigséiure.
Die ersten 630 ccm leer, dann 70 ccm mit pD-Mannuronséure, 15 ccm mit Séuregemisch,
345 ccm mit L-Gulurons3ure. Ausbeute an vollstindig getrennten Siuren: 100 mg D-Mann-
uronsdure, 290 mg L-Guluronsdure.

Beide Sauren waren papierchromatographisch vollig einheitlich. Als Vergleichspriparate
dienten L-Guluronsiure und p-Mannuronsiure, die aus Alginsdure-Hydrolysaten gewonnen
waren6),

11) P, EHRLICH und F. SCHUBERT, Ber. dtsch. chem. Ges. 62, 1987 [1929].





