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364. Richard Kuhn, Hans Helmut  Baer und Adeline Ganbe: 
Kristallisstion und Honstitutionsermittlung der Lacto-N-fueopentaose I 

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

(Eingegangen am 30. Juli 1956) 

Das Morgan-Elson-positive, L-FUCOM enthaltende Pentaeaccharid 
der Frauenmilch lieB sich in der abwlirts mutarotierenden a-Form 
kristallisiert gewinnen. Es wurde katalytisch hydriert. Der perme- 
thylierte Pentait lieferte bei saurer Hydrolyse 1.2.3.5.6-Pentamethyl- 
D-sorbit, 2.4.6-Trimethyl-~-galaktose, 4.6-Dimethyl-~-gluco~amin, 
3.4.6-Trimethyl-~-galaktose und 2.3.4-Trimethyl-~-fucose. Daraus 
ergibt sich fiir das Pentasaccharid Formel I. Es handelt sich somit 
urn Lacto-N-tetraose, deren endstiindiger Galaktoserest am Hydroxyl 
des C-Atoms 2 mit L-Fucopyranose a-glykosidisch verknupft ist. In 
ubereinstimmung hermit  lieB sich durch partielle Siiurehydrolyae 
unter Abspaltung von L-FUCOW kristallisierte Lacto-N-tetraose ge- 
winnen. 

Das erste natiirlich vorkommende L-Fucosid, daa kristallisiert erhalten 
wurde, ist die Fucosido-lactose, die a h  a-L-Fucopyranosyl-( 1 + 2)-@-~-galakto- 
pyranosyl-( 1 -+ 4)-a-D-glucopyranose erkannt wurde I).  Aus Frauenmilch 
konnten wir drei weitere fucosehaltige reduzierende Oligosaccharide isolieren, 
die uberdies Stickstoff (N-Acetyl-glucosamin-Reste) enthaltenls 2 ~ 3 ) .  Mit Hilfe 
quantitativer Bestimmungen des N- und des C-CH3-Gehaltes sowie des Aqui- 
valentgewichtes haben wir festgestellt, daB es sich um zwei isomere Pentasac- 
charide und ein Hexasaccharid handelt. Wir nennen sie daher Lactb-N-fuco- 
pentaose I, Lacto-N-fucopentaose I1 und Lacto-N-difucohexaose. Die vor- 
Iaufigen Bezeichnungen 3, dieser Komponenten der Frauenmilch-Oligosaccha- 
ride waren IIIb, I I I a  und IIc. Die Pentause I ist Morgan-Elson-positiv, die 
Pentaose I1 und die Hexaose dagegen sind negativ. Unter den begleitenden 
Oligosacchariden, die bei der Reindarstellung der Pentaose I1 und der Hexa- 
ose abgetrennt werden muBten, fanden wir in sehr geringen Mengen solche, die 
bei der Hydrolyse auch X y 1 o s e (papierchromatographisch nachgewiesen} 
lieferten. 

Die Lacto-N-fucopentaose I (RLactose = 0.27), welche etwa 8% des Oligo- 
saccharidgemisches der Frauenmilch ausmacht, konnte jetzt aus wasserhalti- 
gem Methanol durch Zugabe von n-Butanol und geringer Mengen von n-Hexyl- 
alkohol kristallisiert erhalten werden. Es handelt sich um ein Hydrat der 
a-Form vom Schmp. 216" und der Drehung [ays : -11.0" -+ -16.3" (Wasser). 

Bei partieller Hydrolyse mit 0.2nH2S04 in der Warme (98') wird die 
L-Fucose bevorzugt abgespalten, und man erkennt papierchromatographisch 
neben kleineren Spaltstucken das Auftreten von Lacto-N-tetrmse (Kompo- 
nente I11 c, Rr,aetose = 0.36). Durch Skidenchromatographie lie6 sich die Lacto- 

I )  R.Kuhn,  H.H. B a e r  u. A. Gauhe,  Chem. Ber. 88,1135[1955]; 89, 2513 [1956], 

a )  R. K u h n ,  A. Gauhe  u. H. H. Baer ,  Chem. Ber. 87,289 [lQM], 
vorstehend. 

A. Gauhe ,  P. Gyorgy ,  J. R. E. Hoover ,  R. K u h n ,  C. S. Rose,  H. W. R u e h u e  
u. F. Zilliken, Arch. Biochern. Biophysics 48, 214 [1964]. 
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N-tetraose in einer Ausbeute von 27 ?& d. Th. kristallisicrt gewinnen und mit 
dem nativen Tetrasaccharid der Frauenmilch2~4.5) identifizieren (Schmp., 
fa]D, IR-Spektrum und Debye-Schemer-Linien). Berucksichtigt man, daB 

und Saurehydrolyee 

. - _.- __ 

Tafel I .  S pa Its t ii c ke n a c  h ka ta  I y t i ec he r H y d r i e r u ng , Per rn e t h y I i e r u n g 

. -_ __._ _ _  .~ _ _  _- . - _ -  
Lacto. N ~ te tram&) I Lacto-N-fucopcntaose I 

- _ _  __ ~ . -  __  ~~ 

1.2.3.5.6-Pentamethyl-~-eorbit 1.2.3.5.6-Pentamethyl-~-sorbit 
2.4.6-Trimethyl- D-galaktoee 1 2.4.6-Trimethyl-D-galaktoae 

2.3.4.6-Tct ramethyl- D-gahktoee 3.4.6-Trimethyl- u-galaktoee 
4.6-Dimetbyl- D-glucoaemin 4.6-Dimethyl- D-glucosamin 

i 2.3.4-Trimethyl-~-fucoec 

ein Teil der Pentaose noch unangegriffen war und weitere Fraktionen noch 
Tetraose enthielten, so diirften 40 yo d.  Th. a n  Lacto-N-tetraose gebildet wor- 
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Lacto-N-fucopentaose I ,  
O - a - L - F u c o p ~ ~ n o ~ Y l - ( l  +2 ) -O a - D - g a -  
laktopyranosy I-( I - P 3)  -2  -deeoxy -2.  ace t . 
amino-0.~.D-~lucopyanouyl-(l + 3)-0-P- 
D-galaktopyxnosyl (1  --f 4) -0 -a  D-glUC0- 

pyranose 
-~ 

den sein. Es ergibt Rich daraus, daB die 
Lacto-N-fucopent,aose I aus ~ - F u c o s e  
u n d  L a c t 0  - N - t e t r a o s e  aufgebaut ist,. 

Nachdem die Konstitution und Kon- 
figuration der Lacto - N -  tetraose ge- 
klart i d s ) ,  war somit. nur noch zu ent-  
scheiden, mit welchem ihrer Bausteine 
und in welcher Stellung die L-FUCOS~ 
verkniipft ist.  Zu diesem Zwecke haben 
wir in genau gleicher Weise, wie mir es 
fiir die Lacto- N-tetraose beschrieben 
haben, das Pentasaccharid 1 mit brau- 
nern Palladiumoxydhydrat-Bariurnsul- 
fat kat'alytiwh hydriert, den Pentait niit 
Silberoxyd und Methyljodid in Dime- 
thylformamid in die Hexadekarnethyl- 
Verbindung (80 9;  d. Th.) verwandelt 
und diese durch Kochen mit n H,SO, 
gespalten. Die chromatographisch-pra- 
parative Auftrennung der Spaltstiickc 
(Tafel 1) ergab, daD - im Gegensatz zur 
Lact,o-N-tetraosc - k e i n e  2 . 3 . 4 . 6 -  
T e t r a n i e t h y l  - D - g a l a k t o s e ,  son- 
dern ein Gemisch von 2.4.6- und 3.4.6- 
Trimethyl-D-galakt'osc vorlag. 

Die 2.3.4-Tri met hyl- L- fucose wu rde 
d s  A n i l i d  (Schrnp. 127", [a]%:  +70.5" 
+ -58.7" in Athanol) mit einem aus L- 
Fucose synthetisierten Praparat identi- 
fiziert. Die 3 . 4 . 6 - T r i r n e t h y l - ~ - g a ~ t o ~  
(Schmp. 85-87')  war auch nach IR- 

') It. Kuhn,  A. Gauhe u. H. H. Raer, Chem. Ber. 86.827 119531. 
5 ,  R. Kuhn u. H. H. B a e r ,  Chern. Ber. 89,504 [1956]. 
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Spektrum und Debye-Scherrer-Linien identisch niit dem von uns aus 3.4.6- 
Trimethyl-D-galakta16) sowie aus Dekamethyl-fucosido-lactose') erhaltcnen 
Zucker. Die Natur dieses wichtigen Spaltstuckes wurde uberdies durch Ab- 
bau zum 2.3.5-Trimethyl-~-lyxonsaure-lacton (Schmp. des Phenylhydrazids 
142") gesichert. Ex ergibt sich somit, daD die L-Fucose als Pyranosid rnit dem 
Hydroxyl am C-Atom 2 des endstandigen D- Galaktoserestes der Lacto-N- 
tetraose verknupft ist und der Lacto-N-fucopentaose I die vorstehende For- 
me1 zukommt. Die a-glykosidische Verknupfung der L-Fucose ergibt sich aus 
der Linksdrehung des Pentasaccharids (Lacto-N-tetraose : [ayd : +25.5", Lacto- 
N-fucopentaose I: [a]: : -16" in Wasser). 

Schwierigkeiten bereitete uns die Trennung der isomeren Trimethylgalak- 
tosen. Aus dem Hydrolysat wurde zunachst der Pentamethylsorbit mit 
Chloroform ausgeschiittelt, dann das Dimethylglucosamin mit Kationenaus- 
tauscher abgetrennt. Von den 3 verbleibenden Spaltstiicken lieB sich die 
schnell laufende Trimethylfucose an eincr Cellulose- Sliule leicht abtrennen. 
Von den Trimethylgalaktosen lief jedoch die 2.4.6-Verbindung nur wenig 
schneller als die 3.4.6-Verbindung, so daB beide nahezu gleichzeitig im Eluat 
erschienen und nur wenig kristallisierte 3.4.6-Trimethyl-~-galaktose aua den 
letzten Eluaten zu gewinnen war. Die Hauptmenge des Isomerengemisches 
wurde deshalb mit Natriumperjodat umgesetzt, wobei die 2.4.6-Verbindung 
unverandert blieb und anschlieBend kristallisiert erhalten werden konnte, 
wahrend der 3.4.6-Trimethylather in 2.3.5-Trimethyl-~-lyxose ii berging, die 
sich rnit Chloroform leicht ausschutteln und danach mit Hrom zum 2.3.5-Tri- 
methyl-D-lyxonsaure-lacton oxydieren lieD. 

r- - 1 
HC-OH I HC-OH 
HC-OCH, 1 H+-OH THO { (  1 

H,CO-CH X'aJO, H,CO-CH Br, H,CO-FH 1 
I ! --3 + HO-+H 

HsCo-FH 
H&O-CH , H,CO-FH H,CO-+H z c o ,  

I Hy-0-CHO HC-0 
Hy-0" I 

HA - o--J 
CH,OCH, CH,OCH, CH,OCH, CH,OCH, 

Schmp. 102" Schmp. 87-88" Schmp. des Phenyl- 

Das zum Vergleich dienende 2.3.5-Trimethyl-~-~yxonsaure-~acton haben 
hydrazids 142' 

wir nach W. N. H a w o r t h  und Mitarbb.7111) aus D-xylOSe hergestellt: 
______ 

6 ,  R. K u h n  u. H. H. Baer, Chem. Ber. 88, 1537 [1955]. 
') W. S. H a w o r t h  u. G. C. W e s t g a r t h ,  J. chem. SOC. [London] 1926,880. Die dort 

beschriebene Glykosidierung ergibt neben dem F u r a n o s i d  betrachtliche Mengen Py - 
ranosid.  P. A. Levene,  A. L. R a y m o n d  u. R. T. Dil lon,  J. biol. Chemistry 95, 699 
[1932], zeigten, wie man nahezu reines F u r a n o s i d  erhalten kann. Vergl. hierzu aurh E. 
E. Percival  u. R. Zobr is t ,  J. chem. SOC. [London] 1963,4306. 

An Stelle von Dimethylsulfat (Hawor th ,  1. c.7)) verwendeten wir vorteilhaft 
Methyljodid + Silberoxyd in Dimethylformamid nach R. K u h n ,  H. Tr i schmann u. I. 
Low, Angew. Chem. 67, 32 [1955]; 8. auch 1. C . ~ B ~ ) .  

D, Wir fanden in guter tllbereinstimmung mit H a w o r t h  [a]D: + 31.3" (Wasser) und 
n's : 1.4538 fur Trimethyl-D-xylofuranow. 
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HCl in CH,OH') 

5 Stdn. D-Xylose ~ -+ a,P-Methyl-D-xylofurtmosid c5J$-oJ a,P-Methyl-2.3.5-tri- 

niethyl-D-xylofuranosid - --+ 2.3.5-Trimethyl-~-xylofuranose -4 2.3.5-Tri- 
O.ln HCl*) Br,'O) 
1 Stde., 98' CaCO, 

1' y") 
rnethyl-D-xylonsiLure-lacton -l;o* 2.3.5-Trimethyl-D-lyonsliure-lacton~) 

Frl. A. Seeliger und Frl. D. Tschampel  danken wir fiir eifrige priiparative Unter- 
stiitzung, Hrn. Dr. W. O t t i n g  fur  die IR-Spektren und Hrn. E. R o h m  fur  die Rontgeno- 
gramme. 

Besehreibung der Versuehe 

I so l ie rung  d e r  l 'entasaccharide u n d  d e s  H e x a s a c c h a r i d s a u s  F r a u e n m i l c h :  
Die Isolierung der Fucosido-lactose .und der Lacto-N-tetraose aus dem Oligosaccharid- 
gemisch der Frauenmilch ( , , K ~ h l e - E l u a t " ~ ~ ~ ~ ) )  mit Hilfe der Chromatographie an Kohle  - 
C'elite-Siiulen14) und an Cellulose-Siiulen haben wir friiherl.') beschrieben. Im Ver- 
lauf der gleichen Aufarbeitungen lieBen sich auch die Pentaosen I und I1 und die Hexaose 
gewinnen. Als Beispiel beschreiben wir die Fraktionierung von 12 g (lactose-haltigern) 
Oligosaccharidgemiech an einer Saule (0 7 cm) aus 300 g Carborafh-Celite-Gemisch 1 :l. 
Dic Zucker werden hierzu in 300 ccm 5-proz. Athano1 gelost und unter intensivem Riihren 
(Vibromischer) an 50 g Carborafh adsorbiert. Nun wird abgesaugt, wobei ein groBcr Teil 
der die Oligosaccharide begleitenden Lactose ins Filtrat geht. (ctwa 2 g ) .  Das Kohle- 
Adsorbat wird mit wenig 5-proz. Athano1 angeriihrt und auf die mit demselben Losungs- 
inittel vorgcwaschene Siiule gcgeben. l)er Verlauf der Elution geht aus Tafel2 (8. S. 2518) 
hervor. 

Die aus zahlreiohen derartigen Situlen gewonnenen E'raktionen haben wir sinngemal3 
vereinigt. Zur weiteren Trennung wurden Cellulose-Saulen (0 5 cm, 350 g CeUulosepulver 
Schleicher  k Schiill 123s) verwendet15). Mit n-Butanol/Pyridin/Wasser 6: l : l  als 
Elutionsmittel erhielten wir z. B. aus 6.7 g einer Mischfraktion neben 2.73 g Fucosido- 
lactose 0.91 g Lacto-N-fucopenbse 11 und 0.79 g Lacto-N-difucohexaos, sowie 0.73 g 
rines Gemisches aus etwa gleichen Teilen der beiden letzteren Saccharide. Zur-Auftren- 
iiung derartiger Gernische war eine nochmalige Chromatographie erforderlich. Sehr be- 
wahrt hat sich n-Butanol-Dimethylformamid-Wasser 6: 1 : 1.6. Hiermit gewannen wir z. B. 
a u s  5.6 g einer entsprechenden Mischfraktion 3.64 g Lacto-N-fucopenbse I, 0.16 g I ~ c t o -  
S-fucopentaose 11, 1.3 g hohere Saccharide und einige kleine Fraktionen (z. B. I11 d-f), 
ron denen inanche nach Hydrolyse Xylose lieferten. Die Pentaoee I schied sich beim Ein- 
engen der betreffenden Eluate als kristallines weiBes Pulver ab, welches bei 214-216" 
schmolz (Zers., einigc Grade vorher Sintern). 

Lacto-A'-fucopentaoso I (Kristallisation): Versuche zur Umkristallisation aus 
R infac hen Losungsmittaln wie Methanol, Athanol, Butanol, Dimethylformemid oder 
Pyridin, mit und ohne Wassenusatz, waren nicht erfolgreich. Jedoch gelang die Umkri- 
stallisation auf folgende Weise: 1 g Pentaose wurde auf dem Dampfbad in Methanol unter 
tropfenweisem Wassenusatz gelost. Sodann fiigte man so vie1 n-nuhnol  hinzu, wie ohne 
Triibung aufgenommen wurde, und lieB einen Tcil des Methanols wegkochen. Als sich eine 

' 0 )  Zur Methodik der Bromoxydation vergl. 1. c.1~6). Wir fanden als Drehung des 2.3.5- 
Trimethyl-D-xylonsiLure-lactons in Wasser [a]g : t 97.7"(Anfang) + T 61.5' (14 und 17 
Tage). H a w o r t h  gibt an [aID: + 74.1" (Anfang) --+ + 61.4' (21 Tage). 

II) W. N. H a w o r t h  u. C. W. Long,  J. chem. SOC. [London] 1929,345. 
12) H. G. B o t t ,  E. L. H i r s t  u. J. A. B. S m i t h ,  J. chem. SOC. [London] 1980, 668, 

gehen fur das Lacton die Anfangsdrehung [.If!: + 82.5" (Wasser) und fur  des Phenyl- 
hydrazid den Schmp. 140' an. Unaere entsprechenden Werte sind [a]gO: + 82.2" und 
Schmp. 142". 

R. K u h n ,  Angew. Chem. 64, 493 [1952]. 
I*) R. L. Whis t le r  u. D. F. D u r s o ,  J. Amer. chem. SOC. 72, 677 [1950]. 
Is) Methodik vergl. R. K u h n  u. H. H. Baer ,  Chem. Bcr. 87, 1563 [1954]. 
Chemisehe Berichte Jahn 89 161 
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Tafel2. Frakt ionierung eines Oligosaccharidgemisches aus Frauenmilch an  

Frak- 
tion 

1 

2 

3 

44 5 

6- 12 

13-19 

20- 22 

23- 29 

30- 34 

- 
35-40 

41-57 

58- 60 

10 3400 

- -___ 
10 ZOO0 
12.5 700 

12.5 1200 

17.5 1OO0 
1200 

- 
einer K o  hle -Celi t e  -S&ule 

Oligosaccharide a) 

(Lactose), (I11 db)), Lacto-N-difucohexaose 

196 I Fucosido-lactose, (ITIdb)), Lacto-N-difucohexaose 

395 

934 

Fucosido-lactose, (IIIdb)), Lacto-N-fucopentmse 11, 
Lacto-N-difucohexaom 

Pucosido-lactose, (I11 d-fb)), Lacto-X-fucopen- 
hose 11, Lacto-N-difucohexaose 

(Fucosido-lactose), (111 d-fa)), Lacto-N-fucopen- 
taose I, Lacto-N-fucopentaose 11, (hohere +------ Saccharidec) (111 d-fb)), Lacto-N-fucopentaose ) I, (Lacto-A'- 
fucopentaose 11), hohere Sacchariciec) 

1235 Lacto-N-tetraose, Lacto-N-fucopentaose I, 
hohere Saccharide C )  

868 Lacto-N-tetraose, (Lacto-N-fucopcntaose I), 

824 Lacto-N-tetraose, hohere Saccharidec) 

hohere Saccharidec) 

(bcto-N-tetraose), hohere Saccharidec) 
2372 I 
877 I hohere Saccharidec) 

a! Die Zusammensetzunq der pinzelnen Fraktionen wurde papierchromalographisch untenucht (absteigend. 
asser 1 :2 :2, obere Schicht). Die nur in geringen Mengen nachgewiesenen Kom onenten sind 
die Fraktionen 1 aowie 30-34 drehten recbts, in den anderen Uberwog die Linesdrehung drr 

Pyridin/Essigester 
ringeklammert. 
Pucoside. 

b)  111 d-f sind in geringen Yengen vorhandene Komponentrn mit den RLaebse-Werten 0.43,0.55,0.66. 
c)  Komponenten I, IIa, IIb (vergl. Fuhote*)), R L ~ ~ ~ ~ ~  < 0.11. Es ist uns bisher noch nieht gelungcn. cliesr 

d j 200-proz. Essigsiture. 
Komponantan, deren Zahl Uberdies noch unsichrr ist, in tinheitlicher Form zu isolitren. 

- zunachst olige - Abscheidung zu bilden begann, gaben wir einige Tropfen n-Hexyl -  
alkohol zu und erhitzten noch einige Minuten unter stetem Verreiben des Niederschlages, 
der sich allmahlich vermehrte und in eine kristalline, absaugbare Form venvandelte. Sach 
Aufbewahren iiber Nacht bei + 4" wurde abgesaugt und mit Mtem Methanol gewaschen. 
780 mg, Schmp. 216'. 

Die Lac to-N-fucopentaose  I bildet ein weibs Kristallpulver, welches untcr dem 
Polarisationsmikroskop Ausloschung zeigt und ein liniemiches Debye-Scherrer-Diapmm 
liefert. Der exsiccatortrockene Zucker enthslt Kristallweeser, daa auch hei erhohter Teni- 
peratur nur langsam abgegeben wird. Eine Probe verlor durch meMaches Abdampfen 
mit abaol. Athano1 + Benzol14.2% ihres Gewichtes, was etwa 8 Moll. H,O entspricht. 
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Zur Analyse wurde 48 Stdn. bei 130" und 3 TOIT fiber P,O, getmknet. 
Cs,H6,0z,N (853.8) Ber. C 45.00 H 6.49 N 1.64 C-CH, 3.52 

Daa Aquiv.-Gew. wurde nach Willstiitter-Schudel zu 857 und 866 gefunden; die 
Modifikation nach Macleod-Robison war in diesem Falle weniger geeignet, sie lieferte 
etwas zu hohe Werte. 

&f. C 46.00 H 6.43 N 1.63 C-CH, 3.59 

[m]B : -11.0" (Anfang) --t -16.3" (Endwert nach 4 Stdn., c = 2, Weseer). 
Partielle Siiurehydrolyse zu Lacto-N-tetraose: Die Liisung von 1.00 g Pen- 

taose I (exsiccatortmcken, entsprechend 0.86 g waaserhiem Zucker) in 2 ,? 0.2 n %SO, 
wurde 30 Min. im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach reschem Abkiihlen wurde mit ge- 
siittigter Bariumhydroxyd-Msung bis p, 6.5 neutralisiert, anschlielend zentrifugiert und 
i.Vak. auf etwa 20 ccm eingedampft. 

Im Papierchromatogramm erkannte man aubr unveriinderter Pentaose I Fucose und 
Lacto-N-tetraose, sowie alle Bauateine, die Miher bei der Partialhydmlp der letzterenl) 
erhalten worden waren, niimlich Acetylglucoaamin (Spuren), Glucose, Galaktose, Lactose, 
die Lacto-N-biosen I und I1 und die Lacto-N-triosen I und II. 

Zur Isolierung der gebildeten Lacto-N-tetraose haben wir die konz. Liisung an etww 
Papierpulver adsorbiert und ar f eine Cellulose-Siiule aufgebracht (Siiule: 50 cm kng, 
0 2.7 cm, 105 g Papierpulvc r, Elutionsmittel n-Butanol/Dirnethylformamid/Waawr 
6: 1 : 1.5). Durch die eraten 600 ccm -den die Monosaccharide eluiert, durch die folgen- 
den 450 ccm die Disaccharide und durch weitere lo00 ccm die Trisaccharide. Die niichstcn 
1200 ccm Eluat, die neben geringen Mengen unveriinderter Pen- I hauptsichlich das 
Tetrasaccharid enthielten, engten wir auf etwa 450 ccm ein, wobei sich ein krist. Nieder- 
schlag abschied, der aus 80-proz. Athano1 umltrishllisiert wurde. Wir erhielten so 215 mg 
chromatographiech nahezu reines Tetraaaccharid, das nur noch Spuren von Pentaose I 
enthielt. Ausbeute 27%, bezogen auf weseerfreie Zucker. Zur Analpe wurde nochmals, 
wie friiher4) angegeben, umkristdisiert und mehrfsch mit Athanol/Benzol abgedampft. 
Feine Nadeln vom Zerep. 205" f 10" (abhiingig von Kristallwwaeqphalt und Erhitzungs- 
geschwindigkeit). [a]B : + 26.2" (Endwert, c = 1.6, in Weeser). 

C,,H,O,,N (707.6) Ber. C44.13 H6.41 &f. (344.19 H6.90 
DIM Debye-Schemr-Diagramm und daa IR-Spektaum4) waren identisch mit denen des 

nativen Tetraaaocherids. 
Hydrierung der Lacto-N-fuoopentaoee I: 2.60 g krist. Pen- (Hydrat) wur- 

den in 35 ccm Waeser mit 3 g braunem Palladiumhydroxyd-Bmsulfat 19 Stdn. bei 
100" f 5" und 90-100 at hydriert. Da hiernach die Hydrierung nach Fehling- sowie Anilin- 
phthfblat-Probe noch nicht beendet war, wurde die Operation wiederholt, wobei der ver- 
brauchte Kata1ysat.m durch friachen ereatzt wurde. Nach 14 Stdn. bei 90-100" und 90 a t  
fugten wir noch 1 g Kata lp tor  zu und setzten die Hydrierung weitere 17 Stdn. bei etwa 
100" und 100 at sowie noch 1 Stde. bei 107" fort. Nun waren die oben genannten Proben 
praktisch negativ. Die vom Kata lp tor  uber Talkum abgesaugte Liisung zeigte. einc 
spezif. Drehung von -30". 9ie wurde eingedampft und hinterliel den Lacto-N-fucopen- 
tait I - nach Entwiissern durch mehrfaches Abdampfen mit absol. Alkohol - ale miles, 
amorphes, Morgan-Elson-negatives Pulver. Aueb. 2.2 g (ber. 2.16 g vom Oktahydrat 
auagehend). Zur Andp wurde am Weeser/&hanol umgefWt. 

C,H5,0,N (855.8) Ber. C 44.91 H 6.71 Gef. C y.09 H 6.71 
Methylierung des Lacto-N-fucopentaits I: Eine Ltbung von 2.1 g Pentait in 

80 ccm dest. trockenem Dimethylformamid wurde in einer braunen Pulverflasche mit 
20 ccrn Methyljodid vermischt und ungeachtet einer entatehenden geringen Triibung mit 
20 g Silberoxyd unter gutem Umschwenken anteihweise im Verlauf von 20 Min. vemtzt. 
Anfiinglich wurde das Reaktionegefiil zum Ingangbringen der Reaktion kurz in warmes 
Waaeer getaucht, dann sorgte man duroh gelegentlichea Kiihlen dafiir, da l  die Temperatur 
nicht uber 33' stieg. Nachdem aich die Miachung auf Zimmertamperatur ebgekiihlt hstte, 
wurde 17 Stdn. auf der Maschine geschuttelt. Dann fugten wir weitere 5 g Ag,O + 5 ccrn 
CHsJ zu und schuttelten noch 8 Stunden. Zur Aufarbeitung wurde der Bodenaatz durch 
Dekantieren abgetrennt und mehrfach gut mit Chloroform gewaschen (Zentrifuge). Dio 
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llekantate wurden in 500 ccm iiberachiissiges Chloroform eingegoseen. Die sich abschei- 
dende kriit. weil3e Silberjodid-Tetramethylammoniumjodid-Komplexverbindung d e  , 
nach Stehenlassen iiber Nacht im Kiihlschrank abgesaugt und verworfen. Das -Filtrat 
engten wir nach 'Rocknen mit NsSO, zuerst bei 12 TOR, dann bei 3 Torr ein; den zuruck- 
bleibenden Sirup dampften wir mehrfach mit Toluol i.Vak. ab. Die Substanz hatte 43.12% 
OCH,. Zur Nachmethylierung haben wir zweimal mit Methyljodid (20 und 30 ccm), Sil- 
beroxyd (5 g) und wasserfreiem Calciumsulfat (3 g) 4 Stdn. unter RiickfluB erhitzt. Wir 
erhielten die Hexadekamethyl-Verbindung als farblosen, zahen Lack, der beim 
Trocknen im Exsiccator spriide wurde. Ausb. 2.1 g (80% d.Th). Zur Analyse wurde 
12 Stdn. bei 

- _ _ ~ _ _ I  

Torr und 110" getrocknet. 
C,,H,O,N (1080.2) Ber. 16 OCH, 45.97 Gef. OCH, 44.60 

Hydrolyse der  Hexadekamethyl-Verbindung: Wir losten 2.0 g in n H,SO, 
und fltrierten wegen einer geringen Triibung rnit etwas Tierkohle, Das farbloee Filtrat 
(120 ccm) erhitzte man unter RiickfluS zum Sieden, wobei die Hydrolyse polarimetrisch 
verfolgt wurde; nach 6 Stdn. war sie beendet. 

%it 
Stdn. 

%dm 

~ 

I 
0 2.5 4.5 

-1.18" +0.85' +0.90" +omo +0.91" 

[a15 I -35.4" I +25.5' I +27.0" I +27.2" 1 +27.2' 

Aus dem erkalteten Hydrolysat wurde die Schwefeleiiure mit Bariumhydmxyd-Losung 
entfernt. Filtrat + $Vaschwasser (zusammen 500 ccm) hatten 5. Papierchromatogra- 
phisch sah man Trimethylfucoee (RF 0.72), 2.4.6-Trimethyl-galakt~tm (R, 0.58), 3.4.6- 
Trimethyl-galaktoee (RF 0.62, charakterist. gelbe Fluorescenz), Dimethylglucoaamin 
(RF 0.28 bis 0.30) sowie etwaa N-Acetyl-dimethylglucoaamin (RF 0.39). Dimethyl- 
galaktosen waren bestimmt abwesend, ebenso ergab sich kFh Hinweis auf Te t rame-  
thylgalaktose.  Chromatographie absteigend in n-Butanol-Athanol-Wawer 4: 1 :5. Das 
gleiche Ergebnis wurde mit Pyridin/Essigester~a~r/Eiseesig 5: 5 :3 : 118) erhalten. 

1.2.3.5.6-Pentamethyl-~-sorbit: Die w&Brige Liisung wurde dreimalmit 50 ccm 
Chloroform ausgeschiittelt. Diese Chloroformextrakte drehten schwach links und hinter- 
lieBen nach Trocknen und Eindampfen e t m  300 mg eines Sirups, der die Hauptmenge des 
Pentamethylaorbite, daneben aber nicht unbetriichtliche Mengen Trimethylfucose sowie 
Spuren Trimethylgalaktoae enthielt. Die anwesenden reduzierenden Zucker wurden mit 
Hypojodit oxydiert und abgetrenntl')). Den so gereinigten Pentamethyleorbit destillierten 
wir zweimal bei lo-, Torr und 78-85' im Kugelrohr. Er  stellte dann ein schwach gelb- 
stichiges, ziemlich bewegliches 61 dar, welches keine Anilinphthalatreaktion gab. ng 
1.4428, [a]g : -7.8' (e = 2.5, in absol. khmol) .  Durch nochmalige Destillation (10-s Torr, 
75-80") erhielten wir das 61 farblos; der nB-Wert war praktisch unverilndert (1.4425). 
Lit. vergl. FuBnoten6.17). 
C l l ~ 0 6  (252.3) Ber. C 52.36 H 9.59 OCH, 61.50 Gef. C 52.70 H 9.59 OCH,63.46 

4.6-Dimethyl-~-glucosamin: Die warige Hydrolyeenlosung wurde nach der Ex- 
traktion der Hauptmenge det, Pentamethylsorbits i.Vak. auf ein kleinea Volumen einge- 
engt und darauf mit feingemahlenem Anionenaustauscher Amberlite IR-45 behandelt, 
bis keine Sulfationen mehr nachweisbar waren. Daa px stieg auf 7.4. Nach Abtrennen 
und Auswaschen des Anionenausteuschers betrug das Volumen der Losung - 200 ccm. 
Die Ninhydrinreaktion war positiv. 

Nun haben wir den in der Lijsung vorhandenen Aminmucker an Kationenaustsuscher 
Amberlite IR-120 adsorbiert. Hierzu riihrten wir die Liisung mit 10 ccm Kustau!+cher und 
filtrierten sie dann sehr langsem noch iiber eine kleine S&ule, die weitere 20 ccm Aushu- 

18) F. G. Fischer u. H. Dorfel, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 801, 224 [1955]. 
17) P. A. Levene u. M. Kunrt, J. biol. Chemistry 127, 49 [1939]. 
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scher enthielt. Der Auatauscher wurde rnit 200 ccm deat. Wasser gewaachen. Die Filtrate 
waren ninhydrin-negativ. Sie enthielten nur Nicht-Aminozucker. 

Zur Gewinnung dea Aminozuckem haben wir sodann den Kationenauatauacher mit 
126 ccm TZ HCl eluiert. Die aalzseuren, ninhydrinpositiven Eluate d e n  i.Vak. zur 
Trackne gedampft. Der seure, sirupiise Ruckstand wurde langere %it im Exsiccator uber 
KOH aufbewabrt, bis er gewichtskomtant geworden war. Er stellte dsnn einen spriiden, 
farblosen, mhr hygroskopischen Lack dar. Nach Stickstoff- (ber. N 5.75, gef. 4.77) und 
Methoxylbestimmung (ber. OCH, 26.47, gef. 21.53) bestand dieser zu 82.5y0 bzw. 84.6y0 
aus Dimethylglucoaamin-hydroohlorid. 

2.3.4-Trimethyl-~-fucoae: Das bei der Abtrennung des Dimethylglucosemina mit 
Kationenaustauscher JR-120 erhaltene echwach aaure Filtrat, welchea die Trimethyl- 
hexosen cnthielt, d e  i.Vak. eingedampft, zuletzt zur Vertreibung von Ensigsiiure unter 
mehrfachcm Zusatz yon n-Butanol. Der sirupose Ruckstand wurde an Papierpulver ad- 
sorbiert und an einer Cellulose-Saule chromatographiert (Gnge 110 cm, 0 2.6 cm, n- 
Butanol-Wmser-Benzin (Sdp. 110-120") = 60:2:38). Die einzelnen Fraktionen (jemccm) 
wurden papierchromatopphiach auf ihre Zuaammenaetzung untarsucht. 

Die Fraktionen 1 bie 3 enthielten keine reduzierenden Zucker und drehtan nicht ; sie 
wurden verworfen. Fraktion 4 enthielt 84 mg einer anilinphthalat-negativen Substanz 
unbekannter Natur mit der spezif. Drehung [a]g : = + 40" (in Wasser, nach U r u n g  in der 
Ultrazentrifuge). Die Fraktionen 6 bis 7 waren linksdrehend und enthielten die Haupt- 
menge der Trimethylfucose (290 mg), soweit sie nicht schon bei der Abtrennung des Penta- 
methylsorbits diesen begleitat hatte. Die Fraktionen 8 und 9 lieferten zuaammen !22 mg 
eines Gemisches aua Trimethylfucose und Trimethylgalaktose; eie wurden verworfen. Die 
hk t ioncn  10 bis 37 enthielten die beiden Trimethylgalaktosen, deren !J!rennung nicht 
gegluckt war. Lediglich eine kleine Menge der langsameren 3.4.6-Trimethyl-galakbse 
konnte aus den hk t ionen  38 bia 42 rein erhalten werden (8. unten). 

Der Eindampfiiickstand der vereinigten Fraktionon 5 bis 7 (290 mg) wurde zweimal 
bei etwa 10-8 Torr und 80-88" im Kugehhr destilliert. Msn erhielt einen farblosen, stark 
linkadrehenden Sirup, welcher nicht kriatabierte, dessen Analyae aber auf Trimethyl- 
fucose nahezu 8timmte. 
C,H180, (206.2) Ber. C52.41 H8.80 OCH,46.14 Gef. (362.00 H8.71 OCH844.25 

2.3.4-Trimethyl-~-fucosc-anilid: Zur Identihierung haben wir das krist. Anilid 
dargestellt. Hierzu erhitzten wir 200 mg des Sirups rnit 0.1 ccm dest. Anilin in 6 ccm 
abaol. Athano1 vorsichtig 3 Stdn. unter RiickfluB. Danach verdampften wir nnter Zueatz 
von 10 ccm Benzin (Sdp. 110-120") i.Vak., lostan den Ruckstand in 2 ccm absol. Athanol, 
fugten 5 ccm Benzin (Sdp. 70-80") hinzu und lieLn im Schhlchen uber Paraffin, &SO, 
und KOH kristallisieren. Wir erhielten derbe, bis zu 1 cmm groh WUrfelbhnliche Kristalle, 
welche durch Digerieren rnit &her/Petroliither von Schmieren befreit wurden. 88 mg vom 
Schmp. 127". Umkristallisation aus Ather lieB den Schmp. unverhndert. 

Die vcreinigten Mutterlaugen wurden eingedampft, den Ruckstand destillierten wir 
zweimal i. Hochvak. (lea Torr, schnelles Erhitzen auf 130-140"). Dm schwach gelbliche 
Destillat bcgann alsbald spontan zu kristallisieren und war andemtags durchkristtlllisiert. 
Mit &her/Petrohther verrieben, ergaben sich 80 noch 61 mg Anilid vom Schmp. - 123' 
(123-125" nach Umkristalliaation), wodurch die Geaamtausbeute Soyo d.Th. betrug. 

Spur 

C,&OJ (281.3) 
[a]E : + 70.6" - 4 

nho HCl 
-68.7" (c = 1.05, in absol. hhanol). 

Ber. 3 OCH, 33.09 K 4.98 Gef. OCH, 33.02 N 5.36 
In unserer friiheren Arbeit') fanden wir als Schmp. des 2.3.4-Trimethyl-~-fuoose- 

anilids18) 133-134", in flmereinstimmung mit S. P. James  und F. Smithw). Wie die 
Durchsicht der Literatur") lehrt, konnen jedoch die Schmelzpunkta von methylierten 
Hexose-aniliden zuweilen schwierig repmduzierbar sein ; Differenzen von 10" und mehr 
Bind nicht selten. 

18) Die I. c.') auf S. 1144 angegebene Summenformel mu0 richtig heihn: C,J.&O,N 

20)  Vegl. z. B. G. G. Maher, Advances Carbohydrate Chem. 10,273 [1955]. 

.- 

(281.3). l9) J. chem. SOC. [London] 1945, 746. 
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Wir haben daher 2.3.4-Trimethyl-~-fucoae aus reiner ~-Fucose (Hoffmann-La Roohe) 
dargestellt und ins Anilid iibergefiihrtm). Das aynthetische Produkt wurde i. Hochvak. 
destilliert. Nechdem das Destillat weitgehend durchkristalliaiert war, wurde es mit 
AtheqTetrokther verrieben. Die Hauptmenge schmolz h bei 125-127", w&hrend sich 
aus dem Ather/Petrolirther-Gemisch beim Einengen derbe, kubische &men vom Schmp. 
127-132" abschieden. Drehung") in abed  Athanol, c = 1.1, ohne Katalyee: 

Stdn. I 0 I 0.167 I 3 I 5 . I 7 1 21.5 1 27 I 31 

SMn. I 46 I 60 I 72 I Gleichgewicht 
[a]E I -49.8" [ -54.4' 1 -56.8' j -57.7' 

Die gleiche Enddmhung atellt sich momentan ein, wenn man rnit einer Spur  n/lo HCI 
katalysiert. Es handelt sich um eine echte Mutarotation, denn nach Eindunsten der L6- 
sung erh&lt man daa Anilid unzersetzt zuriick. 

Auch die Debye-Schemer-Rijntgenogramme und die IR-Spektren zei&ten, daD das 
synthet. Priiparat und das Trimethyl-L-fucose-anilid aus Lacto-N-fucopentaose I identisch 
waren. 

3.4.6 - Trime t h y 1 - D -gala k t o se aus Sirulenfrakt. 38-42 : Der Eindampfriickatand 
wurde aus wenig Tetrechlorkohlenstoff unter Zusatz von etwaa Ather und 2 Tropfen 
Butylacetat miihselig zur Kristalliaation gebracht. Derbe, lanzettformige Nadeln vom 
Schmp. 80-82". Urnhietallisation aus CCl, erhohte den Schmp. auf 82-84', nochmaligell 
Umkristalhieren auf 85-87". Der Misch-Schmp. rnit synthet. 3.4.6-Trimethyl-~-galak- 
tosee) lag bei 83-84', die Debye-Schemer-Diagramme und IR-Spektren zeigten Identitiit. 
Ber. OCEE, 41.89; gef. 41.59. 

3.3.5 - Trime t h y 1 - D - 1 y x on s B u re - p he n y 1 h y d r  a z id : Der Abdampfriickstand der 
rereinigten Siiulenfraktionen 10 bis 37, der zufolge der papierchromrttographiachen Priifung 
aus 2 Trimethylhexosen bestand, wurde in 17 ccm Wasser gelost, mit 8 ccm 0.25 m NaJ0,- 
Liisung versetzt und 4 Stdn. bei 2%' im Dunkeln atehengelassen. Danach schuttelten wir mit 
80 ccm reinem Chloroform in 6 Anteilen aus, wuschen die vereinigten Extrakte mit 10 ccm 
Wmer, trockneten mit Natriumsulfat und lieBen das Losungsmittel an der I& eindun- 
sten. Der Ruckstand war teilweise kris-iert und in kaltem Waaser nur mMig loslich. 
A d  dem Papierchromatogram ergab er mit Anilinphthslat einen neuen, nahezu mit der 
Front wandernden Fleck. Kine Probe von synthet. 3.4.6-Trimethyl-n-gahktosc, die ebenso 
mit Perjodat oxydiert wurde, zeigte dae gleiche Verhalten. Wir mochten vermuten, daB 
ein Gemisch aus 2.3.5-Trimethyl-~-lyxosc und ihrem 4-Fomylester vorlag. Wir losten 
den Riickstand in 5 ccm warmem Wsmer und fiigtan nach dem Erkalten etwas Calcium- 
oxyd zu, zur Verseifung etwa vorhandenen Formiata. Nach 15 Min. leiteten + CO, ein 
(+ 7), versetzten mit 1 g CaCO, und 0.1 ccm Brom und lieBen den Ansatz unter ge- 
legentlichem Umschutteln 16 Stdn. bei 37" etehen. Xun wurde die gelbe Losung abzen- 
trifugiert, von iiberschiissigem Brom durch Beliiftung befreit und rnit Silbercarbonat be- 
handelt, bis keine Bfi-Ionen mehr nachweisbar waren. Nach Entfernung der Age- und 
Ca*@-Ionen mittela Austauschers IR-120 dampften wir dic Lijsung der Trimethyl-lyxon- 
saure ein und erhitzten den farblosen saurcn Sirup 1 Stde. bei 100' und 20 Torr, um die 
Lactonisierung zu vervollstiindigen. Danach versetzten wir daa Lacton rnit iiberschiiesigem 
dest. Phenylhydrazin in wenig Ather, lieBen den Ather groDtenteils abdampfen und er- 
hitzten 30 Mm. auf dem Dampfbad. Beim Verreiben des oligen Reaktionsproduktes rnit 
iiberschiissigem Ather kristallisierte das l'henylhydrazid in weihn Prismen, welche rnit 
Ather gewaschen und zweirnal aus Benzol umkristallisiert wurden. Schmp. und Misch- 
Schmp. mit einer synthet. Probe 142'. Dio Debye-Scherrer-Aufnahmen und IR-Spektren 
waren identisch. 

11) Die englischen Autorcn ( F ~ O n o t e ~ ~ ) )  geben [aID: -77' an, von einer Mutarotation 
berichten sie nichts. 
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2.4.6 - Trime t h yl- D - gala k t o 8e : Die wiilrige, mit Chloroform ausgeschuttelte Fer- 
jodat-Oxydationsliung wurde rnit 300 mg Bariumacetat (in wenig Waeeer gelM) ver- 
setzt. Der entstehende Niederschlag wurde abzentrifugiert, zweimal mit Weeeer geweechen 
und verworfen. Sodann brachte man mit NaHCO, auf p, 7.0 und trennte den hierbei &us- 
fallenden Niederschlag ebenso ab. Nun entfernten wir die anwesenden NaWonen (eowie 
noch Spuren Ba*@) rnit Amberlite IR-120, die restlichen Jose- und J0,e-Ionen rnit fein 
gemahlenem Amberlite IR-45. Daa betrug danach 4.5. Nach gutem Ausweschen des 
Austauschers m d e  die wiiBrige Liisung i.Vak. bei niedriger Temperatur Z M  Sirup ein- 
geengt und dieser zweimal rnit Butanol niedergedampft. IIierbei bildeten eich bereits die 
ersten Kristalle. Nun d e  &us Ather + etwas Methanol (5 Tropfen auf 2 ccm) kristalli- 
siert und noch zweimd umkristelIisiert. Der Schmp. der fhrblosen Stsbchen etieg hierbei 
von anfiinglich 85-90' auf102". Miech-Schmp. 101" mit der Trimethylgalektose &US Lecto- 
A"Vbtrmse. Die D e b y e - S c h e r r e r - A u f n  sind identisch unckdeutlich verachieden von 
denjenigen der 3.4.6-Trimethyl-galaktoslaktose. Daa gleiche gilt fiir die IR-Spektren. OCH, 
ber. 41.89; gef. 42.58. 

[a]%: + 129" (t = 0) 3 + 125" (4 Min.) --f + 110" (15 Min.) --t + 93" (45 &.) + 
+ 89" (3 und 5 Stdn. ; c = 0.6, in Wasser). 

Schmelzpunkt und Drehung stitnmen mit den Angaben der Litaratur ubemin"). 
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366. Wolfgang Grs%msnn, Gottfried Deffner"), Emmy Sehuster 
und Wilhelm Pauckner: Uber den Gerbstof! der Fichtenrinde 

[Aus dem Max-Planck-Institut fiir EiweiB- und Lederforschung Regensburg] 
(Eingegangen am 22. Mai 1966) 

Aus dem Bast der Fichtenrinde m r d c  eine CerbstofFkomponente 
in Form eines kristallisierten Glucosids und des dazugehorigen Aglu- 
cons von der Formel Cl,,H1605 oder C,,H,,O, isoliert und durch 
einige Derivate gekennzeichnet. Die Verbindung iet kein Catechin 
und enthiilt cine Doppelbindung. Beim oxydativen Abbau des Di- 
nitrobcnzoylderivates wird Dinitrobfnzoyl-Frotocatechu~~e abge- 
spalten. 

Der Gerbstoff der Fichtenrinde ist wohl der wirtschaftlich wichtigste, 
sicher aber der mengenmiioig bedeutsamste unserer einheimischen Pflanzen- 
gerbstoffe. Wahrend der Kriegezeit hat er das Ruckgrat der Gerbstofher- 
sorgung gebildet, abcr auch heute ist seine praktische Bedeutung betriichtlich. 

Der Fichtenrindengerbstoff wird auf Grund verschiedener, meist nicht 
sehr eindeutiger qualitativer Reaktionen zu den Catechingerbstoffengerechnet l), 

22) D. J. Bell u. S. Williamson, J. chem. SOC. [London] 1938, 1190; vergl. auch 
FuOnote5). 

*) Seue Adrrsse: Massachiisetts lnstitutc of Technology, Department of Biology bei 
Prof. F. 0. Schmitt ,  Cambridge 39, Mass. 

l )  H. Cnamm, ,,Die Gerbstoffe und Gerbmittel", 3. Aufl. Stuttgart 1949; H. Gnamm, 
in W. GraBmann, ,,Handbuch der Gerbereichemie und Lederfabrikation" Bd. 211 ; 
M. Kierenstein, "The natural organic tannins", J .  & A .  Churchill Ltd., London 1934, 
S. 244ff.; E. H. W. Rottsieper,  ,,Vegetable tannins" (Printing for primte circulation), 
W. Cartmel & Sons, Enters ,  St. Alhans, London 1948, S. 57ff.; L. Reichel, Natur- 
wiseenschaften 15, 952 [1930]: Angew. Chem. 44,590 [1931]; 5?, 174,512 [1939]; Collegium 
[Darmstadt] 1985, 655; Ber. Reichsamt f. Wirtachaftsausbau, Arbeitstg. Leder 19% 
776; 0. Th. Schmidt,  Angew. Chem. 68,103 [1056], und zwar S. 114. 
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