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92, Burckhardt Helferich und Johanna Werner: Uber Awhydride
von Glykol-glykosiden, III. Mitteilung*).

iAus d. Chem. Laborut. d. Universitit Leipzig.]
(Eingegangen «m 10. Mai 1943.)

Das in der letzten Arbeit beschriebene Glykol-p-d-galaktosid-anhydrid
wurde durch Uberfiihrung in eine Triacetylverbindung (I) und in eine Trityl-
verbindung (IT) noch niher charakterisiert und seine Struktur: 3 freie Hydro-
xyle, davon eines primir und endstindig (6-Hydroxyl), sichergestelit.

Weiterhin wurde zum ersten Male ein Disaccharid herangezogen, indem
Acetobromlactose mit Athylenchlorhydrin zur Reaktion gebracht wurde.
Auch aus dem dabei entstehenden Hepta-acetyl-p-d-lactosido-dthylenchlor-
hydrin (III) werden bei kriftiger Behandlung mit Alkali (in Alkohol) nicht
nur die Acetylgruppen abgespalten, sondern ebenso 1 Mol. HCI, und es ent-
steht das Anhydrid des Glykol-B-d-lactosids (IV). Die Substanz krystallisiert,
auch aus Alkohol, mit etwa 2 Mol. Krystallwasser, das zum Teil sehr fest-
gehalten wird. Dieser Umstand machte den Beweis, daf es sich wirklich um
ein — krystallwasserhaltiges — Anhydrid des Glykol-f-d-lactosids handelt
und nicht etwa um das Glykol-$-d-lactosid selbst, besonders notwendig:
Die lufttrockne Substanz schmilzt erst nach starkem Sintern um 120° bei
207—208¢. Auch nach dem Trocknen im Exsiccator und nach dem Trocknen
bei 100%2 mm ist manchmal trotz des eingetretenen Verlustes die Erscheinung
im Schmelzpunktrohrchen nicht wesentlich anders, nur daf3 das Sintern
spater eintritt. Erst wenn bei 1—2 mm iiber P,0; bei 1400 getrocknet worden
ist, ist die Substanz sicher wasserfrei; sie schmilzt dann ohne Sintern bei
207—208° und zeigt die auf ein Glykol-8-d-lactosid-anhydrid stimmenden
Analysenzahlen. Die Hydroxylgruppenbestimmungen mit Pyridin-Essig-
sdureanhydrid geben aber auch mit dem krystallwasserhaltigen Material
einwandfreie Werte fiir 6 Hydroxyle, nicht fiir 8, wie es ein Glykol-lactosid
verlangen wiirde. Ebenso liefert die Acetylierung ein Hexa-acetyl-Deri-
vat (V), dessen Entacetylierung zum Glykol-3-d-lactosid-anhydrid mit allen
seinen Eigenschaften, insbesondere dem Krystallwassergehalt, zuriickfiihrt.
SchlieBlich liefert die Siurehydrolyse — mehrstiindiges Erhitzen mit »-H,S0,
— unter Abspaltung von Galaktose das frither beschriebene Glykol-p-d-glu-
cosid-anhydrid *).

Das Glykol-lactosid-anhydrid bietet fiir die Frage fermentativer Spal-
tungen von Disacchariden und ihren Derivaten, speziell fiir die Lactose, ein
neuartiges Material. Durch die Anhydridbildung zwischen Glykol und dem
2-Hydroxyl des Glucoseanteiles in der Lactose ist, jedenfalls nach den bis-
herigen Erfahrungen, die Glucosidbindung nicht nur sehr siurewiderstands-
fahig, sondern auch ,,fermentfest’ geworden. Es bleibt also in dem Glykol-
B-d-lactosid-anhydrid nur die $-d-Galaktosidbindung zwischen Galaktose und
Glucose fermentativ spaltbar, Man wird an dem Material priifen konnen,
ob und wie die milchzuckerspaltenden Fermente einerseits, die B-d-galaktosid-
spaltenden Fermente andererseits auf das neue Substrat einwirken. Damit
ist eine neue Moglichkeit gegeben, in diesem Fall — und ebenso auch bei
anderen Disacchariden — die Frage zu priifen, ob es wirklich disaccharid-
spaltende Fermente (reduzierender Disaccharide) gibt, die nicht vom gluco-
sidisch gebundenen Zucker her — im Falle der Lactose also von der Galaktose

*) I1. Mitteil.: B. 73, 1446 [1942]; I. Mitteil.: B. 75, 949 [1942).
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her — sondern von dem reduzierenden Anteil — im Falle der Lactose von
der Glucose her — die fermentative Spaltung bewirken.

Zur Verfolgung dieser Gedankengange sind in der vorliegenden Arbeit
zunichst einmal SiiBmandel-Emulsin, Luzerne-Emulsin und Kefir-Emulsin
herangezogen worden. Alle 3 Fermente sind als (3-d-galaktosidspaltende
Fermente bekannt. In allen 3 Fillen wurde festgestellt, dall Glykol-f-d-lac-
tosid-anhydrid fermentativ gespalten wird und zwar, wie die Tafel ergibt,
bei jedem Ferment, in der Groflenordnung, etwa ebenso schnell wie Milch-
zucker, Es besteht also bei diesen Fermenten wie zu erwarten kein Grund,
fiir die Spaltung der Lactose etwas anderes als die [3-d-galaktosidatische
Wirkung dieser Fermentpriparate verantwortlich zu machen.

Tafel.

l Wertigkeit gegen

Emulsin aus ‘ Glykol lactosid-
Lactose X
anhydrid
SiiBmandelu .......... 0.007 0.007
Luzerne ............. 0.002 0.009
Kefir ............... 0.07 0.03
ﬁI CHZ OH
C, R
H /|
! OH H\ / \ / H \ 0
\ ()H H \
HO\I / ~ / \ /
C‘h--- CH,
CH,.OH H O—CH,

3-d-Galaktosido-3-d-g *1cos‘ido—glvkol—"mhydrid
(Leactosido-)
Glykol-3-d-lactosid-anhydrid.

Iv.

Beschreibung der Versuche.

Triacetyl-glykol-B-d-galaktosid-anhydrid (I): 0.5g Glykol-
B-d-galaktosid*) werden in einewn Gemisch von 3 ccm absol. Pyridin
mit 3 cem Essigsiureanhydrid durch kurzes Erwirmen geldst, etwa
15 Stdn. bei Zimmertemperatur aufbewahrt, die Losung mit 2 ccm Wasser
versetzt, im Exsiccator iiber KOH und H,SO, eingedunstet und der Riick-
stand mehrmals mit Wasser verrieben und im Exsiccator getrocknet. Ausb.
an Rohprodukt 0.72 g. Durch Umkrystallisieren aus 10 ccm gewdhnl. Alkohol
erhilt man 05 g der Triacetylverbindung vom Schmelzpunkt 1599
[a]p: 4 1.029%1.3032/0.0344 X1 x1.469 = +26.3° (in Chloroform).

C, Hy0, (332.30). Ber. € 50.60, H 6.07. Gef. C 5098, H 6.12.

Die Verbindung zeigt die Loslichkeit der Acetylzucker.

6-Trityl-glykol-B-d-galaktosid-anhydrid (II): 0.5g Glykol-
B-d-galaktosid-anhydrid*) werden in 5 ccm absol. Pyridin mit 0.6 g
Triphenylmethylchlorid auf dem Wasserbad im verschlossenen Kélbchen
3 Stdn. erhitzt, die Loésung nach dem Versetzen mit etwa 5cem Wasser
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mit 80 ccm Ather aufgenommen, diese Lésung mit KHSO,-Losung, dann
mit KHCO;-Losung und zuletzt mit Wasser gewaschen, so daf} alles Pyridin
und alle Salzsiure entfernt sind, und schlieBlich eingedampft. Der Riickstand
wird aus etwa 12 Vol.-Tln. Methanol umkrystallisiert. Zur Analyse wurde
bei 78° iiber P,O, im Vak. bis zur Konstanz getrocknet. '

€, H, 0 (448.50). Ber. € 7230, H 6.29. Guf. C 72.23, H 6.09.

()5 + 0.41°x 1.3740/0.0483x 0.5x 1.472 = +15.8° (in Chloroform).
Mit Eisessig und konz. H,SO, zeigt die Verbindung die Gelbfirbung des Tri-
phenylcarbinols.

Hepta-acetyl-B-d-lactosido-ithylenchlorhydrin (III): Eine Lo-
sung von 18 g frisch hergestellter Acetobromlactosel)in 30 ccm Athylen-
chlorhydrin wird unter Umschiitteln in kleinen Portionen mit 11.5 g Silber-
carbonat versetzt, wenn die CO,-Entwicklung nachlaflt, nach Zugabe der
ganzen Menge Ag,CO,, 16 Stdn. geschiittelt und die Losung durch ein mit
Kohle gedichtetes Filter von den Silbersalzen abgesaugt. Der Riickstand
wird mit im ganzen 80 ccm Aceton nachgewaschen und die vereinigten Filtrate
werden mit 900 ccm Wasser versetzt. Bei lingerem Aufbewahren im Eis-
schrank fillt die Substanz in filtrierbarer, dulerlich nicht krystalliner Form
aus. Die Fillung aus Aceton wird noch zweimal wiederholt. Die so gewonnene
Substanz, Ausb. 6 g, d.s. 339, d. Th., 148t sich leicht pulverisieren, schmilzt
aber unscharf bei 95—99° und ist 4ulerlich nicht erkennbar krystallin. Trotz-
dem ergibt sie brauchbare Analysenzahlen.

CogHye0,4Cl (698.76). Ber. C 48.09, H 5.63, C1 5.08. Gef. C 47.97, H 5.28, Cl 5.86.

Das Chlor wird beim Kochen mit verd. Natronlauge quantitativ ab-
gespalten. [a]f: —0.25%x 1.7340/0.0895 x 1 x 1.466 = ~~3.3°. Die Substanz
zeigt die Loslichkeit der Acetylzucker.

Glykol-B-d-lactosid-anhydrid (IV): Eine genau gewogene.Menge
Hepta-acetyl-8-d-lactosido-dthylenchlorhydrin (4.0246 g) wird in
00 ccm absol. Alkoho! heil3 gelést. Es werden 60.00 ccm einer 2-n. NaOH
zugegeben und die Mischung 7.5 Stdn. riickgekocht. Die blaBgelbe Losung
wird mit der genau berechneten Menge 2-n. HCl versetzt, unter Beriicksichti-
gung der bei der Reaktion abgespaltenen Menge HCl (aus dem Ausgangsmaterial
berechnet), so dal} keine freie Salzsiure, aber méglichst auch keine durch HC1
nicht neutralisierte Natronlauge vorhanden ist. Die in Fretheit gesetzte
Essigsiure bleibt dabei auller Betracht. Nach dem Eindampfen im Vak.
und Trocknen des Riickstandes im Exsiccator iiber P,O; wird dieser mit
300 ccm  Alkohol portionsweise ausgekocht, die vereinigten Ausziige heil3
durch Kohle filtriert und abgekiihlt. Das Anhydrid krystallisiert in feinen
Nadeln. Ausb. 1.7 g (lufttrocken). Durch Umkrystallisieren aus 170 ccm
Methanol wird es gereinigt.

Die lufttrockne Substanz enthilt sehr annihernd 2 Mol. Krystallwasser,
dessen letzte Anteile erst bei héherer Temperatur abgegeben werden.

0.3282 g Sbst., an der Luft konstant getrocknet, verloren im Exsiccator bei 1 bis
2 mm iiber P,0; 0.0276 g (nach 24 Stdn. konstant), bei 100¢ iiber P,O; und bei 1—2 mm
weitere 0.0008 g (konstant nach 21 Stdn.), im ganzen also 0.0280 g. Manchmal lassen
sich die letzten Anteile Krystallwasser erst bei 140°/1-—2 mm iiber PO, entfernen.

CrHy Oy + 2H,0 (#04.2). Ber. H,0 8.8. Gef. H,0 8.5.

1) C. 5. Hudson u. J. M. Johuson, Journ. Amer. chent. Soc. 87, 1270 [1915].
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Hydroxylgruppenbestimmung (mit Pyridin-Essigsdureanhydrid) eincr teilweise
cntwiisserten Probe, die etwa noch ein Mol. Wasser enthielt:
C,dH;504(OH)s + H,O. Ber. OH 26.4. Gef. OH 26.1.

Die wasserhaltige Substanz sintert, je nach dem Wassergehalt, verschieden
stark und verschieden frith — eine bei 100° getrocknete z. B. bei etwa 150° —
und schmilzt bei 207—208°. Die wasserfreie Substanz zeigt den gleichen hohen
Schmelzpunkt, ohne vorher zu sintern.

CiaHp04, (368.33). Ber. € 45.61, H 6.57 (wasserfrei). Gef. C 45.23, H 6.07 (wasserfrei).

Drehung der wasserfreien Substanz: [a]f: + 1.15° x 1.1736/
0.0508 X 0.5 1.014 = +52.4° (in Wasser). ‘

Das Glykol-lactosid-anhydrid ist leicht 16slich in Wasser, schwerer in
Methanol, Alkohol und Eisessig und sehr schwer bis unléslich in den sonstigen
gebriuchlichen organischen Losungsmitteln.

Hexa-acetyl-glykol-B-d-lactosid-anhydrid (V): 0.5g Glykol-
lactosid-anhydrid (wasserhaltig) werden in 4 ccm eines Gemischs gleicher
Teile von absol. Pyridin und Essigsiureanhydrid 16 Stdn. bei Zimmertemp.
aufbewahrt. Nach Zusatz von 2 ccm Wasser wird die Mischung im Exsiccator
itber KOH und KHSO, (oder H,SO,} zur Trockne verdunstet, der zunichst
sirupdse Riickstand mit Wasser verrieben, die dabei entstehenden Flocken
abgesaugt und aus 3 ccm absol. Alkohol (Kohle) umkrystallisiert. Ausb.
0.52 g. Schmp. 156°.

CpeH g0y, (620.28). Ber. C 50.30, H 5.85, GCH,CO 41.6.
Gef. ,, 51.34, ,, 5.92, ' 42.7.
[2]3: +0.64°x1.1835/0.0374 x 0.5 x1.476 = +27.4° (in Chloroform).

Die gleiche Verbindung entsteht aus der bei 140° wasserfrei getrockneten
Substanz. Durch Entacetylieren in Methanol mit Natriummethylat wird
das Glykol-lactosid-anhydrid mit allen seinen Eigenschaften wiedergewonnen.
Insbesondere wurde erneut nach dem Krystallisieren aus Alkohol der Gehalt
an Krystallwasser das z. Tl. erst bei 140° abgegeben wird, nachgepriift.

Siurespaltung des Glykol-B-d-lactosid- anhydr1ds 0.35 g des
krystallwasserhaltigen Glykol-lactosid-anhydrids werden in 10.00 cem
n-H;SO, 14 Stdn. auf dem Wasserbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird
mit 10.00 cem n-NaOH neutralisiert, nach Zusatz von einem Tropfen Lauge
die Losung im Vak. eingedampft, der Riickstand iiber P,O; getrocknet,
portionsweise mit im ganzen 20 ccm absol. Alkohol heil3 extrahiert, die ver-
einigten Ausziige mit Kohle gekliart und abgekiihlt. Es krystallisiert dabei
im Laufe einiger Stunden Glykol-§-d-glucosid-anhydrid*) aus. Dieses wurde
durch Verbrennung, durch Schmelzpunkt und durch Uberfithren in -seine
Triacetylverbindung sicher identifiziert.

Fermentspaltungen des Glykol-B-d-lactosid-anhydrids.

A) Mit SiBmandel-Emulsin (8-Glucosidase-Wert 1): Die Spal-
tungen wurden bei pg 5.0 (Acetatpuffer) und 30.0° durchgefiihrt und jodo-
metrisch?) verfolgt. Die Substratkonzentration entsprach, nach dem Mol.-
Gew. umgerechnet, der iiblichen von 40 mg Phenol-glykosid in 3 ccm Be-
stimmungsgemisch. Die Wirksamkeit des Ferments wurde gleichzeitig an
Milchzucker gepriift. Zu jedem Versuch wurden 3.0 ccm Substratldsung,

2) B. 51, 780 71918] v. bes. Fo Auerbach u. 5. Bodldnder, Ztschr. angew. Chem.
36, 605 [1923].
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3.0 ccm Puffer und 3.0 ccm Fermentlosung — Trockenriickstand 0.0500 g
in 10.0 ccm — zusammengegeben und nach t Min. in 100 ccm Carbonat-
puffer eingegossen und titriert.

g Sbst. in 9 ccm Zeit Verbr. an % Wertig-
Bestimmungsgemisch in Min. n/io-Jod3) Spaltung keit 4)
Lactose, H,0 (bei vollst. Spalt. 19.0 ccm n/f,-Jod).
0.1685 0 9.50 | 0 —
0.1695 1069 12.70 34 0.007
0.1693 4041 14.80 56 | —
Glykol-lactosid-anhydrid, H,O (bei vollst. Spalt. 9.1 cem nf,y-Jod)
0.1706 | 981 | 3.00 | 33 | 0.007

B) Spaltung mit Luzerne-Emulsin®: Die Versuche wurden bei
Py 4.4 (Acetatpuffer) und 30.0° durchgefiihrt und die Spaltung jodometrisch
gemessen. Im iibrigen wurde wie bei dem SiiBmandel-Emulsin (s. o.) ver-
fahren. Das Luzerne-Emulsin hatte gegen Phenol-3-d-galaktosid eine Wertig-
keit von 0.04 (polarimetrisch bestimmt), die angewandte Fermentlosung
enthielt 0.0794 g in 10.0 ccm, der Jodverbrauch des Ferments selbst ist
beriicksichtigt.

g Sbst. in 9 ccm Zeit Verbr. an % Wertig-.
Bestimmungsgemisch in Min, n/y-Jod Spaltung keit
Lactose, H,O (bei vollst. Spalt. 19.3 ccm nf,-Jod).
0.1702 0 9.65 0 —
0.1700 835 11.10 15 0.002
Glykol-lactosid-anhydrid (bei vollst. Spalt. 10.08 ccm n/,-Jod).
0.1818 | 810 | 4.70 | 47 | 0.009

C) Spaltung mit Kefir-Pilzen: Die niheren Bedingungen dieser
Spaltung sollen an anderer Stelle verdffentlicht werden. Die Bestimmung
der Spaltung erfolgte ebenfalls jodometrisch. Als Fermentgehalt von 50 ccm
Bestimmungsgemisch wurden (bei Berechnung der Wertigkeit) 0.5 g ein-

gesetzt.

g Sbst. in 9 cem Zeit Verbr. an % Wertig-
Bestimmungsgemisch in Min. nfyp-Jod Spaltung keit
Lactose, H,0 (bei vollst. Spalt. 18.5 ccm n/,,-Jod).
0.1693 0 9.25 0 —
0.1693 60 16.20 75 0.07
Glykol-lactosid-anlhiydrid (bei vollst. Spalt. 9.25 ccm nfj,-Jod).
0.1735 | 60 | 43 46 | 003

3) Der Jodverbrauch der Fermentldsung allein unter den gleichen Bedingungen

ist beriicksichtigt (abgezogen).

4 z. B.: B. Helferich u. R. Hiltmann, A, $31, 173 [1937].
%) K. Hill, Ber. Sichs. Akad. Wiss., math.-physik. X1. 86, 115 [1934].



