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pulvertes Didthylaminomethyl-antipyrin-jodmethylat zugegeben und mit einer
Lésung von 200 mg Natrium in 20 ccm absol. Alkohol versetzt. Nach 2!/,stdg. Erhitzen
am RiickfluBkiihler war aus dem milchigen Reaktionsgemisch eine klare Losung ent-
standen. Es wurde noch 1 Stde. lang weiter erhitzt, dann i. Vak. stark eingeengt, unter
Zusatz von Diiathylamin mit Wasser verdiinnt und mit Ather ausgeschiittelt. Aus der
wiisserigen Losung fiel nach dem Ansduern mit verd. Essigsiaure ein gelbes Ol (V) aus.
Dieses wurde mit Ather extrahiert, die ather. Losung mit Natriumsulfat getrocknet und
durch Zusatz von Diathylamin ein zunichst 6liges Produkt ausgefillt, das im Kis-
Kochsalzbad beim Reiben mit dem Glasstab zu einem Kristallbrei erstarrte. Es wurde
abgesaugt, mit Ather gewaschen und getrocknet. Ausb.1.7g (48% d. Th.). Nach Um-
kristallisieren aus etwa der zehnfachen Menge Essigester Schmp. 112°.
CyoH;oOp N, (406.5) Ber. C59.1 H7.4 N13.8 Gef. C59.1 H7.56 N13.8

Piperidiniumsalz des a-Nitro-B-antipyryl-propionsaure-athylesters (VII):
Das Diathylammoniumsalz (Schmp. 112°) wurde in Wasser gelost und die Nitro-
verbindung mit verd. Salzsdure unter Kiihlung ausgefallt. Das farblose Ol wurdc mit
Ather susgeschiittelt, die ather. Losung mit Natriumsnlfat getrocknet und i. Vak. cin-
gedampft. Als Riickstand blieb ein sehr zihes, farbloses Ol (V), das nicht zur Kristalli-
sation zu bringen war. Es wurde in absol. Ather gelost und eine éther. Losung von Pi-
peridin zugesetzt. Aus der klaren Lisung fiel beim Reiben mit dem Glasstab und Kiihlen
im Eis-Kochsalzbad das Salz rasch in Form eines farblosen Kristallpulvers aus. Schmp.
113- 114° (Essigester).

Cy Hy0O5N, (418.5) Ber. C680.3 H7.2 X134 Gef. C60.0 H6.9 N 13.5

150. Richard Kuhn, Adeline Gauhe und Hans Helmut Baer:
Lacto- N-triose I und Lacto- N-triose 11

[Aus dem Max-Planck-Institut fiir Medizinische Forschung, Institut fiir Chemie,
Heidelberg]
(Eingegangen am 22. Dezember 1955)

Die beiden N-haltigen Trisaccharide, die bei partieller Saure-
hydrolyse des Tetrasaecharids der Frauenmilch gebildet werden,
lieBen sich kristallisiert gewinnen und durch schone Phenylosazone
kennzeichnen. Thr Verhalten gegen Enzyme und gegen verd. Alkali
steht in Ubereinstimmung mit den bereits ermittelten Konstitutions-
formeln. ‘

Erwirmt man krist. Lacto-N-tetraose mit n/, Schwefelsiure 30 Min. im
siedenden Wasserbad, so treten neben p-Glucose, p-Galaktosé und N-Acetyl-
D-glucosamin noch 3 Disaccharide (Lactose, Lacto-N-biose I = 3-f-p-Galakto-
sido-N-acetyl-D-glucosamin, Lacto-N-biose IT = 3-8- N-Acetyl-p-glucosaminido-
p-galaktose) sowie 2 Trisaccharide (Lacto-N-triose I und Lacto-N-triose 1T)
auf!). Die Trisaccharide stehen zur Tetraose in folgender Beziehung?):

Lacto-N-triose II
> Glucose > Galaktose > N -Acetyl-gliwosam'm > Galaktose
Lacto-N-triose 1

Die Lacto-N-triose I ist, wie wir bei durchgreifender Séurehydrolyse fest-
stellten, frei von Glucose und papierchromatographisch die langsamer wan-

1} R. Kuhn, A. Gauhe u. H. H. Baer, Chem. Ber. 87, 289 [1954].
2) R. Kuhn u. H. H. Baer, Chem. Ber. 89, 504 [1956].
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dernde (Ry o = 0.51). Die Lacto-N-triose 11 cnthilt Glucose und wandert
rascher (Rpgcpee = 0.70). Um groBere Mengen der beiden Trisaccharide zu
gewinnen. haben wir 120 g eines Oligosaccharidgemisches aus Frauenmilch
der partiellen Sidurehydrolyse unter den angegebenen Bedingungen unter-
worfen. Durch Trennung der Spaltstiicke, zunichst an Kohle-Celite- Siulen
und anschlieend an Cellulose-Sédulen, licBen sich die beiden Trisaccharide
in chromatographisch einheitlicher Form gewinnen.

Die glucose-freic Lacto-N-triose I kristallisiert in farblosen kristall-
wasserhaltigen Nidelchen, die bei 183—185° unter Zersetzung schmelzen. Die
Drehung betriagt [2]fi:+ 19.3° (¢ -~ 2, in Wasser. Endwert). Mit Phenylhydra-
zin licfert sie ein Phenylosazon, das sich aus Wasser auf Zusatz von Aceton
in gelben feinen Nadeln vom Zersp. 267-268° abscheidet. Das IR-Spektrum
des Osazons, das 5 N-Atome enthiilt, zeigt deutlich die der Acctaminogruppe
zugehorigen Banden bei 6.08 und 6.38 p.

Die glucose-haltige Lacto-N-triose II liBt sich ebenfalls in kristall-
wasserhaltigen Nidelchen gewinnen. Der Schmp. ist 201-202° (Zers.), die
Drehung betrigt [«]5:+ 40.7° (¢ = 2, in Wasser). Das Phenylosazon erhiclten
wir in hellgelben Nadeln vom Zersp. 230°, deren IR-Spektrum Banden bei
6.05 und 6.36 u zeigt.

Die ausfiihrlichen Konstitutionsformeln der bheiden lLacto-N-triosen sind bereits im

Zusammenhang mit der Strukturaufklirung der Lacto-.-tetraosc?) mitgeteilt worden.
In abgekiirzter Schreibweise stellen sie sich wie folgt dar:

NH-Ac NH-Ac NH-Ac

Lacto-N-triose | Lacto-.V-tetraose lacto-V-triose 11

Der Erwartung entsprechend ist die Triose I gegen verd. Natrium-
carbonatlésung in der Wiarme vicl empfindlichér und liefert viel reich-
licher AAG*3) (Chromogen der Farbreaktion mit p-Dimethylamino-benzal-
dehyd nach Morgan-Elson) als die Triose 1I. Denn nur sie enthilt als Bau-
stein das hoch alkaliempfindliche 3-B-n-Galaktosido-N-acetyl-p-glucosamin
(Lacto-N-biose I). Zudem ist diese Gruppierung in der Triose | nur durch die
gleichfalls, wenn auch weniger, alkalilabile 1.3-Bindung der Lacto-N-biose 11
vom reduzierenden Ende her (wo der alkalische Angriff cinsetzt) geschiitzt.

i) RK_uhn A. Gauhe u. H. H. Baer, Chem. Ber. 87, 1138 [1954].
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Die verhiltnisméBig groBe Alkalistabilitit der Lacto-N-tetraose fiihren wir
darauf zuriick, daB in ihr die 1.4-Bindung der reduzierenden Hilfte (Lactose)
das Fortschreiten der im Glucoserest beginnenden alkalischen Zerstorung auf
die alkaliempfindlichen 1.3-Bindungen wesentlich erschwert.

Im Verhalten gegen Enzyme unterscheiden sich Lacto-N-triose I und
Lacto-N-triose II in charakteristischer Weise. Die gefundenen Unterschiede
sind auf Grund der Konstitutionsformeln gut verstdndlich.

Die Triose I sollte, da sie einen endstindigen f3-p-Galaktopyranosido-Rest
enthilt, von B-Galaktosidasen unter Bildung von p-Galaktose und Lacto-N-
biose 11 gespalten werden. In der Tat fanden wir, dal Mandelemulsin
(E. Merck) und ein aus den Milchdriisen eines laktierenden Schweines ge-
gewonnenes Enzympriparat (das Lactose und 8-Phenyl-p-galaktosid zu spalten
vermochte) die Lacto-N-triose I in Galaktose und Lacto-N-biose II zerlegten.
Im Falle des Emulsins, das 8-N-Acetyl-p-glucosaminidase enthilt, wurde etwas
von der gebildeten Lacto-N-biose II weiter unter Bildung von N-Acetyl-p-
glucosamin gespalten. Geringe Mengen von hoheren Transgalaktosidierungs-
produkten traten in jedem Falle auf. Ganz anders verhielt sich ein $-Galak-
tosidase-Priparat aus Escherichia coli4), von dem uns bekannt war, dafl es
weder 3-B-p-Galaktosido-N-acetyl-p-glucosamin, d. h. Lacto-N-biose I, noch
die isomere 4-8-Verbindung, d. h. N-Acetyl-lactosamin®), zu hydrolysieren ver-
mag, trotz starker Wirkung auf Lactose und 3-8-p-Galaktosido-p-glucose®).
Der Erwartung entsprechend ergab sich, da8 auch die Lacto-N-triose I von
diesem Priparat aus E.coli nicht angegriffen wird.

Die Triose I1 sollte, da sic einen endstindigen B-N-Acetyl-p-glucos-
aminido-Rest enthilt, im Gegensatz zur Triose I von §-N-Acetyl-n-glucosamini-
dase hydrolysiert werden unter Bildung von Lactose und N-Acetyl-p-glucos-
amin. Diese Erwartung fanden wir bei Anwendung eines Enzympriparates
aus Aspergillus oryzae?) bestitigt. Mit einem lactase-haltigen Priparat, das
aus Dymal gewonnen war?), verlief die Spaltung der Triose II bis zu Glucose +
Galaktose + N-Acetyl-glucosamin. Auch Emulsin (E. Merck), das Lactose
sowie B-Glykoside des N-Acetyl-D-glucosamins spaltet, vermochte langsam die
Triose II bis zu den 3 Monosacchariden zu zerlegen.

Hrn. Dr. W, Otting danken wir fiir die Aufnahme der IR-Spektren, Frl. D. Tscham-
pel und Hm. W. Dafeldecker fiir priparative und analytische Unterstiitzung.

Beschreibung der Versuche

Partialhydrolyse des Tetrasaccharids; Isolierung der Lacto-N-triosen I
und I1: Die partielle Saurehydrolyse der krist. Lacto-N-tetraose und die Trennung der
mono- und disaccharidischen Hydrolysenprodukte auf einer Kohle-Celite-Saule haben wir
bereits friiher!) beschrieben. Nach Elution der Lacto-N-biose I erhielten wir mit 10-
und 20-proz. Alkohol Gemische der beiden Lacto-N-triosen (185 mg aus 1.897 g Tetra-
saccharid), welche allerdings ziemlich viel unverindertes Tetrasaccharid enthielten.

4) R. Kuhn, H. H. Baer u. A, Gauhe, Chem, Ber. 88, 1713 [1955].
8) R. Kuhn u. W. Kirschenlohr, Chem. Ber. 87, 1547 [1954].

8) R. Kuhn u. H. H. Baer, Chem. Ber. 87, 1560 [1954].

) R. Kuhn u. H. Tiedemann, Chem. Ber. 87, 1141 [1964].
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Die Isolierung groBerer Mengen der beiden Trisaccharide erfolgte aus Partialhydro-
lysaten!?) von Frauenmilch-Oligosaccharidgemisch (,,Kohle-Eluaten*)®). Die Hydro-
lysate wurden an Kohle-Celite-Siaunlen fraktioniert, die hierbei erhaltenen unreinen Ge-
niische der Lacto-N-triosen an Cellulose-Saulen chromatographisch getrennt. Als Beispiel
besehreiben wir die Fraktionierung eines Partialhydrolysats von 7.5g lactose-haltigem
Oligosaccharidgemisch — 30 Min. mit 750 ccm 1nH,80, bei 98° hydrolysiert und nach
Entfernung der Schwefelsdure mittcls Bariumhydroxydlosung auf 260 cem eingeengt --
an einer Saule (@ 4.7 cm) aus 120 g Carboraffin-Celite-Gemisch 1:1. Der Verlauf der
Elution geht aus Tafel 1 hervor.

Tafel 1. Fraktionierung eines Partialhydrolysats aus 7.5¢g Oligosaccharid-
gemisch. (Die papierchromatographisch nur in geringen Mengen nachgewiesenen Kom-
ponenten sind eingeklammert)

Fraktion L:;sil:;;gls- cem mg Substanzen
1-20 Wasser 2000 ver-- Monosaccharide (etwa 4 g)

worfen
21-25 29, Alk. 500 36 Hohere Saccharide (RBLactose << 1.0)
26--38 29, Alk. | 1300 795 Lactose, Lacto-N-biose 11, (hdhere Saccha-

ride)

39--56 29, Alk. | 1800 313 Lactose, Lacto-N-biose II, AAG

5764 29%, Alk. 800 38 Lactose, Lacto-N-biose II, (AAG), (hohere
Saccharide)

6572 49, Alk. 800 36 Lactose, Lacto-N-biose II, N-Acetyl-lactos-
amin

73-74 49, Alk. 200 37 (Lactose), N-Acetyl-lactosamin

75-82 49, Alk. 800 94 (Lactose), (N-Acetyl-lactosamin), Lacto-N-
biose 1

83-97 49, Alk. | 1500 72 Lacto-N-biose I, (héhere Saccharide)

8 -109 +69, Alk. 600 160 (Lacto-N-biose 1), hohere Saecharide

l

I

|

49, Alk. 600} ‘
110-125 | 6% Alk. | 1600 7 |
126-147 | 6% Alk. | 2200 | 127 l
|

109, Alk. 500}

unbekannte Saccharide (Rractese ~0.45)

Lacto-N-triose I, Lacto-N-triose II, Lacto-.XV -
tetraose, hohere Saccharide

(Lacto-N-triose T), Lacto-N-tetraose, hoherc
Saccharide

148-162 | 15% Alk. | 500; | 663
209, Alk. | 500
25% Alk. | 500)

163-172 | 350! Al | 500 | %

Die 16 derartigen Ansitzen entstammenden Trisaccharid-Mischfraktionen (7.3 g aus
120 g Oligosaccharidgemisch) haben wir auf 2 Cellulose-Siulen®) verteilt und mit je 121
n-Butanol-Pyridin-Wasser 6:1:1 entwickelt. Das durchgelaufene Lésungsmittel wurde
verworfen. Die ausgepreBten Saulen zerlegten wir in eine Anzahl von Abschnitten, Durch
Elution kleiner Proben und Papierchromatographie lokalisierten wir die getrennten Kom-
ponenten, die daraufhin durch Elution der entsprechenden Siulenabschnitte mit Wasser
gewonnen wurden. Eindampfen i. Vak. ergab so 0.84 g rohe Lacto-V-triose 11, 0.47 g
ciner Mischfraktion der beiden Triosen, 1.31 g rohe Lacto-N-triose I sowie 3.45 g cines

3) R. Kuhn, H. H. Baer u. A. Gauhe, Chem. Ber. 87, 1553 [1954].
9) A. Gauhe, P. Gyorgy, J. R. E. Hoover, R. Kuhn, C. 8. Rose, H. W. Ruelius
u. F. Zilliken, Arch. Biochem. Biophysics 48, 214 [1954].
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Gemisches aus Lacto-N-tetraose und hoheren Oligosacchariden. Alle Fraktionen stellten,

gegebenenfalls nach Behandlung mit etwas Aktivkohle und Abdampfen mit absol. Athanol,
weilBe amorphe Pulver dar.

Acetolyse: 5g lactose-freics Oligosaccharidgemisch wurden in eine eisgekiihlte
Mischung von 100 ccm Acetanhydrid, 100 ccem Eisessig und 10 ccm konz. Schwefel-
sdure eingetragen und 48 Stdn. verschlossen bei 20° stehengelassen. Nach Entfernung
geringfiigiger ungeldster Reste (Glasfritte!) lieBen wir die braunliche Losung in 900 ccm
Eiswasser unter Riihren einlaufen. AnschlieBend wurde mit Natriumcarbonat versetzt,
bis dic Losung gerade noch kongosauer war, und, nach 15 Stdn., 6mal mit je 50 ccm
Chloroform ausgeschiittelt. Die Chloroformextrakte wurden 3mal mit 25 cem Wasser
gewaschen, filtriert, mit Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. eingedampft. Nach mehr-
maliggm Abdampfen mit Toluol und absol. Methanol wurde der Riickstand in 200 cem
absol. Methanol aufgenommen. Diese Losung versetzten wir unter Kiihlung mit 200 ccm
einer bei 0° gesittigten absol.-methanolischen Ammoniaklésung. Nach 6stdg.
Stehenlassen bei 20° wurde die Losung durch Einengen i. Vak. (Badtemp. 20°} auf 50 ccm
vom Amnioniak weitgehend befreit. Auf Zusatz von ca. 250 ccm Essigester fielen die
entacetylierten Acetolysenprodukte in Form von hygroskopischen weiBen Flocken aus,
die abgesaugt, mit Essigester gewaschen und im Exsiccator getrocknet wurden. Ausb.
4.3 g. Die papierchromatographische Priifung zeigte die Anwesenheit von Fucose, Glu-
cose, Galaktose, Lacto-N-biose I, Lacto-N-biose IT, Lacto-¥N-triose I und Lacto-N-tetra-
osc. Ferner waren Spuren von Acetyl-glucosamin und Lacto-N-triose IT sowie geringe
Mengen héherer Saccharide zu erkennen. Mit Hilfe der Chromatographie an Cellulose-
Pulver gelang uns die Isolierung von 170 mg Lacto-N-triose I. Wie wir uns an einem
kleineren Ansatz iiberzeugten, laBt sich die Ausbeute an Lacto-N-triose I steigern, wenn
man nur 24 statt 48 Stdn. acetolysiert. Hierbei treten Galaktose und Lacto-N-biose 1
noch kaum in Erscheinung.

Lacto-N-triose I: Zur Kristallisation 16sten wir 500 mg rohes Trisaccharid in 5 cemn
Wasser und filtrierten heiB unter Zusatz von Tierkohle; das Filter wurde mit 2 ccm
Wasser gewaschen. Das etwas triibe Filtrat wurde auf dem Wasserbad erwirmt und mit
12 cem absol. Athanol versetzt. Nach Entfernung der hierbei abgeschiedenen Flocken
gaben wir eine Spatelspitze reines Cellulosepulver zu der opalescierenden Losung und
lieBen vorsichtig einige Minuten sieden. Das klare Filtrat lieferte zusammen mit der
wiiBrig-alkoholischen Waschfliissigkeit beim langsamen Eindunsten in der Kristallisier-
schale einen weien Riickstand, der auf dem Wasserbad mit Methanol digeriert wurde.
Hierbei trat sofort Kristallisation zu feinen mikroskopischen Niédelchen ein. Der Kristall-
brei wurde etwa 15 Min. lang mit mehreren kleinen Portionen siedenden Methanols sorg-
faltig verrieben, dann abgesaugt und mit kaltem absol. Methanol gewaschen. Die luft-
trockenen Nadeln (320 mg) zersetzen sich bei 183—185° unter Braunfarbung und Sintern.
Eine Probe verlor beim Trocknen bei 80°/3 Torr iiber Diphosphorpentoxyd 6.8%, ihres
Gewichts, Erhohung der Temperatur auf 110° bewirkte keinen weiteren Gewichts-
verlust; dennoch wird anscheinend !/, Mol. Kristallwasser hartnickig zuriickgehalten.

CyoHy5016N 1/, H,O (554.6) Ber. C43.32 H 6.54¢ N 2.53 Aquiv.-Gew. 554.5

Gef. C43.18 H6.27 N268 ,, ,, 5556%

*) jodometrisch nach Macleod-Robison.

Die getrocknete Substanz ist hygroskopisch. Lme Probe nahm an feuchter Luft
wieder 6.9% an Gewicht zu, was einer Aufnahme von etwa 2 Moll. H,O (ber. 8.5%,)
entspricht. Die Analyse stimmt jedoch besser auf 2 als auf 2.5 Moll. Kristallwasser-
gehalt:

CpoHy 0N -2 H,0 (581.5) Ber. C41.30 H6.76 Gef. C41.47 H6.75

[«]¥: +21.5° (4 Min.) > +19.3° (1 und 15 Stdn., lufttrockene Triose in Wasser, ¢ = 2).

5 mg krist. Lacto-N-trioseI wurden in verschlossener Ampulle 12 Stdn. bei 98°
mit 2 ccem » H,80, hydrolysiert. Nach Neutralisation mit Bariumhydroxydlisung zeigte
das Papierchromatogramm Galaktose und Glucosamin.

Lacto-N-triosel-phenylosazon: Etwa 500 mg Lacto-N-triosel (aus der
Mutterlauge von der Kristallisation eines chromatographisch einheitlichen Priparats)
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wurden mit 1.5 g Phenylhydrazin-hydrochlorid und 1.5 g Natriumacetat-3H,0 in
10 ccm Wasser 2 Stdn. im siedenden Wasserbad erhitzt. Aus der mit wenig Tierkohle
heif filtrierten Losung schied sich nach dem Abkiihlen das Osazon in gelben Flocken ab.
Sie wurden abgetrennt, 3mal durch Zentrifugieren mit Wasser gewaschen und wogen
exsiccatortrocken 95 mg (15%, d. Th.). Nach zweimaligem Waschen des gelben Pulvers
mit wenig trockenem Aceton erhielton wir es aus Wasser auf Acetonzusatz kristallisiert
(2 Tage bei +4°): sehr feine Nadeln, die sich bei 267—-268° zersetzen ohne zu schmelzen.
Im IR-Spektrum erkennt man die Banden der Acetaminogruppe bei 6.08 und 6.38 .
Zur Analyse wurde bei 80° i. Vak. iiber Diphosphorpentoxyd getrocknet.
C32H50,,N; (723.7) Ber. C53.10 H6.27 N9.68 Gef. C52.80 H6.65 N 9.73

Lacto-N-triose IT: Wir 16sten 800 mg rohe Triose II in 12 cem Wasser und klarten
die Losung durch Erhitzen mit Tierkohle. Zum Filtrat fiigten wir in der Hitze absol.
Athanol, bis sich Flocken abzuscheiden begannen. Diese wurden nach lingerem Stehen-
lassen bei +4° abzentrifugiert. Da aus der iiberstehenden Losung auf weiteren Alkohol-
zusatz keine Kristallisation zu erzielen war, dampften wir sie i. Vak. zur Trockne. Das
zuriickbleibende weie amorphe Pulver losten wir in der hinreichenden Menge heilen
Methanols, behandelten nochmals mit wenig Tierkohle und fiigten zum Filtrat in der
offenen Kristallisierschale tropfenweise bis zur beginnenden Triibung absol. Athanol.
Langsames Verdunsten an der Luft, wobei die sich bildenden Krusten und Gallerten
haufig mit der Mutterlauge.verrieben wurden, und schlieBlich vélliges Eintrocknen im
Exsiccator (Normaldruck) lieferte ein weiBes mikrokristallines Pulver vom Schmp. 195
bis 197°, welches ein schones Debye-Scherrer-Diagramm ergab. Beim Verreiben mit
wenig Methanol auf dem Dampfbad bildeten sich feine, verfilzte Nadeln, die abgesaugt,
mit Methanol gewaschen und im Exsiccator getrocknet wurden. Es waren 340 mg vom
Schmp. 199—200° (Zers.); weitere 172 mg erhielten wir aus der Mutterlauge. Zur Um-
kristallisation losten wir in feuchtem heifem Methanol, versetzten mit Athanol und
lieBen an der Luft eindunsten. Der noch feuchte Riickstand wurde mit wenig heiBem
Methanol verrieben. Schmp. der lufttrockenen Lacto-N-triose IT 202° (Zers.); [x]3:
+40.7° (¢ = 2, in Wasser, lufttrockene Substanz). Das Trisaccharid kristallisiert mit
Kristallwasser, dessen genaue Menge zu bestimmen uns noch nicht méglich war. Es ver-
liert seinen Wassergehalt bei 110°/3 Torr iiber Diphosphorpentoxyd nur teilweise; an
feuchter Luft erfolgt Rehydratisierung.

110° feucht

L. Probe (lufttrocken) — .—> Gew.-Verlust 4.6% —-—-—> Gew.-Zunshme 5.6%.
110° teuchte

2. Probe (lufttrocken) S Ton Gew.-Verlust 5.09, —f:—:—ﬁf» Gew.-Zunahme 5.79,.

Ber. fiir Dihydrat <> Semihydrat: Gew.-Verlust 5.6%,, Gew.-Zunahme 5.959%,.
Die C,H-Bestimmungen dagegen deuten auf einen Ubergang Sesquihydrat <> Semi-
hydrat hin:
Bei 110°/3 Torr bis zur Gewichtskonstanz getrocknete Substanz:
CyoHy0gN-1/, H,O (554.5) Ber. C43.32 H 6.54 Aquiv.-Gew. 554.5 OCH, —
Gef. C43.36 H 6.45 ’ , 657 OCH, —
» Gef. C42.88 H6.78 » 5 048
Nach der Wiederaufnahme von Wasser an feuchter Luft:
CpoHgs 016N - 11/, H,O (572.5) Ber. CR1.96 H6.69 Gef. C42.17 H 6.67
Die Lacto-N-triose II wurde unter den gleichen Bedingungen wie die Triose I
durchgreifend hydrolysiert. Das Papierchromatogramm ergab die Anwesenheit von Glu-
cose, Galaktose und Glucosamin.

Lacto-N-triose II-phenylosazon: Aus 220mg Triose Il + 500 mg Phenyl-
hydrazin-hydrochlorid + 500 mg Natriumacetat erhielten wir in der iiblichen Weise
das Osazon, welches sich direkt aus der Reaktionslésung nach dem Abkiihlen in sehr
feinen gelben Kristéallchen abschied. Es waren nach 3maligem Waschen und Trocknen
66 mg (23% d. Th.). Zur Analyse haben wir das briunlich-gelbe Kristallpulver zweimal
mit wenig Aceton gewaschen und dann aus 95-proz. Athanol umkristallisiert. Wir er-
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hielten so rein heligelbe Nadeln vom Schmp. 230° (Zers., Kupferblock auf 220° vorge-
heizt). Das |R-Spektrum zeigt die NH-CO-Banden bei 6.05 und 6.36 u; es ist im iibrigen
dem Spektrum des Osazons der Lacto-N-triose I reeht dhnlich. Insbesondere zeigen die
iibereinstimmenden Extinktionen der meisten Banden, daB die MolekulargriBen der
beiden Osazone und damit der Zucker gleich sind. Das Lacto-N-triose Il-phenylosa-
zon hilt auch bei erhéhter Temperatur 1 Mol. Kristallwasser zuriick.
CasH50,4N; - H,O (T41.7) Ber. C51.81 H6.39 N 9.44
Gef. (51.76 H 6.61" N 9.67*%)
Gef. (*51.74 H 6.32*"%
*) 15 Ntdn, bei B0, 3 Torr uber Py(), getrocknet.
*®) 80 Ntdn. bei 110°/3 Torr iber i’._.(b)5 getrocknet.

Verhalten der Lacto-N-triosen gegen verdinntes Alkali

Beide Trisaccharide sind gegen 0.052Na,('0); bei 22° wihrend 30 Min. vollig bestiindig.
Bei 98° erleiden sic schon innerhalb von 5 Min. betriachtliche Verinderungen. Die ange-
wandte Mcthodik haben wir in einer fritheren Arbeit?) beschricben,

Die Triose I ist crheblich alkaliempfindlicher als die Triose 11 und liefert unter den
angegebenen Bedingungen viel mehr AAG (Chromogen der Farbreaktion mit p-Dimethyl-
amino-benzaldehyd mit Riyease = 1.70)-

Papierchromatographisech fanden wir als Spaltstiicke der Triose 1: Galaktose,
Tagatose und AAG; ferner Spuren von 2 weiteren Umwandlungsprodukten, die sich wie
die Tagatose mit Naphthoresorcin-Trichloressigséure rot firbten; das cine von diesen
zeigte den Kg-Wert der Fructose; das andere wanderte nur wenig schneller als dic prak-
tisch verschwundene Triose 1 und ist vermutlich das der Triose 1 entsprechende N-haltige
Keto-trisaccharid > Tagatose > .N-Acetyl-glucosamin > Galaktose.

Als Umwandlungsprodukte der Triose 1I, die durch Alkalieinwirkung gebildet
wurden, fanden wir: ein mit Naphthoresorcin—(Cly-CO,H sich rot farbendes Keto-tri-
saccharid (zwischen den Flecken der Lacto-N-triose IT und der Lacto-V-biose II), das
vermutlich 3'- Acetylglucosaminido-lactulose darstellt; ferner Lacto-N-biose IT, N-Acetyl-
glucosamin und wenig AAG.

151. Joachim Goerdeler und Albrecht Fincke': Cber 1.2.4-Thio-
diazole, V. Mitteil.>’: Darstellung und Eigenschafien des 3-Amino-5-
phenyl-1.2.4-thiodiazols

[Aus dem Chemischen Institut der Universitit Bonn]

(Eingegangen am 24. Dezember 1955)

Durch Dehydrierung des aus Thionbenzoesaure-athylester und
(iuanidin hergestellten Thiobenzoylguanidins wurde 3-Amino-5-phe-
nyl-1.2.4-thiodiazol gewonnen und in seinen Eigenschaften mit dem
isomeren 3-Amino-3-phenyl-1.2.4-thiodiazol verglichen.

In fritheren Verdffentlichungen dieser Reihe wurden Verfahren angegeben.
dic dic Herstellung von 5-Amino-1.2.4-thiodiazolen gestatten. Nicht bekannt
waren bisher die isomeren 3-Amino-Verbindungen ohne funktionelle Gruppen
in der 5-Stellung. Wir erhielten das 3-Amino-5-phenyl-1.2.4-thiodiazol in Aus-

') Diplomarb., Bonn 1953.
2y IV. Mitteil.: J. Goerdeler u. M, Willig, Chem. Ber. 8%, 1071 [1955].





