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pulvertee Diir t h y lami n o  me t h y 1 - a n t i  p y r in  - j odme t h y la t zugegeben und mit einer 
Losung von 200 mg Natrium in 20 ccm abaol. Alkohol vereetzt. Nach 2l/,stdg. Erhitzen 
am RiickfluBkiibler war BUS dem milcbigen lteaktionsgemisch eine klare Losung ent- 
standen. Es wurde noch 1 Stde. lang weiter erhitzt, dann.i. Vak. stark eingeengt, iintcr 
Zusatz von Dirithylamin rnit Wasser verdiinnt und rnit Ather ausgeschiittelt. Aim dcr 
wiieserigen Lijsung fiel nach dem Ansriuern mit verd. Eaaigsirure ein gelbes 61 (V) am. 
Dieses wurde rnit &her extrahiert, die ather. LaSung mit Natriumsulfat getrocknet und 
durch Zusatz von Diir thylamin ein zunirchst oligee Produkt auegefirllt, das im Eis- 
Kochsalzbad beim Reiben mit dem Glasstab zu einem Kristallbrei ersterrte. Es wurde 
abgessugt, mit Ather gewaschen und getrocknet. Ausb. 1.7 g (48% d. Th.). Nach Um- 
kristallisieren &us etwa der zehnfachen Menge Essigester Schmp. 112'. 

__  

C,,H,,O,N, (406.5) Ber. C 69.1 H7.4 N 13.8 Gef. C59.1 H 7.5 N 13.8 
Piperidiniunisalz  d e s  a-Nitro-P-antipyryl-propionsaure-athylesters ( V I I ) :  

Das Di i i thy lammoniumsalz  (Scbmp. 112') wurde in Wasser gelost und die Nitro- 
verbindung mit verd. SalzRilure unter Kiihlung ausgefiillt. Das farblose 61  wurdc mit 
Ather ausgeschiittelt, die iither. Losung mit Natriumsnlfat getrocknet und i. Vak. cin- 
gedampft. Als Riickstand blieb ein eehr ziihes, farblows 61 (V), das nicht zur Krishlli- 
sation zu bringen war. Es wurde in absol. Ather gelost und eine iitber. Liisung von Pi - 
per id in  zugesetzt. Aus der klaren Lijsung fiel beim Reiben mit dem Glasstab und Kiihlcn 
im Eis-Kochsalzbad daa Salz rasch in Form eines farblosen Kristallpulvem aus. Schmp. 
113- 114" (Essigester). 

C,,H,,O,N, (418.5) Ber. C 60.3 H 7.2 S 13.4 Gef. C 60.0 H 6.9 B 13.5 

160. Richard Kuhn, Adeline Gauhe und Hans Helmut  Baer: 
Lacto-N-triose I und Lacto-N-triose I1 

[Aus dem Max-Planck-Institut fur Medizinische Forschung, Institut fiir <!hernie, 
Heidelberg] 

(Eingegangen am 22. Dezember 1956) 

Die beiden N-haltigen Trisaccharide, die bei partieller Saure- 
hydrolyse des Tetmaccharids der h u e n m i l c h  gebildet werden, 
liel3en sich kriatallisiert gewinnen und durch schone Phenyloeszone 
kennzeichnen. Ihr Verhalten gegen Enzyme und gegen verd. Alkali 
steht in Ubereinstimmung mit den bereits ermittelten Konstitutions- 
formeln. 

Erwarmt man krist. Lacto-N-tetraose mit nh Schwefelsaure 30 Min. im 
siedenden Wasserbad, so treten neben D-Glucose, D-Galaktose und N-Acetyl- 
D-glucosamin noch 3 Disaccharide (Lactose, Lacto-N-biose I = 3-p-~-Galakto- 
sido-N-acetyl-D-glucosamin, Lacto- N- biose I1 = 3-~-N-Acetyl-~-glucosami1iido- 
D-galaktose) sowie 2 Trisaccharide (Lacto-N-triose I und Lacto-N-triose T I )  
aufl). Die Trisaccharide stehen zur Tetrmse in folgender Beziehunga) : 

Lacto-N-triose I1 

>Glucose > Galaktose > N-Acetyl-glucoaamin > Galaktow 

Lacto-N-trioee I 

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

l )  R. Kuhn, A. Gauhe u. H. H. Baer, Chem. Ber. 87,289 [1954]. 
z, R. Kuhn u. H. H. Beer, Chem. Ber.88,504 [1956]. 
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dernde (RLaclose = 0.51). Die Lact.o-X-triose I1 cnt.halt G1uco.w und wandert 
rascher ( RLactrrse = 0.70). Um g r o h e  Meiigeii der beiden Trisaccharide zu 
gewinrien. haben wir 120 g eincs Oligosaccharidgemisches iius Frauenmilch 
der partiellen Saurehydrolyse unter den angegeberien Bedingungen unter- 
\iorfen. ]lurch Trennung der Spaltstiicke, zunachst an K o h lc - Ce I i t e - Saulen 
wid RnschlieOend an Cel lu losc-  Sauleri. IicUen sich die heiden Trisacchmide 
in chromatographisch einheitlicher Form gewinnen. 

Die glucose-frcie Lacto- .X-t . r iose I kristallisiert in farbloveii kristall- 
wasserhaltigcn Sadelchen, die bei 183-185" unter Zersetzung schmelzen. Die 
Drehurig het,ragt [z]E : + 19.3" (c -.. 2, in Wasser. Endwert). >Tit, Phenylhydra- 
zin licfcrt sic ein Phenylosazon, day sich aus Wasser auf Zusatz von Aceton 
in g e l h i  feinen lu'adeln rom Zersp. 267-268" ahcheidet. Das IR-Spekt.rum 
des Onazorin, das 6 N-Atome enthalt, zeigt. deutlich die der Acctaminogruppe 
zugehiirigeii Banden hei 6.08 und 6.38 p. 

Die glucose-haltige L a c t . o - N - t r i o s e  I1 laUt sich ebenfalls in kristall- 
\vasserhaltigcn n'iidelchen gewinnen. Der Schmp. ist 601-202" (Zers.), die 
Drehiiiig hetriigt [a]; : A 40.7" (c  = 2, in Wasser). Das Phenylosazon erhielten 
wir in hcllgelben JSadeln voni Zersp. 230", deren IR-Gpekt,rum Banden hei 
6.05 urid 6.36 p xcigt. 

Die nusfuhrlichen Konstitiitionsfornicln tler heidcn Lacto-S-triown sind bereits im 
Xirstlniiiienhang mit der Struktirraufklarung der LartwAV-tctraoscP) niitgeteilt worden. 
In ahgc-kiirztrr Schreibwciac. stellen air sich wie folqt dnr: 

Der Erwartuiig entsprecherid ist die Triose I gegen r e r d .  N a t  r iun i -  
c a r b o n a t l o s u n g  in  d e r  Warine vicl cmpfindliclier uiid liefert vie1 reich- 
licher AACx1m3) (Chroinogen der Farhreaktion mit p-Llimethylilmino-benzal- 
dehyd nach M o r g a n - E l s o n )  tllv die Triose 11. Denn nur sie enthlilt als Bau- 
stein das hocli alkaliempfindliche 3-P-I)-Galakto~ido-~-acetyl-D-glucosainiri 
(Larto-X-biose I). Zudem ist dicw Gruppieriiiig in der Triose 1 nur durrh dir 
gleichfalls, wenn auch weniger, alkalilabile 1.3-Rindung der Lacto-N-biosc 11 
voni reduzierendeii Ende her (wo dcr alkalische Angriff einsetzt) geschiitzt. 
. - .- . . .. 

R. Kuhn. 4 .  Gaulic 11. H.  H. Uacr, (%cni. ncr. H i .  1 1 3 X  [1%41. 
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Die verhaltnismhBig groBe Alkalistabilitat der Lacto-N-tetraose fiihren wir 
darauf zuriick, daB in ihr die 1.4-Bindung der reduzierenden Halfte (Lactose) 
das Fortschreiten der im Glucoserest beginnenden alkalischen Zerstorung auf 
die alkaliemphdlichen 1.3-Bindungen wesentlich erschwert. 

Im Verhalten gegen Enzyme unterscheiden sich Lacto-N-triose I und 
Lacto-N-triose I1 in charakteristischer Weise. Die gefundenen Unterschiede 
sind auf Grund der Konstitutionsformeln gut verstandlich. 

Die Triose I sollte, da sie einen endstandigen p-D-Galaktopyranosido-Rest 
enthalt, von P-Galaktosidasen unter Bildung von D-Galaktose und Lacto- N -  
biose I1 gespalten werden. In der Tat fanden wir, dafl Mandelemulsin 
(E. Merck) und ein aus den Milchdrusen eines laktierenden Schweines ge- 
gewonnenes Enzympriiparat (das Lactose und P-Phenyl-D-galaktosid zu spalten 
vermochte) die Lacto-N-triose I in Galaktose und Lacto-N-biose I1 zerlegten. 
Im Falle des Emulsins, das P-N-Acetyl-D-glucosaminidaae enthiilt, wurde etwas 
von der gebildeten Lacto-N-biose I1 weiter unter Bildung von N-Acetyl-D- 
glucosamin gespalten. Geringe Mengen von hoheren Transgalaktosidierungs- 
produkten traten in jedem Falle auf. Ganz anders verhielt sich ein p-Galak- 
tosidase-Praparat aus Escherichk wZi4)), von dem uns bekannt war, daB es 
weder 3-~-~-Galaktosido-h’-acetyl-~-ghcosamin, d. h. Lacto-N-biose 1, noch 
die isomere 4-P-Verbindung, d. h. N-Acetyl-lactosamin5), zu hydrolysieren ver- 
mag, trotz starker Wirkung auf Lactose und 3-P-~-Galaktosido-~-glucose~). 
Der Envartung entsprechend ergab sich, daB auch die Lacto-N-triose I von 
diesem Praparat &us E.wli nicht angegriffen wird. 

Die Triose I1 sollte, da sic einen endstindigen P-N-Acetyl-mglucos- 
aminido-Rest enthalt, im Gegensatz zur Triose I von P-N-Acetyl-D-glucosamini- 
dase hydrolysiert werden unter Bildung von Lactose und N-Acetyl-D-glucos- 
amin. Diese Erwartung fanden wir bei Anwendung eines Enzympriiparates 
aus Aspergillus or yzae7) bestatigt. Mit einem lactase-haltigen Praparat, das 
aus D y m l  gewonnen war7), verlief die Spaltung der Triose I1 bis zu Glucose + 
Galaktose + N-Acetyl-glucosamin. Auch Emulain (E. Merck), das Lactose 
sowie P- Glykoside des N -  Acetyl-D-glucosamh spaltet, vermochte langsam die 
Triose I1 bis zu den 3 Monosacchariden zu zerlegen. 

Hrn. Dr. W. Otting danken wir fiir die Aufnahme der IR-Spektren, Prl. D. Techam- 
pel und Hrn. W. Dafeldecker fur praparative und analytische Unterstutzung. 

Besehreibung der Versuche 

Partialhydrolyse des Tet.rasaccharids; Isolierung der Lacto-N-triosen I 
und 11: Die partielle Siiurehydrolyse der krist. Lacto-N-tetraom und die Trennung der 
mono- und disaccheridischen Hydrolysenprodukte auf einer Kohle-Celite-Shle haben wir 
bereita friiher’) beschrieben. Nach Elution der hcto-N-bioseI erhielten wir mit 10- 
und 20-proz. Alkohol Gemieche der beiden Lacto-X-triosen (185 mg a m  1.897 g Tetra- 
saccharid), welche allerdings ziemlich vie1 unveriindertes Tetrasaccharid enthielten. 

4 )  R. Kuhn, H. H. Baer u. A. Gauhe, Chem. Ber. 88,1713 [1955]. 
6) R. Kuhn u. W. Kirschenlohr, Chem. Ber. 87,1547 [1964]. 
8 )  R. Kuhn u. H. H. h e r ,  Chem. Ber. 87,1560 [:1954]. 
’) R. Kuhn u. H. Tiedemann, Chem. Bcr. 87,1141 [l954]. 
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Die Isolierung grol3erer Mengen der beiden Trisaccharide erfolgte aus l'artialhydro- 
lysaten'.g) von Frauenmilch-Oligosaccharidgemisch (,,Kohle-Rluaten")D). Die Hydro- 
lysate wurden an Kohle-Celite-Siiulen fraktioniert, die hierhei erhaltenen unreinen Ge- 
niische der Lacto-N-triosen an Cellulose-Saulen chromatographisch gctrennt. Als Beispiel 
beschreibcn wir die Fraktionierung eines Partialhydrolysate von 7.5g l a c  toee-  ha1 t i g e m  
Oligosaccharidgemisch - 30 Min. mit 7.50 ccm 1 nH,SO, bei 98' hydrolysiert und nach 
Entfcrnung der Schwefelsaure mittcls Rariumhydroxydlosung auf 250 ccni cingeengt -- 

an einer Saule (O 4.7 cm) aus 120 g Carboraffin-Celite-Gemisch 1 : 1. Der Verlauf der 
Elution geht aus Tafel 1 hervor. 

Tafel 1. F r a k t i o n i e r u n g  e ines  P a r t i a l h y d r o l y a a t s  aus  7.5g  0ligosact:htLrid- 
gem is  c h. (Die papierchromatographisch nur in geringen Mengen nachgewicsenen Kom- 

ponenten sind eingeklammert) 

~ _ _ _ _ - - ~ _ _ _  - 
1030 

- 
Fraktion 
- 

1-20 

21 -15 
26-38 

3 - 5 6  
57-64 

65-72 

73 -74 
75 -82 

113 -97 

9n -109 

110-126 
120-147 

148 - 162 

163-173 

___- 
Usungs- 

mittel 

Wasser 

2% Alk. 
2% Alk. 

2% Alk. 
2:& Alk. 

4% Alk. 

4% Alk. 
4% Alk. 

4% Alk. 
4% Alk. 

~ 6 %  Alk. 
6% Alk. 
6% Alk. 

10% Alk. 
15% Alk. 
20y4 Alk. 
25% Alk. 
30% Alk. 

- -- 

mg 

ver-. 
worfen 

36 
795 

313 
38 

36 

37 
94 

72 

160 

7 
127 

663 

589 

Monosaccharide (etwa 4 g)  

Hohere Saccharide < 1 .O) 
Lactose, 1,acto-N-biose 11, (hohere Saccha- 

I ~ c t o s e ,  1,acto-N-bioee 11, AAG 
Imtose, Lacto-N-biose 11, (AAG), (hohere 

Lactose, 1,acto-N-biose 11, N-Acetyl-lactos- 

(Lactose), N-Acetyl-lactosamin 
(Lactose), (N-Acetyl-lactoeamin), Lacto-N- 

Lacto-N-biose I, (hohere Sa.ccharide) 

(Lacto-N-biose I), hohere Saccharide 

ride) 

Saccharide) 

amin 

biose I 

unbekanntc: Saccharide (RLaetose -0.45) 

Lacto-N-triose I, Lacto-N-triose 11, hcto-iV- 

(Lacto-A'-trioae T), Lacto-N-tetraose, hohere 

tet,raom., hohere Saccharide 

Saccharide 

1)ie 10 derartigen Ansiitzen entstammenden Trisaccharid-Mischfraktionen (7.3 g aus 
120 g Oligosaccharidgcmisch) haben wir auf 2 Celluloee-Siiulen@) verteilt und mit je 12 2 
n-Butanol-Pyridin-Waaeer 6 : 1 : 1 entwickelt. Das durchgelaufene Losungsmittel mwde 
verworfen. Die ausgeprel3ten Saulen zerlegten wir in eine Anmhl von Abschnitten. Durch 
Elution kleiner Proben und Papierchromatographie lokalisierten wir die getrennten Kom- 
ponenten, die daraufhin durch Elution der entsprechenden Saulenabschnitte mit Wasser 
gewonnen wurden. Eindampfen i. Vak. ergab so 0.84 g rohe Lacto-N-triose 11, 0.47 g 
ciner Mischfraktion der beiden Triosen, 1.31 g rohe Lacto-N-triose I sowie 3.45 e; cines 

*) R. Kuhn,  H. H. Baer u. A. Gauhe, Chem. Ber. 87,1553 [1964]. 
g, A. Gauhe, P. Gyorgy, J. R. E. Hoover, R. Kuhn, C. S. Rose, H. W. Ruelius 

1 1 .  F. Zilliken, Arch. Riochem. Biophysics 48,214 C19.541. 
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Gcmisches aus Lacto-N-tetreose und hoheren Oligosacchariden. Alle Fraktionen stellten, 
gegebcnenfalls nach Rehandlung mit etwas Aktivkohle und Abdampfen mit a.bsol. Athano], 
w e i b  amorphe Pulver dar. 

Acetolyse: 5 g lactose-freics  Oligosaccharidgemisch wurden in eine eisgekiihlte 
Mischungvon 100 ccm A c e t a n h y d r i d ,  100 ccm Eisessig und 10 ccm konz. Schwcfel- 
siiure eingetragen und 48 Stdn. verschloasen bei 20" stehengelassen. Nach Entfernung 
geringfiigiger ungeloster Reste (Glasfritte!) liehen wir die briiunliche Losung in 900 ccm 
Eiswaaser untor Riihren einlaufen. Anschliehnd wurde mit Natriumcarbonat versetzt, 
bis dic Losung gerade noch kongoaauer war, und, nach 15 Stdn., 6mal mit je 50 ccm 
Chloroform ausgeschiittelt. Die Chloroformextrakte wurden 3 ma1 mit 25 ccm Waaser 
gewaschen, filtriert, rnit Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. eingedampft. Nach mehr- 
maligem Abdampfen rnit Toluol und absol. Methanol wurde der Riickstand in 200 ccm 
absol. Methanol aufgenommen. Diese IRisung versetzten wir unter Kiihlung mit 200 ccm 
einer. bei 0" gesiittigtan abso1.-methanolischen Ammoniaklosung.  Nach 6stdg. 
Stehenlasson bei 20" wurde die Liisung durch Einengen i. Vak. (Badtemp. 20") auf 50 ccm 
vom Amnioniak weitgehend befreit. Auf Zusatz von a. 250 ccm Eseigester fielen die 
entacetylierten Acetolysenprodu.kte in Form von hygroskopischen wei0en Floeken aus, 
die abgesaugt, mit Essigester gewaachen und im Exsiccator getrocknet wurden. Ausb. 
4.3 g. Die papierchromatogmphische Priifung zeigte die Anweeenheit von Fucose, Glu- 
COM, Galaktosc, Lacto-N-bim I, Lacto-N-biose 11, Lacto-N-triose I und Lacto-N-tetra- 
osc. Ferner waren S p u r e n  von Acetyl-glucosemin und Lacto-A'-triose I1 sowie geringe 
Mengen hoherer Saccharide zu erkennen. Mit Hilfe der Chromatographie an Cel lulose-  
Pulver gelang uns die Isolierung von 170 mg Lacto-N-trim I. Wie wir uns an einem 
klcineren Ansatz iibeneugtan, IiiOt aich die Ausbeute an Lacto-N-trioee I steigern, wenn 
man nur 24 statt 48 Stdn. acetolysiert. Hierbei treten Galaktoee und Lacto-N-biose I 
noch kaum in Erscheinung. 

L a c t o - N - t r i o s e  I: Zur Kristallisation losten wir 500 mg rohes Triaaccharid in 5 ccm 
Wasser und filtrierten heiO unter Zusatz von Tierkohle; das Filter wurde mit 2 ccm 
Wasser gewaschen. Das etwaa triibe Filtrat wurde auf dem Wasserbad erwiirmt und mit 
12 ccm absol. x t h a n o l  versetzt. Nach Entfernung der hierbei abgeschiedenen Flocken 
gaben wir eine Spatelspitze reines Cellulosepulver zu der opalescierenden Liisung und 
l iebn  vorsichtig einige Minuten sieden. Das klare Filtrat lieferte zusammen mit der 
wiihrig-alkoholiachen Waschfliissigkeit beim langsamen Eindunsten in der Kristallisier- 
schale einen weibn  Ruckstand, der auf dem Wasserbad mit Methanol digeriert wurde. 
Hierbei trat sofort Kristallisation zu feinen mikroskopischen Niidelchcn ein. I)er Kristall- 
bmi wurde etwa 15 Min. lang rnit mehreren kleinen Portionen siedenden Methanol8 sorg- 
fitltig verrieben, d a m  abgewugt und mit kaltem absol. Methanol gewaachen. Die luft- 
trockenen Nadeln (320 rng) zemtzen sich bei 183-185' unter Braunfitrbung und Sintern. 
Eine Probe verlor beim Trocknen bei W0/3 Torr iiber Diphosphorpentoxyd 6.8% ihres 
Gewichts. Erhohung der Temperatur auf 110' bewirkte keinen weiteren Gewichts- 
verlust ; dennoch wird anscheinend 

-- - 

Mol. Kristallwasser hartniickig zuriickgehalteii. 
C,,,H,60,,N.1/zHz0 (564.5) Ber. C 43.32 H 6.54 N 2.53 xquiv.-Gew. 554.5 

Gef. C43.18 H6.27 N2.68 ,, ,, 565.) 
*) judometrisoh nach Macleod-Robison. 
Die getrocknete Substanz ist . hygrosko isch. Eine Probe nahm an feuchter Luft 

wieder 6.9% an Gewicht zu, was einer Aufnahme von etwa 2 Moll. -0 (ber. 6.5y0) 
entspricht. Die Analyse etimmt jedoch besser auf 2 als auf 2.5 Moll. Kristallweaeer- 
gehalt: 

C,,H,,01,N-2~0 (581.5) Ber. C 41.30 H 6.76 Gef. C 41.47 H 6.75 
[a]$: t21.5" (4 Min.) + + 1 9 . 3 O  (1 und 15 Stdn., lufttrockene Triose in Waaser, c = 2). 
5 m g  krist. L a c t o - N - t r i o s e  I wurden in verschlossener Ampulle 12 Stdn. bei 98" 

mit 2 ccm n &SO, hydrolysiert. Nach Neutralisation mit Bariumhydroxydliisung zeigte 
das Papierchromatogramm Gala  k tose  und Glu cosamin. 

Lacto-N-trioseI-phenylosazon: Etwa .Mx) mg L a c t o - N - t r i o s e  I (aus der 
Mutterlaugc von der Kristallisation eines chromatographisch cinhritlichen Praparats) 
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wurden mit 1.5 g Phenylhydrazin-hydrochlorid und 1.5 g Natriumacetat.3GO in 
10 ccm Wassor 2 Stdn. im siedenden Wasserbad erhitzt. Aus der rnit wenig Tierkohle 
heiB filtrierten Losung schied sich nach den1 Abkuhlen daa Osazon in gelben Flocken ab. 
Sie wurden abgetrennt, 3mal durch Zentrifugicren rnit Wasser gewaschen und wogen 
exsiccatortrocken 95 mg (15% d. Th.). Nach zweimaligem Waschen des gelben Pulvers 
mit wenig trockenem Aceton erhieltcn wir es aus Wasser auf Acetonzusatz kristdlisiert 
(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 0.08 und 6.38 p. 

Gef. C 52.80 H 6.65 N 9.73 
Zur Analyse wurde bei 80" i. Vak. uber Diphosphorpentoxyd getrocknet. 
C,,H,,O,,N, (723.7) Ber. C 53.10 H 6.27 N9.68 

L a c t o - N - t r i o s e  11: Wir losten 800 mg rohc Triose 11 in 12 ccm Wasser und klitrten 
die Lijsung durch Erhitzen mit Tierkohle. Zum Filtrat fugten wir in der Hitze absol. 
Athanol ,  bis sich Flocken abzuscheiden begannen. Diese wurdcn nach llngerem Stehen- 
lassen bei $4" abzentrifugiert. Ila aus der uberstehenden Lasung auf weiteren Alkohol- 
zusatz keine Kristallisation zu erzielen war, dampften wir sie i. Vak. zur Trockne. Das 
zuriickbleibende w e i h  amorphe Pulver losten wir in der hinreichenden Menge heiDen 
Methanols ,  behandelten nochmals mit wenig Tierkohle und fugtcn zum Filtrat in der 
offencn Kristallisierschale tropfenweise bis zur beginnenden Trubung absol. A t  h a n o  1. 
Langsames Verdunsten an der Luft, wobei dic sich bildenden Krusten und Gallerten 
hitufig mit der Mutterlauge . verrieben wurden, und schlieBlich volliges Eintrocknen im 
Exsiccator (Normaldruck) lieferte ein weiDcs mikrokristallines Pulver vom Schmp. 195 
bis 197", welches ein schones Debye-Schemer-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 crhielten wir aus der Mutterlauge. Zur U m -  
kr i s ta l l i sa t ion  losten wir in feuchtem heiDem Methanol, versetzten mit Athanol und 
lieBen an der Luft eindunsten. Der noch feuchte Ruckstand wurde mit wenig heiDem 
Methanol verrieben. Schmp. der lufttrockenen L a c t o - N - t r i o s e  I1 202" (Zers.); [a]B: 
+40.7" (c = 2, in Wasser, lufttrockene Substanz). Das Trisaccharid kristallisiert mit 
Kristallwaaser, dessen genaue Menge zu bestimmen uns noch nicht moglich war. Es ver- 
liert seinen Wassergehalt bei 110°/3 Torr uber Diphosphorpentoxyd nur teilweise; an 
feuchter Luft erfolgt Rehydratisierung. 

1100 feuchte 
1. Pmbe (lufttrocken) T+Z &w.-Verlust 4.0% -Lz Gew.-Zunahme 5.6%. 

1100 feuohto 
2. Pmbe (lufttrocken) TT;> Gew.-Verlust 5.0% -cuz Gew.-Zunahme 5.7%. 

Ber. fur Dihydrat 2- Semihydrat: Gew.-Verlust 5.0%, Gew.-Zunahme 5.95%. 
Die C,H-Bestimmungen dagegen deuten auf einen Obergang Sesquihydrat 

Bei 110°/3 Torr bis zur Gewichtskonstanz getrocknete Substanz: 

Semi- 
hydrat hin: 

C,oHs,0,6N-1/zH,0 (554.5) Eer. C 43.32 H 0.54 dquiv.-Gew. 554.5 OCH, - 
Gef. C43.30 H 0.45 ,, ,, 557 OCH, - 
Gef. C42.88 H 0.78 ,, ,, 548 

Nach der Wiederaufnahme von Wasser an feuchtei Luft: 
C,,H,,0,,N.l1/,~O (572.5) Ber. Cfl.90 H 0.69 

Die L a c t o  -S- trioRe I1 wurde unter den gleichen Redingungen wie die Triose I 
tlurchgreifend hydrolysiert. Das Papierchromatogramm ergab die Anwesenheit von GI u - 
cose, Galaktose  und Glucosamin.  

L a c t o - N - t r i o s e  11-phenylosazon:  Aus 220 nig Tr iose  11 + 500 mg P h e n y l -  
hydraz in-hydrochlor id  + 500 mg Natriumacetat erhielten wir in der iiblichen M'eise 
tias Osaxon, welches sich direkt aus der Reaktionsloeung nach dem Abkiihlcn in sehr 
feinen gelben Kristallchen tlbschied. Es waren nach 3maligem Waschen und Trocknen 
60 mg (23% d. Th.). Zur Analyse habcn wir dm brlunlich-gelbe Kristallpulver zweimal 
mit wenig Aceton gewaschen und dann aus 95-proz. Atheno1 umkristallisiert. Wir er- 

Gef. C 42.17 H 0.07 
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hiclkri RII  rcin hrllgrlhe Ssrleln vorn Schinp. 230' (Zrm., Kupf(d~lock nuf 220'' vorgr- 
heizt). I ~ s  IK-Spektrum seigt. die XH.CO-Bantlen bci 6.05 und 6.36 p; ea ist im ubrigeii 
item Spcktruni des Osazons tlrr Lacto-S-t.rioee I recht ahrilich. Inshesondere zeigrn dir 
iit)rreinstiinmerrden Kxtinktiorien der meisten Banden, daR die MolPkulargrijOen drr 
t)cidcn Osaxonr iind darnit der Ziickcr gleich sintl. ])as I , t ~ t - t t ~ - S - t r i o s c  I I  - p h c n y l o s a -  
Z O I I  hiilt clrich bci Prhiihtcr Tcmperatur 1 hlol.  Kristallwasqrr zirriick. 

(',,H,,O,,S,.H,O (741.7) Hrr. CI Rl.Sl H 6.39 S 9.44 
Grf. (I 51.76 H 6.61.) S 9.67") 
(kf. ('51.54 H 6.32*': 

* J  15 XUIII .  bci Hu'::I Torr ubrr I' (1 p*tr[ickiiet.  
**J  ti0 Strln. hri Illl.!3 Tiirr iibrr b,h, ertrnrknet. 

Verhaltcn der Lacto-A'-trinaen gegen vcrdunntes  Alkali 

Bcittc Trisaccharide sind grgen O.OBn?r'a,(N, bri 22" niihrentl 30 Min. vnllig hestiintiig. 
Iki 98" erleiden sic schon innerhalb ron  5 Min. betriichtliche Veriinderungrn. I)ir nngc- 
wantlte Mrthotlik habcn a i r  in einer fruheren Arheitq) bcschrieben. 

Die Triose I ist. rrhchlicmh alkalicnipfindlicher als die Triosc 11 uncl liefert linter den 
angcp i~cnrn  lhrlingiingen vicl mehr AAC (Chromopen d r r  Farbreaktion init p-l)imct.hyl- 
aiiiino-t)enzal[~ctiy(~ init H , ; I ~ ~ , , ~ ~  = 1 . i t ) ) .  

Pitpierchroiriatogrcrphisch fanden wir a18 SpaltRtiicke ttcr Triose 1: (hlaktuse, 
'hgatose i i n d  .\A(;; ferner Spuren \'on 2 wcitweir Um~undlungsprodukten, die sich wie 
die Tagatose mit Naphthorellorrin-Trichloreseigsaun: rot farhten ; das cine ron dieserr 
xcigt.c den H,-\Ycrt tier Fructose; daa andere wandertc nur wenig schneller ah die prak- 
tisch vemchwundene Triosc 1 und ist vermutlich d u  der Triosc T cntsprechende N-haltige 
Kcto-t,risaccharid > Tagatose > S-Acct?.l-elucosarnin > Qalaktose. 

-41s Umwanillungsproduktu dcr Triose 11, die durch Alkalieinwirkung gehildet, 
wurden, fanden nir :  ein init Raphthorcsorcin-~'Cl,.(:(),H sich rot fiirhendes Kcto-tri- 
sarcharid (zwischen den Flecken der Lacto-S-triost: I1 und der lacto-.V-hlose II), das 
verrnirt.lirh :3'-Acrt~lglucosaminido-la1~tiilo~~ dnnrtcllt ; frrnrr 1,acto-S-hioRe IT, S- Arctyl- 
glucoasinin und ncnig AAG.  

151. Joavhim (focirdeler und Albrecht k'incke'': cber 1.2.4-Thio- 
diazolp, V. Mitleil.2~ : Darstellung und Eigensrhaltcii des 3-Amino-6- 

phenyl-12.4-thiodiazols 

I Airs dem C'heniischen lnstitut der I!riivcrsitiit Bonn] 

(Eingegangen am 24. I k z r m h ~ r  19%) 

Durch hhydr i c rung  des aus Thionbcnzoesiiure-athylester und 
(hianidin hergcstcllt.cn Thiohenzoyl~uanidins wurde 3-Amino-5-phr- 
nyl- 1.2.4-thiodiazol gcwonncn und in seinen Eigeilachaftcn mit item 
iaonirrrrr :i-Ainino-%phenyl- 1.2.4-thiodiazol rerglichen. 

In  friiheren Veriiffentlichunpen diener Reihc wurdm Verfahren angegeben. 
die die Herstellung von 5-Amino-] 2.4-thiodiazolen gentatten. Xicht beknnnt 
waren bisher die isorneren 3-Amino-Verbindungen ohne fiinktionelle Gruppcn 
in der 5-Stellung. Wir erhielten daa 3-Amino-Fi-phenyl-l.2.4thiodiaznl in Aus- 

I )  Diplomarl)., Honn 1953. 
2 ,  IV. Mitteil.: J .  G o p r d r l r r  11. M. Will iF,  ('lirni. Ber. SS, 1071 [ l955]. 




