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dukt 0.9 g, entspr. 30%, eines braunen, ziihtlussigen Oles extrahiert. Die Priifungen des 
Methanol-Extraktes mit Fe( SCN),, mit Fuchsinschwefliger Saure, mit Semicarbazid, mit 
Phenylisocyanat und mit Permangnnat verliefen negativ. 

C1,H,80, (194.3) Ber. C 74.20 H 9.34 
Gef. C 74.68 H 9.41 MoLGew. 195 (in Bzl.) 

V e r h a l t e n  d e s  R i n g p e r o x y d e s  gegen vcrd. Schwefelsaure:  6 g P e r o x y d  X 
wurden rnit 50 ccm 15-proz. Schwefelshre 21/2 Stdn. auf 90° erhitzt. Aus der organi- 
schen Schicht wurde 1 g, entspr. 1794, 1 -Cyclohexyliden-cyclohexanon- (2) (XIV) 
vom Sdp.,., 75-77O gewonnen. 

C12H180 (178.3) Ber. C 80.90 H 10.11 Gef. C 80.95 H 9.58 
Das Keton entfiirbte Permanganat in Aceton. In konz. Schwefelsaure loste es sich 

rnit tiefdunkelroter Farbe, bei Wasserzugabe verschwand diem unter Keton-Ausscheidung, 
bei Zugabe einiger Tropfen konz. Salpetersaure zur dunkelroten Losung trat Braunfiir- 
bung ein. Diem Farbreaktionen") sind spezifisch fur a.!3-ungesiittigte Ketone. Schmp. 
des Semicarbazons :  168-172O 8). 

88. Richard Kuhn und Werner Kirschenlohr: Uber ein Galaktosi- 
do-N-acetyl-glucosamin aus den Blutgruppensubstanzen des Mekoniums 

[.4us dem Max-Phnck-Institut fiir Medizinische Forschung, Heidelberg, 
Institut fur Chemie] 

(Eingegangen am 18. Februar 1954) 

Durch Fallung von Begleitstoffen mit Invertmifen lassen sich aus 
I kg Mekonium 40 bis 50 g serologisch hochwirksamer Blutgruppen- 
substanz gewinnen. Unter den Produktcn, die bei partieller Saure- 
hydrolyse auftretcn, findet sich ein schijn kristallisierendes Disac- 
charid voni Schmp. 170-171°, und [a]%: 1-51.5O +- 28.5, (Wasser), 
das aus d-Galaktose und X-Acetyl-glucosamin aufgebaut ist. Es 
licfert mit Phenylhydrazin Lactosazon, woraus folgt, daB es sich um 
cine 2-~esoxy-2-acetamino-lac~~se handelt. 

d-Galaktose und d-Glucosamin-hydrochlorid hat erstmals K. Ereuden  - 
berg') als Spaltstucke der Blutgruppen-Substanzen erkrtnnt und isoliert. 
Z,  Y o s i z a ~ v a ~ )  erhielt aus dem Mucin des Schweinemagens durch partielle 
Saurehydrolyse ein N-haltiges Disaccharid mit [ x ] ~  : + 57.80, das diese beidcn 
Bausteine enthiilt. Auf Grund von Abbauversuchen mit Perjodat3) und von 
synthetischen Versuchen 4), die zu keinen kristallisierten Protlukten fiihrten, 
kern er zii dem SchluB, da13 es sich urn ein Galaktosido-N-acetylglucosamin 
und zwar urn 2-Desoxy-2-acetarninolactose (Acetylglucosamin-4~-galaktosid) 
handelt. 

Ausgangsmaterial fur unsere Versuche war Mekonium, das nach D. . J .  
Buchaiian und S. Rapopor ts*  6, reich an Blutgruppensubstanzen ist. Zur 
Abtrennung von Begleitstoffen benutzten diese Autoren das S evag-Ver- 

11) K. H. B a u e r ,  Die organische Analyse, Akademie-Verl. Leipzig 1945, S. 205; 
G. Reddel ien,  Ber. dtsch. chem. Ges. 46,2904 [1912]. 

1) K. F r e u d e n b e r g  u. H. Eiche l ,  Liebigs Ann. Chem. 610,240 [1934]; 618,97 
[1935]. 

3, Tohoku J. exp. Med. 62,111 [1950]. 6 ,  Tohoku J. exp. Med. 62,145 [1950]. 
5, Science [New York], 112, 150 [19Fjo]. 6, J. biol. Chemistry 192, 251 [1951]. 

. - -  

,) Tohoku J. exp. Med.61,51 [1949]. 
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fahren'). Sie schuttelten die Suspension von 1 T1. Mekonium in 2 Tln. Was- 
ser 7mal mit 25 % eines Gemisches von Kohlenstofftetrachlorid : Amylalkohol 
= 10: 1. Dabei bleiben die Rlutgruppensubstanzen in der oberen wal3r. Schicht. 
Dieses Verfahren beniitzten auch wir, doch stellte sich heraus, da13 so dar- 
gestellte Praparate, obwohl sie mit Trichloressigsliure, Bleiacetat, Kupfer- 
salzen, Ammoniumsulfat u. a. keine Fiillungen mehr gaben, noch immer uber 
50 yo an Substanzen enthalten, die mit Invertseifen fiillbar sind. Daraiifhin 
haben wir 10-proz. Losungen bzw. Suspensionen von Mekonium in Wasser 
direkt mit, Invertseifen versetzt und gefunden, da13 sich so durch eine einzige 
Piillung mehr Hegleitstoffe abtrennen lassen als durch 12 ma1 aufeinander- 
folgende EnteiweiSungen nach dem 8 evag  - Verfahren. Die Flillung gelingt 
am besten bei schwach a,lkalischer .Reaktion (pH Auf 1 kg Mekonium 
werden etwa 100 g bxm. 1 I 10-proz. Losung von %ephirols) (Alkyl-dimethyl- 
benzyl-ammoniumchloride) benotigt. Die Fiillung sitzt gut ab. In  Losung ge- 
bliehene Invertseife entfernen wir durch Kationenaustauscher, worauf man 
ohne Schaumen i.Vak. einengen und in bekannter WeiselO) mit Alkohol frak- 
tionieren kann. Man erhalt aus 1 kg Mekonium, das etwa 250 g Trocken- 
substanz enthiilt, 40 bis 50 g Blutgruppensubstanz, die bei Athanol-Konzen- 
trationen zwischen 50 und 68 Vol-% ausflllt. 

Die Bestimmung der Blutgruppenakt ivi tn  wurde in Form von Hernmungrwersu- 
chenll) am Institut fiir Blutgruppenforschung (Leiter: Prof. Dr. med. P. D a h r )  durch- 
gefiihrt. Die 0.2-proz. Losungen der Priiparate in physiologischer Kochsalzlosung (in Ver- 
diinnungen l:lO, 1:100, 1:lOOO und 1:10000) wurden mit dem gleichen Volumen von 
Anti-A bzw. Anti-B-Test-Seren verrnischt. Um optimale Bindung der Serum-Agglutinine 
durch die Blutgruppensubstanzen zu enielen, wurde bei 4 O ,  -20° und bei 37O gehalten. 
Hierauf wurde die Senkung des Titers gegeniiber Al,-, A,- und R-Rlutkorperchen fest- 
gestellt . 

Daa nach dem S e vag - Verfahren gewonnene Praparat hemmte in den Verdunnungen 
1 : 10 und 1 : 100 die Agglutination von A,-Blutkorperchen in allen 6 Stufen vollig. Bei 
einer Verdiinnung 1 : lo00 wurde der Titer um 2 Stufen gesenkt. Die Agglutination von 
A,-Blutkorperchen wurde bei Verdiinnungen von 1 : 10 und 1 : 100 vollstandig gehemmt; 
bei 1 : 1OOO erfolgta Hemmung um 4 Stufen. Beim Test mit Anti-B-Serum gegen B-Blut- 
korperchen hemmte das Sevag-Priiparat in unverdiinnter Losung vollig; nach Verdiin- 
nung 1 : 10 um 3 Stufen. 

Wurde daa nach Sevag  gewonnene F'riiparat rnit Zephirol weiter gereiuigt, so stieg 
die Wirksamkeit. Beim Verdiinnen 1 : 1000 war gegen A,- und A,-Blutkorperchen die 
Aktivitiit urn 1 Stufe erhoht und auch die Aktivitiit gegen B deutlich gestiegen. Fur die 
direkt mit Invertseife gereinigten Priiparate ergab sich dieselbe Wirksamkeit. 

Zur partiellen:H ydrolyse der gereinigten Blutgruppensubstanz erhitzten wir 
mit n-Schwefelsliure 30 Min. auf 90°, in Anlehnung an die fur die Oligosaccha- 
ride der Prauenmilc h genauer ermittelten BedingungenI6). Neben Fucose, 
Galaktose, Acetylglucosamin und etwas GlucoNamin traten Peptide, Amino- 

7 )  M. G. Sevag ,  Biochom. Z. 273,419 [1934]. 
8 )  fln3er die IPa-Abhiingigkeit von Invertseifen-Fallungen vergl. R. K u h n  u. H.-J. 

@) Bayer-Leverkusen .  
10) D. Aminoff ,  W. T. J. Morgan,  W. M. W a t k i n s ,  Biochem. J. 46, 426 [1960]. 
11) P. D a h r ,  Die Technik der Blutgruppen- und Blutfaktorenbestimmung, ti. Auflage. 

.. _ _  

Bielig, Ber. dtech. chem. Ges. 73, 1080 [1940]. 

G. Thieme, Stuttgart 1953. 
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sauren u.a. auf. Durch Chromatographie an Kohle-Celite-Saulen12) wurde 
mit 2-proz. dthanol eine Oligosaccharid-Frakt.ion gewonnen (1.7 g aus 40 g 
gereinigter Blutgruppensubstanz), die beim Verreiben mit Methanol kristallin 
erstarrte. Nach 2maligem Umkristallisieren wurden auf die Summenformel 
C14H25011N + CH,OH stimmende Analysen erhalten. 

Das Disacchar id  kristallisiert aus 50 "In. siedendem Methanol in mchteckigen, glit- 
zernden Tiifelchen, die zwischen gekreuzten Nicols keine Ausloschung zeigen und 1 Mol 
Kristall-Methanol enthalten, das selbst bei 100° i.Vak. nicht abgegeben wird. I n  Wasser 
ist die Substanz leicht loslich, in Athano1 schwerer als in Methanol. Der Geschmack ist 
schwach SUB. Der Schrnelzpunkt lie@ bei 170-171O (ohne Braunfiirbung). Daa kristall- 
methanolhaltige Disaccharid mutarotiert in waBr. Losung abwiirts: [a]g : +51.5O (fur t -0 
extrapoliert) --f +28.5O (Enddrehung). Die Halbwertszeit hetrug im folgenden Versuch 
.(c 

_.__ ~ ~ 

1.57, 1-dm-R.ohr) etwa 30 Minuten. 

M u t a r o t a t i o n  dcs Disacchar ids  
t (Min):  0 3 5 10 20 30 60 90 210 I000 
Ia lF:  (51.5')) 49.0° 47.0') 44.5O 42.6O 39.4O 34.3O 3 1 . 1 O  28.5" 28.5" 

Fur met,hanol-freies Disaccharid berechnet sich [a:I$ : +30.9O (Enddrehung). 
Die Mutarotation spricht gegen das Vorliegen eines Methylglucosids. Daswlbe 
folgt aus dem Verhalten gegen Hypojodit, von dem unter den von MacLeod-  
R o bi son13) angegebenen Bedingungen genau 1 Mol. pro Cl,H,OI,N t- CH30H 
verbraucht, w i d .  Durch Oxydation mit Chromsiiure erhalt man 1 Mol. fluch- 
tige Saure (Essigsaure, die der Acetaminogruppe entstammt). Hydrolyse mit 
verd. Hchwefelsaure liefert Galaktose und Glucosamin. Wird nach 0xydat.ion 
mit Hypojodit die gebildete Acetamino-carbonsaure als Bariumsalz gefallt 
und dieses mit n H,SO, bei looo hydrolysiert la), so findet man papierchromato- 
graphisch Galaktose, aber kein Glucosamin mehr. Hieraus folgt, da13 das 
Acetylglucosamin der reduzierende Raustein tles IXsaccharids ist, und dieses 
eiii Galaktosido-N-acetyl-glucosttmin darstellt. 

Es war somit zu erwarten, da13 das Osazon mit demjenigen der Allo-Lactose 
(6-~-Galaktosido-glucose) oder der Lactose (4-~-(~alaktosido-glucose) oder mit 
demjenigen der noch unbekannteii 3-$-Ualaktosido-glucose identisch seiii 
werde. Im Vergleich zu Glucosamin, das leicht Glucosazon liefert ls), reagiert 
N -  Acetylglucosamin mit Phenylhydrazin vie1 schwieriger, doch gelingt es, wie 
kiirzlich gezeigt wurde 16), auch hei acetylierter Aminogruppe in 2-Stellung 
reines Glucosazon (8- 10 yo d. Th.) zu gewinnen. Daa aus Mekonium gewon- 
nene Disaccharid lieferte unter denselben Hedingungen I, a c  t o s az o n (8- 10 0 
d. Th.) in gelben Nadeln, die sich aus wenig heinem Wasser umkristallisieren 
lienen und bei 206O schmolzen. Die 1dent.ifizierung mit einem aus Milchzucker 
dargestellten Priiparat erfolgte durch Misch-Schmelzpunkt 17) und durch ge- 
nauen \'ergleich von Debye-Scherrer-Aufnahmen und Ultrarotspektren. 

12) K. 1,. \Vhist lcr  u. D. F. Durso ,  J. Amer. chem. Soc.72,675 [1950]. 
l a )  Biochem. J. 23,517 [1929]. 
I p )  Vergl. H. K u h n  u. I. Low, (!hem. Ber.S6, 1027 [1953]. 
1:) P. T i e m a n n ,  Ber. dtsch. chem. Ges. 19,49 [1886]. 
Ifl) R. K u h n ,  A. G a u h e  u. H. H. B a e r ,  Chem. Ber.A7,289 [1954]. 
' 7 )  Bei Gernischen von Glucosazon niit Galaktosazon, von Glucosazon rnit Lacto- 

sazon, von Lactosaxon rnit AlIo-I,actosazon fanden wir Erniedrigungen von durchschnit.t- 
lich 10'). 
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Die zuletzt genannten Methoden haben sich zur Identifizierung von Osa- 
zonen, die unter Zersetzung schmelzen, als sehr geeignet erwiesen. Jede von 
ihnen geatatttet, Lactosazon, Allolactosazonls), Glucosazon, Galaktosazon, 
JJacto-N-tetraosazon u. a. mit geringen Substanzmengen sofort voneinanrler 
zu unterscheiden. Aus dem TJltrarotspektrum des Osazons konnte man auch 
gleich erkennen, daB die Acetaminogruppe (Absorptionsbande bei 6.1 p) bei der 
Umsetzung mit Phenylhydrazin eliminiert wurde wie es beim Acetylglucosamin 
der Fall ist. Dies steht mit dem gefundenen Stickstoffgehalt des Osazons in 
Ubereinstimmung. Bei der Lacto-N-tetraose mird in guter Ausbeute ohne 
Eliminierung der Acetaminogruppe ein Osazon mit 5 Stickstoff -Atomen er- 
halten la). 

Die Bildung von Lactosazon zeigt, daR das aus Mekonium gewonnene Di- 
saccharid eine 2-Desoxy-2-acetamino-lactose, d. h. ein 4-p- Galak tos ido -N-  
ace ty lg lucosamin  ist. t'ber etwaige strukturelle Feinheiten an den Kohlen- 
stoff -Atomen 1 und 2 der stickstoffhaltigen Halfte vermag der vorliegende 
Konstitutionsbeweis naturgemiiB nichts auszusagen, da solche bei der Osazon- 
bildung verwischt werden. Die Mutarotation des Disaccharids und die Ver- 
knupfung in 4-Stellung sprechen dafiir, daB der Rest des Acetylglucosamins 
in der Pyranoseform vorliegt (I). Die von Herrii 

- - ___ 

Dr. H. H. Baer  bestimmte Kinetik des Perjo- 

stimmung: es werden nur 2 Moll. Perjodat 

OH 
HC-- 1 datverbrauchs steht mit I in guter Uberein- 

I 
HC . NH - co . CH, 

schnell verbraucht, niimlich durch die beiden 
Glykolgruppierungen des Qalaktoskrestes. 

Durch partielle Siiurehydrolyse von Muciii 
aus Schweinemagen haben R. M. Tomare l l i ,  
E. Linden  und F. W. Bernha r t l9 )  ein kri- 
stallisiertes Disaccharid erhalten, das aus Galak- 

P. W. B e r n h a r t  hatte die Freuntllichkeit, uns 
eine Probe davon zu uberlassen, wofiir wir ihm 
aufrichtig danken. Wir fanden, daB seine Substanz im Schmp. (166-168O) 
und im Misch-Schmp. (166-168O), im Drehungsvermogen [u]; : +510 + +28O 
(Wasser) sowie papierchromatographisch mit unserem Disaccharid iiberein- 
stimmt. In  Essigester : Pyridin : Wasser = 50 : 35 : 15 20) ist fur beide PrLpa - 
rate RGlueose = 0.70. Wir mochten daraus folgern, da0 bereits aus dem Mucin 
des Schweinemagens 2-Desoxy-2-acetamino-lactose erhalten worden ist. Ge- 
geniiber den von Z. Yosizawa gemachten Angaben uber das stickstoff- 
haltige Disaccharid aus dem Mucin des Schweinemagens bleiben allerdings 
erhebliche Diskrepamen bestehen. 

Fur die Sammlung von Mekonium haben wir Herrn Prof. Dr. H. Runge, Direktor 
der Universitiits-Frauenklinik Heidelberg, aufrichtig zu danken ; fiir die Bestimmung der 

~ 0 . q ~  6 

Hq - 
Hc 1 O-HXHo;j 

CH,OH HO*VH 0 
HO.CH I 

tose und Acetylglucosamin aufgebaut ist. Herr HC-' 
I CH,OH 

18) Herrn Dr. H. H. Baer danken wir fur diese Substanz, die synthetisch nach B. 
Helferich u. G. Sparmberg, Ber. dbch. chem. Ges. 66,806 [1933], gewonnen wurde. 

19) Fed.Proc.12,431[1953]. l o )  G.Ma1yothu.H. Stein,Biochem.Z.332,165 [1951]. 
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Blutgruppenwirksamkeiten Herrn Prof. Dr. P. D a h r ,  Leiter des Instituts fur Blut- 
gruppenforschung, Gottingen, sowie Herrn Dr. K i n d l c r ,  Bensberg bei Koln; fur tech- 
nischc Hilfe bei der Aufarbeitung des Mekoniums Fraulein G. Seel ;  fur die Ultrarot- 
anfnahmen Herrn Dr. M'. O t t i n g ;  fiir die Debye-Schemer-Aufnahmen Herrn E. R o h m ;  
fur die Hypojodit-Titrationen und Hexosaminbestimniungen Fraulein D. Tschampel .  

. __  . ~ ~ ~ 

Bcschreibung der Versuehe 

1. Gcwinnung von B l u t g r u p p e n - S u b s t a n z e n  a u s  Mekonium 
a) Sevag-Verfahren:  Daa Mekonium wurde in der Frauenklinik untm Toluol 

gesamnielt. Jc 500 g wurden mit 4 2 Wasser 2 Stdn. geschuttelt, mit etwas 2 n Essig- 
saure und Katriumacetat auf %4.5 gebracht und nach dem von D. J. R u c h a n a n  und 
S. Hapopor ts )  modifizierten Sevag-Vcrfahren') enteiweiBt. Zu diesem Zweck haben 
wir mit eincm Gemisch von SO0 ccm Tetrachlorkohlenstoff und 80 ccm Amylalkohol 
5 Stdn. geschiittelt und diese Operation 6mal wicderholt. Jedesmal wurdc abzentri- 
fugicrt (3000 T;/Min.) und nur die uberstehende Losung weiter verarbeitet. 

Zulctzt hahen wir bei etwa 20 Torr auf 500 ccm eingeengt und mit 1260 com 95-proz. 
Alkohol  gefa.llt (Endkonz. 68 V01-y~ Alkohol). Nach 2 Stdn; wurde die klebrige graue 
Fallrtng abzcntrifugiert und mit 95-proz. Alkohol verrieben, wobei sie fest wurde. Ausb. 
41 g. Nach Trocknung bei 750 (16 Stdn. iiber Diphosphorpentoxyd unter 20 Torr) fanden 
wir 6.9% N, 17% Hexoeaminzl) und [u]';;: : -22O i- 3 O  (Waaser, c = 0.5). Weitere 6-7 g 
fielen, als die Alkohol-Konzentration dcr Mutterlaugo auf 85% erhoht wurde: 5.8% N, 
16.6% Hexosamin und [u]$: -2l0 & lo (Wasser, c =  0.8). 

Dic niit 68-proz. Alkohol gefallte Substanz (5 g in 150 ccm Wasser rnit 2 n NH, auf 
p H  8.4 gebracht) lieR sich durch Zusatz von I n v e r t s e i f e  (27 ccm 10-proz. Zephirol) 
wciter enteiwoiBen. Man erhielt eine starke Fallung, die abzentrifugiert, in 50 ccm Me- 
thanol gelost und mit 5 ccm 2 n Salzsaure venetzt wurde. Dabei fielen 2.6 g weniger 
wirksame Substanzen &us, die 6.5% N und nur 12.6% Hexosamin enthielten; [ a ] g :  
-17" j :lo (Wasser, c = 0.4). I 

Die durch Invertaeife gereinigte Losung gab auf Zusatz von Alkohol (Endkonz. 
= 68Oj,) 1.5 g hochwirksame Fiillung: 6.0y0 N, 22.0% Hexosamin, [a]$: -18.7O (Wasser, 

Mit mehr Alkohol (Endkonz. = 85%) fielen nur noch 0.2 g wenig wirksaine Substanz: 
5.8% N, 20% Hexosamin, [a]% : -25.8O (c = 0.9). 

b)  Inver t se i fen-Verfahren:  J e  500g Mckonium werden mit 5 2 Wasser 2-3 Stdn. 
geschiittelt, mit 2nNH, auf pH 8.4 gebracht und mit 10-proz. Zephirol-Losung bis zur 
maximal erreichbaren Fiillung versetzt. Hierzu sind meist 500 ccm erforderlich. uber- 
schiissige Invertseife bringt die Fallung wieder in Losung! Man gebe solange Zephirol- 
Losung zu bis sich rasch absitzende Flocken bilden und in einer abzentrifugierten Probe 
mit mehr Zephirol keine Triibung mehr auftritt. Man schleudert die GesamtfaUung bei 
3000 U/Min. ab, wiischt das dunkelgrun gefiirbte, ztihe Sediment zweimal durch 2-3stdg. 
Schutt.eln mit je 12 Wasser und vereinigt die Waschwiisser mit der Hauptlosung. 

Das Sediment habcn wir in 3 1 Methanol gelost, mit 2nHCI auf % 1-2 gebracht und 
gut geschiittelt. Dabei fielen 46 g Substanz &us: N = 7.4%. Zum Vergleich sei ange- 
fuhrt, daB das entsprechende Sediment aus 500 g Mekonium nach 7 Sevag-Tronnungen 
nur 34 g wog und 8.8% N enthielt. Nach dem Invertaeifen-Verfahren wird also mehr 
an wenig aktiven Substanzen abgetrennt. 

Die 7-2-Losung, in  der sich die Hauptmenge der Blutgruppensubstanzen befindet, 
werden zur Entfernung der darin enthaltenen Invertseife durch eine 50 cm lange Saule 
(Durchm. 6 cm) filtriert, die mit dem Kationenaustamcher A m b e r l i t e  IR 120 (H) be- 
schickt istzz). Das etwas triibe Filtrat w i d  durch Eintropfenlassen in Natr iuacetat-  

zl) Bestimmung nach W. T. J. Morgan u. A. L. Elson ,  Biochem. J. 27,1824 [1933]. 
B) Der Firma R o h m  t Haas, Philadelphia/Pa., danken wir fur die Oberlassung 

c ;= 0.6). 

~- 

aufrichtig. 
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losung sofort auf p, 4.5 abgestumpft, auf 500 ccm eingeengt und mit 95-proz. Alkohol  
gefallt (Endkonz. 68% Alkohol). Man zentrifugiert und verreibt das klebrige, grau- 
stichige Sediment mit 95-proz. Alkohol, wobei es fest und pulvrig wird. Ausb. 20-25 g, 
N =  6.2%. Man lijst in 300ccm Wasser und zentrifugiert 30Min. bei 30000U/Min. 
(Spinco-Zentrifuge), wobei 3.5 g sedimentieren (N = 7.4%) und die Losung ganz klar 
wird. Aus der klaren Losung fallen wir die Blutgruppensubstanzen rnit 95-proz. Alkohol 
bis zur Endkonzentration von 70 Vol-% Alkohol. Man erhalt 17 g hochaktive Fallung; 
5.6% N, 21% Hexosamin, [a15 : -2OO (M'aaser, c = 0.8). 

Geht man mit der Alkoholkonzentration von 70 auf 90%, so fallen noch 3 g Substanz 
mit 5.4% N. 

2. P a r t i e l l e  H y d r o l y s e  d e r  B l u t g r u p p e n s u b s t a n z e n  
Die nach dem Sevag- und nach dem Invertseifen-Verfahren gewonnenen Praparate 

konnen auf gleiche Weise der Saurehydrolyse unterworfen werden. Da die Invertmifen- 
Priiparate aerologisch wirksamer ah die Sevag-Priiparate waren und weniger Begleit- 
stoffe bei der partiellen Hydrolyse lieferten, haben wir erstere bevorzugt verarbeitet. 

40 g Blutgruppensubstanz (Invertseifen-Verfahren, Fallung mit 68-proz. Alkohol) wer- 
den mit langsam steigenden Mengen Wasser (5-ccm-Portionen) angetei@ und schliellich 
in 1 1 Wasser gelost. Man erhitzt im Wasserbad auf 900, gibt 1 1 YO0 warme 2 n H,SO, 
zu und belaBt Stde. bei dieser Temperatur. Dann wird mit Eis gekiihlt und mit heiB 
gestitt. B a r y t w a s s e r  genau gefiillt. Die abzentrifugicrte, hellbraune Losung (2500 ccm), 
deren p, zwischen 5 und 5.5 liegt, wird zusammen mit den Waschwhsern (1500ccm) 
des Bariumsulfata bei -20 Torr auf 200 ccm eingeengt. 

Zur Auafallung hohermolekularer Stoffe versetzt man die 200 ccm mit 95-proz. Al- 
kohol  b k  zur Endkonzentration von 68 V01.y~. Die getrocknete Fallung wiegt 6-8 g. 

Die iiberstehende alkohol. Losung, die das sticketoffhaltige Disaccharid enthalt, ver- 
dampft man i. Vak. bis zur siruposen Konsistenz und nimmt den braunen Ruckstand 
in 50 ccm \17asser auf. 

Die wlBr. Liisung laBt man durch eine 50 cm lange Siiule (Durchm. 5 cm) laufen, 
die nach R. L. W h i s t l e r  und D. F. Durso12) rnit einem Gemisch von 150g C a r b o r a f -  
f i n  und 150 g Cel i te  beschickt ist. Mit 6000 ccm Wasser gingen Aminosiiuren, Galak- 
tose, Fucose u.a. ins Filtrat, mit 35 I 2-proz. Alkohol und 8 1 5-proz. Alkohol folgten 
Oligosaccharide, mter denen sich unsere Biose befand. Mit 27.5 1 2-proz. und 2.5 1 5- 
proz. Alkohol konnte daa Disaccharid vollig aus der Saule ausgewaschen werden. 

Es d e n  je 200 ccm der Filtrate getrennt aufgefangen und davon je 9 ccm Terdampft 
und jeder Ruckstand papierchromatographisch gepruft. Als Losungsmittel diente Ess ig  - 
e s t e r :  P y r i d i n :  Wasser  = 50:35:1520), als Papier Schleicher & Schiill 2043b. Die 
Laufzeiten (absteigend) betrugen 24-36 Stdn. Hespriiht wurde mit saurem Anilin- 
phthalat. D&s stickstofialtige Disaccharid farbt sich dabei nicht rein braun wie Glu- 
cose, Galaktose, Lactose oder die beiden von uns synthetisierten stickstoffhaltigen Di- 
saccharide") sondern vie1 gelbstichiger. 

Die daa Disaccharid enthaltenden Fraktionen wurden verdampft und iiber Silicagel 
getrocknet. Ausbeute an schwach braunstichigem Rohprodukt: 1.7 g (aus 40 g gerei- 
nigter Blutgruppensubstanz). Dieses enthalt neben der 2-Desoxy-2-aoetamino-lactose 
(RGlucoae = 0.70) noch ein etwaa schneller wanderndes Saccharid ( R G ~ ~ ~ ~ ~ ~  = 0.78), dam 
aich mit sawem Anilin-phthdat ebenfalls gelb-braun farbt und ein etwas langsamer wan- 
derndes ( R G ~ ~ ~ ~ ~ ~  = 0.59), das die normale Braunfiirbung gibt. Beide bleiben beim Um- 
kristdbieren in der Mutterlauge. 

3. 2-Desoxy-2-acetamino-lactose 
Das aua Mekonium gewonnene stickstoff haltige Dieaccharid kristallisiert aus sieden- 

dem Methanol in glitzernden nahezu quadratkchen Tafelchen. Zur Analyse wurde 20 Stdn. 

") R. K u h n  u. W. Kirschenlohr ,  Chem. Ber. 87,384 [195p]. 
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bei 110a/16 Torr getrocknet, wonach die Substanz noch irnmer etwa 1 Mol. Kristall- 
Methanol enthielt. Schmp. 169-171O (ohne Braunfarbung). 

. . ~~ . .. . .. . . - - .. . . ~ ~-. .. . 

C14H,S0,1N (383.3) 
C14H,,0,1N-CH,0H (415.4) 

Ber. C 43.87 H 6.57 N 3.65 OCH, 0.00 
Ber. C 43.37 H 7.03 N 3.37 OCH, 7.46 
Gef. C43.52 H6.82 N 3.28 OCH, 8.02 

1)ic Matarotation bei 23O verlief rnit einer Halbwertszeit von 30 Min. [ayd : 4 1 . 5  + 
~ 2 8 . 5 ~  (\\'asser, c = 1.57). Fehlingsche Losung wird beim Kochen reduziert, Hypojodit 
schon in tler Killte. Nach MacLeod-Robison fanden wir (30 Min. bei 20-24O) das Aquiv.- 
Gew. xu 412 und 429 (ber. 415). Die durch Hypojodit gcbildete 2-Desoxy-2-acetaniino- 
lactobionsaure wurde in 2 Versuchen, zu denen 31 bzw. 34 mg des Disaccharids dienten, 
ins Buriumsalz verwandelt und dieses niit n H,S04 3 Ytdn. bei 105O hydrolysiert. Da- 
nacli licB sich mit Anilinphthalat nur Galaktose papierchrornatographisch nachweisen, 
nicht aber Glucosuniin. 

Kin voii Dr. H. H. Baer  und Dr. A. Gauhe  aus den hoheren Oligosacchariden der 
Fraoenmilch durch partielle Saurehydrolyse in geringer Menge gewonnenes, aus Methanol 
schon kristdlisierendes Disaccharid hat sich nach Misch-Schrnp., R,<.-\Vert u. a., als iden- 
tisch niit dem Galaktosiclo-N-acetglglucosamin nus Mekonium erwiesen. 

1,actosltzon:. 100 nig, in einem weiteren Versiich 95 mg des Disaccharids nus Me- 
koniuni wurden mit 1 g I'henylhydmzin-hpdrochlorid und 0.5 g Piatriuinaceht (3 H20) 
in i rcm \\'asser gelast und 11/2 8 th .  im Dampfbad erhitzt. Beim Erlralten schied sich 
digcs Osazon ab, das abzeiitrifugiert und rnit kaltern Wassor verrieben wurde, wobei 
es pnlvrig wurde. Dieses Rohprodukt losten wir in 2 -3 ccrn heiBem Wasser, au8 dem 
sich das Owzon beim Erkolten in feinen, dunkelgelben Nadeln abschied. Aush. 9 rng, 
irn zweiten Versiich 10 mg. Zur Analyse wurde 3rnal aus  wenig heiBem Wasser urnkri- 
stallisiert. 

C,,H,,O,K, (520.5) Her. N 10.76 (kf. N 10.36 
Das UK-Spektriirn beider Praparate war im gesamten gepriiften Bereich von 3-15 p 

mit deinjenigen von Lactosazon ails Milchzucker identisch, ron dernjenigen des Allo- 
lactosazons, vor alleni in den Bereichen 8--9 p und 11--12 p, verschieden. Der Vegleich 
rnit Glucosazon, Galaktosazon und Lacto-N-tetraosazon ergab starkere Verschiedenheiten. 
Auch in den Debye-Scherrer-Aufnahmen stirnrnten heide Osazonproben rnit Lactosaxon 
am Milchzncker iitwrein. 

89. Hermann Stetter und Ernst-Egon Roos: Eine Synthese makro- 
cyclischer, stickstoffhaltiger Ringsysteme 

[Aus dem Chemischen Institut der Universitht Bonn] 
(Eingegangen am 18. Februar 1954) 

rlusgehend von hhylendiamin und p-Phenylendiarnin wurden 
zwei makrocyclische Ringsysteme rnit 20 und 22 Ringgliedern erhal- 
ten. Als RingschluBreaktion diente hierbei die Kondensation von 
Alkaliverbindungen der p-Toluolsulfonamide mit a.w-Dibrorn-Verbin- 
dungen in Dimethylforrnarnid als Losungsmittel. 

Die unter geeigneten Bedingungen sehr glatt verlaufende Kondensation 
der Alkaliverbindungen von Sulfonamiden mit Halogenverbindungen erweist 
sich als hervorragend geeignet, urn aus leicht zuganglichen Ausgangsmateri- 
alien Hingschliisse zu hochgliedrigen stickstoffhaltigen Ringsystemen durch- 
zufuhren. 


