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Alkalispaltung: Je 5 mg der in der Tafel 2 aufgefithrten Disaccharide wurden in
je 0.9 ccm Wasser geldst und unter Zusatz von 0.1 cem 0.52Na,CO; 5 Min. im siedenden
Wasserbad bzw. 30 Min. bei 22° hydrolysiert. Die Hydrolysate wurden mit Austauschern
Amberlite IR—4B und IR—120 von Ionen befreit und gefrier-getrocknet. Die Riickstinde
untersuchten wir papierchromatographisch auf die Spaltprodukte, wobei wir die
schon frither von uns benutzte!) Methodik?) anwandten. Bespriiht wurde mit Anilin-
hydrogenphthalat, zur Unterscheidung der Ketosen und Aldosen mit Naphthoresorcin-
Trichloressigsaure?2).

246. Richard Kuhn und Hans Helmut Baer: Synthese der 3-3-d-
Galaktosido-d-glucose und der 3-8- d-Galaktosido-d-fructose

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

(Eingegangen am 2. August 1954)

1.2,5.6-Diisopropyliden-d-glucofuranose bzw. 1.2,4.5-Diisopropy-
liden-d-fructopyranose geben mit Acetobromgalaktose nach Koenigs-
Knorr in 3-Stellung verkniipfte Disaccharid-Derivate. Nach Ab-
spaltung der Acetonreste und Acetylgruppen konnte chromatogra-
phisch krist. 3-B-d-Galaktosido-d-glucose sowie krist. 3-8-d-Galakto-
sido-d-fructose erhalten werden. Die beiden Disaccharide liefern das-
selbe Phenylosazon.

Ein aus Frauenmilch sowie aus den Blutgruppensubstanzen des Mekoniums
isoliertes Disaccharid, das aus N-Acetyl-d-glucosamin und d-Galaktose auf-
gebaut ist, hatte unter Abspaltung der Acetaminogruppe ein schon kri-
stallisierendes Osazon ergeben, das von Lactosazon und von Allolactosazon
verschieden war. Um zu priifen, ob es sich um 3-f-d-Galaktosido-d-glucosazon
handelt, haben wir die noch unbekannten 3-8-d-Galaktoside der d-Glucose
und d-Fructose aufgebaut.

Als Vorbild diente die Synthese der 3-8-d-Glucosido-d-glucose (Laminari-
biose) von P. Bichli und E. G. V. Percivall).

Die 3-B-Galaktosido-glucose (I) wurde in einer Ausbeute von 69
d.Th. (iiber alle Stufen) erhalten. Sie kristallisiert leicht aus feuchtem Me-
thanol in farblosen Nadeln, die das Monohydrat der «-Form darstellen
und bei 202—204° schmelzen (Braunfirbung). Bei 110° i. Vak. iiber Diphos-
phorpentoxyd -erhilt man das wasserfreie Disaccharid, das an feuchter Luft
nur 1/, Mol. Wasser wieder aufnimmt. Zum gleichen Semihydrat gelangt man
auch, wenn man das lufttrockene Disaccharid (Monohydrat) bei etwa 20°
iiber Diphosphorpentoxyd i.Vak. trocknet. Das wasserfreie Priparat, das
Semihydrat und das Monohydrat unterscheiden sich in jhren Debye-Scher-
rer-Diagrammen, dagegen nicht im Schmelzpunkt. Die Drehung betrigt
[a]g: +76.7° - +41.2° (wasserfreie Substanz in Wasser). Das Disaccharid
schmeckt weniger siil als der isomere Milchzucker. Von Emulsin wird es

2) D. G. Walker w. F. L. Warren, Biochem. J. 49, XXX [1951].
1) J. chem. Soc. [London] 1852, 1243.
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etwa ebenso schnell, von Lactase aus E. coli langsamer als Lactose in Glucose +
Galaktose gespalten. Auch die Hydrolyse mit verd. Siéure fithrt zu Glucose
und Galaktose.

—
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0-CH 0-CH
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Mit besserer Ausbeute, namlich 199, d.Th. (iiber alle Stufen) verlief die
Synthese der 3-8-Galaktosido-fructose(IT). Diese kristallisiert in derben
Prismen ohne Kristallwasser; Schmp.197-199°. Es handelt sich um die
rasch abwirts mutarotierende o-Form; [a]f: --14.6° (4 Min.) —» -27.1°
(Wasger). Die 3-B-Galaktosido-fructose schmeckt nur schwach siil und ist
durch Coli-Lactase sowie durch Emulsin in Fructose + Galaktose spaltbar. Mit
Hypojodit (Jod + Natriumcarbonatlésung) wurde ein Reduktionsvermégen
gefunden, das 579, desjenigen der Lactose entspricht. Dieser Befund sagt
nichts gegen die Reinheit der chromatographisch einheitlichen Verbindung.
Er erklirt sich dadurch, daB die 3-B-Galaktosido-fructose dhnlich wie die
3--Glucosido-fructose (Turanose) von verd. Alkalilauge schon in der
Kilte hydrolytisch gespalten wird: 1iBt man die Natriumcarbonat-
losung ohne Jod einwirken, so findet man nach der iiblichen Einwirkungs-
zeit papierchromatographisch, daB schitzungsweise 5 9, in Galaktose + Fruc-
tose gespalten sind. HeiBle 0.05nNa,CO, spaltet in wenigen Minuten beide
Disaccharide (I und II) vollstindig2).

Vergleich des spezif. Drehungsvermégens in Wasser (Gleichgewichtswerte)

3-B-Galaktosido-glucose ..........ccooiiviiinnnnnn. +41.2° A — 20.40
3-B-Glucosido-glucose (Laminaribiose) .............. +20.8° =
4-B-Galaktosido-glucose (Lactose) ................. +54.9° A= 1970
4-B-Glucosido-glucose (Cellobiose) ................ +35.20 &~
6-8-Galaktosido-glucose (Allolactose) ............... +30.7° o
6-B-Glucosido-glucose (Gentiobiose) ................ +9.60 A =209

Auffallend gut ist die Ausbeute an Osazon (80 % d.Th.), die man sowohl
aus 3-B-Galaktosido-glucose wie -fructose erhilt. Die aus beiden Disacchari-
den gewonnenen Osazone, feine gelbe Nadeln vom Schmp. 184—1859° haben

%) Vergl. Tafel 2 in der vorstehenden Mitteil., Chem. Ber. 87, 1553 [1954].
Chemische Berichte Jahrg. 87 102
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sich als identisch erwiesen. Uber die Identitiat mit dem Osazon der aus Frauen-
milch gewonnenen Lacto-/V-biose I wurde bereits in der vorstehenden Arheit
berichtet.

Frl. A. Seeliger haben wir fiir ihre technische Hilfe bei der Herstellung der Pra-
parate, Frl. D. Tschampel fir die Hypojodittitrationen und Hrn. E. Rohm fiir dic
Aufnahne der Rontgenogramme sehr zu danken.

Beschreibung der Versuche

Die Darstellung der Ausgangsprodukte 1.2,5.6-Diisopropyliden-glucose {Diace-
ton-glucose)?), 1.2,4.5-Diisopropyliden-frnctose (x-Diaceton-fructoge)!) und Aceto-
bromgalaktose®) erfolgte nach bekannten Vorschriften. Wasserfreies Calcium-
sulfat wurde durch 2stdg. Entwéssern von gofalltem Gips bei 240°8) gewonnen. Das
Silbercarbonat wurde vor jedem Versuch frisch dargestellt durch Fallen einer Silber-
nitrat-Losung mit einem kleinen UnterschuB8 an Natriumhydrogencarbonat-L.osuny. Der
Niederschlag wurde erst durch mehrfaches Dekantieren, dann auf der Nutsche solange mit
dest. Wasser gewaschen, bis das Waschwasser keine Ag®-Tonen mehr enthielt. Zuletzt wurde
kurz mit trockenem Aceton gewaschen und 2 Stdn. im Vakuum-Exsiceator iiber Schwefel-
siiure/Kaliumhydroxyd getrocknet.

3-B-Galaktosido-fructose

a) Kondensation: 10g «-Diaceton-fructose, 15g Silbercarbonat und 350¢
wasserfreies Calciumsulfat wurden in einer braunen Flasche in 80 ccm trockenem Benzol
gelost bzw. aufgeschlimmt und unter Feuchtigkeitsausschlu3 1 Stde. mechanisch geruhrt.
Danach fiigten wir 3 g Jod hinzu und lieBen unter fortwdhrendem Riihren eine Lisung
von 15.7g Acetobromgalaktose in 80 cen trockenem Benzol in Laufe 1 Stde. zu-
tropfen. Hierauf ersetzten wir den Riihrer durch ein Calciumchlorid-Rohr und schiittel-
ten den Ansatz bis zur Beendigung der Reaktion auf der Maschine. Das Ende der Re-
aktion, welches nach 40-48 Stdn. efreicht war, erkennt man am ganzlichen Verbrauch
der Acetobromgalaktose, auf deren Anwesenheit in filtrierten Proben wir nach den An-
gaben von K. Freudenberg und K. v. Oertzen priiften’). Nun wurden die anorgani-
schen Produkte von der Benzollosung durch Absaugen iiber Talkum abgetrennt und mit
250 ccm heiBem Benzol gewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden mit Tierkohle ent-
farbt und i. Vak. zum Sirup eingedampft, aus dem wir restliches Benzol durch zweimaliges
Niederdampfen mit Methanol vertrieben. Zur Entfernung des Hauptteiles der nicht
umgesetzten, wasserldslichen Diaceton-fructose wurde der Sirup in 30 cem warmem Me-
thanol gelost; nach Abfiltrieren einiger ungeldster Flocken lieBen wir diese Lésung unter
kriftigem Riihren zu der 20fachen Menge kalten Wassers tropfen. Der ausgefallene
weiBe Niederschlag wurde abzentrifugiert und mit Wasser gewaschen. Sollte er sich
in zéh-klebriger Form abscheiden, so lat er sich durch Verreiben mit etwas Eis leicht
pulvrig und filtrierbar machen. Er besteht aus dem Disaccharid-Derivat und aus accty-
lierter Galaktose, welche offenbar der Acetobromgalaktose entstammt. Betrichtliche
Anteile dieser beiden Reaktionsprodukte befinden sich jedoch auch noch in der wiBr.-
methanol. Lisung und scheiden sich beim Einengen derselben i. Vak. auf etwa cin Drittel
des Volumens ab.

Wir erhielten auf diese Weise insgesamt 9--10 g weille, amorphe, pulvrige Subsianz
(exsiccator-trocken), die linksdrehend war.

b) Ainmonolyse: Zur Entacetylierung wurden 9.2 g der exsiccator-trockenen Sub-
stanz in 100 cem absol, Methanol gelost und mit 100 ccm absol. Methanol, das bei (¢
mit Ammoniak gesittigt war, versetzt. Die Mischung blieb 7 Stdn. bei ~20° stehen;

3) 0. Th. Schmidt u. A. Simon, J. prakt. Chem. 152, 190 {1939].

1) H. O. L. Fischer u. C. Taube, Ber. dtsch. chem. Ges. 60, 488 (1927].

3) M. Barczai-Martos u. F. Korésy, Nature [London] 165, 369 [1950).

6) W. A. Hammond u. J. R. Withrow, Ind. Engng. Chem. 25, 653, 1112 [1953].
") Liebigs Ann. Chem. 574, 44 [1951].



Nr. 10/1954) und der 3-B-d-Galaktosido-d-fructose

1563

danach wurde die methanolische Ammoniaklésung i.Vak. verjagt (Badtemp. 35°), des-
gleichen ein Teil des entstandenen Acetamids durch Sublimation (Badtemp. 60°; Wasser-
strahl-Vak.).

Der hinterbleibende Sirup reduzierte Fehlingsche Lésung und enthielt neben dem
Biose-Diaceton-Derivat Galaktose, wie sich papierchromatographisch zeigen lieB. Zur
Entfernung derselben l6sten wir den Sirup in 60 ccm absol. Methanol und lielen die L§-
sung unter Umschwenken in 900 ccm trockenen Ather eintropfen. Hierbei fiel die Galaktose
in voluminésen, hygroskopischen Flocken aus. Der Niederschlag wurde einige Stunden
bei 4° stehengelassen, danach rasch abgesaugt, mit trockenem Ather gewaschen und im
Exsiceator getrocknet. Papierchromatographisch ergab sich, daff diesecr Niederschlag
(1.0 g) groBtenteils aus Galaktose bestand, auBerdem aber noch cine langsamer
wandernde, moglicherweise disaccharidische Komponente enthielt, welche keine Seli-
wanoff-Reaktion gab, ferrer eine schneller als Fructose wandernde Komgonente, die sich
mit Naphthoresorcin lila farbte; Fructose war nicht vorhanden. Der Niederschlag wurde
verworfen.

Die ither.-methanol. Mutterlauge wurde zum Sirup eingeengt und dieser in 60 ccm
Wasser aufgenommen. Die wiBr. Losung war gelblich und triibe; sie enthielt eine ge-
ringe Menge eines eigentiimlich riechenden Oles emulgiert. Durch Erhitzen mit einer
Spatelspitze Tierkohle und anschlieBende Filtration lieBen sich diese Verunreinigungen
leicht entfernen.

Das farblose und nur noch schwach riechende Filtrat wurde auf 125 cem gebracht.

¢) Abspaltung der Acetonreste: Zur Entacetonierung wurde diese Losung mit
dem gleichen Volumen 0.1 m Oxalsidure versetzt, so daB eine Losung des Zucker-Deri-
vates in 250 cem 0.05 m Oxalsiure vorlag. Sie wurde unter den Bedingungen einer Wasser-
dampidestillation 15—20 Min. hydrolysiert. Nach dieser Zeit war die Legalache Acetonprobe
im Destillat negativ, wihrend sie in den ersten Destillatanteilen sehr stark positiv war.

Das mit fliefendem Wasser abgekiihlte Hydrolysat wurde mit gesitt. Calciumhydr-
oxyd-Lésung sorgsam gegen Methylrot neutralisiert; letzte Spuren Oxalsaure entfernten
wir mittels Ionenaustauschharzes IR—4B. Alkalische Reaktion wurde streng vermieden.

Die waBr. Zucker-Liosung dampften wir i. Vak. auf ein kleines Volumen ein. Die Seli-
wanoffsche Probe auf Ketosen war positiv, ebenso die Fehlingsche Probe. Papierchromato-
graphisch zeigte sich viel Ketobiose neben weniger Galaktose und Fructose. Die Gegen-
wart der Monosaccharide diirfte hauptsichlich auf teilweise Hydrolyse des Disaccharids
withrend der Entacetonierung zuriickzufiihren sein.

d) Chromatographische Reinigung: Wir bereiteten uns eine Saule von 50 cm
Linge und 5 cm Durchmesser, die etwa 350 g Cellulose- Pulver Schleicher & Schiill
123a enthielt, welches zuvor mit Wasser, Aceton, Pyridin, Butanol und nochmals mit
Aceton gewaschen und an der Luft getrocknet worden war. Das zu echromatographie-
rende Zuckergemisch vermischten wir, in méglichst wenig Wasser gelost, in einem Schal-
chen mit Cellulose-Pulver zu einer kriimeligen Masse, die wir im Exsiccator trockncten,
in der Reibschale rasch zerkleinerten und auf die trockene Siule aufbrachten. Die Ent-
wicklung und Elution erfolgte mit einem Gemisch aus 6 Voll. »-Butanol, 1 Vol. Pyridin
und 1 Vol. Wasser!) (handelsiibliche Losungsmittel, redestilliert). Wir arbeiteten mit
gelindemn Unterdruck, so daB die DurchfluBrate etwa 100 bis hdchstens 150 cem/Stde.
betrug. Die Eluate fingen wir in Fraktionen von durchschnittlich 340 cem (+£109%,) auf.
Etwa 10 [ Losungsmittelgemisch reichten fiir eine Chromatographie aus.

Uber jede einzelne Fraktion unterrichteten wir uns fortlaufend durch Rundfilter-
chromatographie. Hierzu licBen wir je etwa 1.5 ccm Eluat in kleinen Schélchen im ge-
linde evakuierten KExsiccator iiber Natriumhydroxyd/Schwefelsiure eintrocknen und
nahmen den Riickstand in 0.05 ccin Wasser auf. Wir beniitzten Rundfilter vom Durch-
messer 27 cm, auf denen man bequem gleichzeitig 10 Fraktionen nebst Vergleichszuckern
laufen lassen kann. Als Lésungsmittelgemisch hat sich n-Butanol-Aceton-Wasser 2:7:1
gut bewdhrt®). Auch durch die optische Drehung der Fraktionen konnte der Verlauf
der Chromatographie, wenn auch weniger empfindlich, verfolgt werden.

8) K. V. Giri u. V. N. Nigam, Naturwissenschaften 40, 343 {1953].
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Die Fraktionen 49 eines Beispiels enthielten Fructose, 9—14 Galaktose, 15 Galak-
tose + Disaccharid, 16 und 17 Disaccharid + Spuren Galaktose, 18—28 reines Disac-
charid, 29—31 waren zuckerfrei. Maximalen Disaccharid-Gehalt hatte Fraktion 19 mit
ap: —0.10° (2-dm-Rohr). Die Disaccharid-Fraktionen wurden vereinigt und i.Vak. bei niedri-
ger Temperatur trocken gedampft. Der Abdampfriickstand wurde in wenig Wasser auf-
genommen, mit Tierkohle geklart und erneut eingedampft, zuletzt unter Zusatz von
absol. Methanol. Aus 10 g Diacetonfructose ergaben sich so 2.507 g (exsiccatortrocken)
rein weilles, chromatographisch einheitliches Disaccharid (18.7% d.Th.). Rgueose= 0.72;
Ryactose= 1.36 (Methodik: vergl. FuBinote 10).

e) Eigenschaften: Die 3-8-Galaktosido-fructose kristallisiert aus wenig Was-
ser auf Zusatz von Methanol, Athanol, Methanol + Eisessig, Butanol + Eisessig — be-
sonders schon in den beiden letztgenannten Fillen —, wenn man soviel von dem organi-
schen Losungsmittel zufiigt, wie in der Hitze ohne Triibung aufgenommen wird. Bei ein-
bis mehrtigigem Stehenlassen im Eisschrank scheiden sich derbe, kurze, schrigaus-
léschende Prismen bzw. Saulen ab. GroSere Mengen kristallisiert man zweckmiBig in
folgender Weise: Der Zucker wird in einer Schale in 4 bis 5 Teilen Wasser gelést und
mit absol. Athanol (1—-2 Vol.) versetzt bis zur beginnenden Triibung, die man durch
einige Tropfen Wasser wieder zum Verschwinden bringt. Die Schale stellt man in einen
Exsiceator, der viel absol. Athanol sowie eine Schale mit wasserfreiem Calciumsulfat ent-
hilt und evakuiert vorsichtig. Die Kristallisation dauert mehrere Tage und verlduft
mit sehr guter Ausbeute.

Die lufttrockenen Kristalle schmelzen bei 197—199° unter Gelbfarbung (Monoskop).
Sie enthalten kein Kristallwasser und sind nicht hygroskopisch. Gewichtsverlust im
Vakuum-Exsiccator iiber Diphosphorpentoxyd weniger als 0.19,.

CoHp0y; (342.3) Ber. C42.10 H6.48 OC,H;— Gef. C42.11 H6.43 OC,H;—

Hypojodit-Titrationen®) ergaben 4.8 und 7.09, des Reduktionswertes von Lactose.
Fehlingsche Losung wird in der Hitze reduziert, mit Resorcin + Salzsdure tritt Rot-
farbung ein (Seliwanoffs Ketosen-Reaktion).

Mutarotation (72.0 mg Sbst. in 3 ccm Wasser von 26% 1-dm-Rohr)

Min. | ¢ |43 | 5 |55 | 7 |9 | 1] 14 | 2] e
ap | —0.35 | —0.40 | —0.48 | —0.52 | ~0.58] —0.62| —0.64| —0.645 | ~0.65 | --0.65
[2]f: —14.6° (4 Min.) —» —27.1° (25 Min., konst.) (¢ = 2.4 in Waaser)

3-B-Galaktosido-glucose

Die Darstellung lehnt sich in allen wesentlichen Teilen derjenigen der Ketobiose an.

a) Kondensation: Ansatz: 20g Diacetonglucose, 30g Silbercarbonat, 60 g
wasserfreies Calciumsulfat, 6 g Jod und 31.4g Acetobromgalaktose in insgesamt
320 cem absol. Benzol.

Wir 16sten den Abdampfriickstand in 50 ccm Methanol und lieBen die Lésung in 11
kaltes Wasser (49) eintropfen. Das ausgefallene Material sowie die weitere (groBere)
Menge, die beim Einengen der Mutterlauge i. Vak. auf etwa 150 cem anfiel, wurde isoliert
und mit Wasser gewaschen. Sofern die Konsistenz teilweise sirupts war, wurde durch
mehrfaches Abdampfen mit absol. Alkohol von anhaftendem Wasser befreit, sonst im
Exsiccator getrocknet; Ausb. 16.3 g.

b) Ammonolyse: Die Entacetylierung wurde in der fiir das Fructose-Derivat be-
schriebenen Weise durchgefiihrt. Wir 16sten den Ammonolysen-Riickstand in 100 ccm
absol. Methanol, welches wir in 1.51 trockenen Ather eingossen. Der hygroskopische,
flockige Niederschlag wog exsiccatortrocken 5.6 g. Papierchromatographisch ergab er (wie
bei der Synthese der Ketobiose) Galaktose und eine langsamer wandernde oligosacchari-
dische Komponente; er wurde verworfen.

9) M. Macleod u. R. Robison, Biochem. J. 28, 517 [1929].
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¢) Die Entacetonierung des eingedampften #ther. Filtrates wurde mit 500 cem
0.05 n Oxalsiure (Wasserdampidestillation) durchgefiihrt und dauerte 25 Min. Das auf-
gearbeitete Hydrolysat reduzierte stark Fehlingsche Losung und zeigte papierchromato-
graphisch die Gegenwart von Galaktosido-glucose sowie der monosaccharidischen Kom-
ponenten an.

d) Chromatographische Reinigung: Es wurde cine Cellulose-Siule gleicher
GréBe und die gleiche Technik wie fiir die Isolierung der Ketobiose angewandt.

Die Fraktionen 5—11 enthielten Monosaccharide, 12, 13 und 14 waren zuckerfrei.
15—27 enthielten das Disaccharid, 28—-30 waren zuckerfrei. Maximalen Disaccharid-
Gehalt zeigte Fraktion 20 mit ap: +0.09° (2-dm-Rohr).

Beim Eindampfen der vereinigten Disaccharid-Fraktionen i.Vak. kristallisierte der
Zucker spontan. Ausb. 1.6 g (5.7% d.Th.). RgGeose = 0.70, Ryactose = 1.31, einheit-
lich (Methodik: vergl. Fufin. 10).

e) Eigenschaften: Die 3-B-Galaktosido-glucose wurde zur Analyse aus feuch-
tem Methanol umkristallisiert, notigenfalls unter Zusatz von wenig Tierkohle. Die Mutter-
laugen wurden vorteilhaft nach der »Exsiccatormethode’ aufgearbeitet. Der Zucker
kristalisiert in feinen, oft rosettenformig angeordneten Nadeln vom Schmp. 202—-204°
(Braunfarbung, Monoskop). Er enthilt 1 Mol. Kristallwasser, von dem die Hilfte
im Vakuum-Exsiccator bei gewohnlicher Temperatur, der Rest erst bei erhéhter Tem-
peratur abgegeben wird. Das Halbhydrat bildet sich auch, wenn man die wasserfreie
Substanz feuchter Luft aussetzt. 633 mg ,,lufttrockene* Sbst. verloren bei 23°/0.5 Torr
tiber Diphosphorpentoxyd 20 mg an Gewicht = 3.16%, (ber, Abnahme '/, H,0: 15.8 mg
= 2.50%). Bei 110° wurden weitere 3.37%, (2.96%,) abgegeben. Die Analyse stimmte
dann auf wasserfreies Disaccharid.

CieHp0,, (342.3) Ber. C42.10 H6.48 Gef. C42.20,42.45 H 6.82, 6.59

Gewichtszunahme der wasserfreien Sbst. an feuchter Luft 2.36%; ber. fiir 1/, H,0
2.63%.

" CH;04, 1/, H,0 (351.3) Ber. C41.02 H6.60 Gef. C40.81 H6.52

Hypojodit-Titration®):’

Lufttrockene Sbst.: Aquiv.-Gewicht fiir Monohydrat ber. 360, gef. 349
Lactose: Aquiv.-Gewicht fiir Monohydrat ber. 360, gef. 363.5
Fehlingsche Losung wird in der Hitze reduziert, die Seliwanoff-Reaktion ist negativ.

Mutarotation (61.8 mg wasserfr. Sbst. in 3 ccm Wasser von 22°, 1.dm-Rohr)
Min. | 0 | 3 | 4 [ 5 | 9 | 13| 2 |2 '25]|27[3. 4

ap | (158)| 148 | 145 | 142 | 137 | 132 | 1.26 | 124 [1.23[1.210010 112
| ST w1 [0 | | Tudme

ap | 1.07 | 0.96 | 092 [ 087 | 085 | 085
[l : +76.7° (¢=0) > +71.8° (4 Min.) — -+41.2° (300 Min., konst.)

Saure und enzymatische Spaltung der Disaccharide

a) Saurehydrolyse: Je 5 mg der Disaccharide wurden in verschlossenen Am-
pullen in 1 com 22HCI 1.5 Stdn. bei 100° hydrolysiert. Die Hydrolysate wurden mit
Austauschern Amberlite IR—4B und IR —120 von Ionen befreit und gefrier-getrocknet.
Die Riickstinde untersuchten wir papierchromatographisch auf die Spaltprodukte, wo-
bei wir die schon frither von uns benutzte Methodik?) verwendeten. Bespriiht wurde
mit saurem Anilinphthalat, zur Unterscheidung der Ketosen und Aldosen mit Naphtho-
resorcin [Trichloressigsaure!!).

A;") M. Eermyn u. F. A.Isherwood, Biochem. J. 44, 402 [1949]; vergl. R. Kuhn,
A. Gauhe u. H. H. Baer, Chem. Ber. 87, 298299 [1954].
1) D. G. Walker u. F. L. Warren, Biochem. J. 49, XXXI [1951].



1566 Kuhn, Baer [Jahrg. 87

Die 3-8-Galaktosido-fructose lieferte Galaktose und Fructose, die 3-8-Galaktosido-
glucose (ialaktose und Glucose jeweils in etwa gleicher Starke.

b) Enzymatische Hydrolyse: Enzymlosung: 20 mg Coli-Lactase in 1cecm
Wasser.

Je 5 mg der beiden 3-B-Biosen sowie 5 mg Lactose wurden in je 0.05 ccm Wasser
gelost, mit je 0.05 cem Enzym-Losung sowie einem Tropfchen Toluol versetzt und im
verschlossenen Gliaschen auf 37° gehalten. Nach 12, 24 und 48 Stdn. wurden Proben
zur Chromatographie entnommen.

Die Lactose war nach 12 Stdn. weitgehend, nach 24 Stdn. fast vollstindig verschwun-
den unter Bildung von Galaktose und Glucose. AufBlerdem entstanden langsamer wan-
dernde Resyntheseprodukte!?), deren Menge im weiteren Verlauf der Reaktion (48 Stdn.)
wieder abnahm.

Die beiden 3-8-Biosen waren nach 12 Stdn. teilweise, nach 24 und 48 Stdn. stérker,
aber unvollstindig in ihre Monosaccharid-Komponenten gespalten. Auch hier traten
Resyntheseprodukte auf, und zwar bei der Aldobiose schon nach 12 Stdn., bei der Keto-
biose erst nach 48 Stunden.

Die Spaltungsversuche mit Emulsin (Enzym-Losung: 40 mg Emulsin Merck in
1 cemn Wasser) wurden analog durchgefiihrt. Die 3-8-Galaktosido-glucose wurde hierbei
etwa cbenso schnell gespalten wie Lactose, die 3-B-Galaktosido-fructose dagegen bedeu-
tend langsamer.

3-B-Galaktosido-glucose-phenylosazon

a) Aus 3-Galaktosido-glucose: 100 mg Disaccharid, 300 mg Phenylhydrazin-
hydrochlorid und 300 mg Natriumacetat +3H,0 wurden in 3 ccm Wasser geldst und nach
einigen Minuten Erhitzens auf dem Dampfbad mit wenig Tierkohle heil filtriert. Danach
setzten wir das Erhitzen 2 Stdn. fort. Aus der rétlichgelben klaren Losung kristallisierte
beim Abkiihlen und Verdiinnen auf 6 ccm das Osazon in feinen, zu Biischeln vereinigten
Nadeln. Nach Stehenlassen iiber Nacht im Eisschrank wurde es abgesaugt und mit Eis-
wasser gewaschen. Das rein gelbe, exsiccatortrockene Produkt wog 123 mg (819, d.Th.).
Der Schmelzpunkt lieB sich durch Umbkristallisieren aus Wasser + etwas Atha.nol von
1801819 auf 184—185° (Kupferblock auf 175° vorgeheizt; Zers.) erhohen. Braunliche
Verunreinigungen, wie sie sich bei lingerem Stehenlassen des reingelben Kristallisats
unter der Mutterlauge bilden, lassen sich mit Ather-Methanol (4:1) leicht auf der
Nnutsche wegwaschen.

Zur Analyse wurde bei 105°/3 Torr iiber Diphosphorpentoxyd getrocknet.

CpyH3yO0N, (520.5) Ber. €55.37 H6.20 N 10.77
Gef. C55.06 H 6.45*) N 10.56, 11.05
*) Die C,11-Bestimmung erfolgte unter Zusatz von V30,

Drehung: 11.2 mg Sbst. in 2 ccm absol. Pyridin, 1-dm-Rohr.

(218 : +15.2° (5,10 u. 15 Min.) > ~ —4 bis —5° (21,26 u. 42 Stdn.).

b) Aus 3-Galaktosido-fructose: 500 mg Disaccharid, 1.5 g Phenylhydrazin-hydro-
chlorid und 1.5 g Natriumacetat +3H,0 wurden in 15 ccm Wasser 1.5 Stdn. ebenso be-
handelt wie unter a) beschriecben. Der Kolbeninhalt erstarrte beim Abkiihlen zu einem
dichten Brei gelber Nadeln, die abgesaugt und mit Wasser, danach mit wenig trockenem
Aceton gewaschen wurden, bis dieses fast farblos ablief. Ausb. 623 mg (829, d.Th.);
Schmp. 184—185° (Zers., Block auf 175° vorgeheizt).

Zur Analyse wurde bei 105°/3 Torr iiber Diphosphorpentoxyd getrocknet.

Cp H3,00N, (520.5) Ber. €55.37 H6.20 N 10.77

Gef. C54.90 H6.57*) N 10.43, 10.92
*) Die C,H-Bestimmung erfolgte unter Zusatz vom V,0,.

Drehung: 25.0 mg Sbst. in 5 ccm absol. Pyridin, 1-dm-Rohr.
[e]f: +13.0° (5 u. 10 Min.) —» +10.0° (3 Stdn.) —» —4° (21 Stdn.).
- —10.0° (26 Stdn.) — —13.0° (31 u. 47 Stdn.).

) 12) K. Wallenfels, E: Bernt u. G. Limberg, Liebigs Ann. Chem. 584, 63.[1953];
579, 113 [1952]. '
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Die nach a) und b) hergestellten Osazon-Priparate lieferten identische Debye-Scherrer-
Rontgenogramme und UR-Spektren. Der Misch-Schmelzpunkt war nicht erniedrigt.

Das reine 3-B-Galaktosido-glucose-phenylosazon ist leicht loslich in Eis-
essig und in Pyridin, schwer in Ather und Essigester. In absol. Athanol lost es sich in
der Kilte betriachtlich, in der Hitze leicht. Absol. Methanol 16st auch in der Hitze schwer,
feuchtes Methanol leichter. Ebenso wird das Osazon von wasserhaltigem Aceton schon
in der Kiilte ziemlich leicht gelost, wihrend es in trockenem Aceton auch in der Hitze
fast unloslich ist. Interessanterweise lost heiBes Wasser das reine krist. Osazon recht
schwer, wihrend es sich bei der Darstellung (Anwesenheit von Verunreinigungen und
Salzen) nicht aus der heiBlen waBr. Losung abscheidet.

247. Kurt Alder und Otto Ackermann: Uber die Reaktion von Malein-
siure-anhydrid mit Allen

[Aus dem Chemischen Institut der Universitit Kéln a. Rh.]
(Eingegangen am 10. August 1954)

Allen reagiert bei hoherer Temperatur mit Maleinsiure-anhydrid.
Das kristalline Reaktionsprodukt stellt ein Addukt von 2 Moll.
Kohlenwasserstoff mit 2 Moll. Maleinsiure-anhydrid dar und ist ein
A#.10. Oktahydronaphthalin - tetracarbonséure - (2.3.6.7) - dianhydrid.
Der Addition des Maleinsaure-anhydrids geht eine Dimerisation des
Allens zum 1.2-Bis-methylen-cyclobutan voraus.

Yor kurzem haben K. Alder und M. Schumacher?) iiber die Reaktions-
formen berichtet, die bisher bei der Addition von Maleinsdure-anhydrid an
ungesiittigte Kohlenwasserstoffe verschiedener Art beobachtet worden sind.
Wir liefern im folgenden einen neuen Beitrag zur Kenntnis der Einwirkung
ungesittigter Systeme aufeinander und berichten iiber die Addition von Ma-
leinsdure-anhydrid an Allen.

Erhitzt man die Komponenten in benzolischer Losung, so erhidlt man eine
wohldefinierte Verbindung. Thre Veresterung mit Methanol/Schwefelsiure
liefert einen Methylester, dessen Analyse und Molekulargewichtsbestimmung
darauf schliefien lassen, daBl das Addukt Allen + Maleinsdure-anhydrid die Zu-
sammensetzung 2C,H, + 2C,H,0, besitzt.

Die energische Dehydrierung des Dianhydrids mit Palladium-Tierkohle
fithrt unter vollsténdiger Decarboxylierung in méaBiger Ausbeute zum Naph-
thalin. Eine partielle Dehydrierung erzielt man durch Erhitzen des Tetra-
methylesters mit Schwefel bzw. des Dianhydrids mit Selendioxyd in Acet-
anhydrid. In beiden Fillen werden nur 4 Atome Wasserstoff eliminiert und
-die Verbindungen nachgewiesenermaflen zum gleichen System dehydriert.
Dabei entsteht, wie die Absorption des Esters im UV zeigt (Ayax 279 mp,
log € 3.00; Apas 240 my, log e 3.97; in methanol. Losung), eine Verbindung
vom Typ der o-Phthalsiure. IThre Oxydation mit Salpetersiure im Rohr
nach M. Freund und K. Fleischer?) ergibt eine Benzol-tetracarbonsaure.

Um sie exakt zu identifizieren, wurden die drei isomeren Benzol-tetra-
carbonsduren dargestellt: die 1.2.3.4-Tetracarbonsiure (Mellophansiure) aus

1) Cheﬁer. 87, 447 [19541. 2) Liebigs Ann. Chem. 411, 14 [1916].



