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nazin vom Schmp. 208". ,411s der Mutterhuge lielcn sich durch Ansziehen mit Chloro- 
form und C!mmatographieren an Aluminiunioxyd weitem 300 mg Phenazin vom Schmp. 
211' ge:ewinncn. Die hellgelben Ibjutalle losten sicli in konz. Schwefelsaiire rot. 

P h e n a z i n  d e s  K a k o t h e l i n s :  Die Suspension von 2 g  K a k o t h e l i n a )  in 25ccm 
Methanol wurde mit der Losung von 1 g o - P h e n y l e n d i a m i n  in 60ccm Eisessig 15 X n .  
auf dem Wasserbad erwarmt. Dabei schieden sich gelbe Nadeln ab, die nach S t e h e n l m n  
uber Nacht abgesaugt, gut mit U'asser gewaschen iind auf Ton gctmcknet wurden: 1.88 g 
gelbe Prismen vorn Schmp. 285-290" (Zers.). Zur Analpse nurdcn sie aus Wawer unter 
Zusat.z von etwas .n Natriumacetat umkristallisiert. Danach lag der Suhmp. oberhalb 
von 300". Schwefelsaure lostc rot. 
(!,,H,50,N5.31/,H,0 (662.6) Rer. C 57.64 S 12.45 Verl. (Y2 H,O) 11.27 

12.34 
Pheriazin des  Rrucinchir ions:  Die IAsung von 3 g Brucinchinon-perahlo-  

rat3') in 1 0 0  ccni n NaHCO, wurde mehrmdln mit imgcsamt 250 ccm Chloroform aus- 
geschuttelt. Zu der i. Vak. auf 50 ccm eingeengten, roten Chloroformliisung fiigk man 
die Losung von 700mg o-Phenylendiamin  in a c c m  Chloroform. Srtch 2Tagen 
wurde i. Vak. m r  Trockne gebracht, der gelbbraune, harzige Ruckst.and in Renzol suf- 
genommen und die Usung an Alurniniumoxyd chroniatographiert. Aus dem Eluat 
(&nzol + 1YI Methanol) kristallisierten nach Rinengen gelbe P r i ~ n i e ~ ,  die ziir Analyse 
aus Mcttianol umkristallisiert wurdm: 1.4 g mines Phenazin vorn Schmp. 296" (Zers.). 
I n  konz. Schwefehhrc? loste sich der StoK tiefrot. 

- ~ _ _ ~  --__ 

H 5.73 
Gef. C55.57,57..50 H 5.93594 S 12.14 Verl. (100') 

C27H2,02X4 (436.5) 
Das Phenazin lieB sich nicht analog wie im Falle des Kakot.halins daretellen (verschie- 

Rer. C 74.29 H 5..54 K 12.84 Cef. C 73.97 H 5.84 N 12.86 

dene Loelichlreit wid Stahilitiit der beiden Chinone). 

72. Richard Kuhn und Hans Helmut Baer: Die Konstitution der 
Lacto- N- tetraose 

[Aus dem Max-Planck-Institut fiir Medizinische Forschung, Institut furchemie, Heidelberg] 

Hewn Professor Dr. K a r l  F r e u d e n b e r y  zum 70. Ceburtstq 

Das Tetrasaccharid der Frauenmilch wurde katalytisch hydriert 
und der erhaltene Lacto-N-tetrait erschopfend methyliert. Ale Spalt- 
stucke erhielten wir 1.2.3.:?.6-Pentametbyl-~-sorbit, 2.4.6-Trimethyl- 
B-galaktose, 4.6-Dimethyl-~-glucosamin und 2.3.4.6-Tetramethyl-~- 
galaktose. Die Identifizierung der krist. 2.4.6-Trimethyl-~-galaktose 
niit einem synthet. Vergleichspraparat erfolgte durch Miach-Schmp., 
Drehnngsvermogen und R,-Wert. Dieses Spaltstiick zeigt, dal die 
nicht reduzierende Hiilfta der Tetraose (Lacto-N-biose I = 3-8-D- 
Galaktopyranosyl-N-actyl-D-glucosamin) mit der reduzierenden 
Hblfte (Lactose) iiber das Hydroxyl am dritten C-Atom des Galak- 
tose-Restes des Milchzuckers verknupft ist. Der Lacto-N-tetraose 
kommt somit die Konstitutionsformel I zu. Das vorliegende Ergebnis 
klkrt zugleich die Konstitution der Lacto-N-biose I1 (Formel II), der 
Lacto-N-triose I (Formel 111) und der Lacto-N-triose IL (Formel IV), 
die durch partielle Sgurehydrolyse des Tetrasaccharids erhalten wor- 
den waren. 

(Eingegangen am 14. November 1955) 

In einer Menge von durchschnittlich etwa 0.5 g pro Liter findet sich in 
der Frauenmilch ein Tetrasaccharid. Da es stickstoffhaltig ist und aus Milch 

") Dargestellt nach H. Leuchs ,  F. Osterburg  u. H. K a e h r n ,  Ber. dtsch. cheni. 
Ges. 66,564 [1922]. 

37) H. Leuchs ,  €I. Seeger  u. K. J a e g e r s ,  Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 2023 [1938]. 

~ _ _  
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gewonnen wurde, erhielt es den Namen Lacto-N-tetraosel). Sein Bauplan2) 
ist : >D-Glucose > D-Galaktose > N-Acetyl-D-glucosamin > D-Galaktose. Die 
reduzierende Halfte der Tetraose, namlich das Disaccharid >D-Glucose > D- 
Galakt,ose, ist durch part.ielle Sanrehydrolyse kristallisiert erhalten und mit 
Lactose identifiziert wordenz). Die nicht rediizierende Halfte der Tetraose, 
das als Lacto-AT-biose I bezeichnete, schon kristallisierte und sehr alkali- 
empfindliche Disaccharid >N-Acetyl-D-glucosamin > D-Galaktose konnte 
inseiner Konstitution auch bereits aufgckliirt werden : es handelt sich um 3-8- 
~-Gn~aktopyranosy~-N-acetyl-~-gluco.samin~). Ungeklart, war die zentriile 
glykosidische Bindung des Tetrasaccharids geblieben, d. h. die Natur 
des Disaccharids > D-Gdaktose > N-Acetyl-u-glucosamin, das auch unter 
den Produkten der Partialhydrolyse niit verd. Saure gefunden und als Lacto- 
N-biose I1 bezeichnet worden ist. 

Die direkte Konstitutionsaufklarung der Lact,o-N-biose I1 hatte einen 
auaerordentlichen praparativen Aufwand erfordert , da sie in viel geringeren 
Mengen als die Lacto-N-biose 1 auftritt und es nicht gelungen ist, durch 
Variation der zur Partialhydrolyse angewandten Sauren (HC1, H,SO,, CO,) 
und Temperaturen (niit COz unter Druck) die Mengen an N-Hiose I1 nennens- 
wert zu steigern. Wir hahen daher das intakte, viel leichter zugangliche Tetra- 
saccharid zu permethylieren beschlossen. Aus den methylierten Spaltstucken 
muUte sich auch die Konstitution der in grijBeren Mengeri nicht leicht. er- 
haltlichen Lacto-N-biose I1 ergcben. 

I)ie einzigen Anhalbpunkte, die hinsichtlich der Katur dicses Disaccharids und damit 
der zentralen glykosidischen Bindung der Lacto-N-t.ctraotw vorlagen, waren : a)  die sum- 
thetisch erhaltene 6 - ~ - , ~ - ~ c c t ~ I - ~ - g ~ u c o s a n i i n i d o - ~ - g a l a k t o s r  ') war von dcr Lacto-.y- 
biosc! I1 verschieden; b)  es konnte sich aiich nicht urn eine 2-Acetylglucosaminido-galak- 
tose handeln, weil die kristallisiert erhaltene Lacto-3-triose I (> D-Galaktose > I\'-Acetpl- 
D-glucosamin > D-Galaktose) ein schoncs Phenylosazon der erwarteten Zusammensetzung 
erg&) ; c) fur 1.3-Verknupfung in der Wittc, des Tetrasaccharids sprachen Versuche mit 
t'erjodsiiure. Lie13 man 5 Moll. Natriunlmotaperjodat bei p H  5 einwirken, 80 fand man 
nach anschlicRender Siiurehydrolyse noeh Galaktose und Glumamin. Die kopfstiLndige 
Glucose und die endsttindige Galaktose mit ihren Glykol-Qrappierungen warm abgebaut. 
Wire die zentrale Bindung 1.4, dann hatte auch der zweite Galaktme-Rest eine Glykol- 
Gruppierung, die hatte angegriffen werden sollen. 

Die Alka l iempf indl ichkei t  der Lacto-N-tetrmse - sic zerfallt bei Ein- 
wirkung warmer verd. Natriumcarbonatlosung unter Bildung von ,,Anhydro- 
acet.ylglucosamin", das mit p-Dimethylaminobenzaldehyd in salzsaurer Lo- 
sung eine violettrote Farbreaktion (Morgan-Elson) liefert s, - bedeutete eine 
ernste Sch wierigkeit und shllte einen Erfolg samtlicher Methylierungsme- 
t h d e n  in Erage. Wir haben nun gefunden, da8 es mit Hilfe von braunem 
P a l  1 ad iu  m - ox y d h y d r  a t - B ar iumsu 1 f a t  7) gelingt, die Lacto- N-betraose 

- I )  R. .Kuhn,  A. Gauhe  u. H. H. Baer ,  Chem. Ber. 86, 827 [1953]. 
2, R. K u h n ,  A. G a u h e  u. H. H. Baer ,  Chem. Ber. 87, 289 [1954]. 
3, R. K u h n ,  H. H. B a e r  u. A. Gauhe ,  Chem. Ber. 87, 1553 [19M]. 
4 ,  R. K u h n  u. W. Kirschenlohr ,  Chem. Rer. 87, 384 [1!)54]. 
5 )  Vergl. hierzu R. K u h n ,  Angew. Chem. 67, 184 [1955], sowieeine folgendc ?rlitteilung. 
6) R. K u h n ,  A. G a u h e  u. H. H. Baer ,  Chem. Ber. H5, 1138 [1954]. 
7)  R. K u h n  u. H. J. Haas,  Anqew. Chcm. 67, 785 [1955]. 
Chcmisehe Beriehte Jahr:. 99 33 
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katalytiscli in wahiger Losung unter Aufnahme von 1 Mol. Wasserstoff glatt 
zum Lacto-AT-tetrait zu hydrieren, dw heiBe Fehlingsche Losung nicht redu- 
ziert, mit Anilinhycirogenphthalat nicht reagiert und auch die Morgan-Elson- 
Reaktion nicht mehr gibt. Damit war die Alka l i lab i l i t a t  des  T e t r a -  
sacchar ids  uberwunden und der Weg zur Permethylierung freigelegt. 
Wir haben diese mit Silberoxyd und Meth yljodid in Dimethylformamid *) 
durchgefiihrt und die Tetradekamethyl-Verbindung des Lacto-N-tetraits mit 
richtigem Methoxylgehalt in guter Ausbeute (iiber 80 yo d.Th., chromato- 
graphisch gereinigt) erhalten. 

Nach Saurehydrolyse des Tetradekamethylathers zeigte sich ein weiterer 
Vorteil der vorangegangenen katalytischen Hydrierung. Die fiir die Konsti- 
tutionsfrage entscheidende Trimethyl-galaktose trat nls alleinige Trimethyl- 
hcxose auf; ware das Tetrasaccharid als solches permethyliert worden, so 
hatt.e sie von der isomeren 2.3.6-Trimethyl-glucose getrennt werden miissen. 
Aus dem Hydrolysat (die Schwefelsiiure hatten wir rnit Bariumhydroxyd- 
losung entfernt) lieBen sich der 1.2.3.5.6-Pentamethyl-~-sorbit und die 2.3.4.6- 
Tetramethyl-D-galaktose mit Chloroform leicht ausschutteln. Die gesuchte 
Trimethyl-D-galaktose und das gebildete 4.6-Dimethyl-~-glucosamin blieben 
in der wahigen Liisung. Durch den Kationenaustauscher Amberlite IR 120 
(Hs) wurde der Aminozuckcr abgetrennt. Aus dem Filtrat der Austauscher- 
saule schied sich beim Eindampfen 2.4.6 -Tr im e t h y 1 - D -ga la  k t  o se sofort 
in farblosen Priemen ab. Ein synthetisches Praparat hat uns fiir Vergleichs- 
zwecke Hcrr Prof. Dr. E. L. Hirs t ,  Edinburgh, in freundlicher Weise zur 
Verfiigung gestellt. Der Misch-Schmp. ergab keine Depression, die RF- 
Werte waren identisch . 

2.4.0-Triniethvl-~-ealrtktose 1 [a]% in H,O ~ Schmp. 

aus Lacto-N-tetraose . . . . + 126' + + 88.4" 
Praparat \-on E. L. Hirst 1 - 124' -t + 9 0 . 4 O 8 )  

Auch die Anil ide stimmcn iiberein. Anilid der 2.4.6-Trimethyl-~-galaktose 
aus Lacto-N-tetraose: Schmp. 177", [a]: : -90" + $38.8" (Aceton). Litcratur- 
wertelO): Schmp. 179", [a]: :-92" + +38" (Aceton). 

Die Isolierung von 2.3.4.6-Tetramethyl-~-galaktose (Anilid : Schmp. 192 bis 
192.5') und von 4.6-Dimethyl-~-glucosamin aus den1 Hydrolysat des Tetra- 
dekamethyl-lacto-N-ttraits stehen in Einklang mit den auf anderenwegen 1p2,a) 
bereits gewonnenen Einblicken in die Konstitution des Tetrasaccharids. Die 
2.4.6-Trimcthyl-~-galaktose beweist, daI3 die zentrnle Bindung eine 1 +3 - 
Bindung ist und der Lacto-N-tetraose die Formel I zukommt. Sie enthhlt 
eine 1 +4 und zwei 1 +3-Bindungen, die alle P-glykosidisch sind. Fur die 
Lactose und fur die Lacto-N-biose I ist die P-glykosidische Verknupfung der 

*) R. Kuhn,  H. Trischmann u. I. Low,  Angew. Chem. 67, 32 [1955]. 
s, D. J. Bel l  11. S. Williamson, J. chem. SOC. [London] 1988, 1196; E. G. V. Per-  

lo) E. L. Hirst u. J. K. N. Jones,  J. chem. Sor. [London] 1989, 1182. 
cival  fand laut Privatmitteil. an diem Autoren: + 124" -+ + 89' (H,O). 
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Hexosen synthetisch gesichert. Die Lacto-N-biose I1 und damit die zentrale 
Bindung der Lacto-N-tetraose ist gleichfalls P-glykosidisch, da die von R. 
K u h n  und H. Tiedemann") aus Aspergillus o r y w  gewonnene N-Acetyl- 
glucosaminidase, die nur p- aber keine a-Glykoside des N-Acetyl-D-glucos- 
amins angreift, die Lacto-N-biose I1 lcicht spaltetll). Es sind somit alle 
Einzelheiten der Konstitution und Konfiguration gekliirt. In Formel I ist die 
obemte OH-Gruppe nach rechts qeschricbcn, weil die kristallisierte Lacto- N -  
tetraose abwarts mutarotiert. 

I 
H$-OH I CH,OH 
HC -OH 

D- Glucofie ~ 6 - 0 ~  D-Sorbit 

r -  -1 HO-CH HO-YH 
r- ---I 

HC-0-1 CH HC-O- CH 
' 

HC-0- H&OH HC-OH -C-  

H O - ~ H  ~ Lacto-N-tetrait 

I 

CH,OH rO-AH 1 i)-Galaktose CH,OH 

Hy-0-' 
CH,OH 

I 

I 

B ~ ~ f H - 1  
I 

HO-$H 
HO-CH HC-oH i 

H t - 0  
CH,OH 

t. -.-CH HC-NH. '-1 co - CH, 

0-CH I 
HA-OH I N-Acetyl-wglucosamin 
H b - 0 ~ ~  

CH,OH 

~- 

I. Lacto-N-tetraom, 
0-p- D-Galaktoppnosyl- (1 +3)-2-desoxy- 

> 3)-O-P-~-galaktopyrenosyl- (1 +4)-0- 
D- Galaktose 2-acetamino-0-p- D-glucopyranosyl- (1 

2- D-glucopyranose 

Der den neuesten Regelnl*) entsprechende systematische Name fur die 
Lacto-N-tetraose ist unter dem Formelbild I angegeben. Man hat kurzlich 
dagegen Stellung genommen, da0 auf dcm Gebiete der Oligosaccharide so 
viele das Gedachtnis belwtende Triviahamen eingefuhrt wiirden, bbgleich 
rationelle Namen zur Verfiigung stunden. ,,Consequently, chemists should 
not be burdened with the need for learning trivial names"I3). Wir mochten 
dem Leser daa Urteil dariiber iiberlassen, welcher von den beiden Namen, die 
unter Formel I stehen, die grofiere Biirdc fur das Gedachtnis bedeutet. 

Die vorliegende Konstitutionsaufkling der Lacto-N-tetraose erlaubt 
es auch fiir die Lac to-N-biose  11, die Lac to-N- t r iose  I und die Lac to -  

11) Chem. Ber. 87, 1141 [1954]. 
12) .J. chem. SOC. [London] 1952, 5108; Cheni. Engng. News 81,1776-1782 [1953]. 
13) R. L. Whistler u. D. 1. McGilvrey, Annu. Rev. Riochem. 33, 82 [19541. 
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N - triose I I, die durch partielle Saurehydrolyse des Tetrasaccharids gewon- 
nen worden sind, deren Konstitution aber noch unhekannt war, die folgen- 
den Formeln anzugeben: 

- - _ _  -- _ _ -  

- 
~ 6 - 0 ~  ' 
HQ-OH , 

I 
I D- Galaktose 

HO-YH 
HC-0--' 

I 
CH,OH 

HC -NH*CO *CH, 
HO-AH 1 HLOH I N-Acety1-D-gluWsaxnh 

HC-0 ' 11. Lacto-N-biose 11, 

CH,OH 2-Desoxy2-acetamino -0 - B-D -gIucopj-ranosy1- 
(1 -P 3)-~-galaktose 

H F O H  I 
HC-OH I 

- - - - O--bH D-Gahktose 

-1 
'j i 

HC-OH 1 

I 
HO-CH 
HO-CH : 

I 

H e - 0  ' 
CH,OH 

L) 

HC I - OH 1 AT- Acetyl- 11 -glucosamin 

HC-0 
CH,OH 

- (hlaktose 111. Lacto-N-triosc? I,  
O-P-~-~~lak~p~anopyranosyl-(l+ 3)-2-desoxy-3- 

acetamino-O-P-D-glucopyranospl- (1 + 3) 
D-gdaktose 

r -  - 

HLOH 1 
H ~ O H  

D-Glucose 

HO-qH 
HC-O- 4H- 1 

H(!-0 - 

CH,OH 

' . . ' L C!H 

HC-OH 
0-AH 

HO-$€I 
HC--0 . - 

CH,OH 
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Sehr zu danken haben wir Fraulein Dr. A. Gauhe, die gemeinsam mit Frl. A. Sreli-  
ger, Frl. D. Tschampel und Herrn R. Dafeldecker die fiir diese Untersuchung be- 
notigte Lacto-N-tetraose aus Frauenmilch isolicrt hat. Fur die Uberlassung von Ver- 
gleicllspriiparaten mochten wir Herrn Prof. Dr. E. L. Hi rs t ,  Edinburgh, und Herrn Prof. 
Dr. J. K. N. Jones ,  Ontario/Kanada, auch an dieser Stelle bestens danken. 

_ _  

Beechibung der Versuehe 

Lacto-N- te t ra i t :  2.lgkrist. Lacto-N-tetraose-trihydrat wurdenniit3g brau- 
nem Palladium-oxydhydrat-Bariumsulfat in 25 ccm Waswr bei 90-100" unter 
90-100 a t  hydriert. Nach 24 Stdn. zeigten vergleichende Proben mit Fehlingscher Lii- 
sung und mit Anilinhydmgenphthalat, daB der Zucker zu 95-97% hydriert war. Daraiif 
haben sir noch 1 g Katalysator zugesetzt und weitere 4 Stdn. bei 100-107° unter 100 a t  
hydriert. Die obigen h b e n  waren alsdann ganxlich negativ. Nach Absaugen des Kata- 
lyaators uber Talkum und gutem Auswaachen lieferte dm eingedampfte Filt.rat den Lac t o  - 
N-te t r a i t  in quantitativer Ausbeute (1.95 g, cxsiccatortrocken). Durch Umfallen aus 
wenig Waaser mit &hano1 erhiilt man ihn als wciBes, rontgenographisch feinkristallines 
Pulver, daa sich oberhalb 180" unter Braunfarbung zersetzt. [a13 : + 4" (c - 2 in Wasser). 

Methylicrung: 1.80 g Lac to -N- te t r a i t  wurden in 50 ccm trockenem dest. n i -  
methylformamid unter gelindem Emarmen gelost. Nach dem Ekkalten fiigten nir 
18ccmMethyljodidund 18g SilberoxydzuundschutteltenaufderMaschine24 Stdn. 
bei etwa 20" irn Dunkeln. Danach haben wir den Schlamm aus Silberjodid und Silberoxyd 
abzentrifugiert und erst rnit 20 ccm Dimethylformamid, dann ruehrfach mit Chloroform 
gewaachen. Die Waschflussigkeiten wurden rnit der Losung des Methylierungsproduktes 
vereinigt, Beim Zufiigen des Chloroforms kristalIisierte sofort die we& Komplexvcrbin- 
dung 2 AgJ-N(CH,),J am, dercn Ausscheidung durch uberschiissigos Chloroform und kur- 
zes Aufbewahren im Eieschrank vervollatiindigt wurde. Sie wog nach dem Absaugen, Aus- 
waschen mit Chloroform und Trocknen im Exsiccator 4 g. Wegen ihrer Idchtexupfhdlich- 
keit in dem dimethylformamid-haltigen Lbungsmittel (Eintreten von Gelbfiirbung) wur- 
den alle Operationen moglichst unter AusechluB von Licht durchgefuhrt. 

Daa Filtrat wurde zuerst bei 12 Torr, dann bei 2 Torr eingedampft (Badtemperatur 40'). 
wobei ein honiggelber Sirup zuriickblieb. Wir reinigten ihn durch Chromatographie an 
einer kurzen Cellulose-Siiule (25 cm lang, 3 cm 0 )  unter Verwendung des Liisungarnittel- 
gemiechea n-Hutanol : Benzin (100-120") : Wmser = 38 : 60 : 2. Der in 10 ccm dieses Ge- 
mieches geliiste Sirup wurde auf die rnit 65 ccm Gemisch angefeuchtete Saule aufgetragen. 
Die ersten 50 ccm des Eluata enthielten nichta, die zweiten 50 ccm lieferten nach Entfilr- 
ben mit Tierkohle das Methylierungeprodukt als farblosen Sirup (2.0 g, exsiccatortrocken). 
der 44.11% OCH, enthielt. Die folgenden Fraktionen aus der SiLulc ergaben nur noch we- 
nig Ruckstand und wurden verworfen. 

Zweoks Nachmethylierung wurde daa h d u k t  zweimal 'in 20 ccm Methyljodid mit 5 g 
Silberoxyd und 3 g waseerfreiem Cdciumsulfat 4 Stdn. unter RuckfluB erhitzt. Der Te-  
tradekamethyl-lacto-N-tetrait stellt einen farbloeen ziihen Sirup dar. 

C,oH,60,,N (906.0) Ber. OCH, 47.95 Gef. O m ,  47.40 
Hydrolyse: 1.80g permethyLie&r Lac to-N- te t ra i t  wurdenin 120ccmnH,SO, ge- 

lost und, nach Filtration mit wen& Tierkohle, unter RucMuD zum Sieden erhitzt. nie 
Drehung im 2-dm-hhr, die anf+ngs + 0.32" betragen hatte, stieg dabei innerhalb von 
7 Stdn. auf den konstanten W9.d von + 1.94". Nach 8 Stdn. wurde abgekuhlt und die 
Hauptmenge der Schwefeleiiure rnit Bariumhydmxydlosung ala Bariumsulfat auagefiillt 
(bis p, S)..und abzentrifugiert. Daa Volumen des mit den Waachwaasern vereinigten Hy- 
drolysata betrug 1 1. Eine eingeengte Probe ergab im Papierchromatogramm Tetra- 
methyl-galaktopyranoae (RF 0.69), eine Trimethyl-galaktae ( R F  0.56) und 4.6-Dimethyl- 
glucosamin (RF 0.27, ninhydrin-positiv). In kleinerer Menge war eine ninhydrin-negative 
Verbindung vom RF-Wert 0.37 zugegen, in der wir N-Acetyl-4.6-dimethyl-glumsamin 
vermuten, daa seine Gegenwart unvollstiindiger Hydrolyse verdankt. Die Trimcthyl- 
galaktose war von der zum Vergleich aufgetragenen 2.3.4-Trjmethgl-galaktose ( R ,  0.53) 



K vhn, Baer : Die Kowtitution der Lacto-N-tetraorre [ Jahrg. 89 510 

und 3.4.6-Trimethyl-galaktose") (RF 0.51) mit Sicherheit verschieden, jedoch konnten wir 
in unserem Liisungsmittelgemisch nicht zwischen 2.4.6- untl 2.3.6-Trimethyl-galak-e 
unterscheiden. Wir bedienten uns absteigender Chromatographie auf Schleicher & Schiill- 
Papier 2043b in n-Butanol : hithanol : Wasser = 4 : 1 : 5. 

1.2.3.5.6-Pentamethyl-~-sorbit: 1)as Hydrolysat (1 I)  wurde 3mal mit 100 ccm 
Chloroform ausgewhuttelt. Die mit Xatriumsulfat getrockneten Extrakte hinterlieBen 
beim Eindampfen i.Vak. ein schwach gelbliches 01 (425 mg), in dem zur Hauptsache 
Pentamethyl-sorbit vorlag, wie aus seiner sehrgeringen spzif.  I h h u n g  -. [a# : + 2" (c  = 1 
in Benzol) - und RUE dem hohen Methoxylwert einer i. Hochvak. destillierten Probe -- 

gef. 60.2, ber. 61.5 - hervorging. Jedoch war auch etwas Tetramethyl-galaktose zugegen. 
Wir haben daher die Substanz einer Behandlung rnit Hypojodit naeh P. A. Levene  und 
M. Kunal j )  unterworfen und anschliedend 2 n d  bei 10-* Torr und 78-83' destilliert. T)er 
P e n t a m e t h y 1 - s o r b i t  stellte ein farbloses, ziemlich bewegliches 01 dar. [a]E : -9.4" 
(c =. 1.8 in absol. h h a n o l ) ;  la$ = 1.4423. 

- ~ _ _ _  

Lit.16): [a]% : 
C:,,H,,O, (252.3) Gef. C 63.23 H 9.66 OCH, 62.02 

2.3.4.6 - T e  t r a m e  t h y 1 - D - gal  a k t o s c  -an  i l id  : Nun hahen wir die wlidrige Hydroly- 
aenlosung i.Vak. aiif 100 ccm eingeengt und 10 ma1 niit 100 ccm Chloroform ausgeschiit,telt. 
Die Fraktionen wurden polarimetrisch und chromatographisch gepriift. Sie enthielten in 
der Hauptsache Tetramethyl-galaktose, die von wenig Trimethyl-galakh begleitet war. 
h'ach dem Eindampfen erhielten wir 438 mg eines Sirup (exsiccatortrocken), der nach 
einigen Tagen zu kristallisieren begann. Zur Uberfiihrung in dae Anil id  erhitzten wir den 
Zucker mit 175 mg frisch dest. Anilin (1 Mol.) und 5 mg Ammoniumchlorid in 3.5 ccm absol. 
Methanol 2 Stdn. gelinde unter RiickfluW. Schon in der Hitze schieden sich reichlich Kri- 
stallkrusten ah, die nach dem Abkiihten isoliert und im Zentrifugenalas 2mal niit wenig 
kaltem Methanol und 2mal rnit trockenem &her gewaschen wurden. 325 mg rein weiDe 
Prismen vom Schnip. 192-192.5". [a15 : .. 82.8" + + 39.1" (Qleichgewicht nrtch Zugabe 
einer Spur nll0 H(!I; c = 1 in -4ceton). 

10.1', -9.48' (absol. hithanol); ns = 1.4438. 
Ber. C 62.36 H 9.59 OCH, 61.50 

LitJ6): Schmp. 192", [aID in Aceton : -77" -+ + 37.7'; -83' + -I 41'. 

Eine weitere Menge kristallisierten, aber unreineren Anilids erhielten wir durch Auf- 
arb3iten der Mutterlaugen. . 

2.4.6 ~ T r ime t h y 1 - D - g a l a  k t ose : Nach deh oben beschriebenen Abtrennungen des 
Pentamethyl-sorbits und der Tetramethyl-galaktose haben wir die wadrige Hydrolysen- 
losung zuniichst i.Vak. von ihrem geringen Gehalt an Chloroform befreit iind sodann rnit 
Hilfe von etwas -4mberlite IR-46 die restlichen Sulfationen ent.fernt. Die Liisung zeigta 
dann p ,  7 und enthielt neben der Trimethyl-galaktose als essigsams Salz daa Dimethyl- 
glucosamin. Diems trennten wir ab mittels des Kationenaustaiischers IR-l20(H@). Hienu 
riihrten wir die Liisung - etwa 200 ccm - zuerst mit 10 ccm des Austauschers solange, bis 
die Xinhydrinreaktion in mit Natriumacetat gepufferten Proben nur noch ganz schwach 
war. Alsdann goossen wir die =sung m i b m t  dem Ham auf eine Sriule, die weitere 15 ccrn 
Austauscher enthielt. Das Fdtrat war ninhydrin-negativ und zeigte % 3.6. Die SiLule 
wurde anschliedend mit Wasser gewaschen, bis daa Filtrat neutral war, dann noch mit 
weiteren 100 ccm. Xun engten wir die Liisung i.Vak. auf ein kleines Volumen ein, ent- 
auerten mit fein gemahlenem Amberlite IR-45 und verdampften schliedlich, zuletzt unter 
mehrmdigem Zusetz von einigen ccm n-Butanol. Der zuerst abgeschiedene Sirup kristslli- 
sierte hierbei rasch zu feinen, biischelformig vereinigten Nadeln, die nach Trocknen im 
Exsiccator uber Schwefelsriure und Kaliumhydroxyd 348 mg wogen und zunrichst noch 
unscharf schmolzen (70-82'). Wir kristallisierten zuerst aus hither um, der etwaa Methanol 
enthielt, unter Zusatz von Petrobither, wobei wir zwei bei 94-98' bzw. 97-98O achmel- 
zende Praktionen farbloser Prismen erhielten. Gemeineame nochmalige Umkristallisation 

CI,€I,,O,N (311.4) Rer. N 4.50 4 OCH, 39.87 Cef. N 4.96 OCH, 39.85 

14) R. K u h n  u. H. H. Baer, Chem. Rer. 99, 1637 [1956]. 
15) J. biol. Chemistry 187, 49 [1939]. 
l 6 )  J. C. I r v i n e  u. D. McNicoll, J. chem. Soc. [London] 97, 1449 [1910]; W. N. 

H a w o r t h  u. Mitarbb., ebenda 118, 188 [1918]; 1827,3146. 
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aus Ather erhohte den Schmp. auf 102-103'. Misch-Schmp. mit authent. 2.4.6-Tri- 
m e t h y l - ~ - g a l a k t o s e  101-102°. 

Zur Analyse wurde 12 8tdn. bei 64'/3 Torr iiber Diphosphorpentoxyd und Paraffin 
getrocknet. 

C,Hl,OI (222.2) Ber. C 48.64 H 8.16 3 OCH, 41.89 Gef. C 49.02 H 7.91 OCH, 42.69 
[2]5 : + 126.5' (4 Min.) + L 88.4' (Endwert nach 3 Stdn., c = 1.08 in Wasser). 
2.4.6-Trimethyl-~-galaktose-anilid: 54 mg T r i m e t h y l - g a l a k t o s e  wurden 

mit 23 mg frisch dest. Ani l in  (1 Mol.) in 2 ccm absol. Athano1 3 Stdn. vorsichtig unter 
RuckfluD erhitzt. Die hellgebliebene Losung engten wir i.Vak. stark ein. Die dabei ab- 
geschiedenen Kristalle wurden mit Ather verrieben, abzentrifugiert und mit alkoholhalti- 
gem Ather und danach mit reinern Ather gewaschen. Dic vereinigkn Waachfliissigkeiten 
wurden i.Vak. eingedampft. Der Riickstand lieferte, in 2 crm Athanol aufgenommen und 
niit frischem ubemchiissigem Anilin versetxt, nach 3 stdg. Erhitzcn eine weitere betracht- 
liche Menge Anilid, das auf die gleiche Weiae isoliert wurdo. Der Schmp. des Rohproduktes 
war 172'. Nach Urnkristallisation aus silurefreiem Essigester erhielten wir schone, farb- 
lose, i.Vak. sublimierbare Prismen vom Schmp. 177'. 

C,,Hz,O,N (297.4) Ber. 3 OCH, 31.31 Gef. OCH, 31.02 
[a]! : -90" (10 Min.) + + 38.8' (Gleichgewichtseinstellung mit einer Spur nll0 HCI 

katalysiert; c = 0.5 in Aceton). 
Pcr j oda  t ox y dn t i o n  d e r  L a c  t o - N - t e t ra o se : 141.4 mg waaserfreie T e t r a  o se  

(0.2 mMol) und 217 mg Natriummetaperjodat (5-0.2 mMol = 213.9 mg) wurdcn in 25 ccm 
Wasser gelost und bei 22' im Dunkeln stehen gelassen. Nach 48 Stdn. wurde ein aliquoter 
Teil zur Titration entnommen"), die einen Verbrauch uon 4.7 der einge.setzten 5 Moll. 
Perjodat anzeigte. Nach 72 Stdn. war kein Perjodat mehr vorhanden (Tupfelreaktion !). 
Zur Entfernung des gebildeten Jodats und der Aineiscnsiiure haben wir zuniichstmit 
Ionenaustauschern behandelt. Da es uns auf diew Weise nicht gclang, die letztcn Spuren 
von Jodat zu beseitigen, haben wir mit 1 ccm verd. Schwefelsiiure und einigen Tropfen 
Kaliumjodidlosung versetzt und daa wenige ausgeschiedene Jod nach 3 Min. mit Chloro- 
form ausgeschuttelt. Nach erneuter Austauscherbuhandlung wurde die TAisung i.Vak. ein- 
gedampft. Den Riickstand haben wir mit 10 ccm 2 n H,SO, 2.6 Stdn. bei 105' in zuge- 
schrnolzener Ampullc hydrolysiert. Nach Neutralisation mit Rariumhydroxydlosung ergab 
das Papierchromatogramm reichlich Gnlaktose  und Glucosamin; Glucose war abwesend. 

73. W a1 t er M a y er und Rolf Fik e n t s e h e r l) : 2.3.4.6-Tetrahydroxy- 
benzoesaure 

[Aus dem Chomischen Institut der Universititt Heidelberg] 
(Eingegangen am 17. November 1955) 

Herrn Profeeem Dr. K .  Freudenberg  zum 70.Ueburtetq gewidnzet 
Brom-trimethyl&ther-galluss&ure, nach einem verbesserten Ver- 

fahren leicht &us TrimethylBther-galluss&ure zughglich, liiBt sich in 
Gegenwart von Kupferpulver leicht zur Hydroxy-trimethyliither- 
galluasiiure vereeifen. Einige irrtiimliche Angaben der Literatur iiber 
diem Verbindung werden berichtigt. Ihre Entmethylierung mit 
AIBr, oder AlCI, fiihrt in gbt ter  Reaktion zur 2.3.4.5-Tetrahydroxy- 
benzoesilure. Eine am entsprechenden Methylester gleicherweise 
durchgefiihrte Entmethylierung ergab unter Schonung der Ester- 
gruppe 2.3.4.5-Tetrahydroxy-benzoe&ure-methylester. 

Dehydro-digallussaure2) (I) liefert beim Erwiirmen in verd. Natronlauge 
nahezu 1 Mol. Gallussiiure*). Eine iihnlich leichte Spaltung einer Diphenyl- 

17) Methodik: Vergl. 1. c.~). 
1) Teil der Diplomarb. und Dieaertat. R. F i k e n t s c h e r ,  Heidelberg 1954 bzw. 1956. 
a) W. bidayer, Liebigs Ann. Chem. 678,34 [1962]. 




