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(Eingegangen am 4. April 1955)
Herrn Prof. Dr, Otto Th. Schmidt 2um 60. Geburtstag gewidmet

Die Anordnung der Bausteine ist > p-Glucose > D-Galaktose >
L-Fucose. Nach partieller Sdurehydrolyse lieB sich Lactose isolieren.
Die Spaltung des permethylierten Trisaccharids lieferte 2.3.8-Tri-
methyl-p-glucose, 3.4.6-Trimethyl-D-galaktose und 2.3.4-Trimethyl-
L-fucose. Die L-Fucose ist a-glykosidisch mit dem Hydroxyl am
C-Atom 2 des Galaktose-Restes im Milchzucker verkniipft.

Die von M. Polonovski und A. Lespagnol?) beschriebene ,,Gynolac-
tose’* der Frauenmilch stellt ein Gemisch von reduzierenden Oligosacchariden
dar. Die papierchromatographisch nachgewiesenen Komponenten haben wir
zunichst durch rémische Ziffern gekennzeichnet. Die Komponente IV?2 3),
iiber deren Isolierung und Konstitutionsaufklirung diese Arbeit berichtet, hat
sich als N-freies Trisaccharid erwiesen. Es liefert bei durchgreifender Hydro-
lyse 1 Mol. p-Glucose + 1 Mol. D-Galaktose + 1 Mol. L-Fucose. In Kuh-
milch, auch in Kuh-Colostrum, konnten wir das fucosehaltige Trisaccharid mit
seinem charakteristischen Rg-Wert nicht finden. Die Fucosido-lactose ist ein
regelmiBiger Bestandteil der Frauenmilch, welche etwa 150—300 mg davon im
Liter enthilt. Sie macht etwa 10 9, der gesamten Oligosaccharide (chne Lac-
tose) aus. Sie findet sich in der Milch, unabhingig davon, ob die stillende Mut-
ter der Blutgruppe A, B oder 0 angehort. Da auch die Blutgruppensubstan-
zen L-Fucoside sind, schien uns die Priifung dieser Frage wichtig. Die Fest-
stellung, daB es auf die Blutgruppe der Frau, von der die Milch stammt, nicht
ankommt, bezieht sich auch auf das fucose-freie Tetrasaccharid (Lacto-N-
tetraose) sowie auf die fucosehaltigen Komponenten IIla, IIIb und Ilc. Wie
wir noch zeigen werden, sind IIla und ITIb Pentasaccharide, nimlich isomere
L-Fucoside der Lacto-N-tetraose. Ilc ist ein Hexasaccharid, in dem 2 »-Fu-
cosen mit Lacto-N-tetraose verkniipft sind 3s).

1) Bull. Soc. Chim. biol. 12, 1170 [1930]; C. R. hebd. Acad. Sci. 192, 1319 [1931]; M.
Polonovski u. J. Montreuil, ebenda 288, 2263 [1954]; J. Montreuil, ebenda 289,
510 [1954].

?) A. Gauhe, P. Gyo6rgy, J. R. E. Hoover, R. Kuhn, C. 8. Rose, H. W. Rue-
lius u. F. Zilliken, Arch. Biochem. Biophysics 48, 214 [1954].

3) R. Kuhn, A. Gauhe u. H. H. Baer, Chem. Ber. 87, 289 [1954]; 86, 827 [1953].

3a) Vergl. Vortragsreferat R. Kuhn, Angew. Chem. 67, 184 [1955].
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In der von uns normalerweise verarbeiteten Frauenmilch, die ohne Riick-
sicht auf die Blutgruppenzugehorigkeit der Miitter gesammelt wurde, betrigt
der Gehalt an Oligosacchariden (ohne Lactose) durchschnittlich etwa
3.0-3.3 g pro Liter. Hiervon sind nach den Ergebnissen der sidulenchromato-
graphischen Trennungen etwa

109, Trisaccharid (KomponenteIV) ......... Rlactose = 0.73
159, Tetrasaccharid (Komp.IIIe) .................. 0.36
89, Pentasaccharid I (Komp. IITb) ................ 0.27
49, Pentasaccharid II (Komp.IIla)................ 0.19
7% Hexasaccharid (Komp.IIe) ................... 0.11
569, hohere Saccharide ............................ < 0.10

Die Zahl der Komponenten, deren. Ry,q.. << 0.10 ist, 1Bt sich vorerst
nicht angeben. Unter den schneller wandernden Oligosacchariden finden wir
regelmifig in sehr geringen Mengen Komponenten mit den Ry,....-Werten
0.66, 0.55 und 0.43. Diesbeziiglich stimmen unsere Ergebnisse mit denjenigen
von M. Polonovskiund J. Montreuil?) weitgehend iiberein. Eine Zerlegung
der Fucosido-lactose (2A und 2B der franzosischen Autoren) in 2 Komponen-
ten ist uns jedoch chromatographisch, auch unter Verwendung von Lsungs-
mittelgemischen, die Phenol oder Dimethylformamid enthielten, noch nicht
gelungen. Die Komponente 6 von M. Polonovski und J. Montreuil?) ist
offenbar mit unserer Komponente ITlc (Lacto-N-tetraose)?) identisch.

Mit Hilfe von Kohle-Celite-Séulen4) und von Cellulose-Séulen?) haben wir
die Fucosido-lactose?) in chromatographisch einheitlicher Form gewonnen.
Sie stellt ein weifles, kaum hygroskopisches Pulver dar, das schwach siil3
schmeckt und sich in Wasser sehr leicht 16st. Die Lésung ist linksdrehend:
[a]p: —57° (Wasser, ohne Mutarotation). Fehlingsche Losung wird reduziert.
Schén kristallisierende Derivate sind das Phenylosazon (Schmp. 217-2189)
und das p-Toluolsulfonylhydrazon (Schmnp. 205-206%). Das Absorp-
tionsspektrum des Phenylosazons, dessen molare Extinktionen mit denen von
Glucose-phenylosazon {ibereinstimmen (Abbild. 1), bestéitigt das Vorliegen
eines Trisaccharids durch spektralphotometrische Bestimmung des Molekular-
gewichts3).

Oxydiert man mit Hypojodit, so findet man nach anschlieBender Saure-
hydrolyse keine Glucose mehr, sondern nur Galaktose und Fucose. Daraus
folgt, daB die Glucose reduzierender Baustein des Trisaccharids ist. Nimmt
man eine partielle Hydrolyse der Fucosido-lactose mit »/l Essigsiiure bei 98¢
vor, so laBt sich durch anschlieBende Siulenchromatographie kristallisierte
Lactose gewinnen, die nach Schmp., Misch-Schmp. und Debye-Scherrer-Auf-
nahmen mit gewShnlichem Milchzucker identisch ist.

Durch verd. Siure wird die Fucose leichter abgelost als die Bindung zwi-
schen Glucose und Galaktose gespalten wird. Der Unterschied ist jedoch nicht
so groB, dafl man daraus auf das Vorliegen eines Furanosids der r-Fucose

4) R. L. Whistler u. D. ¥. Durso, J. Amer. chem. Soc. 72, 677 [1950].
3) L. Hough, J. K. N. Jones u. W. H. Wadman, J. chem. Soc. [London] 1949,
2511.
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schlieBen diirfte; daB es sich um ein Pyranosid handelt, wird weiter unten be-
wiesen. Zum Vergleich der Hydrolysengeschwindigkeiten haben wir
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Abbild. 1. Aquimolare Losungen von Fucosido-lactosazon und von Glucosazon zeigen
praktisch gleich starke Extinktion (spektralphotometrische Bestimmung des Molekular-
gewichts der Fucosido-lactose)

Abszissen: Wellenlingen in my,

Ordinaten: Extinktionen E im Beckman DU (10-mm-Kiivetten)

x—x—x 3.33 mg Fucosido-lactosazon (Mol.-Gew. 666) | in je 100 ccm
o-e-e 1.79 mg Glucosazon (Mol.-Gew. 358) } 98-proz. Athanol

«-Athyl-L-fucopyranosid synthetisiert. Schmp. 1469, [x]}: —191° (Wasser).
Die Pyranose-Struktur wurde durch Abbau mit Perjodsiure (Verbrauch von
2 Moll.) bewiesen.

Aus den Mutterlaugen des a-Fucosids haben wir das 3-Athyl-L-fucosid in Form seiner
Molekiilverbindung mit Kaliumacetat?) gewonnen.

In Abbild. 2 sind nach polarimetrischen Messungen die Spaltungsgeschwin.
digkeiten der Fucosido-lactose aus Frauenmilch und des «-Athyl-L-fucopyra-
nosids vergleichend dargestellt.

Es ergibt sich, daf unter den eingehaltenen Bedingungen die Halbwertszeit
der gesamten Drehungsinderung fiir die Fucosido-lactose 40 Min. und fiir das
synthetische Athylfucosid 100 Min. betriigt.

Zerstort man den Glucoserest durch Erhitzen der Fucosido-lactose mit
0.025 » Na,CO, (5 Min., 989), so findet man papierchromatographisch ein Di-
saccharid, dessen Hydrolyse Galaktose + Fucose liefert. Dies war der erste
Hinweis dafiir, daB die Fucose mit dem Galaktoserest des Milchzuckers ver-
kniipft ist. Den Ort der Verkniipfung haben wir durch Permethylierung des
Trisaccharids und anschlieBende Spaltung ermittelt. Als Spaltstiicke erhielten .
wir: 2.3.4-Trimethyl-L-fucose, die mit einem Vergleichspridparat von O.
Th. Schmidt?) im Rp-Wert iibereinstimmte bzw. «-Methyl-2.3.4-tri-

%) A. J. Watters, R. C. Hockett u. C. 8. Hudson, J. Amer. chem. Soc. 56, 2199
[1934]; R. C. Hockett, F. P. Phelps u. C. S. Hudson, ebenda 61, 1658 [1939].
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Abbild. 2. Drehungsinderung bei der Hydrolyse von
o—o—o 100.3 mg Fucosido-lactose (Mol.-Gew. 488)
x-x—x 99.6 mg a-Athyl-L-fucopyranosid (Mol.-Gew. 192)
in je 5 cem /1 Hy;SO, bei 70°,
Abszissen: Zeit in Stdn.
Ordinaten: Drehungswinkel im 1-dm-Rohr

methyl-L-fucopyranosid, das mit einem synthetischen Priparat?) iden-
tifiziert wurde:

Substanz [x]p Schmp. | Mischprobe
synthetisch ............ —200°+ 1° 99° 990
aus Frauenmilch ....... —209° 999 i

Die erhaltene 2.3.6-Trimethyl-p-glucose war nach Schmp. und Misch-
Schmp., rontgenographisch und papierchromatographisch sowie nach dem
Drehungsvermogen identisch mit einem aus reiner Oktamethyl-lactose herge-
stellten Vergleichspriaparat$).

Auch die erwartete Trimethyl-galaktose haben wir kristallisiert (Schmp.
88—899) erhalten: [«]]: + 154° — 4 110° (H,0). Diese Daten paften auf keine
der in der Literatur?®) beschriebenen Trimethyl-galaktosen. Papierchromatogra-
phische Vergleiche erwiesen die Verschiedenheit von 2.3.4-, 2.3.6- und 2.4.6-
Trimethyl-galaktose. Da wir Lactose aus dem Trisaccharid kristallisiert er-
halten hatten und somit Furanose-Struktur des Galaktoserestes ausschlieBen
konnten, blieb nur 3.4.6-Trimethyl-D-galaktose iibrig. In Ubereinstim-

7) 0. Th. Schmidt, W. Mayer u. A. Distelmaier, Liebigs Ann. Chem. 555, 26

[1943]. 8) E. J. Bourne u. S. Peat, Advances Carbohydrate Chem. 5, 176 [1950].
?) D. J. Bell, Advances Carbohydrate Chem. 6, 11 [1951].



Nr. 8/1955] das Trisaccharid der Frauenmilch 1139

mung mit dieser SchluBfolgerung gab die aus Frauenmilch gewonnene Substanz
ein schon kristallisierendes Osazon (Schmp. 130—131°), das noch 3 Methyl-
gruppen enthilt. Aber der Trimethylzucker und das daraus gewonnene Lacton
differierten in ihren Konstanten auBerordentlich von den Angaben, die P. A.
Levene und G. M. Meyer?) fiir 3.4.6-Trimethyl-galaktose gemacht haben.

Substanz Levene u. Meyer ' Eigene [a]p-Werte
3.4.6-Trimethyl-galaktose ............. — 4.3° 1 +110°
3.4.6-Trimethyl-galaktonsiure-lacton .. .. +46.8° +151°
3.4.6-Trimethyl-galaktonsdure ......... + 2.5° + 10
Séure-Lacton-Gleichgewicht ........... +200 + 7°

Unser Trimethylzucker gab mit Brom und Calciumcarbonat eine schon kri-
stallisierende, sehr bestindige Trimethyl-galaktonsdure (Schmp. 1299).
Das daraus erst bei hoher Temperatur erhiiltliche Lacton ging in wilriger Lo-
sung rasch und nahezu vollstindig, wie es fiir 3-Lactone charakteristisch ist!1),
wieder in die Sdure iiber (Abbild. 3).

160°
-
Y
\
0 .\

120 \.

A
Q

~
S
= 300 \.

Y
40° \.\
\.
0° #/x - i
2 4 6 8 10
Sran.— ’

Abbild. 3. Gleichgewichtseinstellung zwischen 3.4.6-Trimethyl-D-galaktonsiure ( *—*-x)
und ihrem Lacton (3-Lacton, ®—®—®) in wilriger Losung bei 20°

Diese Beobachtungen, zusammen mit der Osazonbildung, lieBen keinen
Zweifel mehr, dal wir 3.4.6-Trimethyl-p-galaktose in Hénden hatten. Die

10) J. biol. Chemistry 92, 257 [1931].
11y W. N. Haworth, Die Konstitution der. Kohlenhydrate, S.25, T. Steinkopf,
Leipzig 1932.
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Synthese der 3.4.6-Trimethyl-n-galaktose aus Trimethyl-n-galaktal?) hat den
hier erbrachten Konstitutionsbeweis bestéitigt. Dieser stellt sich wie folgt dar:

HC-OH CO,H
HC-OH HC-OH
H,CO-CH _Br + 0a00, | H,co-('m
H,C0-CH %% d.Th. H,C0-CH
H?—O HC-OH
CH,OCH, (511.0011.
Schmp. 88-89° Schmp. 1299, [«]f: +1°
lw% d.Th, H,0 4| Gleichgewioht, [a]]: +7°
BT P b6 |
:N'NH-Ph HC-OH
H,C0-CH H,CO-CH
H,C0-CH H,CO-CH
Hé-OH H(IJ—
H,0CH, éH,ocn,
Schmp. 130-131° Sdp. .00s 1159, [a]%: + 1510
Hg- OH
H(:}-OH
HO-(;JH B S
-0 CH ]
I-IC—O—— HC—O ;T‘H
CH,OH HO- E HO-(EH .
H H(!) OH
——0—— H(F-OH
CH,0H —0-CH
CH,

Die Fucosido-lactose hat somit die vorstehende Konstitution. Sie ist
als a-L-Fucopyranosyl-(1>2)--p-galaktopyranosyl-(1+4)-n-glucopyranose zu
bezeichnen.

Beziffert man im Milchzucker die C-Atome der Glucose mit 1 bis 6 und die-
jenigen der Galaktose mit 1’ bis 6’, dann kann das aus Frauenmilch isolierte
Trisaccharid auch 2'-x-L-Fucopyranosyl-lactose benannt werden.

Die starke Linksdrehung ({a]3: —57°), verglichen mit der etwa gleich star-
ken Rechtsdrehung der «,8-Lactose ({]];: + 54.3%) zeigt eindeutig!?), dal die
L-Fucose a- glykosidisch verkniipft ist. Hierzu muf bemerkt werden,

12) Verg]—:me folgende Mitteilung.
13) o Methyl-L-fucosid: [a]p: —197.68° (H,0), B- Mebhyl L-fucosid: [a]lp: +16.4° (H,0).
J. Minsaas, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 51, 475 [1932].
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daf definitionsgemiB 1) die «-L-Glucose ([a]};: —113° > —52.5°) das Spiegel-
bild der a-D-Glucose ([«]}3: + 113° —» + 52.59) ist. Diese Feststellung ist not-
wendig, weil immer wieder, auch in Lehrbiichern, eine andere Beniitzung der
Priifixe a- und 8- fiir die Zucker der r-Reihe zu finden ist. Die im Sinne der
gegebenen Definition gemachte Feststellung, daBl das Trisaccharid der Frauen-
milch ein a-L-Fucosid der Lactose ist, fiigt sich anderweitigen Erfahrungen
iber natiirlich vorkommende Glykoside, an déren Aufbau Zucker der L-Reihe
beteiligt sind, bemerkenswert gut an. So ist auch die L.-Rhamnose im Solanin
a-glykosidisch gebunden!s), und dasselbe gilt fiir das NV-Methyl-L-glucosamin
im Streptomycin®). DaB im Fucoidin die Reste der rL-Fucose a-glykosidisch
verkniipft sind, haben J. Conchie und E. G. V. Percivall?) sowie A. N.
O'Neill®) gezeigt. Offenbar handelt es sich um ein mehrfach zu erkennendes
Aufbauprinzip der Natur. Eine Betrachtung der Atommodelle bzw, Struktur-
formeln ergibt, daB «-1- und f-D-glykosidische Bindungen — hinsichtlich der
sterischen Verhiltnisse am C-Atom 1 — gleichgerichtet sind14).

Hrn. Prof. Dr. Otto Th. Schmidt haben wir fiir die freundliche Uberlassung von
methylierten Derivaten der p- und r-Fucose, den Herren Prof. Dr. E. L. Hirst, Edin-
burgh, und Prof. Dr. J. K. N. Jones, Ottawa, fiir Proben von methylierten Galaktosen
zu danken. Den Frl. A. Seeliger und D. Tschampel sowie Hrn. W. Dafeldecker

danken wir fiir eifrige praparative Unterstiitzung und Hrn. E. R6hm fiir die Debye-
Scherrer-Aufnahmen.

Beschreibung der Versuche

Fucosido-lactose: Die Anreicherung der Fucosido-lactose aus dem Oligosaccharid-
gemisch der Frauenmilch erfolgte mit Hilfe von Kohle-Celite-Saulen. Dabei folgte
das Trisaccharid auf die Lactose bei 10%, Athanol. Es wurde vor allem vom Hexasaccharid
(Lacto-N-difucohexaose, Komponente IIc) und von dem Morgan-Elson-negativen Penta-
saccharid (Lacto-N-fucopentaose II, Komponente IIIa) begleitet. Zur Abtrennung dieser
Begleiter dienten Cellulose- Siulen, die mit n-Butanol : Pyridin : Wasser = 6:1:12°) ent-
wickelt wurden. Hierbei erscheint zuerst nur das Trisaccharid im Eluat, von dem wir
eingeengte Proben laufend papierchromatographisch kontrollierten. Nach Beendigung
der Elution des Trisaccharids zerlegten wir zur Gewinnung der hoheren Oligosaccharide
die vorsichtig aus dem Rohr geprefite und getrocknete Cellulose-Saule in kleinere Teile,
die wir gesondert mit Wasser extrahierten.

Auf Schleicher & Schiill-Papier Nr. 2043b betrigt der Rpactose-Wert der Fucosido-lac-
tose 0.73. (Essigester : Pyridin : Wasser = 2:1:2, obere Schicht??)).

Zur Analyse wurde das chromatographisch einheitliche Trisaccharid 6 Stdn. bei 78°¢
getrocknet.

[]%: —B7° (¢=1.8 in Wasser, ohne Mutarotation) fiir Priparate verschiedener Her-
stellung.

CsH3,0,; (488.4) Ber. C44.25 H6.60 (C)CH,;3.07 Gef. C44.38 H6.93 (C)CH,3.25

Fucosido-lactose-phenylosazon: 1 g Trisaccharid + 3 g Phenylhydrazin-hydro-
chlorid + 7.5 g Natriumacetat-3 H,0 + 35 ccm Wasser lieferten nach 2stdg. Erhitzen im
Dampfbad — die heifle Losung wurde mit etwas Carboraffin geklirt — ein Osazon, das

1) C. 8. Hudson, J. Amer. chem. Soc. 31, 66 [1909]; Advances Carbohydrate Chem.

8, 15 [1948]. 15) R. Kuhn u. I. Léw, Angew. Chem. 66, 639 [1954].
18) M. L. Wolfrom, M. J. Cron, C. W. De Walt u. R. M. Husband, J. Amer.
chem. Soc. 76, 3675 [1954]. 17) J. chem. Soc. [London] 1950, 827.

18) J. Amer. chem. Soc. 76, 5074 [1954].
1) P, Bichli u. E. G. V. Percival, J. chem. Soc.![London] 1952, 1243.
20) M. A. Jermyn u. F. A, Isherwood, Biochem. J. 44, 402 [1949].
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sich erst beim Erkalten in feinen gelben Nadeln abschied. Die mit Eiswasser, kaltem
Alkohol und wenig Ather gewaschene Substanz wog 541 mg (40% d.Th.). Zur Analyse
wurde bei 100° (1 Torr) getrocknet. Schmp. 217—-218° (Zers.).

[«]%: —13.3° (56 Min.) - —18° (150 Min.) - —27° (30 Stdn.) —» —29° (48 Stdn.,c =1,
Pyridin).

C3oH,y20,5N, (666.7) Ber. C 54.04 H6.35 N 842 Gef. C54.13 H6.54 N 8.48

Das Osazon ist ziemlich leicht in heiBem Wasser, aber nur sehr wenig in heiem absol.
Athanol 16slich. Aus 94-proz. Athanol 148t es sich leicht umkristallisieren.

Fucosido-lactose-tosylhydrazon: 1g Trisaccharid wurde in 1 cem warmem
Wagser gelost und mit 20 ccem warmem Methanol versetzt. Dazu gaben wir eine Losung
von 0.40 g p-Toluolsulfonsdure-hydrazid®') in 20 cem Acetonitril??). Im verschlos-
genen Rohr wurde 45 Min. auf 959 erhitzt. Bei 49 schieden sich 0.49 g farblose Rosetten
feiner Nadeln ab, die mit kaltem Methanol/Acetonitril-Gemisch gewaschen wurden. Auf
Zusatz von Ather lieferte die Mutterlauge weitere 0.17 g (insgesamt 509, d.Th.). Zur
Analyse haben wir zuerst aus 80-proz., danach noch 1- bis 2mal aus 90-proz. n-Propanol
umkristallisiert. Bei langsamem Abkiihlen erhilt man lange Nadeln vom Schmp. 205
bis 206° (Zers.), wahrend sich bei raschem Abkiihlen gelegentlich ein Gel bildet. Das
Hydrazon ist schwer 16slich in kaltem Wasser und in heiBen Alkoholen. Trockenes Di-
methylformamid und trockenes Pyridin 16sen nur in der Hitze gut, im Gemisch mit
Wasser schon in der Kailte.

[«]: —74° (10 Min.) - —73° (1 und 20 Stdn., ¢ = 0.93, in Pyridin/Wasser = 1:1).

Cp5Hyg016N,S (656.7) Ber. C45.72 H 6.14 N4.27 Gef. C45.89 H6.08 N 4.50

Saure Totalhydrolyse der Fucosido-lactose

1. Papierchromatographische Untersuchung: 10 mg Fucosido-lactose wur-
den mit 2 ccm n/1 H,SO, in verschlossener Ampulle 4 Stdn. bei 98° hydrolysiert. Nach
Neutralisation mit Barytwasser verdampften wir die abzentrifugierte Losung i. Vak. und
nahmen den Riickstand zur Papierchromatographie in 0.2 cem Wasser auf. Man sah mit
Anilin-hydrogenphthalat gleich starke Flecken von Fucose, Glucose und Galaktose.

2. Polarimetrische Untersuchung (Abbild. 2): Wir losten 100.3 mg Fucosido-
lactosein 5 cem n/1 HySO, und verfolgten die Drehungsinderung bei 70° in einem 1-dm-
Robr mit Heizmantel. Der nach 23 Stdn. erreichte konstante Endwert war [a]p: +0.40°
(bei 70°) bzw. +0.45° (nach Abkiihlen auf 20°). Fiir ein aus der Losung des Trisaccharids
durch Totalhydrolyse entstandenes Gemisch aus L-Fucose, D-Glucose und p-Galaktose
ergibt sich theoretisch eine Gleichgewichtsdrehung von [alp: +0.47°¢ (in Wasser bei 20°).
Die Halbwertszeit der Hydrolyse betrug etwa 40 Minuten.

Lactose aus Fucosido-lactose

250 mg Fucosido-lactose wurden in 25 ccem n/1 Essigsdure gelost und 2 Stdn.
bei 98° hydrolysiert. AnschlieBend wurde die Essigsiure i. Vak. unter mehrfachem Zu-
satz von Toluol entfernt (Badtemperatur 30—35°). Das so erhaltene Zuckergemisch
trennten wir auf einer 50 cm langen Saule aus 120 g Cellulose-Pulver, die mit n-Butanol-
Pyridin-Wasser = 6:1:1 vorgewaschen war. Entwickelt wurde mit 2000 ccm desselben
Lisungsmittelgemisches. Diese geniigten zur Elution der abgespaltenen rL-Fucose, wih-
rend Lactose und unverinderte Fucosido-lactose in gut getrennten Zonen auf der Saule
verblieben. Durch Zerlegung der Saule in 25 Abschnitte und gesonderte Extraktion der-
selben mit Wasser erhielten wir aus den unteren Abschnitten lactose-haltige Extrakte,
die beim Eindampfen 54 mg rohe Lactose lieferten. Aus den oberen Teilen der Saule
konnten wir 125 mg unverindertes Trisaccharid zuriickgewinnen. Die Lactose reinigten
wir durch Behandeln ihrer waBr. Losung mit Tierkohle und Talkum und Umkristalli-
sieren unter Zusatz von Athanol. Sie bildete derbe Prismen, die das gleiche Réntgeno-
gramm wie authent.a-Lactose-hydrat gaben. Schmp. und Misch-Schmp. 201° (zuge-
schmolzenes Rohrchen).

1) K. Frgudenberg u. F. Blimmel, Liebigs Ann. Chem. 440, 24 [1924].
22) Vergl. die Arbeitsweise von O. Westphal u. Mitarbb., Biochem. Z. 826, 139 [1954].
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Alkalischer Abbau der Fucosido-lactose

50 mg Fucosido-lactose in 9.5 ccm Wasser wurden bei 98° mit 0.5 ccm 0.5 7
Na,CO, versetzt. Nach 5 Min. wurde die Losung abgekiihlt und mit Amberlite IR-120
und IR-45 entsalzt. Filtrat und Waschwasser wurden vereinigt i. Vak. auf ein kleines
Volumen gebracht. Ein Probechromatogramm??) zeigte 4 Komponenten A, B, C und D
(Tafel). Die Hauptmenge chromatographierten wir auf einem groBen Bogen. Die aus-
geschnittenen Zonen der Komponenten A, B und C wurden einzeln mit warmem Wasser
eluiert. Nach Eindampfen i. Vak. hydrolysierten wir die Komponenten A und B 4 Stdn.,
C nur 1 Stde. bei 98° mit je 6 ccm »/1 H,SO,. Danach entfernten wir die Schwefelsaure
mit der ber. Menge Bariumhydroxyd-Losung und chromatographierten die eingeengten
Hydrolysate. Auf Grund der gefundenen Hydrolysenprodukte ergab sich, daB A als
unverdnderte Fucosido-lactose, B als Fucosido-lactulose und C als Fucosido-galak?”
tose anzusehen sind. D wurde der geringen Menge wegen nicht weiter untersucht.

Tafel
Kompo- Anilin- Naphtho-
nente Ryactose phthalat resorcin Hydrolysenprodukte
A 0.73 + blau Fucose, Galaktose, Glucose
B 0.94 + rot Fucose, Galaktose, Fructose
C 1.53 + blau Fucose, Galaktose
D 1.88 Spur (blau)

Hypojoditoxydation?®) der Fucosido-lactose

Eine Loésung von 30 mg Fucosido-lactose in 0.30 ccm Wasser + 0.70 ccin Methanol
(p- a.) versetzten wir mit 0.30 ccm einer Losung von 0.57 g Jod + 0.50 g BaJ,-2H,0 in
10 ccm Methanol. Im Verlauf von 15 Min. wurden unter kriftigem Umschwenken 1.20 ccm
4-proz. methanolische KOH zugetropft. Nach weiteren 20 Min. zentrifugierten wir den
gebildeten Niederschlag des Bariumsalzes ab und wuschen ihn 8mal mit je 5 ccm Metha-
nol. Er wog trocken 33 mg und war frei von reduzierendem Zucker. Nach Hydrolyse
mit #/1 HySO, (vgl. oben) fanden wir auf dem Papierchromatogramm Fucose und Ga-
laktose, aber keine Spur von Glucose.

Die Spaltstiicke der Dekamethyl-Verbindung

Permethylierung der Fucosido-lactose: 3 g Trisaccharid (chromatographisch
einheitlich) wurden in 45 ccm Wasser gelost und mit 45 ccm Dimethylsulfat versetzt.
Dazu gaben wir bei 0° im Laufe von 8 Stdn. tropfenweise 67 ccm Natronlauge (40-gew.-
proz.) unter kriftigem Riihren. AnschlieBend wurde weitere 15 Stdn. bei 0° geriihrt.
Dann gaben wir 75 g Natriumhydroxyd zu und lieBen im Laufe von 8 Stdn. bei 0° 110 ccm
Dimethylsulfat zutropfen®®). Im Laufe dieser Zeit schieden sich soviel Salze aus,
daB allméhlich mit insgesamt 50 ccm Wasser verdiinnt werden muBte, um das Riihren
wirksam zu erhalten. Dieses ging nach Beendigung des Zutropfens 15 Stdn. bei 0° weiter.

5maliges Ausschiitteln mit je 200 ccm Chloroform lieferte, nach Trocknung der Chloro-
formausziige mit Kaliumcarbonat, einen Sirup (4.0 g exsiccator-trocken) mit 47.319%,
(ber. 48.30%,) Methoxyl. Diesen haben wir 2mal mit je 45 cem Methyljodid und
17 g Silberoxyd durch 5stdg. Kochen unter Riickflul nachmethyliert. Der abzentri-
fugierte silberjodidhaltige Schlamm wurde jeweils mit Aceton ausgezogen. Nach dem
Verjagen von Methyljodid und Aceton i. Vak. wurde in Wasser aufgenommen, mit etwas

3) Vergl. die Arbeitsweise von S. Moore u. K. P. Link, J. biol. Chemistry 188, 293
[1940].

#) Vergl. die Arbeitsweise von R. L. Whistler u. H. E. Conrad, J. Amer. chem.
Soc. 76, 1673 [1954].
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Tierkohle geklart und unter mehrfacher Zugabe von absol. Methanol wiederholt zur
Trockne gebracht. Eine Probe des so gewonnenen, nahezu farblosen, sirupartigen per-
methylierten Trisaccharids zeigte nach saurer Hydrolyse bei papierchromatographischer
Priifung nur 3 Flecken mit den Rg-Werten 0.52 (3.4.6-Trimethyl-galaktose), 0.65
(2.3.6-Trimethyl-glucose) und 0.69 (2.3.4-Trimethyl-fucose) in »-Butanol: Athanol:
Wasser = 4:1:528) ghne NH,

Methanolyse und Identifizierung des «-Methyl-2.3.4-trimethyl-L-fuco-
pyranosids: Die permethylierte Fucosido-lactose haben wir mit 150 ccm trockenem
Methanol, das 49, HCl enthielt, 6 Stdn. unter Riickflu gekocht. Nach Neutralisation
mit Silbercarbonat wurde verdampft und der Riickstand (4.0 g) unter 1 Torr destilliert.
Dabei ging zwischen 100° und 110° (Badtemp. 150—165°) ein groBtenteils schnell kristalli-
sierendes, schwach gelbstichiges Ol fiber. Durch Lésen in sehr wenig Benzol und Zu-
gabe von Benzin (Sdp. 70—80°) lieB sich die Substanz von &ligen Anteilen befreien und
durch zweimalige Kristallisation aus Petrolither (Sdp.40-50°) in derben farblosen
rhombenférmigen Prismen vom Schmp. 98° gewinnen (250 mg; bei sehr langsamem Ein-
dunsten der Petrolatherlésung erhielten wir zentimeterlange Prismen). Nach Sublimation
i. Hochvak. lag der Schmp. bei 99°. [a]%: —209° (¢ = 1 in Wasser). Auch ein aus L-Fucose
nach O. Th. Schmidt gewonnenes Priparat schmolz nach Sublimation i. Hochvak.
bei 99%. Mischprobe ohne Depression. Die Debye-Scherrer-Aufnahmen stimmten iiberein.

CioH,05 (220.2) Ber. OCH, 56.36 Gef. OCH, 56.12

Hydrolyse und Trennung der methylierten Zucker: Bei der Destillation des
durch Methanolyse gewonnenen Gemisches von Methyiglykosiden folgte unter 1 Torr auf
das eben beschriebene Methylfucosid (100—110°, Badtemp. 150—165°) die Hauptfraktion
(Badtemp. bis 200°), die noch fucosidhaltig war. Der dunkle Destillationsriickstand
erwies sich als frei von Fucosiden, enthielt aber noch geringe Mengen methylierter Glu-
cose und Galaktose. Er wurde mit 20 ccm heiem Wasser ausgelaugt. Dieser Auszug
wurde mit der in 50 ccm Wasser gelosten Hauptfraktion vereinigt, mit soviel Schwefel-
silure versetzt, daB die Losung n/1 war und 3 Stdn. unter Riickfluf gekocht. Die mit
Barytwasser neutralisierte Losung haben wir auf wenige ccm eingeengt und mit soviel
Cellulose-Pulver?®) angeriihrt, daBl eine kriimelige Masse entstand, die im Exsiccator
getrocknet wurde. Die zur Trennung beniitzte Cellulose-Siule?5:28) war 115 cm lang und
hatte einen Durchmesser von 28 mm. Sie wurde mit n-Butanol:Benzin (Sdp. 100-120?):
Wasser = 38:60:2 vorgewaschen. Dann brachte man das Cellulose-Adsorbat der methy-
lierten Zucker auf und entwickelte mit demselben Losungsmittelgemisch.

. Gewicht
Fraktion ccm (mg) Substanz
740 ~0 ‘
230 200 2.3.4-Trimethyl-fucose
115 ~0
500 481 2.3.6-Trimethyl-glucose
350 ~0 '
1750 ! 625 3.4.6-Trimethyl-galaktose

Die aus der Saunle gewonnene 2.3.4-Trimethyl-fucose (Fraktion A, gef. OCH; = 44.10%,,
ber. 45.10%,) lieB sich unter etwa 10~2 Torr destillieren (Badtemp. 50—55°) und lieferte
ein Anilid in derben Prismen vom Schmp. 133—134°%. Lit.??): 133—1349.

CoHpyON (245.3) Ber. N 571 Gef. N5.75

25) E, L. Hirst, L. Hough u. J. K. N. Jones, J.chem. Soc. [London] 1949, 928.

28) Schleicher & Schiill Nr. 123a, mit Wasser, n-Butanol und Aceton gewaschen und
an der Luft getrocknet.

27) 8. P. James u. F. Smith, J. chem. Soc. [London] 1944, 746.
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2.3.6-Trimethyl-glucose: Die Fraktion B (Ry 0.65) kristallisierte sofort beim Ein-
dampfen der Losung i. Vak. (481 mg). Zweimalige Kristallisation aus Chloroform-Petrol-
dther lieferte farblose Nadeln vom Schmp. 114-115°. Ein aus Oktamethyl-lactose®®)
hergestelltes Priparat schmolz gleichfalls bei 114-115° Dije Mischprobe zeigte keine
Depression. Die Debye-Scherrer-Aufniahmen waren identisch.

[«]3: +96.8° (4 Min.) - +68.4° (16 Stdn., Endwert, ¢ = 1, in Waaser). Lit.%): [a]p:
+70.5° (Endwert in Wasser).

CoH,j0y (222.2) Ber. OCH,;41.89 Gef. OCH, 41.84

3.4.6-Trimethyl-galaktose: Die Fraktion C (Rg 0.52) lieferte nach dem Ver-
dampfen i. Vak. einen farblosen Sirup (626 mg). Wir nahmen in 10 ccm Wasser auf,
filtrierten durch Talkum und lieBen im Exsiccator itber PO,/ KOH eindunsten. Dabei
trat nach einigen Wochen Kristallisation ein. Umkristallisiert wird am besten aus wenig
heiBem Tetrachlorkohlenstoff. Aus n-Butanol/n-Butylacetat erhilt man die 3.4.6-
Trimethyl-galaktose in mm-langen Nadeln. Schmp. 88—89°. In Wasser und in
den meisten organischen Lisungsmitteln, mit Ausnahme von Petrolither, ist die Sub-
stanz sehr leicht 16slich. Zur Analyse wurde 36 Stdn. bei 56°/2 Torr iiber Diphosphor-
pentoxyd getrocknet.

[«]5: +154° (3 Min.) — +110° (Endwert nach 4 Stdn., ¢ = 1, in Wasser).

C H,404 (222.2) Ber. C48.64 H8.16 OCH;41.89 Gef. C49.00 H 7.97 OCH, 40.71

3.4.6-Trimethyl-galaktose-phenylosazon: 150 mg Trimethyl-galaktose in
6 ccm Wasser gaben nach 1'/,stdg. Erhitzen im Dampfbad mit 750 mg Phenylhydrazin-
hydrochlorid + 750 mg Natriumacetat-3 H,0 128 mg Osazon, das sich schon in der
Hitze abzuscheiden begann. Aus 50-proz. Athanol erhielten wir hellgelbe biischelig an-
geordnete feine Nadeln vom Schmp. 130-131°. Zur Analyse wurde 12 Stdn. bei 80°
unter 0.3 Torr iiber Diphosphorpentoxyd getrocknet.

[2]B: +85° (¢ =0.5 in Pyrldm), ohne Mutarotation. Das Infrarot- Spektrum des Osa-
zons zeigt das Vorhandensein einer Hydroxylgruppe an.

CpH,ON, (400.5) Ber. N 13.99 OCH; 23.25 Gef. N 13.91 OCHj 23.05

3.4.6-Trimethyl-galaktonsdure: 250 mg Trimethyl-galaktose wurden in
9 ocm Wasser gelost und mit 1 g Caleciumcarbonat (gefillt) 4 0.07 cem Brom (1.2 Moll.)
versetzt. Unter gelegentlichem Umschwenken lieSen wir 20 Stdn. bei etwa 20° im Dun-
keln stehen. Das Calciumcarbonat wurde abzentrifugiert und 2mal mit Wasser gewaschen.
Fehlingsche Losung wurde kaum mehr reduziert.

Die in Losung befindlichen Calcium- und Brom-Ionen haben wir .durch Schiitteln
mit Silbercarbonat (Abscheidung von CaCO,; und von AgBr) entfernt und die neutral
reagierende Losung, die nunmehr das Silbersalz der 3.4.8-Trimethyl-galaktonsiure ent-
hielt, mit dem Kationenaustauscher Amberlite IR 120 (H*) geschiittelt. Dabei wurde
die Losung sauer (pg 3). Durch Eindampfen i. Vak. erhielten wir einen in derben Prismen
kristallisierenden Riickstand (212 mg, 809, d.Th.). Die Substanz — wir hatten damit
gerechnet, ein Lacton zu erhalten — erwies sich entgegen der Erwartung als schwer 15s-
lich in Ather. Aus viel siedendem Ather erhielten wir farblose Prismen vom Schmp. 1280,
Nach Sublimation i. Hochvak. (10~2% Torr) lag der Schmp. bei 129°.

[«13: +1.0° (5 Min.) — +8.3° (¢ = 1.5, in Wasser, Endwert).

C,H, 0, (238.2) Ber. C45.37 H 7.62 OCH, 39.08 Aquiv.-Gew. 238
Gef. C45.05 H7.52 OCH, 38.94 Aquiv.-Gew. 241

3.4.6-Trimethyl-galaktonsiure-lacton: 70 mg Trimethyl-galaktonsiure
wurden im Kugelrohr auf 130° erhitzt (2¢ iiber den Schmp.). Nach Evakuierung auf
0.5 Torr ging ein farbloses Ol iiber, das wir unter 10-2 Torr 2mal redestilliert haben (Bad-
temperatur 115°%). [«]}: +151° (¢ = 0) - +7.2° (¢ = 2 in Wasser, Endwert nach 11 Stdn.).
Die frisch bereitete Liosung des Lactons in Wasser reagiert auf Indikatorpapier neutral.
Schon nach wenigen Minuten reagiert die Losung sauer.

28) J. C. Irvine u. E. L. Hirst, J. chem. Soc. [London] 121, 1213 [19221].
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a-Athyl-L-fucopyranosid: 2.000 g L-Fucose wurden mit 100 cem heiBem absol.
Athanol, welches 19/, Chlorwasserstoff enthielt, iibergossen und 2 Stdn. unter Riickflug
zum Sieden erhitzt. Von Zeit zu Zeit entnahmen wir Proben zur Drehungsmessung. Die
Drehung sank von —0.68° (5Min.) auf den Endwert —3.37° (1.5 Stdn., 2-dm-Rohr).
Die mit Silbercarbonat neutralisierte Losung ergab beim Verdampfen i, Vak. ein kristal-
lines «,B-Fucosid-Gemisch, welches in der eben notwendigen Menge heiBlen Essigesters
aufgenommen wurde. Hieraus schieden sich beim Erkalten lange Nadeln ab, welche nach
mehrstiindigem Stehenlassen (0°) abgesaugt und mit wenig kaltem Essigester gewaschen
wurden; 960 mg, etwa 90-proz. an «-Verbindung. Durch 3 maliges Umkristallisieren aus
Essigester erhielten wir das reine a-Fucosid vom Schmp. 146°.

[@]%: —191.0° (c = 1 in Wasser).

CH,g05 (192.2) Ber. C49.99 H8.39 OC.H; 23.44 Gef. C 49.99 H 8.23 OC,H; 23.62

Aus einem 15-g-Ansatz, bei dem wir die Neutralisation statt mit Ag,CO4 mit Tonen-
austauscher Amberlite TR-45 vornahmen, erhielten wir 5.60 g 3mal umkristallisiertes
«-Fucosid vom Schmp. 145°,

38.5 mg Substanz (0.2 mMol) wurden in der friiher beschriebenen Weise?) mit Na-
triumperjodat oxydiert. Die Titration ergab einen molaren Verbrauch von 1.60 (0.5
Stdn.), 1.77 (4 Stdn.) und 2.05 (20, 45 und 90 Stdn.).

Zur Hydrolyse lésten wir 59.8 mg a-Athyl-L-fucopyranosid in 3 cem n/1 H,SO, und
verfolgten die Drehungséinderung im 1-dm-Rohr bei 70° (Abbild. 2). Der nach 11 Stdn.
erreichte konstante Endwert war [a]p: —1.20° (bei 70°) bzw. —1.29¢ (nach Abkiihlen
auf 209),

—75.9-59.8-164
Berechneter Endwert: — 392 " —1.290,

Die Halbwertzeit betrug etwa 100 Min. (70°).

B-Athyl-L-fucopyranosid-Kaliumacetat- Verbindung: Die Essigester-Mutter-
lauge des a-Fucosids, die man, ausgehend von 2 Tln. r-Fucose, erhalten hatte, wurde
i. Vak. zum Sirup eingedampft. Man 6ste in 6 Tin. absol. Athanol und versetzte mit
einer heiBen Lésung von 1Tl Kaliumacetat in ebenfalls 6 TIn. absol. Athanol. Beim
Abkiihlen erfolgte rasche Kristallisation der Kaliumacetat-Verbindung in seidigen Nadeln
vom Schmp. 219° (Zers.), der nach Umkristallisation aus wenig absol. Athanol auf 220
bis 2210 stieg. Ausb. etwa 259, des Gewichts an eingesetzter Fucose.

C1oH,,0-K (290.3) Ber. C41.36 H6.60 OC,H;15.52 K 13.46
Gef. C41.43 H 6.61 OC,H;15.47 K 13.04

Die spezif. Drehung betragt [«]3: +13.9° (c = 2.5 in Wasser). Wegen der Uberein-
stimmung der molekularen Drehungen der $-Glykoside und ihrer Molekiilverbindungen
mit Kaliumacetat?) 1a8t sich hieraus die spezif. Drehung des freien 8-Athyl-L-fuco-
pyranosids zu

13.9°:290.3

[elp = + T Y I +21°¢ berechnen.



