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46. Richard Kuhn, Adeline Gauhe und Hans Helmut Baer: Uber 
die Laeto-N-tetraose und ihre Beziehungen zu den fucosc-haltigen Oligo- 

sacchariden der Frauenmilch 
[Aus dem Max-Planck-Institut fur Medizinische Forschung Heidelberg, 

Institut fur Chemie] 
(Eingegangen am 24. Dezember 1953) 

Bei partieller Siiurehydrolyse der Lacto-N-tetraose treten auf : 
2 stickstoffhaltige Trisaccharide und 3 Disaccharide, von denen 2 
stickstoffhaltig sind. Der reduzierende Baustein der Tetraose ist d-Glu- 
cow. Das stickstofffreie Disaccharid wurde als a-Lactose-hydrat 
identifiziert. Der Bauplan der Lacto-N-tetraose ist: > d-Glucose > 
d-Galaktose > N-Acetyl-d-glucosamin > d-Galaktose. Von den bei- 
den stickstoffhaltigen Disacchariden zeichnet sich daa eine, namlich 
die schon kristallisierende Lacto-N-biose I, durch uberraschend hohe 
Alkaliempfindlichkeit aus. Schon in der Kiilte bei pH 9-10 erfolgt 
Zerfall in d-Galaktose und Anhydro-N-acetyl-d-glucosamin (AAG). 
Es wird erortert, wie weit sich aus der Farbreaktion mit p-Dimethyl- 
amino-benzaldehyd (Morgan-Elson) SchluBfolgerungen auf die Kon- 
stitution von N-Acetyl-hexosamin-Derivaten ziehen laasen. 

Im Oligosaccharid-Gemisch der Frauenmilch nimmt die Lacto- 
N-tetraose eine zentrale Stellung ein, denn sie entateht bei gelinder 
SLure-Einwirkung - unter Abspaltung von 2-Fucose - auch aus wei- 
teren Komponenten des Bifidus-Faktow. 

Das kristallisierte, aus Prauenmilch isolierte stickstoffhaltige Tetrasaccha- 
rid, das wir unter dem Namen Lacto-N-tetraose') beschrieben haben, gab 
bei der Oxydation mit Hypojodit das fur eine reduzierende Tetraose erwar- 
tete Aquivalentgewicht und nach 5 Min. langem Erhitzen mit 0.05nNa,C03 
auf 1000 mit salzsaurer alkoholischer Losung von p-Dimethylamino-benz- 
aldehyd intensive Violettfarbung (Morgan-Elson). Da diese Parbreaktion von 
freiem N-Acetyl-glucosamin gegeben wird, nicht aber von dessen glucosidi- 
schen Derivaten (R- und p-Methyl- 2), M -  und P-Benzyl-N-acetyl-d-glucosaminid 
u. a.3)). hatte man geneigt sein konnen zu schlieBen, daB die reduzierende 
Gruppe der Tetraose dem N-Acetyl-glucosamin-Rest angehort. Die vorlie- 
gende ITntersuchung hat ergeben, daR dies nicht der Fall ist. Auf zwei un- 
abhangigen Wegen I a R t  sich zeigen, daB die reduzierende Gruppe des Tetra- 
saccharids der d-Glucose angehort. 

Lacto-N-tetraose gibt in guter Ausbeute ein in gelben Nadeln kristalli- 
sierendes Phenylosazon vom Schmp. 222-223O (Zers.), das 5 StickstoiT- 
atome enthalt. Da N-Acetyl-glucosamin unter denselben Redingungen nur 

1 )  R. K u h n ,  A. G a u h e  u. H. H. Baer ,  Chem. Ber. 86, 827 [1953]. 
*) R. C. G. Moggridge u. A. Neuberger ,  J. chem. SOC. [London] 1938,745; A. X e u -  

berger  u. R. P i t t  Rivers ,  J. chem. SOC. [London] 1939, 122; R. K u h n ,  F. Zi l l iken  
u. A. Gauhe ,  Chem. Ber. 86,466 [1953]; R. K u h n  u. H. H. Baer ,  Chem. Ber. 86, 724 
[ 19531. ") R. K u h n  u. W. K i r s c h e n l o h r ,  Chem. Ber. 86, 1331 [19531. 
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biose 11) und nur eine ist stickst,offfrei. 
Ware der Aminozucker kopfstandig oder 
endstandig, dann hatten 2 stickstofffreie 

1 
8 

Disaccharide auftreten sollen. -8 

N-tetraose, die funf Produkte der partiellen 

Lucto-r\'-tet.raose .. 0.17 Lactoso . . . . . . . . . . .  

@ /v-Ace&l-d-glucaromin 

d-Ga/akfare 

Lacto-X-triosc I .. 0.26 Glucose ........... .l.OO 
Lacto-N-triose II 0.36 Galaktose ......... .0.87 

Lacto-N-biow I 0.76 N-Acetyl-glucosamin 1.24 

LackrN-triawU 
lm&-h%ive Z 
Lacto-4-teirame ... 

Lacto-N-biose I1 . . 0.57 
*) dic nur in srhr geringen Yengen auftretenden Spaltatllcke rnit p u r e n  Aminogruppen, die dweh Ab- 

Epaltung von Ewigsilure BUS den NH.COCH,-Grnppen gebildet werden, ~ i n d  hier nicht rnit angcfiihrt 

Abbild. 1 .  Spaltstucke der Lacto-N-tetraose. Absteigende Papierchmstographie EUf 

Papier Schleicher & SchuU Nr. 2043b. 
Los~ngsmittcl~): Essigester: Pyridin: Wasser = 2 :  1 : 2 (obere Schicht). Die d-Glucose. 
demn Wanderungsgeschwindigkeit = 1.00 gesetzt wurde, warnach 36 Stdn. 26 crn gelaufen. 

41 M. A.  . Iermvn 11. F. A. Isherwood. Biochem. J.44.402 r19491. 

in geringen Mengen Glucosazon liefert, wobei die Acetamino-Gruppe elimi- 
niert wird, hatte - wenn der Acetylglucosamin-Rest der Tetraose der redu- 
zierende gewesen ware - nur wenig eines Osazons mit 4 N-Atomen auftreten 
sollcn. Each der Saurehydrolyse des Lacto-N-tetraose-phenylosazons war 
durch Papierchromatographie unter den Spaltstucken keine Glucose mehr 
nachweisbar ; wir fanden nur Glucosamin und Galaktose. 

Der zweite Weg , der die Glucose a1s reduzierenden Baustein erkennen 
lie& bestand in Oxydation der Tetraose mit Hypojodit zu Lac to -  N -  t e t r aon-  
sku re  und anschlieoender Siiurehydrolyse. Auch hier wurde keine Glucose 
mehr gefundcn. Das Verhiiltnis von Glucosamin zu Galaktose im Hydro- 
Iyxat der Tetraonsiiure (ber. 1 :2.0; gef. 1 :2.2) war dasselbe wie in der Tetraose. 

Naheren liinblick in die Reihenfolge der Rausteine gewannen wir durch 
par t ie l la  Saurehydro lyse  de r  L a c t o - N - t e t r a o s e ,  die auf Crund voii 
Vorversuchen mit n H,SO, bei 97.- 980 durchgefiihrt wurde (36 Min.). AM 
einem unverzweigten Tet,raaaccharid, das aus 1 Mol. Acetyl-glucosamin + 1 Mol. 
Glucosc? .: 2 Moll. Galaktose aufgebaut ist, sind bei unvollstandiger Spai- 
tung 2 Triosen und 3 Biosen mi erwarten. Diese Spaltstucke lassen sich alle 
papierchroniat.ographivch eindeutig nachweisen. 13eide Triosen, die wir fan- 
den (hcto-rV-t.riose I und Lacto-N-triose II), sind stickst.offhalt.ig. Ware der 
N-AcetyIglucosamin-Rest endstandig, so hatte eine der beiden Triosen stick - 
stoff frei sein sollen. Dtte beide Triosen N-Acetyl-glucosamin enthalten, ist 
nicht nur ein weiteres Argument gegen die ,,Kopfstandigkeit" dieses Bau- 
steins, sondern es spricht auch gegen die ,,Endstandigkeit" des Aminozuckers. 

\;on den 3 Biosen, die bei der Partialhydrolyse auftreten, sind 2 stickst,ofi- 
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Das stickstofffreie Disaccharid aus krist. Lacto-N-tetraose haben wir in 

kristallisierter Form erhalten. Nach Elementaranalyse, Schmelzpunkt und 
Mischprobe, Rontgendiagramm und Drehungsvermogen handelt es sich um 
a - l a c t o s e -  hydra t .  Die reduzierende Halfte der Tetraose ist also Milch- 
zucker 

Diese Feststellung heweist - da der Aminozucker nicht endstiindig seiri 
kann -, daB die nicht reduzierende Hiilfte der Tetraose ein Galaktosido-,ll- 
acetyl-glucosamin ist. Fur die Lacto-N-tetraose ist damit die folgende H ei - 
henfolge de r  Baus te ine  festgelegt: 

> Glucose > Galaktose > N-Acetyl-glucosamin > Galaktose 
_y__ 

Lactose 

Die Lac to -N-b iose  I ist voii uns zunachst auR dem Oligosaccharid- 
gemisch der Frauenmilch (Kohleeluat) 5), spater auch aus krist. Lacto-N-tetra- 
ose in farblosen Nadeln vom Schmp. 166-167O, welche die cr-l?orm darstellen, 
erhalten worden: [u]: : +3Z0 -+ +14O (Wasser). Das wasserfreie Disaccharid, 
C,H,O,,N, ist sehr hygroskopisch und nimmt an der Luft 2 Moll. Kristall- 
wasser auf. Das Dihydrat wird auch erhalten, wenn mail die Lacto-N-biose I 
an feuchter Luft aus trockenem Methanol + absol. Xthanol umkristallisiert. 
Im Vakuum-Exsiccator iiber Iialiumhydroxyd geht das Dihydrat in das 
Monohydrat iiber. HeiBe vertl. Mineralsaure spaltet in Galaktose + N-hcetyl- 
glucosamin bzw. Glucosamin. Durch sehr verd. Alkali erfolgt schon in der 
Kalte Zerfall in Galaktose + Anhydro-N-acetyl-glucosamin (AAG), wovon 
eingehend noch auf S. 292 die Rede sein wird. Die Alkali-Empfindlichkeit cler 
Lacto-N-biose I ist so groB, daB beim Eindampfen auf dem Wasserbad das 
Alkali gewohnlichen Gerateglases genugt, um die Spaltung zu bewirken. Dampft 
man in Jenaer Glas ein, dann bleibt das Disaccharid unversehrt. Mit Hypo- 
jodit lieB sich das Aquivalentgewicht der Lacto-N-biose nicht bestimmen. Da 
die verwendete Sodalosung schon ohne Zusatz von Jod weitgehende Spal- 
tung bewirkke, war der Jodverhrauch vie1 hiiher als fur ein Disaccharid cler 
Formel C,H,O,,N berechnet. 

Die Lacto-N-biose I verbraucht in schwach saurer Losung 4 Moll. Perjod- 
sliure, davon 2 sehr rasch. In  hydrogencarbonat-alkalischer Losung wurclen 
1.5 Moll. Formaldehyd als Dimedon-Verbindung erhalten (Schmp. etwa lXOo) .  
Lacto-N-tetraose gab unter denselben Bedingungen 2.7 bis 3.1 Moll. Form- 
aldehyd-Dimedonverbindung vom Schmp. 190 - 191 O. 

Der zeitliche Verlauf des l'erjodsaure-verbrauchs ist in Abbild. 2 darge- 
stellt. Zum Vergleich mit der alkalilabilen Biose sind die Werte fur Lacto- 
N-tetraose sowie fiir 2 synthetiach gewonnene Disaccharide, nhmlich fur 6-8- 
d-Galaktosido-N-acetyl-d-glucosamine) und 6-~-N-Acetyl-d-glucosaminido-d- 
galaktose mit aufgetragen. Die beiden synthetischen Disaccharide sind auch 

5, A. Gauhe, P. Gyorgy, J. R. E. Hoover, R. Kuhn, C. S. Rose,  H. W. Ruelius 

'j) R. Kuhn u. H. H. Beer, unverijffentlioht. 
7 )  R. Kuhn u. W. Kirschenlohr, Chem. Ber. 87, 384 [1954]. 

u. F. Zilliken, Arch. Biochemistry Biophysics 48, 214 [1964]. 
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nach ihren Iiy-Werten und auf Grund ihres Verhaltens gegen verd. Alkali von 
Lacto-N-biose I mit Sicherheit versahieden. 

_- . __ 

6 

5 

3 

2 

1 

2 70 20 3 W so 
3dn. - 

Alihild. 2. Kinetik dcs Pcrjodsaureverbrauchs. Ordinate: verbrauchte Moll. Perjodsaure. 
o - 0  - o Lacto-N-biose I, o -0-0 Lacto-X-tetraose. .--.--. 6-~-N-Acetyl-glucosaminido- 

galuktose, A - A - A 6-3-Galaktosido-W-acetyl-glucosamin 

Die Kinwirkirng von verd. Alkali auf N-Acetyl-glucosamin und auf zahl- 
reiche Naturstoffe, die dieses enthalten, ist bereits Gegenstand vieler ('nter- 
suchungen8) gewesen, da dabei ein Anhydro-acetylglucosamin s, (AAC:) ge- 
bildet w i d ,  das mit p-Dimethylamino-benzaldehyd einen rotvioletten ]<arb- 
stoff liefert. Nachdem die Methylglucoside des N-Acetyl-glucosamins diese 
Farbreaktion nicht geben, ist vielfach angenonimen worden, da13 das Aiif- 
tretcn der rotvioletten Farbe darauf schliefien lasse. daf3 das C-Atom 1 des 
acetyliei-kn Aminozuckers nicht an einer glykosidischen Bindung beteiligt sei. 
W. T. J. MorganlO) hat demgegenuber in seinen Ilntersuchungen iiber 13lut- 
gruppen-Snbstanzen bereits in Iletracht gezogen, (la13 alkali-labile Bindungen 
vorliegen konnten, aus denen zunachst beim Erwarmen mit Sodalosung retlu- 
zierende Acetylglucosamin-Heste und weiterhin aus diesen AAG bzw. farb- 
stofliefernde Derivate desselben entstehen konnten. 

Die liichtigkeit dicser Auffassung, die sich auf das Studiiim der hochmole- 
kularen Hlutgruppen-Substanzen stiitzt, l&Bt sich an den niedrigmolekularen 
kristallisierten Verbindungen, die wir isoliert hahen, unmittelbar erkennen. 
Die Abs tu fungen  der Alka l i l ab i l i t a t  sind iiberraschend groB: 
I. Isei Z i m m e r t e m p e r a t u r  wird durch 0.025nNa2C0, unter Bildung voii 

AAG glatt gespalten: Lacto-N-biose I in d-Oalaktose und AAG. Die 
Halbnertszeit clieser Keaktiori betragt bei 20° etwa 30 Minuten. 

11. lm siedenclen Wasse rbad  spaltet 0.05nNa2C0, unter Hildung von 
AA(: : Lacto-N-tetraose, Lacto-N-triose I und 11; synthet. B-$-[N-Acetyl- 

8 )  D. Aniinoff, W. T. J. Morgan 11. M:. M. Watkins, Biochem J. 61, 379 [1952]; 
A. B. Foster u. M. S t a c e y ,  Advances Carbohydrate Cheni. 7, 257 [1952]. 

9 )  Zur Konstitution vergl. Th. White, J. chem. SOC. [London] 1940,428. 
l o )  W. T. J. Morgan, Biochem. J.40, XV [1946]; D.Aminoff u.W. T. J. Morgan, 

Biocheni. J. 44, X X l  [1949]; 48, 74 [1951]. 
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d-glucosaminido I-d-galakt~se~), synthet. 6-p- [ N-Acetyl-d-glucosaminido I -  
d-glucose7) ; Anilin-, p-Toluidin- und p-Anisidin-N-acetyl-d-glucosami- 
nid ll). 

Das synthet. 6-~-[d-Galaktosido]-~'-acetyl-d-glucosamin6) reagiert mit 
Sodalosung ebenfalls erst in der Hitze. Dabei wird jedoch nicht wie bei 
den bisher angefiihrten Verbindungen freies AAG (Holueose = 1.7) ge- 
bildet, sondern eine erheblich larigsamer wandernde Verbindung ( RGlue,,se 
= 1.03), die mit Ehrlichs Aldehyd gleichartig reagiert und in der wir ein 
6-P-Galaktosido-AAG vermuten. 

TJnter den eingehaltenen Isedingungen wird auch Lactose, wie wir fan- 
den, weitgehend abgebaut. Dabei handelt es sich nicht um eine glatte 
Spaltung, sondern um eine weitgehende Umwandlung bzw. Zerstorung 
der reduzierertden Hexose, so daR man reichlich Galaktose, nicht aber 
Glucose findet12). 
N ich t  gespalten werden und ke in  AAG liefern mit 0.05 n Sodalosung 
auch im siedenden Wasserbad: Q- und p-Methyl-2), u- und p-Benzyl-, 
B-Athyl-, p-PropyI- und p-n-Butyl-N-acetyl-d-gluc~saminid~). 

Die angefiihrten Hefunde zeigen, daB man bei positiver Farbreaktion mit 
Ehrlichs Aldehyd nicht allgemein schlieBen darf, daR ein reduzierender iY- 
Acetyl-hexosamin-Rest vorliegt. Man darf aber auch nicht annehmen, claB 
bei alkalilabilen N -  Acetyl-hexosamin-Derivaten durch das Alkali zunachst stets 
freies LV-Acetyl-hexosamin gebildet wird, clas erst sekundar in AAG iiher- 
geht. Denn dieses entsteht aus Lacto-N-biose I unter ungewohnlich gelinden 
Hedingungen, unter denen freies A'-Acetyl-glucosamin noch gar kein AAG bildet. 

Die I'apierchromatographie der durch Elution der Kohleadsorbate ails 
Frauenmilch gewonnenen Oligosaccharide hat ergehen5), daB die Lacto- 
N-tetraose (I11 c), die am schnellsten wandernde stickstoffhaltige Komponente 
ist. Sie unterscheidet sich uberdies von den linksdrehenden Nachbarkompo- 
nenten durch ihre Rechtsdrehung und durch die Abwesenheit von Fucose13). 
Die noch schneller wandernde Komponente IV ist stickstofffrei und besitzt 
keine Bifidus-Wirksamkeit 5). Sie liefert bei Einwirkung von 2 n Essigslure 
(2 Stdn. im siedenden Wasserbad) neben unveriindertem I V  sowie Spuren von 
Glucose und Galaktose im Papierchromatogramm als Hauptspaltstiicke Fu- 
cose und Lactose. Unter denselben Bedingungen spalten auch IIc, IIIa und 
I11 b, die alle hexosaminhaltig sind, Fucose ab. Neben dieser Methyl-pentose 
tritt in allen 3 Fallen Lacto-N-tetraose (IIIc) bei der Hydrolyse mit Essig- 
saure auf. Aus I I c  wurde etwa 3mal soviel I I I b  wie I I I c  gebildet. Spuren 
von Glucose, Galaktose und von Lacto-N-biose I sowie Spuren weibrer Um- 
wandlungsprodukte, die noch nicht identifiziert sind, trctten in jedem Falle auf. 

11) R. Kuhn u. F. Haber, unver8ffentlicht. 
I f )  Vergl. hierzu C. A. Lobry de Bruyn u. W. Alberda van Ekenstein,  Recueil 

Trav. chim. Pays-Bas 18, 147 [1899]; W. M. Corbett u. J. Kenner, J. chem. SOC. [Lon- 
don] 1963, 2245. 

13) R. Kuhn,  Angew. Chem. 64,498 [1952]. 
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Die zu diesen Versuchen angewandten Praparate der fucosehal t igen  
K o m p o n e n t e n  IIc ,  IIIa und I I I b  waren durch wiederholte Fraktionie- 

-. _ _ _  ______  _ _ _ _  

0- 

0- 1 k' (200) Lactare 

ir 

IP(0: 73) 

DC (036) lacto-h'-fetmose 
A7b (026) 
no /019) t& ~7c(O 71) 8 5: I -- 

Abbild. 3. Papierchromatographie der Oli- 
gosacrharide aus Frauenmilch. Schraffiert 
sind die Komponenten I, IIh,  I t I b  und 
I11 c, die nach Einwirkung von heiI3er 
Sodalosung AAG-Keaktion geben. I V  ist 
stickstofffrei. Bei den 4 mit F bczeich- 
neten Teilreaktionen (Pfeilen) wird Fu- 

cose in Freihcit gesetzt 

rungen an Kohle - Celite - Saulen14) ge- 
reinigt,' aber amorph's). 

Die zwischen den fucosehaltigen 
Komponenten und der Lacto-N-tetraose 
erkannten Beziehungen sind in Ab- 
bild. 3 durch Pfeile dargestellt. Man er- 
kennt, da13 die f u r  d ie  Te t r aose  
nachgewiesene Anordnung > Glu- 
cose > Galaktose > N-Acetyl-glucos- 
amin > Galaktose auch  i n  hoheren  
Komponen ten  de r  &us F r a u e n -  
mi lch  gewonnenen Oligosaccha-  
r ide  wiederkehrt. Wenn dies verhalt- 
nismiiBig leicht zu erkennen war, so 
beruht es darauf, da13 - ahnlich wie 
bei den Blutgruppen-Substanzenls) - 
die I-Fucose durch verdiinnte Sauren 
hesonders leicht abgespalten wird. 

Fur  eifrige technische Hilfe bei Durch- 
fiihrung der Arheit mochten wir Frl. D. 
T s c h a m p e l  sowic? Frl. A. Seel iger  iind 
Hrn. G. Riethni i i l ler  I)estctns danken. 

Bosehreibung der Versuchc 

1. d-Glucosamin-Hydrochloridaus L a c t o - N - t e t r a o s e :  250 nig krist. L a c t o -  
X- t e  t raose  wurden mit 2 ccm Rasser + 2 ccm konz. Salzslure in einer zugeschmolzenen 
Ampulle 7 Stdn. auf 95-98" erhitzt. Die von dunklen Flocken befreite und mit Tierkohle 
entfiirbte Losung schied beim Eindunsten auf etwa 0,5 ccm krist. Glucosamin-Hydro- 
chlorid ab. Nach dem Absaugen und Waschen mit 50-proz. Alkohol lagen 37 mg (50% 
d.Th.) vor. La]$ : i-98.Ro (3 Min.) +. +72.3O (nach 6 und 12 Stdn., c = 1.06 in Wasser, 
l-dm-Rohr")). Papierchromatographie und Debye-Scherrer-Aufnahmen bestltigen das 
Vorliegen von rcinem Glucosaniin-Hydrochlorid. 
- .. .. . . . 

la) R.. L. W h i s t l e r  u. D. F. Durso ,  J. Amcr. rhem. SOC. Ti?, 677 [1950]. 
15) In Amerika ist unter meinem Nanien eine Arbeit, die mir nicht vorgelegen hatte, 

ini Druck erachienen: P. Gyorgy ,  H.. K u h n ,  R,. F. Norr i s ,  C. S. Rose  u. F. Zil l iken,  
Amer. J. Dis. Children 84,482 [1952]. Darin wurde behauptet, es seien aus Fraucnmilch 
krishllisierte linksdrehende, fucosehaltige Oligosaccharide isoliert worden. Das Wort 
,,kristallisierte" muate voni Autor berichtigt wcrden: P. Gyorgy,  Amer. J. Dis. Children 
86, 632 [1953]. Der wesentliche chemische Inhalt der angefuhrten Arbeit, namlich die 
Identifizierung von d-Glucosamin, 2-Fucose, d-Galaktose und d-Glucose in den Oligo- bzw. 
Polysacchariden der Frauenniilch, ist von Dr. Adeline Gauhe  in Heidelberg durchge- 
fiihrt worden. R i c h a r d  Kuhn.  

16) D. Aminoff ,  W. T. J. Morgan u. W. M. W a t k i n s ,  Biochem. J. 46, 426 (1950); 
E. F. Annison  u. W. T. J. Morgan,  Biochem. J. 62, 247 [1952]. 

1') Lit.: +72.5O (Tol lens-Elsner ,  Kurzes Handbuch d. Kohlenhydrate, J. A. Barth, 
Leipzig 1935, S. 243). 
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2. Lacto-N-tetraoee-phenylosaxon: Nach E. F ischer :  500 mg krist. L a c t o -  
N - t e t r a o s e  + 300 rng Phenylhydracin-Hydrochlorid + 750 mg Natriumacetat 
x 3H,O 5ccrn Wasser lieferten nach 2stdg. Grhitzen auf dem Wasserbad nur etwa 
100 mg rohes Osazon (16% d.Th.). 

Nach F. W e y g a n d  18) : 1 g krist. Tetraose + 250 mg frisch dest. pPhenetidin + 0.2 ccm 
Waeser -!- 0.025 ccm 2 n Eaaigsiiure wurden unter Kneten rnit einem Glasstab 10 Min. und 
nach Zugabe von nochmals 0.2 ccm Wasser + 0.025 ccm 2 n EesigGure weitere 5 Min. 
auf 97-980 erhitzt. Dann gab man 0.5 ccm Phenylhydrazin $. 2.5 ccm 2 n Essigsaum 
zu und erhitzte 45 Min. im Wasserbad. Aus der erkalteten Losung fie1 das gelbe Osazon 
auf Zusatz von 25 ccm Aceton Bus. Es wurde mit Aceton, 1 n Essigsaure und erneut mit 
Aceton gewaschen. Ausb. 500 mg (42% d.Th.). Zur Analyse wurde aus 200 ccm 99-proz. 
Methanol umkristallisiert, aus dem sich im Eisschrank feine gelbe Kadeln vom Schrnp. 
222-223O (Zers., Kupferblock auf 215O vorgeheizt) abschieden, die 12 Stdn. bei 100° 
(3 Torr, P,O,) getrocknet wurden. 

C,,H,,O,,N, (885.9) 
l)(ls Molekulargewicht bestiitigten wir durch spektralphotometrischen Vergleich rnit 

Ber. C 51.52 H 6.26 N 7.91 Gef. C 51.00 H 6.51 N 7.90 

Glucose-phenylosazon (Abbild. 4). 

Abbild. 4. nereinstimmung der molaren Absorptionsstarken von Lacto-N-tetraose- 
phenylosazon und Glucosazon (Spektralphotomctrische Bestimmung des Molekularge- 

wichts der Tetraose) 
Abszissen: Wellenbngen in mp 
Ordinaten: Extinktionen E im Beckman DU (10-mm-Kuvetten) 
0-0-0 8.86 mg Tetraoee-osazon (Mol.-Gew. 886) 1 in je 200 ccin 
e-0-0 3.60 rng Glucosazon (MoLGew. 358) 98-proz. Athanol 

Bei neuerlichem Umkristallisieren anderte sich der Schmp. nicht mehr. Das wasmr- 
freie Osazon ist wie die wasserfreie Tetraose hygroskopisch. Wurde das Osazon nur 
3 Stdn. bei 640 getrocknet, 80 stimmten die CH-Werte auf ein Dihydrat. [a];: +34.5O 
(waaserfreie Substanz in Pyridin, c = 1, 1-dm-R.ohr, 10 Min. und 15 En.). Nach 5 Stdn. 
war der Wert auf +32O und nach 12 Stdn. auf 4-24" gesunken, doch fiirbte sich die Liisung 
zunehmend dunkler. 

I n  heiBem Wasser ist daa Oeazon ziemlich Icicht, in siedendem Methanol erheblich 
schlechter, in kochcndem Athano1 nur noch wenig und in siedendem n-Butanol kaum noch 
liislich. Gute Losungsmittel sind Pyridin, Dimethylformamid und hcihr Ei-ig. Chloro- 
form und Benzol nehmen nichts auf. 

la) Ber. dtsch. chem. Gea. 73, 1290 [1940]. 
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S a u r e h y d r o l y s e  d e s  Osazons: 15 mg Lacto-N-tetraose-phenylosazon 
wurderi rnit 3 ccm 2nH,SO, unter Stickstoff in einer zugeschmolzenen Ampulle 3 Stdn. 
auf 104O erhitzt. Die mit Bariumhydroxyd neutralisierte, von Bariumsulfat. abzentrifu- 
gierte und niit Ather ausgeschuttelte Liisung wurde bei schwach salzsaurer Reakt.ion zur 
Trockne gebracht. Daa Papierrhroniatogranim (Essigester : Pyridin : Wasser _= 2 : 1 : 2, 
obere Schicht) zeigte Galaktose und Glucosamin, aber ke ine  Glucose. Als Vergleichs- 
zucker dicnten (hcose, Galaktosc, Ulucosamin-Hydrochlorid und Aeetylglucosamin. 

Glucosazon nus  M -  Acety l -g lucosamin:  Wach E. F ischcr :  Ausbeute 9% d.Th. 
(2 Stdn. Wasserbad) und 10% d.Th. (6 Stdn. Waascrbad). Nach F. Weygand:  Ausbeute 
4.7O/, d.Th. (p-Phenetidin) und 2.504 d.Th. (p'l'oluidin); erhitzt wurde je I5 Min. ni i t  
tleni Aniin iind weitere 30 Min. mit dem Phenylhydrazin im Wasserbad. 

3. Osydi l t ion  d e r  T e t r a o s e  m i t  H y p o j o d i t :  70 mg Lacto- ,V-tetraose wur- 
den niit 30 ccm n/50 Jod 4- 30 ccm Wasser 4- 2 ccm 5-proz. Sodaliisnng 30 Min. bei etwa 
20" im Diinkeln stehengelassen. 

Eine Probe von 5 ccm ergab bei Riicktitration mit Thiosulfat einen Jodverbrauch, der 
1x4 Annahme des theoret. Mol.-Gewichts 70i einer Tetraose-Menge von 5.70 mg (ber. aim 
tler Einwaage 5.65 mg) entsprach. 

1)ie Hauptrnenge der oxydierten Liisung wurde init 5 ccm n / l  H,SO, angesauert nntl 
tlas Jod sofort mit Chloroform uusgeschiittclt. Dann wurde durch vorsichtiges Zutropfen- 
I ~ H S P I I  von sehr red .  Hromwasser auch das als Jod-Ion vorliegende Jod in F'reiheit ge- 
sctzt. untl soEort i n  Chloroform aufgenommcn. Zur Entfernung der Kationen (Nae und 
KG:) diente eine klcine Saule, die mit Amberlite 1R-120 besrhickt war. Das Filtrat wurde 
i. Vak. auf etwa 10 ccni eingeengt, bis es etwa n / l  an Siiure (Schwefelsanre + Hromwasser- 
stofl'siiurc) war. In vcrschlossener Ampulle wurde diese Liisung iiber Nacht auf 98" er- 
hitxt,. Nach Entfernung der Schwefelsaure als Bariumsulfat wurde die Bromu~asscrstoff'- 
saurc untl die gebildete Gluconsiiure durch eine Ambcrlitesiiule (IR-4 B) abgetrennt. Das 
aiif 1 win cingeengt.e Filtrat enthielt laut I'apierchromatogramm keine  Glucose,  aber 
reichlich (ialaktose und Glucosamin. 

Die Hauptmenge des eingeengten Filtrats wurde auf 5 ccm verdiinnt und dicntc zur 
yuantitatiren Bestimmung des Verhaltnisses Glucosamin : Oalaktose. 

Nctch Morgan -EIsonl9) cnthielten diese 5 ccm 10.8 bzw. 11.5 ing Glucosaniin-Hy- 
tlrochlurid. I)ic nilch Ahtrennung des Glueosamins (Amberlite IR-120) nach Macleod- 
Itobison gefrindene Aldosemenge entsprach 21.6 mg Galektose. Fur das molarc Vcrhiiltnis 
Ghcosamin : Galaktose wurtle somit 0.89 : 2.00 gefunden. 

1.897 g kristallwasser- 
haltigcs T e t r a s a c c h a r i d  wurden niit 250 ocm n/lH,SO, 36 Min. in1 siedenden Waaser- 
bad whitzt. Dann wurde sofort niit Eiswasser gckiihlt, mit Barytwasser auf pH 6 gebracht, 
vom Hariurnsulfnt abzentrifugiert und aid 75 ccm i. Vak. eingeengt. Das Papierchromato- 
gramm zeigte nebcn unveranderter Tetraose 8 neue anilinphthalat-positive Flecken, ron  
dencn 5 Morgan-Elson-psitiv (srhraffiert) untl3 Morgan-Elson-negativ waren. 2 weitere, 
schr schwuche Flrcken gaben die Morgan-Elson-Reaktion nur nach Vorbehandlung mit 
Acetylaceton und enthielten offenbar Saccharide mit freien Aminogruppen, die durch 
Entacctylierung entstanden waren (vergl. Abbild. 1). 

Die auf 7'5 ccm eingeengte Losung wurde durch eine init 40 g Carboraffin C ,  staubfein'") 
iind 40 g Cclitc 5W') beschickte Saule (0 = 47 mm) filtriert. Eluiert wurde mit Wasser, 
den1 stcigendo Mengen von khan01 zugesetzt wurden. Zur Elution dienten: 1 )  2000 ccin 
Wasaer, 2) 4000 ccm 2-proz. Alkohol, 3) 3500 ccm 10-proz. Alkohol, 4) 2000 ccm 20-proz. 
Alkohol, 5)  2000 ccni 30-proz. Alkohol. 

5. Tsolierang tier Lactose:  Diese fand sich, nachdeni die Monosaccharide mit Was- 
ser durchgcwaschen waren, im Eluat mit 2-proz. Alkohol neben Lacto-N-biose I1 und 2 
weiteren (im Diagramni nicht dargestellten) s e  h r  schwachen etwaa langsamer wandern- 

4. Par t  i e 11 e S a  u re  h g  (1 rol ysc d e r  L a c  t.o - ,V- t e  t raose: 

' 9 )  L. A. Elson u. W. T. J. Morgan,  Biochem. J. 27, 1824 [1933]. 
?O) F a r b e n f a b r i k e n  B a y e r ,  Leverkusen. 
? I )  J o h n s - M a n v i l l e  Corp., New York, N.Y. 
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den Komponenten, die vermutlich Reveraionsprodukte darstellten. Der Trockenruck- 
stand (260 mg) wurde in wenig Wasaer gelost und als Streifen auf 4 Schleicher-&-Schiill- 
Bogen 2043b von 30 cm Rreite aufgetragen. Nach 44 Stdn. Laufzeit haben wir die Lac- 
tose-Zone, die nicht ganz frci ron Lacto-N-biose I1 war, mit heiDeni Waaser wiederholt 
ausgezogcn, den Aiiezug durch etwas Aniberlite IR-120 iind IR-4b filtriert und i.Vak. 
zur Trockne eingedampft (125 mg). Ihrch  Losen in 1 ccm Wasser, Klamn mit etwas 
Tierkohle und Zugabe yon 3 ccm Alkohol enielbn wir die Abecheidung schon kfist. Lac- 
tose, die mit wenig 50-proz. Alkohol gewaschen und uber Dipbwphorpentoxyd im Ex- 
siccator getrocknet wurde. Schrnp. 203-204O (zugeschmolzenes Rijhrchen) ; Vergleichs- 
priiparat von a - L a c t o s e h y d r a t  203-204O; keinc Depression. 

[ a l s :  +52.0° (Endwert nach 300 und 480 Min., c - 1.00, in \V-r), Lit.: + 52.P. Die 
Debye-Schermr-Aufnahme war mit eincr von or-Lactose-hydrat gemiwht.cn identisch. 

6. L a c t o - X - b i o s e  I: Man findet sie in den emtcn 700ccm des Eluata mit 10-proz. 
Alkohol (188 mg). 1.10 g aus mehreren Ansatzen stammende rohe Biose wurden in 13 ccrn 
siedendein absol. Methanol gelijst. Die lici13 filtrierte. crkaltete Lijsung trubte sich auf 
Zusatz von einigen ccm absol. Athanol und schictl dann bei 0" amorphe Plocken. die M i t e  
enthielten, ab. Ohne 211 filtrieren erwarmte iiian crneut, wobei nur ein Tcil der Flocken 
wieder in Lligung ging. gab etwas Tierkohle zu und filtrierte nach deiii Erkalten. Das 
Filtrat haben wir vorsichtig mit absol. Athanol biu zur boginnenden Triibung versetzt und 
bei 200 irn leichten Luftstrom cines Digcstoriurns langaam eindunsten lassen. Die am 
Rande dcs Schiilchcns sich abscheidenden Krietallkrutjtcn haben die Xcigung, zu zitrflic- 
Ben, wenn man sic: nicht von Zeit zu Zeit mit clcr Muttcrlauge verreibt. Fiir das Gelingen 
der Kristallisation acheint es wesentlich zu sein, da0 Methanol, in den1 die rohe L a c t o -  
,V-hiose I gut liislich ist, leichkr fluchtig iet als hhanol ,  in deni das Disaccharid ncthezu 
unlaslich ist, und daB uberdies aus der Luft soriel Feuchtigkeit angezogen werden kann, 
als zur Bildung des Disaccharid-hydrates niitig igt. Man wiischt auf der Nutsche mit Me- 
thanol/Athanol 1 : 1 und trocknet die farblosen feiiien Nadcln uber Kaliumhydroxyd irn 
Vakuumexsiccator. Arisl. 388 ing und weitere 80 iiig aus dcr Mutterlauge. Die auf dieso 
W e b  crhaltcne kristallwasserhlrltigc Suhstanz war in den meisten Fdlen analysenrein. 
Gegebenenfalls wurde aus hcil3em Methanol umkristallisiert, von dem nunmehr etwa die 
3fache Menge wie beim Rohprodukt zum Lijsen notig war. Die uber Kaliumhydroxyd 
getrocknete Substanz ist ein M o n o h y d r a t ,  daa bci etwa 140° zu sintern beginnt und hei 
80° und 3 Torr uber Diphosphorpntoxyd (40 Sun. )  scin Kristallwssser verliert. 

C,,H,,OII .H,O (360.3) Ber. C 40.00 H 6.71 Gef. C 40.47 H 6.47 

C I , H , , 0 1 1 ~ ~ H 2 0  (401.4) Gewichtsabnahmc Ber. H,O 4.70 Gef. H,O 5.04 
Die wasserfreie Lacto-N-biosc I ist hygroskopiech und ninimt an der Luft 2 Moll. 

Gewichtszunahmo Ber. 2 H,O 9.40 
Zur Analysc gelangte daa wawerfreie Disaccharid, welchcs bei 166-167O schmilzt und 

Wasser ad. 
C,,H,,OI,N (383.4) Gef. 2 H,O 10.21 

sich beim Weitererhitzen braunt. 
C,,HtSO,,N (383.4) Her. C43.85 H 6.57 N 3.65 Gef. C 43.60 H 6.88 N 3.58 

Die krist. L a c t o - N - b i o s e  I stellt d i e a - F o r m  dar: [ a ]g :  +32.00 (fur t =: 0) + -l-l4.O0 
(Endwert fiir wasserfreie Suhstanz, c = 2, in Wasser). 

7. P e r j o d a t - O x y d a t i o n :  Zur Oxydation dicnte cine steta im Dunkeln aufbcwahrto 
0.25 m NaJ0,-Losung, die durch Aufliiscn von 13.370 g NaJO, in 250 ccm Wasser her- 
gostellt und deren genauer Titer mit 0.1 n Natriumarsenit bestimmt wordcn war. IXe h i  
dcr Titration verwendcte m NaHC'0,-Losung mu0 frisch bereitet sein und darf sich niit 
Phenolphthalein hochstens ganz schwach xm farbcn. 

O x y d a t i o n  in  schwachsaurer  Losung:  J e  38.3 mg (0.1 mMol) 6-P-d-Galakto- 
aido-N-acetyl-d-glucosamin ~nd6-~-N-Acetyl-d-glucosaminido-d-galaktose 
bzw. 76.6 rng (0.2 mMol) Lacto-ZC-biose I und 141.4 mg (0.2 mMol) L a c t o - N - t e t r a -  
ose wurden in wenig Wasser gelast, mit 6.00 hzw. 12.00 ccm Perjodatlosung (entsprechend 
15 Moll. NaJO, pro Mol. Zucker) versetzt, init Wasser arif 20 ccm aufgefiillt und bei etwa 
23O ini Dunkeln aufbewahrt. In gegcbenen Zeitabstftnden entnahmen wir je 2 ccm, fugkn 
erst 5 ccm I m NaHCO,, dann 2 ccm 20-proz. Kaliumjodid-hung hinzu und titrierten den 
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Verbrauch an Oxydationsmittel aus einer Mikroburette. Der Reduktion eines Mols NaJO, 
durch den Zucker entsprach ein Minderverbrauch der entnommenen Probe von 0.20 bzw. 
0.40 ccm 0.1 n Arsenit gegenuber 2 ccm einer Blindprobe, deren Gehalt ubrigens tagelang 
unverandert bliet). Die Ergebnisse sind in Abbild. 2 aufgetragen. 

O x y d a t i o n  bei  % 7.5: Die Substanzen wurden in einigen ccrn Wasser geliist, der 
Heihe nach niit 6 ccm NaJ0,-Losung, 5 ccm nH,SO, iind 25 ccm m. KaHCO, versetzt 
und mit Wasser rtuf 50 ccm aufgefullt. Die Oxydationsdauer betrug 16 und 30 Stdn. bei 
23O. Wir bestimmtcn den Formaldehyd nach der Arbeitsweise von R.. Jeanloz"'). Die 
am den Xiickern erhaltenen Mengen an krist. Dimedon-Verhindung zeigt Tafel 1. 

- -. ... - - . -. - - - _ _  - - -. ... - -. __- -. - -. ._ - __ - .- .- - - 

Tafel 1 .  Zucker-Abbau m i t  l 'er jodat  bei  1h 7.8 

Formaldehyd-Dimedon-Verbindung DtLuer 
Mol. pro I Mol. Zucker 

. . .. - . . I . .I.._ .. . . I - - .  .. 

36.4 mg Lacto-N-tetraose . . , j 16 i 42.0 ~ 190-191" 2.88 

35.4 mg 9 ,  , 9  .... 44.8 ' 190-191O 3.07 

38.3 mg IAacto-N-biose I . . . . j 16 ! 42.8 j -180°(Z.) I 1.47 

35.4 mg; ,, ,, 16.5 I 39.4 190-1910 2.70 .... I 30 I 

50.7 mg') 9 t  ,, .... I 30 I 82.0 I 1w-1910 ; 2.74 

*) in der doppclten Menge Oxydatiun8liisunq 

8. Alkal i -Labi l i t i i t :  Die hohe Alkali-Empfindlichkeit der Lacto-N-biose I fie1 bei 
der Oxydation mit Hypojodit nach M. Macleod und R. Robison'3) zuerst auf: 

Je 2.083 nig Substanz verbrauchten 3.05 und 3.00 ccm n/200 Jod. Hieraus ergab sich 
das Aquivalentgewicht zu 273 und 278 statt ber. 383! LieB man das zur Macleod-Bestiin- 
mung dienende Alkali ohne Zusatz von Jod einwirken, dann war papierchromatographisch 
die Bildung von Galaktose und AAG zu erkennen. 

N-Acetyl-glucosamin gibt nach Macleod-Robison das richtige dquiv.-Gew. von 221. 
P a r b r e a k t i o n  m i t  E h r l i c h s  Aldehyd:  LaOt man auf 3 - A c e t y l - d - g l u c o s a m i n  

hei etwa 20O 0.05nNa,C03 30 Min. lang einwirken, so erhiilt nian auf Zusatz ron p - D i -  
m e t h y l a m i n o - b e n z a l d e h y d  (0.80 g in 30 ccm Athanoli- 30 ccm konz. Salzsiiure) kei- 
nen Farbutoff. L a c t o - N - t e t r a o s e  rerhalt sich ebenso. W'ictderholt man jedoch den 
Venuch niit Lacto- .N-biose I, so erhalt man eine kraftige Hotviolett-Farbung. Diesc 
gleicht derjenigen, die man mit :V-Acetyl-d-glucosamin und mit Lacto-N-tctraose crhiilt, 
wenn man vor Zusatz des Dimethylamino-benzaldehyds mit 0.05nNa2CO3 5 Min. im sic- 
denticn \\'asserbacl erwarint. Fur vergleichende Bestimniungen der Farbstiirke (Pulfrich- 
Photometer, Filter 653) wurde 5 Min. rnit 1.1 ccm O.ObnNa,CO, auf Y7-Wo erhitzt und 
90 bzw. I20 Min. nach Zusatz von 2 ccm Ehrlich-hagens und Verdunnen mit dthanol 
auf 10 ccni d)gelesen. Bei dem mit * bezeichneten Versuch wirkte die Sodalosung nur 30 
Min. h i  et,wi 40° ein. 

Wic man sieht, gibt Lacto-B-tetraose unter diesen Bedingungen mehr FarbstofT als 
ihrem &halt a n  N-Acetyl-glucosamin entspricht, narnlich 133-135%. &ide synthet. 
Disaccharide geben Farbstoff, unabhangig davon ob der h r - A c e t y l - g l u c o s a r - ~ s t  redu- 
zierend ist. oder nicht. Die Lacto-N-biose I gibt nach 30 Min. bei 20° etwa halb soviel 
Fitrbstoff wie nach 5 Min. in der Hitze. 

9. Papierchromatographische Kennzeichnung:  Als Papier diente Nr. 2043b 
von Schleicher & Schiill, als Losungsmittel ein Gemisch von Essigester : Pyridin : Wasser 
== 2 : 1 : 2 (obere S ~ h i c h t ) ~ ) ) .  Die Laufzeiten der absteigend durchgefuhrten Chromato- 
gramiue betrugen 12 Stdn. (fiirAAG) bis 48 Stdn. (fiir I I c  bis IV aua Frauenmilch). Ange- 
spruht wurden die im kalten Luftstrom (Fohn) getrockneten Papiere mit saurem Anilin- 

.?) R. J e a n l o z ,  Helv. chim. Acta 27, 1509 [1944]; vgl. R. K u h n  u. I. Low, Chem. 
Ber. S6, 1030 [1953]. 

") Biochem. J. 23, 517 [1929]. 

- . . -. .- - 
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Tafel 2. 
____ - _ _  - . - - - - - - - .- - - _____ I Ein- 1 entspr. mg 1 E 1 rel. Farbstarke 

Substanz waage Acetyl- (nach auf gleiche 
glucosamin I 90 Min.) N-Mengebezogen - - - - - I mg I ___ - -. _ -  ~ ___ 

N-Acetyl-glucosamin . . . . . . . . . . . 
Lacto-N-tetraose . . . . . . . . . . . . . . 

0.426 
1.543 

0.426 
0.488 
0.522 
0.522 

0.426 
0.396 

0.494 

0.451 

Lacto-N-tetraose . . . . . . . . . . . . . . 
B-~-N-Acetyl-glucosaminido- 

glucose . . . . . . . . . . . . , . . . . . . . . 
6-P-Galaktosido-N-acetyl-glucos- 

amin .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

i 0.68 1 
1 1.05 

0.87 I j 0.37 1 
.- _ _  

0.23 
1 

0.35 I 

1.268 

0.856 

0.782 

100 
135 
105 
44 

100 
133 

27 

45 

phthalat nach S. M. Par t r idge=) .  Zum Nachweis von AAG und von Galaktosido-AAG, 
die mit Anilinphthalat nur schwache Gelbfhbung geben, diente eine Losung von p-Di- 
methylamino-benzaldehyd (1.00 g in 30 ccm Athanol + 30 ccm konz. Salzsiiure + 180 ccm 
n-Butanol)=). Man erhiilt schiin violette Elecken, ohne dal3 erhitzt werden mu& 

Tafel 3. 
- -_ - .. - __ ._ - . - -. - ._ - 

Substanz 

,,Anhydro-N-acetylglucosamin" (AAG) . 
N- Acetyl-glucosamin . . . . . . . . . . . . . . . . . 
643- Galaktosido- AAG . . . . . . . . . . . . . . . . 
Glucose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Galaktose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Diacetyl-chitobiose . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Lacto-N-biose I . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
N-Disaccharid aus MekoniumZB) . . . . . . . 
Maltose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Cellobiose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
6-~-Galaktosido-N-acetylglucosamin . . . 
Lacto-N-biose I1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Lactose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
6-~-M-Acetyl-glucosaminido-glucose . . . 
6-~-N-Acetyl-glucosaminido-galaktose . . 
Allolactose (spnthet.) . . . . . . . . . . . . . . . . 
Komponente IV aus Frauenmilch . . . . . . 
Lacto-N-triose I1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Lacto-N-triose 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Lacto-N-tetraose (1IIc aus Frauenmilch) 
Komponente I11 b aus Frauenmilch . . . . 
Komponente IIIa QUS Frauenmilch . . . . 

-~ __ - _ -  

Komponente I I c  aus Frauenmilch . . . . I 

1.70 
1.24 
1.04 
1 .oo 
0.87 
0.81 
0.76 
0.71 
0.64 
0.63 
0.59 
0.57 
0.61 
0.49 
0.46 
0.41 
(0.37) 
(0.36) 
(0.26) 
(0.18) 
(0.14) 
(0.10) 
(0.06) 

! 
j 

1 

I 

1 

1 
I 

1 
1 
I 

1 
1 
1 
1 

RLactose 
- -. - 

- 

- 
2.03 
1.96 
1.70 
1.59 
1.49 
1.39 
1.25 
1.23 
1.15 
1.12 
1 .00 
0.96 
0.90 
0.80 
0.73 
0.70 
0.51 
0.36 
0.27 
0.19 
0.11 

Die eingekhmmerten Werte sind berechnet aus den IILacbse-Werten. 

=) S. M. P a r t r i d g e ,  Nature [London] 146, 443 [1949]. 
25) S. M. P a r t r i d g e ,  Biochem. J. 42,238 [1948]. 
a) R. K u h n  u. W. K i r s c h e n l o h r ,  Chem. Ber. 87, Nr.4 [1954]. 
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Fiir alle ,V-acetyl-hexosamin-haltigen Verbindungen wurden die Papiere zuniichst mit 
eincr Losung von 5 ccm 50-proz. walr. Kalilauge + 20 ccm hithanol + 500 ccm n-Butanol 
bespriiht und 5Min. bei 105" getrocknet. Dann bespriihte man rnit der angegebenen 
p-Dirnethylamino-benzaldehyd-Losung, wobei - ohne neuerliches Erhitzen - die Violett- 
Wrbung nach 1-2 Min. auftrat. 

Zur Priifung auf AAG-Bildung wurden 2-10 mg Substanz mit 1 ccin 0.05nNa2C:O, 
iiii siedenden Wasserbad 5 Min. envarmt, rasch abgekuhlt und rnit etwas Amberlite 
geschiittclt, bis die Priifung mit Lyphan-Papier ergab, dal die Losung neutral war. 
Das Filtrat wurtle in1 Exsiccator zur Trockne gebracht und dcr Riickstand chromato- 
grtlphiert. 

46. Herbert Brin t z inger und H ans Ell  w anger : Synthesen mit oc-Chlor- 
at,hglschwefelchlorid (VII. Mitteil.*) uber organische Schwefelchloride) 

[Aus dein Forschungsinstitut f iir Pigmonte und Lacltc, Stuttgart.] 
(Eingegangen am 11. August 19.53) 

Es wird iiber die Darstellung von a - (!hlor-iithylschwefelchloritl 
sowie iiber die mannigfaltigen, mit tlieser Verbindung durchfiihrbaron 
Synthesen, die u.a. auch zur Bildung von Makromolekiilen durch 
I'olykontlenh-ation und Polymerisat.ion fiihren, berichtet. 

Die groBe iind vielfakige R,eaktionsfahigkeit der von uns *) clargestcllten 
\~er\)induugen Methylschwefelchlorid und Chlormethylschwefelchlorid legte den 
Getlanken nahe, auch die Homologen dieser Qrundverbindungen darzustellen 
untl die Miiglichkeiten ihres Einsatzes fiir weitere Synt.hesen schwefelhaltiger 
\'erhinclungen zu nntersuchen. Die Keaktionen des Athylschwefelchlorids ha- 
hen wir hcreits in der \,'I. Mitt,eil.*) beschrieben; im folgenden berichten wir 
iiher die Synthese ties a -Chlor -a thylschwefe lch lor ids  und seine auBer- 
ordentlich grofie \'erwendungsmiiglichkcit fur die verschiedenartigsten Sgn- 
t hescin. 

Die D a c R t e 11 u ng  tler Alkyl- untl Chloralkylschwefelchloride erfolgt (lurch 
Chlorieren der ent.sprechenden Dialkyldisulfide, die nur gelingt,, wenn tlas Chlor 
die S--S-lJindung leichter als den Alkylrest angreift. Wie H. Br in t ,z inger  
untl Mit,arhb.') heim Dimethylrlisulfitl zeigten, ist dies bei Temperat.uren xwi- 
when - 15O uritl - P O o  der Fall. Durch weitergehende Chlorierung bei hoherer 
Tempcratur kann dann leicht am schwefelstandigen C-Atom ein weiteres 
Ch loratom eingcfiihrt werden. 

\Yir hailer1 nach diesem Verfahren das Xt.hylschwefelchlorit1 I ,  das a-Chlor- 
;it hylsc.li\\.efelrhlorid I1 und das Trimethylen-bis-schwefelchlorid I11 herge- 
stell t . 

( !2H5-S(41 CH,-CHC,!I-SCI C'IS-[CH.J,-S('I 
I I1 I11 
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