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alles in Losung ging. Nach 1 Stde. wurde mit Wasser verdiinnt. Das Ldvulinsdure-coffein-
(8)-hydrazon schied sich in gelben Kristallen ab; Roh-Schmp. 220—225°, nach wieder-
holtem Umkristallisieren farblose Kristalle; Schmp. 253 —255°.

Bei mindestens 6 —8stdg. Kochen in Wasser gelang die Spaltung auch ohne Gegenwart von
Salzsdure.

KURT HEYNS und MANFRED BECK

XII. Mitteil. iiber katalytische Oxydationen!

DIE SYNTHESE DER pD-GALAKTOSAMINURONSAURE
(2-AMINO-2-DESOXY-D-GALAKTURONSAURE)

Aus dem Chemischen Institut der Universitit Hamburg
(Eingegangen am 16. Juli 1957)

Benzyl-N-carbobenzoxy-a-p-galaktosaminid, das durch Umsetzung von N-

Carbobenzoxy-D-galaktosamin mit Benzylalkohol zugénglich ist, wird mit

Sauerstoffl am Platinkontakt zum Benzyl-N-carbobenzoxy-«-p-galaktosamin-

uronid oxydiert. Abspaltung der Benzyl- und Carbobenzoxyreste durch Hydrie-
rung liefert die freie p-Galaktosaminuronsiure.

Amino-hexuronsiuren sind in Naturstoffen hiufig vermutet worden?), ohne dai eine
einwandfreie Identifizierung bisher gelungen ist. M. E. WEBsTER, W. R. CLARK und
M. E. FReeMaN3! haben im Vi-Antigen von Bact. coli eine Amino-uronsiure ange-
nommen, Als einzige Polyhydroxyaminosiure ist bisher die Lactaminsdure4 bzw.
Neuraminsiured in ihrer Struktur als Ketosidure mit einer Kette von 9 C-Atomen
aufgeklirt worden. Die Uronsduren des p-Glucosamins und des p-Galaktosamins
sind von Interesse, da diese Aminozucker beide in zahlreichen Mucopolysacchariden®
und Mucoproteinen® stets gemeinsam mit bD-Glucuronsdure vorkommen.

Die hier beschriebene Darstellung der p-Galaktosaminuronsiure schlieBt sich
eng an die kiirzlich von K. HEYns und H. PAULSEN? angegebene Synthese der b-Glucos-
aminuronsdure an. Fir die entscheidende Stufe wurde ebenfalls das Verfahren der
katalytischen Oxydation® angewendet. In wiBriger schwach alkalischer Losung bei
wenig erhohter Temperatur und Gegenwart eines Platinkatalysators ldBt sich auch
hier die primire Alkoholgruppe am C-Atom 6 des p-Galaktosamins selektiv neben den
vorhandenen sekundiren Alkoholgruppen mit Sauerstoff in die Carboxylgruppe
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iiberfithren. Dabei ist ein Schutz der leicht oxydablen Aldehydgruppe am C-Atom |
und der Aminogruppe des p-Galaktosamins erforderlich.

In bestimmten Fillen sind ungeschiitzte Aminogruppen unter den Bedingungen
einer milden katalytischen Oxydation (30°) stabil, wie z. B. bei der Oxydation von
p-Glucosamin zu D-Glucosaminsdure?. Eine besonders stabile Aminogruppe fanden
wir im Tris-hydroxymethyl-aminomethan, das in wiBriger Losung bei pu 10 und 60°
mittels der katalytischen Oxydation nicht angreifbar ist.

Im vorliegenden Falle zeigte sich, daB auf eine Blockierung der Aminogruppe
nicht verzichtet werden kann, was hier mittels Carbobenzoxylierung erfolgte!®.
N-Carbobenzoxy-p-galaktosamin (I1) ist wesentlich leichter in Wasser lGslich als die
entsprechende Verbindung des p-Glucosamins!!). Es 14Bt sich mittels Fssigesters im
Zweiphasensystem abscheiden. Die stark unterschiedliche Loslichkeit beider Carbo-
benzoxyverbindungen kann zur Trennung von D-Glucosamin und D-Galaktosamin
ausgenutzt werden, indem aus einer hinreichend verdiinnten Losung eines Gemisches
beider Aminozucker mit Carbobenzoxychlorid praktisch nur das N-Carbobenzoxy-
p-glucosamin abgeschieden wird!?.
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Die Aldehydgruppe des p-Galaktosamins 148t sich vorteilhaft als Benzylglykosid
festlegen, da Benzyl- und Carbobenzoxygruppen durch Hydrierung zugleich entfernbar
sind. Il liefert mit salzsdurehaltigem Benzylalkohol Benzy - N-carbobenzoxy-x-D-galak-
tosaminid (111).

An p-Galaktosamin mit freier Aminogruppe erwies sich eine direkte Glykosidierungs-
reaktion als nicht durchfithrbar; sie gelingt nur, wenn die Aminogruppe acyliert ist. Bei der
Benzylierung bildet sich ein schwer ldsliches Nebenprodukt mit mehreren Benzylresten,
dessen Struktur wir noch nicht aufkliren konnten; es lieB sich unter den Bedingungen der
katalytischen Oxydation nicht zur Carbonsiure oxydieren, sondern wurde unverindert aus
Oxydationsansiitzen wieder zuriickgewonnen.

Die Oxydation von 11l mit Platin-Kohle-Katalysator, wie sie bei der Darstellung
der p-Glucosaminuronsiure mit Erfolg angewendet worden war, ergab einen unbe-
friedigenden Reaktionsverlauf (hochstens 20% Ausb.) und schwer zu reinigende
Reaktionsprodukte. Ein Remplatm-Katalysator, durch Hydrierung von Platindioxyd
nach Apams!3 dargestellt, erméglichte dagegen Ausbeuten von 76 %,. Bei Verwendung

9) K. HEYNS und W. KocH, Chem. Ber. 86, 110 [1953].

10) K. HEyns und H. PauLsen, Chem. Ber. 89, 1152 [1956).
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des Platin-Kohle-Katalysators trat widhrend der Reaktion eine zunehmende In-
aktivierung auf, wihrend der Reinplatin-Katalysator sich bei mehreren Ansitzen
wiederverwenden lief3, nachdem er mit 2 » HCI und dest. Wasser gewaschen worden
war. Die Verwendung des Platin-Kohle-Kzatalysators fithrte zur merklichen Bildung
von Benzaldehyd wihrend der Reaktion; auch diese Nebenreaktion trat bei Ver-
wendung von Reinplatin weitgehend zuriick™®.

Die Uronsdure IV kann aus der Reaktionslosung mit Salzsdure ausgefillt werden.
Durch Hydrieren von IV mit Pd-Kohle-Katalysator in Wasser wird die freie
p-Galaktosaminuronsdure (V) erhalten, wobei zunidchst der Carbobenzoxyrest und
spiter der Benzylrest abhydriert werden. Beide Abspaltungsreaktionen iiberschneiden
sich, so daf3 die Zwischenstufe nur schwer zu fassen ist.

Die katalytische Oxydation von Methyl-N-acetyl-a-D-galaktosaminid lieferte Reaktions-
16sungen, in denen chromatographisch nur Abbauprodukte und Ausgangsmaterial festgestelit
werden konnten. Ahnliche Ergebnisse zeigte die Oxydation von Benzyl-N-acetyl-B-p-glucos-
aminid 7 ; anscheinend reicht der Schutz der Aminogruppe durch N-Acetylierung hier nicht aus.

Die p-Galaktosaminuronsdure dhnelt in ihren Eigenschaften der p-Glucasamin-
uronsdure. Wihrend die Zwischenstufen der Synthese stets eine groBere Lislichkeit
als die entsprechenden p-Glucosamin-Derivate hatten, ist die p-Galaktosaminuron-
sdure in reinem Wasser noch schwerer 16slich als die p-Glucosaminuronsiure. Sie
vertriigt ohne Zersetzungserscheinungen kurzzeitiges Erhitzen mit Wasser auf 80°, wo-
bei sie rasch in Losung geht. Aus Wasser kristallisiert sie sehr Jangsam unter Zusatz
von wenig Athanol im Verlauf von mehreren Tagen in kristallwasserfreier Form aus.

In sauren und basischen wiBrigen Losungen ist die p-Galaktosaminuronsiure schr
leicht I6slich. Die Losungen in Alkali sind unbestindig und zeigten in 2 n NaOH nach
10 Min. langem Erhitzen auf 70° Braunfirbung. Beim Chromatographieren mit
Butanol-Eisessig-Wasser lieBen sich neben wenig Ausgangsmaterial vier weitere mit
ammoniakalischer Silbernitratlosung anfirbbare Flecken nachweisen. In 12 HCI
ist die Verbindung stabil. Einstiindiges Erwirmen bei 80° ergab keinerlei Verinderun-
gen; die Losung blieb dabei vollkommen hell, chromatographisch war nur die Uron-
sdure nachzuweisen. Beim Chromatographieren einer wiBrigen Uronsdurelésung mit
Pyridin-Amylalkohol zeigte die Verbindung keine Zersetzung, sondern lieferte einen
einheitlichen Fleck.

Mit Kalignost bildet p-Galaktosaminuronsidure einen in Wasser schwer, in Aceton
leicht 16slichen Niederschlag; sie reagiert positiv mit Ninhydrin, mit ammoniakali-
schem Silbernitrat und Fehlingscher Losung. Die Naphthoresorcin-Reaktion nach
B. ToLLENs!¥ verlduft negativ. Die ELsON-MORGAN-Reaktion!s) ist positiv. Es ent-
steht dabei wie beim p-Galaktosamin ein roter Farbstoff. Dieser Farbstoff wurde nach
C.J. M. RonDLE und W. T. J. MORGAN!® hergestellt und das Spektrum im ZeiB-
Spckirophotometer ausgemessen. Zum Vergleich wurde die gleiche Reaktion mit der
Y Wir fiihren dies hier ausdriicklich an, weil das Verfahren der katalytischen Oxydation,
wie wir es in gréferem Umfang zur Anwendung gebracht haben, sich vielfach nicht von
einem Substrat auf ein verwandtes System iibertragen 148t, sondern hiufig erst nach Varia-
tion des Verfahrens priparativ zum Erfolg filhrt.

14) Ber. dtsch. chem. Ges. 41, 1788 [1908].

15) L. A. ELsoN und W. T. J. MORGAN, Biochem. ). 27, 1824 [1933).
16) Biochem. J. 61, 586 [1955].
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»-Glucosaminuronsidure durchgefiithrt. Beide Amino-uronsiduren ergeben gleicher-
mallen einen Farbstoff, der ein Maximum bei 520 mp besitzt. Die Farbintensitit
liegt bei der p-Galaktosaminuronsiure niedriger als bei der p-Glucosaminuronsiure.
Der unter den gleichen Bedingungen aus p-Glucosamin und p-Galaktosamin her-
gestellte Farbstoff zeigt ein Maximum bei 530 my.

Der PRoMONTA GMBH., Hamburg, danken wir filr die Aufarbeitung einer gréfleren Menge
Rindertracheen auf Chondroitinschwefelsiure.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Darstellung des Karalysators: 2 g Platindioxyd nach Abams wurden in einer Schiittelente in
Eisessig suspendiert. Man hydrierte bei Zimmertemperatur, bis die Wasserstoffaufnahme be-
endet war. Dann wurde die Schiittelente mehrere Male an der Wasserstrahlpumpe evakuiert.
Ein derart behandelter Katalysator besitzt eine groBere Aktivitit. Der Katalysator wurde
abgesaugt, mit Wasser gewaschen und an der Luft getrocknet. Er zeigte bei neun katalytischen
Oxydationen, wobei verschiedene Substanzen oxydiert wurden, keinerlei Aktivitatsschwund.
Nach jeder Oxydation wurde er mit 2» HC! und dann mit heiem Wasser gewaschen.

D-Galaktosamin-hydrochlorid: 100 g Chondroitinschwefelsdure wurden nach S. GARDELL!T)
mit Zinn(Il)-chlorid und Salzsdure hydrolysiert, die Sn-lonen durch Fillen mit Schwefel-
wasserstoft entfernt, die Ldsung mit Kohle entfiarbt und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Der
Riickstand wurde in 100 ccm Methano! aufgenommen. Nach Abtrennen von ungeldster
Substanz wurde in die gelbgefirbte methanol. Losung 1 —2 Min. Chlorwasserstoff eingeleitet
und 1 -2 Tage im Eisschrank aufbewahrt, worauf das p-Galaktosamin-hydrochlorid aus-
kristallisierte. Diese Abscheidung ist der von GARDELL beschriebenen Aceton-Fillung vor-
zuziehen. Das D-Galaktosamin-hydrochlorid wurde abfiltriert und mit Methanol und Aceton
gewaschen. Ausbeuten der ersten Fillung 15—20 g. Aus der Mutterlauge lieB3 sich beim Ein-
engen eine weitere Fraktion gewinnen. Gesamtausb. 20 g. [«]%°: 4-114.5° — +89.0° (¢ =: 4.18,
in Wasser).

N-Carbobenzoxy-D-galaktosamin (1l): 13.6 g D-Galaktosamin-hydrochlorid wurden in
100 ccm Wasser geldst und 13 g Natriumhydrogencarbonat zugegeben. Unter Schiitteln
wurden in fiinf Portionen insgesamt 15 ccm Carbobenzoxychiorid zugefiigt. Man lie den ent-
standenen weichen Brei iiber Nacht im KithIschrank stehen. Dann gab man 130 ccm Essig-
ester hinzu und erwirmte, bis sich eine zweiphasige Lésung gebildet hatte, die von einer
Tribung durch Absaugen befreit wurde. Nach einiger Zeit begann das N-Carbobenzoxy-
D-gulaktosamin in beiden Phasen auszukristallisieren. Man vervollstindigte die Kristallisation
durch (2stdg. Aufbewahren im Eisschrank. Es wurde scharf abgesaugt, mit viel Essigester
gewaschen und auf Ton getrocknet. Man erhielt 12.2 g Rohprodukt, das man umkristallisierte,
indem die Substanz in 70 ccm Eisessig in der Wirme geldst und bis zur schwachen Triibung
Essigester zugegeben wurde. Ausb. 10.4 g (52 9, d. Th.). Nach dreimaligem Umkristallisieren
erweicht die Substanz von 170" ab und schmilzt bei 177 —178°, [«]30: +86.6° (15 Min.) —

| 78.7° (18 Stdn.) (¢ - 2.04, in Pyridin).

CisH190N (313.3) Ber. C53.67 H6.11 N4.47 Gef. C53.42 H6.11 N4.35
Benzyl-N-carbobenzoxy-a-D-galakrosaminid (111): 7 g einmal umkristallisiertes N-Carbo-
henzoxy-D-galaktosamin wurden fein gepulvert und in 175 ccm Benzylalkohel, der 2 % HCI
enthilt, bei 62" unter Riihren eingetragen. Nach einiger Zeit war alles in Losung gegangen.
Man riihrte 60 Min., neutralisierte rasch mit Bleicarbonat und filtrierte. Das Losungsmittel

17 Acta chem. scand. 5, 195 {1951].
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wurde sofort bei 80 —100°/1 —2 Torr abdestilliert. Je linger die Substanz mit dem Losungs-
mittel in Berithrung blieb, umso geringer waren die Ausbeuten. Es bildete sich dann in
groBerer Menge ein Nebenprodukt mit dem Schmp. 207°, [e]¥: + 182° (Pyridin, ¢ == 2.2). Der
gelbbraune Riickstand wurde in 60 ccm Ather-Petrolither-Gemisch (1:1) suspendiert und
1/, -1 Stde. unter gelegentlichem Zerreiben der Substanz stehengelassen. Man filtrierte ab,
digerierte mit einem Gemisch von Ather-Petrolither (2:1) und erhielt 8.1 g eines schwach
gelben Pulvers, das aus Acetonitril umkristallisiert wurde. Ausb. 4.1 g (35 % d. Th.) vom
Schmp. 195°. Nochmaligés Umkristallisieren lieferte ein Produkt vom Schmp. 200— 201

Die analysenreine Substanz schmilzt bei 202.5—203°. [o]¥: -1-170.0° (¢ — 2.0, in Pyridin).

C21H2507N (403.4) Ber. € 62.52 H 6.25 N 347 Gef. C62.33 H6.33 N 3.58

Benzyl-N-carbobenzoxy-a-D-galaktosaminuronid (1V): 2.6 g Benzyl-N-carbobenzoxy-u-D-
galaktosaminid vom Schmp. 201° wurden in 350 ccm Wasser von 60° suspendiert. Man fiigte
1.3 g Platinkatalysator hinzu. Der pu-Wert der Lsung lag dann bei 6.2. Nach Zugabe von
12 ccm einer 9-proz. Natriumhydrogencarbonatlosung hatte die Losung einen p,-Wert von 7.2.
Unter Konstanthaltung der Temperatur (Thermostat) wurde 10 Stdn. lang Sawuerstoff durch
die Losung geblasen. Es trat dabei ein leichter Geruch nach Benzaldehyd auf. Nach 7 Stdn.
Oxydationsdauer fiigte man nochmals 6 ccm Hydrogencarbonatlésung hinzu. Die hellgelbe
Loésung wurde nach der Oxydation vom Katalysator abfiltriert und i. Vak. auf 200 ccm ein-
geengt. Das gebildete Uronid fillte man durch tropfenweise Zugabe von 6 ccm konz. Salz-
sidure aus, wobei kriftig geschiittelt werden muBte. Man lieB 2 Stdn. im Eisschrank stehen.
filtrierte ab und wusch mit Wasser nach. Es wurde umkristallisiert, indem man die Substanz
in 80 ccm Methanol 16ste, von Verunreinigungen abfiltrierte und Wasser bis zur schwachen
Tritbung zugab. Nach Aufbewahren im Kiihlschrank filtrierte man ab, wusch mit Wasser.
Ausb. 2.05g (76 % d. Th.), Schmp. 231 ~235° (Hauptmenge bei 234°). Nochmaliges Um-
kristallisieren lieferte ein Produkt vom Schmp. 234—235°. [a}§’: 1+ 140.2° (c = 2.05, in
Pyridin).

Cy1H2308N (417.4) Ber. € 60.42 H 5.55 N 3.35 Gef. C€0.27 H 5.53 N 3.66

D-Galaktosaminuronsédure (V): 2.2 g Uronid 1V wurden in 30 ccm Wasser suspendiert,
1.4 g Palladiumkatalysator (Pd-Carboraffin 10-proz. an Pd) zugefiigt und bei Zimmer-
temperatur 16 Stdn. Wasserstoff durch die Suspension geleitet. Man erkannte die einsetzende
Hydrierung am Toluolgeruch des Abgases. Nach der Hydrierung filtrierte man vom Kataly-
sator ab, wusch diesen zweimal mit warmem Wasser (50°), vereinigte die Lésungen und engte
i. Vak. (40° Wasserbad) auf etwa 5 ccm ein. Aus der gelben Ldsung kristallisierte im Kihl-
schrank eine Vorfraktion aus, die die Verunreinigungen enthielt und die verworfen wurde.
Nach Zugabe von wenig Athanol zur Mutterlauge kristallisierten im Verlauf einiger Tage
(bis zu zwei Wochen) 577 mg (57 % d. Th.) an D-Galaktosaminuronsiure aus. Man filtrierte
ab und wusch mit Wasser und anschlieBend mit Methanol. Die Sdure zeigt keinen charak-
teristischen Schmelz- oder Zersetzungspunkt, sondern verkohit beim Erhitzen ab 160"
[a]?°: +84.5° (¢ = 0.994, in Wasser-HCI von pu 2.0).

CsH11O6N (193.2) Ber. C37.31 H5.74 N7.25 Gef. C36.65 H5.82 N7.19

Ryp-Werte: Die Chromatogramme wurden mit Butanol-Eisessig-Wasser (7:0.7:2.3) = Bu/E
oder Pyridin-Amylalkohol-Wasser (7:7:6) = P/A entwickelt und mit Ninhydrin oder ammo-
niakalischem Silbernitrat bespritht. Der Rw-Wert des N-Carbobenzoxy-galaktosamins lag
bei 0.66 (Bu/E). Fiir die bD-Galaktosaminuronsiure wurde als Bezugssubstanz die
p-Galaktose (R = 1) gewihit. Es fanden sich folgende Werte: Rgy — 0.61 (Bu/E);
RGai = 0.28 (P/A).





