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Best immung von Nicot insaure-amid  in  Rindsleber .  
500 g Rindsleber wurden fein gehackt, mit 2 Liter Wasser aus- 

gekocht und die wiisserigen Ausziige eingedampft. Von dem Trocken- 
riickstand, der 22 g wog, haben wir 1 7  g eine Stunde mit 300 em3 
0,l-n. Kalilauge erhitzt, hierauf die Fliissigkeit rnit Salzsaure genau 
neutralisiert und im Vakuum zur Trockene gebracht. Den getrock- 
neten Ruckstand zogen wir wiederholt rnit kochendem Benzol aus. 
Der nach dem Abdestillieren des Benzols verbleibende Ruckstand 
wurde rnit Dinitro-chlorbenzol in bekannter Weise verschmolzen 
und die Schmelze in oben beschriebener Weise aufgearbeitet uncl 
kolorimetriert. 

Die Messung im Leifophotometer ergab den Extinktionsmodul 
0,60, was einer Konzentration von 0,035 mg Nicotinsaure-amid pro em3 
entspricht. Da die gesamte wtisserige Fliissigkeit des Reaktions- 
produktes 50 em3 betrug, berechnen sich fiir die 
Leberextrakt 1,75 mg Nicotinsaure-amid, oder 
Frischleber. 

angewandten 1 7  g 
2,26 mg in 500 g 

Zurich, Chemisches Institut der Universitat. 

62. Isolierung von d-Galaktose und Z-Rhamnose aus dem Hydro- 
lysat des speziflschen Polysaecharids von Bact. dysenteriae (Shiga) l) 

von W. Th. J. Morgan. 
(31. 111. 38.) 

Durch ausgedehnte Arbeiten der letzten Jahrzehnte ist es 
bekannt geworden, dam fiir  die immunologische Spezifitat v on 
vielen Bakterien-Antigenen ihr Gehalt an spezifischen Polysaccha- 
riden von grundlegender Bedeutung ist 2).  Solche Polysaccharide 
spielen in diesen Fallen die Rolle von Haptenen, d. h. Bausteinen, 
die fur die Spezifitiit des Vollantigens verantwortlich sind. 

Auch,fur die glatten Stamme von Bac t .  dysenter iae  (Shigu) 
ist ein ahnlicher Tatbestand durch fruhere Arbeiten sichergestellt 
worden. Es sich auch hier ein spez. Polysaccharid i s~ l ie ren~) ,  
das an sich nicht antigen wirksam ist, jedoch fur die Spezifitat des 
Vollantigen~~) verantwortlich ist. 

Vorliegende Untersuchung befasst sich rnit Versuchen zur Auf - 
Harung der chemischen Zusammensetzung dieses Polysaccharids. 

Diese Arbeit wurde mit Unter&utzung der Rockefeller Foundation ausgefiihrt. 
') Vgl. Ti'. Laiadsteiner, The Specificity of Serological Reactions, Baltimore (1936). 
3, w. Th. J. Morgan, Brit. J. Exptl. Path, 12,62 (1931), Biochem. J. 30,909 (1936). 
4, w. 2%. J. Morgan, Biochem. J. 31, 2003 (1937). 



- 470 - 

Infolge der sehr beschrankten Materialmengen ist es leider nur mog- 
lich, einiges uber die Komponenten anzugeben, die bei der voll- 
standigen Hydrolyse erhalten werden. 

Das wie fruher beschriebenl) isolierte Polysaccharid Iasst sich 
durch Erwarmen rnit wassriger Saure zu einem Gemisch von Zuckern 
aufspalten. Dabei war folgendes bekannt : Die Hydrolyse kann so 
susgefuhrt werden, dass die Ausbeute an reduzierten Zuckern als 
Glucose berechnet 97% betragt. Im Hydrolysat ist ein Stoff ent- 
halten, der die Farbreaktionen von Aminohexosen gibt. Bei der 
quantitativen kolorimetrischen Bestimmung2) wird ein Gehalt von 
ungefiihr 20 % als Glucosamin berechnet gefunden. Das Polysaccha- 
rid enthalt ferner 5% Acetyl, das relativ fest haftet und dnher 
wahrscheinlich am Stickstoff gebunden ist. DeIn entspricht, dass 
nnch vorsichtiger Hydrolyse rnit 0,Ol-n. Salzsaure bei der kolori- 
metrischen Bestimmung von N-Acetyl-hexosamin3) eine dem totalen 
Stickstoffgehalt aquivalente Menge von ca. 25 yo N-Acetyl-hexosamin 
gefunden wird. Der N-Gehalt des Polysaccharids betragt 1,7%, was 
dafiir spricht, dass der gesamte Stickstoff 81s Aminozucker vorliegt. 
Es ist demnach sehr wahrscheinlich, dass ein am Stickstoff acety- 
lierter Aminozucker als Baustein des Polysaccharids in einer Menge 
von etwa 20-25% enthalten ist. Hingegen ist es wenig wahrschein- 
lich, dass es sich dabei um d-Glucosamin handelt. Ferner ist in 
einer Notiz4) erwahnt worden, dass sich aus dem Hydrolysat etwas 
d-Galaktose isolieren lasst. Die Isolierung wird hier im experimen- 
tellen Teil genau beschrieben. Es konnten ca. 15% reiner Galak- 
tose abgetrennt werden. Ferner war bekannt, dass die Farbreak- 
tionen mit Phloroglucin und Salzsiiure (nach Wheeler und ToZZens) 5, 
sowie mit Orcin und Salzsaure (nach negativ verlaufcn, dass 
somit grossere Mengen von Pentosen und Hexuronsauren nicht an- 
wesend sein konnen. Ebenso ist der Test auf Glucuronsiiure mit 
Naphtoresorcin (nach ToZZens)') negativ. Auch der Test nach Sdi- 
wanoff mit Resorcin-Salzsaure verlief praktisch ncgativ, sodass auch 
keine nennenswerten Mengen von Ketohexosen vorhanden sein 
konnen. 

Bei der vorliegenden Untersuchung wurde versucht festzu- 
stellen, was fur andere Zucker-Komponenten am Aufbau des Poly- 
saccharids beteiligt sind. Aus dem Hydrolysat wurde zunachst die 
Galaktose vollstandig entfernt, und zwar entweder durch direkte 

l) W.  Th. J .  Morgan, Brit. J. Exptl. Path. 12, 62 (1931), Biochem. J. 30,909 (1936). 
2, L. A. Elson und W.  Th. J. Norgan, Biochem. J. 27, 1824 (1933). 
9 W. Th. J .  Norgan und L. A. Elson, Biochem. J. 28, 985 (1934). 
4) W.  Th. J .  Morgan, Brit. J. Exptl. Path. 13, 324 (1932). 
6,  A. 254, 329 (1889). 
') Vgl. A. W. van der Haar, Anleitung zum Nachweis, zur Trennung und Bestim- 

6, Bioch. Z. 3, 323 (1907). 

mung etc. (1920). 
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Vergarung mit Hefe, oder es wurde erst die Hauptmenge der Galak- 
tose rnit o-Tolyl-hydrazinl) abgeschieden und der verbleibende Rest 
durch GIrung entfernt. Dabei fiel es auf, dass bei der Garung be- 
trslchtlich mehr Kohlendioxyd entwickelt wurde als der isolierten 
Menge von d-Galaktose entspricht. Es wurde gepriift, ob ausser 
Galaktose noch andere vergarbare Bucker, insbesondere &Glucose, 
d-Mannose und d-Fructose anwesend sind. Keiner derselben konnte 
jedoch einwandfrei nachgewiesen werden. Es ist natiirlich nicht 
ausgeschlossen, dass trotzdem kleine Mengen davon vorhanden sind. 

Aus den rnit Hefe nicht vergarbaren Anteilen konnte rnit Phenyl- 
hydrazin das Osazon der Z-Rhamnose erhalten werden. Anschliessend 
Iiess sich auch Z-Rhamnose als p-Naphtyl-hydrazon2) abtrennen. 
Durch Spaltung dieses Derivats nach Hemfelcl3) mit Benzaldehyd 
Liess sich krystallisierte Z-Rhamnose in Substsnz gewinnen, so dass 
dieser Bucker als Baustein des Polysaccharids rnit Sicherheit nach- 
gewiesen ist. Die Ausbeute an  reinem Z-Rhamnose-hydrat betrug 
7,5°/0. Dies stellt naturlich nur eine untere Grenze fiir den wirk- 
lichen Gehalt dar. 

Das Polysaccharid enthalt demnach mindestens 15 yo d- Galak- 
tose, 7,5 yo I-Rhamnose, sowie ca. 25 % N-Acetyl-aminozucker. 

Herrn Prof. Dr. Reichstein danke ich fur scin Intcresve und seine Rilfe. 

E xp  er im en  t e l l  cr T e i l .  
Rein igung  des  Polysacchar ids .  

Das Polysaccharid wurde im Lister Institute, London, nach 
den genannten Angaben4) hergestellt und gereinigt. Zur Kontrolle 
wurde es einer weiteren fraktionierten FBllung aus wassriger Losung 
nit Aceton unterworfen. Bis zu einer Konzentration von 50 Volumen- 
prozent Aceton fiel nichts asis. Bei einem Gehalt von 56 Volumen- 
prozent Aceton bildete sich eine kleine Fallung, die verworfen wurde. 
Bei 60, 66 und 75 Volumenprozent Aceton wurden drei Hauptfrak- 
tionen durch Zentrifugieren abgetrennt, rnit Aceton gewaschen und 
im Exsikkator uber Schwefelsaure getrocknet. Weiterer Zusstz von 
Aceton gab nur eine sehr geringe Nachfallung, die ebenfalls ver- 
worfen wurde. Uber die Ausbeuten und einige Kennzahlen orien- 
tiert die folgertde Tabelle, Seite 47.2. 

Der Stickstoff wurde nach Xjeldahl bestimmt, das Reduktionsvermogen nach 
Ilagedorn-Jensens), sowie nach Willstutter-Schudl in  der Ausfiihrungsform von Macleod 
und Robisone). Debei ist das Reduktionsvermogen von Glucose = 100 gesetzt. 

A. W. van der Haar, R. 37, 108 (1917). 
2, A. van Ekenstein, C .  A .  Lobry de Bruyn, R. 15, 225 (1896). 
3, R. 28, 44% (1895). 
4, W. Th. Aforgan, Biochem. J. 30, 909 (1936). 
5, H.  C. Hagedorn, R. N .  Jensen, Riochem. Z. 135, 46 (1923); 137, 92 (1923). 
") 111. Macleod, R. Rohison, Biochem. J. 23, 517 (1929). 
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Aceton- 

tion 
Fraktion Konzentra- 

F r a k t i o n i e r u n g  d e s  P o l y s a c c h a r i d s .  

18 Sticlr- Reduktions- 
Gewicht [a], stoff vermogen 

in Wasser in % nach H. , J . I  gegen 
Jod _________ 

60+ 66 
I V  6 6 j 7 5  1 s  

Die Frsktionen II-IV, die fast identische Kennzahlen ergaben, 
wurden vereinigt. Eine im Hochvakuum gut getrocknete Probe gab 
die folgenden Werte: 

Gef. C 43,6; H 7,O; N (Dumas) ,  1,7; -COCH, 5,O; Asche O,S%. 

Da die Substanz hygroskopisch ist, so ist auf den C-Wert kein 
zu grosses Gewicht zu legen. 

Saure  Hydro lyse .  
2 g des trockenen Polysaccharids wurden frisch gepulvert in 

n. Schwefelsaure gelost und damit auf ein Volumen von genau 
100 em3 aufgefullt. Die Losung wurde so Iange auf 95-100° erhitzt, 
bis das Reduktionsvermogen (nach Hngedorrdensen)  ein Maximum 
erreichte, was nach 5 Stunden der Fall war. Dss Reduktionsver- 
mogen entsprach dsnn insgesamt 1,94 g Glucose. Die urspriingliche 
Drehung der Losung von E: = -t- 2,05O fie1 dabei auf 1,4O0 (1 dm- 
Rohr). Die Losung wurde gekuhlt, mit Barytlosung bis zur eben 
alkalischen Reaktion versetzt, filtriert, mit 1 Tropfen verdiinnter 
Schwefelsaure angesauert und mit einer Spur Sodalosung genau neu- 
tralisiert. Dann wurde iiber wenig gewaschene Kohle filtriert und 
auf 150 em3 aufgefiillt. 

I so l ie rung  v o n  It- Galaktose du rch  d i r ek te  Krys t s l l i s a t ion .  
Diese wurde friiher wie folgt durchgefiihrt: Ein, wie oben, aber 

aus 2,7 g Polysaccharid gewonnenes Hydrolysat wurde im Vakuum 
zur Trockne eingedampft. Der Ruckstand wurde in 5 cm3 90-proz. 
Essigsiiure gelost und einige Tage bei 5 O  stehen gelassen. Es schied 
sich ein farbloses Krystallpulver ab, das abgenutscht, mit Eisessig 
gewaschen und im Exsikkator getrocknet wurde. Ausbeute 0,41 g. 
Es wurde aus 90-proz. Essigsaure umkrystallisiert. Das Produkt 
zeigte dann einen Smp. 166-167O korr. Eine Probe authentischer 
d-  Galaktose, sowie die Mischprobe schmolzen genau gleich. Die 
spez. Drehung betrug 

[aJg = +- 109O (nach 5 Minuten) + 80,5O & 2O (nach 24 Stundm) 

__-___ 
- - I -  - 
98,O 1,72 ' 2,2 2,5 
98,l 1,75 1 2,3 2,3 
98,7 1,65 1 3,3 3 8  

0,l 72,O - I -  - 
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( c  = 1 in Wasser). Fur a-d-Galaktose findet man in der Literaturl) 
[a]: = + 140°+ + 81,2O. 

Ferner wurde das a-Methyl-phenyl-hydrazon bereitet, das sofort 
den richtigen Smp. 180-182 O (abgekurztes Thermometer) zeigte. 

Versuche  zur I so l i e rung  der Aminohexose  u n d  Isol ierung 
von 1 -  Rhamnosaeon .  

Vorversuche  m i t  re inem Glucosamin  u n d  Chondrosamin .  Wahrend 
sich d-Glucosamin recht leicht nachweisen Iasst, da viele seiner Derivate gut krystalli- 
sieren2), lasst sich d-Chondrosamin relativ schwer aus Gemischen abscheiden. Auf der 
Suche nach einem Derivat, das sich auch zur Abscheidung von d-Chondrosamin eignet, 
wurde zunachst sein N-Carbobenzoxy-Derivat hergestellt und, da dieses in Wasser relativ 
leicht Ioslich ist, wurden noch die Kondensationsprodukte des d-Chondrosamins mit 
Salicyl-aldehyd, Anis-aldehyd, Zimmt-aldehyd sowie 0-, m-, und p-Nitro-benzaldehyd 
bereitet. Von diesen war das Kondensationsprodukt mit Zimmtaldehyd brauchbar, d a  
es sich nus wassriger Losung abscheidet, noch etwas besser war das Produkt mit p-Nitro- 
benzaldehyd. Es liisst sich auch zur Abscheidung von d-Glucosamin benutzen. 

p - N i t r o  - be n za l  - d - c h o n d r  osa m in. 100 mg Chondrosamin-chlorhydrat3) wur- 
den in 3-5 om3 Methanol gelost, mit 200 mg reinem p:Nitro-benzaldehyd und nach 
dessen Losung mit der Losung von 80 mg Kaliumbicarbonat iq 1 cm3 Wasser versetzt. 
Es wurde '/z Stunde bei Zimmertemperatur stehen gelassen, dann im Vakuum einge- 
dampft. Der Ruckstand krystallisierte bald. Es wurde mit etwas mehr Wasser ver- 
setzt, abgenutscht, rnit wenig Eiswasser, dann gut mit Chloroform und Ather gewaschen 
und im Vakuum getrocknet. Erhalten wurden 83 mg Derivat vom Smp. 172O korr. Beim 
Umkrystallisieren treten relativ grosse Verluste ein. Durch Envarmen mit verdiinnter 
Salzsaure tritt Spaltung sin; wird der entstehende p-Nitro-benzaldehyd mit Chloroform 
und Ather mehrmals ausgeschuttelt und die saure Losung im Vakuum eingedampft, so 
kryetallisiert nach Zusatz von Alkohol das Chondrosamin-chlorhydrat aus. 

p - N i t r o  - be n z a l -  d -g luco  samin.  100 mg d-Glucosamin-chlorhydrat wurden wie 
oben behandelt. Erhalten wurden 135 mg Derivat, das roh bei etwa 170" korr. schmolz. 
Bus Methanol durch Einengen im Vakuum und Zugabe von Aceton wurden Krystalle 
crhalten, die bei 182O korr. schmolzen, sie beginnen sich jedoch schon gegen 170° unter 
Verfarbung zu zersetzen. 

T r e n n u n g  v o n  d - G l u c o s a m i n  u n d  d - G a l a k t o s e  d u r c h  Garung.  Es ist 
zwar bekannt, dass d-Glucosamin und Chondrosamin von Hefe nicht vergoren werden. 
Um zu prufen, ob Glucosamin nach der Vergarung einer relativ grossen Menge gleich- 
zeitig anwesenden Zuckers noch unverandert isoliert werden kann, wurden 400 mg d-  
Galaktose und 100 mg d-Glucosamin-chlorhydrat in 5 cm3 Leitungswasser und 5 cm3 
Hefe-Bouillon (1 Teil Biickerhefe und 10 Teile Leitungswasser), sowie mit lebender 
Blckerhefe, die zweimal iiber d-Galaktose passiert worden war und diese vollstandig ver- 
gor, angesetzt. Nach 4 Tagen waren insgesamt 120 cm3 Gas entwickelt worden. Die 
Losung wurde iiber Kohle filtriert und nach Zusatz von wenig verdiinnter Salzsaure im 
Vakuum auf ein ganz kIeines Volumen eingeengt. Beim Stehen krystallisierten 83 mg 
Glucosamin-chlorhydrat aus. 

l) C.  Tanret, B1. [3] 33, 348 (1905); A.  Fernau. Z. physiol. Ch. 60, 287 (1909). 
2, Vgl. beispielsweise die Literaturangaben bei Chargaff und Bovarnick, J. Biol. 

Chem. I 18,421 (1937). Danach scheint das N-Carbobenzoxy-Derivat fur die Abscheidung 
von d-Glucosamin aus Gemischen sehr geeignet zu sein. Das analbge Derivat son 
d-Chondrosamin ist jedoch in Wasser vie1 zu Ioslich, um fur diesen Zweck beniitzt werden 
zu konnen. 

Das Praparat wurde aus Chondroitinsulfosaure nach E. Jorpes und 8. Brrgstrdm. 
Z. physiol. Ch. 244, 253 (1936) bereitet. Es enthielt noch etwas Asche. 
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Erster Hauptverszcch. 50 em3 Hydrolysat (entsprechend 670 mg 
Polysaccharid) wurden zweimal uber gewaschene Kohle filtriert, im 
Vakuum auf 10 em3 eingeengt, rnit 10  cm3 Hefebouillon (aus 1 Teil 
Backerhefe und 10 Teil Leitungswasser durch 5 Minuten langes 
Kochen und Filtration hergestellt) versetzt, einmal aufgekocht und 
auf 20° abgekuhlt. Dann wurde die Suspension einer Biickerhefe 
zugesetzt, die zweimttl frisch uber d-Gdaktose passiert war und 
diese jeweils in 3-4 Tagen bei 18O vollstiindig vergor. Nach 
vier Tagen waren etwa 92 cm3 Gas entwickelt worden, was ca. 
360mg Hexose entsprechen wiirde. Die GQrung war hierauf be- 
endet. Es wurde uber frisch gewaschene Kohle filtriert und bei 
lackmussaurer Reaktion im Vakuum bei 40 O Badtemperatur zum 
Syrup eingedampft. Dieser wurde in Methanol aufgenommen, wo- 
bei etwas gummiartiges Material unloslich zuriickblieb, dtts noch 
mehrmals mit Methanol ausgzogen wurde. (Es gab die Farbreaktion 
auf Aminozuckerl)). Die Methanol-Losungen wurden eingedampft 
und der Ruckstand rnit absolutem Nlrohol mehrmals ausgezogen, 
wobei etwas unlosliches Pulver zuruckblieb, das die Farbreaktion 
auf Aminozucker2) stark gab. Die alkoholische Losung wurde im 
Vakuum eingedampf t . Der verbleibende hellgelbliche Syrup gab 
die Farbreaktion auf Aminozucker ; bei einer semiquantitativen 
kolorimetrischen Bestimmung zeigte es sich aber, (lass ein recht 
grosser Verlust eingetreten war. Der genannte Syrup wurde wie 
beim Vor~ersuch beschrieben rnit 200 mg p-Nitro-benzaldshyd in 
5 em3 Methanol und 80 mg Kaliumbicarbonst in 1 ern3 Wasser 
versetzt. Bei der Aufarbeitung wurde sls einziges, in Wasser schwer 
losliches Produkt unveranderter p-Nitro-benzaldehyd zuriickerhalten. 

Zur Entfernung des Reagens-Uberschusses wurde daher die 
wiissrige Losung rnit verdunnter SalzsQure eben kongosauer gemscht 
und mehrmals mit Chloroform, dann mit Ather ausgeschuttelt. (Aus 
den Ausziigen wurde 36 mg p-Nitro-benzaldehyd erhalten, dies ist 
also die masimale Menge, die in Reaktion getreten sein konnte.) 
Die wassrige saure Losung wurde im Vakuum von Chloroform und 
Ather vollig befreit, ihr Volumen betrug dann 5 ern3. Dann wurde 
1 g Natriumacetat, 2 Tropfen Eisessig sowie 0,6 g Phenylhydrazin 
zugegeben und die Mischung unter Kohlendiosyd-Verschluss zwei 
Stunden auf dem siedenden Wasserbsd erhitzt. Nach dem Erkalten 
wurde rnit etwas Toluol gedeckt, welches das schmierige, dunkel- 
braune Osazon grosstenteils loste. Beim Stehen uber Nacht hatten 
sich an der Zwischenschicht Krystalle abgeschieden, die abgenutscht, 
rnit Wasser und Toluol, dann rnit etwas Ather gewaschen wurden. 
Bur Reinigung wurden sie in einer Spur Methanol gelost und die 

l) L. A. Elson, W. Th. J .  Morgan, Biochem. J. 27, 1824 (1933). 
2, L. A. Elson, M’. Th. J .  Illorgan, Biochem. J. 27, 1824 (1933). 
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Losung rnit viel Ather versetzt. Die klare Losung wurde abge- 
gossen und der Niederschlag noch zweimal aus einer Spur Methanol 
mit Ather umgefallt. Die vereinigten ziemlich hellgelben Ather- 
losungen wurden auf ein kleines Volum eingedampft, worauf sich 
das Osazon in gelben Krystiillchen abschied, die bei 178-180° korr. 
schmolzen. Die -Ausbeute betrug 20 mg. Bur Reinigung wurde noch- 
msls aus sehr viel Ather durch Einengen umkrystallisiert. Es wurden 
11 mg rein gelbe Krystiillchen vom Smp. 180-182° korr. erhalten. 
Eine Probe I-Rhamnosazonl) zeigte den Smp. 183-184O korr., die 
Mischprobe schmolz bei 182-183O. Zur Rnalyse wurde im Hoch- 
vakuum bei 50° getrocknet. 

3,351 mg Subst. gaben 7,75 mg CO, und 1,98 mg H,O 
CI8H2?O3N4 (342,40) Ber. C 63,14 H 6,48% 

‘ Gef. ,, 63,07 ,, 6,81% 
Das Osazon zeigte in Methanol Rechtsdrehung, fiir eine genaue 

Bestimmung war die vorhandene Menge unzureichend. Gefunden 
wurde 24 Stunden nach der Losung [a]: = + 42O & l o o  (in Me- 
thanol). Fiir reines I-Rhamnosazon wurde 24 Stunden nsch der 
Losung [a] 

B l i n d v e r s u c h  m i t  H e f e  u n d  G a l a k t o s e  allein. Um sicher zu sein,dassdie 
Rhamnose nicht aus der Hefe stammen konnte, wurden 1,5 g d-Galaktose in 30 om3 
Wasser und 20 cm3 Hefebouillon sowie dreimal so viel der Hefeaufschlemmung als zum 
Verglren des Polysaccharid-Hydrolysa~s verwendet worden war, vergoren. Nacli vier 
Tagen, als die Giirung bcendet war, wurde iiber Kohle filtriert und dns Filtrat im Vakuum 
zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde mit Methanol, dann mit absolutem 
Alkohol ausgezogcn. AUS dcn Alkohollosungen wurden 130 mg Syrup erhaltcn, der 
Fehling’sche Losung nicht reduziede. 

Zweiter Hazcptverszrch. 50 cm3 Hydrolysat, entsprechend 670 mg 
Polyssccharid, wurden im Vakuum zum diinnen Syrup eingedampft, 
mit einer Losung von 600 mg reinstem o-Tolyl-hydrazin in 5 em3 
Methanol 10  Ninuten unter Riickfluss gekocht und hierauf 16 Stun- 
den bei O o  stehen gelassen. Es hatte sich eine reichliche Menge 
von feinen Krystallen abgeschieden, die abgenutscht, rnit absolutem 
Alkohol, etwas Wasser, dann mit Ather gewaschen und im Vakuum 
getrocknet wurden. Es wurden 129 mg erhalten. Sie tvurden einmal 
aus absolutem Alkohol krystallisiert, wobei farblose Krystallchen 
vorn Smp. 180-182O korr. erhalten wurden. Das zum Vergleich 
aus d-  Galaktose bereitete o-Tolyl-hydrazon2), sowie die Mischprobe 
schmolzen genau gleich. 

Die Losung, aus der die 129 mg Galaktose-Derivat abfiltriert 
worden waren, wurde im Vakuum vom Methanol befreit, mit Wasser 
auf 15 em3 verdiinnt, mit 800 mg frisch destilliertem Benzaldehyd, 
sowie 20 mg Benzoesaure versetzt und unter Kohlendioxydverschluss 

= + 53O (c = 1 in Methanol) gefunden. 

l) E. Fischer, I<. Zach, B. 45, 3770 (1912). 
2, A. 1P. van der Haar, R. 37, 108 (1917). Dieses Derivat ist fur die Abscheidung 

von d-Galaktose besonders geeignet. 
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1 Stunde auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Dann wurde auf 
O o  abgekuhlt, filtriert und das Filtrat sofort mehrmals rnit Ather 
ausgeschuttelt und im Vakuum auf 7 em3 eingeengt. Es wurde 
hierauf mit Kohle (die vorher rnit Salzsaure und Wztsser gewaschen 
worden war) entfarbt und die Losung im Vakuum zur Trockne 
gedampft. 

Jetzt wurde versucht, eventuell vorhandene d-Glucose als 
p-Nitro-phenylhydrazonl) abzuscheiden. Zu diesem Zweck wurde 
der Syrup rnit der Losung von 600 mg reinstem p-Nitro-phenylhydra- 
zin in 5 em3 Methanol 10  Minuten unter Ruckfluss gekocht und dann 
uber Nacht bei O o  stehen gelassen. Es fie1 kein Glucose-derivat 
Bus. Auch nach starkem Einengen, Impfen rnit dem p-Nitro-phenyl- 
hydrazon von &Glucose und weiterem Stehen konnte kein solches 
Derivat erhalten werden. Daher wurde die Losung zunachst im 
Vakuum von Methanol, dann genau wie oben mit Benzaldehyd 
vom Nitro-phenylhydrazin befreit. Die zuletzt verbleibende wassrige 
Losung musste zweimal rnit gewaschener Kohle behandelt werden, 
urn sie ganz farblos und frei von Nitroverbindungen zu erhalten. 

Es wurde rnit Leitungswasser auf 20 em3 aufgefullt, mit 3 em3 
Hefebouillon versetzt, aufgekocht, abgekuhlt und mit Backerhefe, 
die zweimal uber d-Galaktose passiert war, beimpft. Nach 4 Tagen 
waren etwa 31 cm3 Gas entwickelt (entsprechend ca. 124 mg Hexose). 
Die Losung wurde rnit 30 mg Kohle (die vorher rnit Salzsaure und 
heissem destilliertem Wasser gewaschen worden war) behandelt und 
filtriert. Das Filtrat wurde im Vakuum vollstandig eingedampft, 
der Ruckstand mehrmals mit Methanol ausgezogen, wobei etwas 
unloslicher Gummi zuruckblieb. Die Methanollosung wurde im Va- 
kuum eingedsmpft und der Ruckstand mit absolutem Alkohol aus- 
gezogen, wobei noch etwas unlosliches Material zuruckblieb. Die 
alkoholische Losung hinterliess beim Eindampfen im Vakuum 
820mg Syrup. 

Dieser wurde mit 220 mg reinstem B-Naphtyl-hydrazin in 4 em3 
Methanol 5 Minuten gekocht und dann unter ofterem Durchkratzen 
bei 0 stehen gelassen, wobei bald reichliche Krystallisation ein- 
setzte, die durch Stehen uber Nacht bei O o  moglichst vervollstiin- 
digt wurde. Hierauf wurde abgenutscht, rnit etwas Alkohol, dann 
rnit Wasser, Toluol und Ather gewaschen und im Vakuum getrocknet. 
Erhalten wurden 116 mg vom Smp. 189-190O korr. unter Zerset- 
zung. Ein aus Z-Rhamnose bereitetes Vergleichspraparat 2, schmolz 
bei 192-193O korr., die Mischprobe bei 191-193O korr. d-Galaktose 
gibt ein 8-Naphtyl-hydrazon, das ebenfalls bei 189-190 korr. 

l) 1%'. A.  %an Ekenstein, J .  J .  Blanksma, R. 24, 33 (1905); A.  Reeraire, B. 41, 3665 

2, Das p-Naphtyl-hydrazon ist nach Van. der Haar (Nachweis etc., S. 174) fur den 
(1908). 

Nachweis von 1-Rhamnose am besten geeignet. 
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schmilzt, die Mischprobe rnit dem Derivat der I-Rhamnose schmolz 
aber schon bei 180-182° korr., gab also eine deutliche Depression. 

Krystallisierte 1-Rhamnose. Die 116 mg p-Naphtyl-hydrazon 
wurden in 5 em3 Wasser rnit 0,2 g Benzaldehyd und 10  mg Benzoe- 
saure genau wie oben beschrieben gespalten. Die schliesslich resul- 
tierende, rnit einer Spur gewaschener Kohle geklarte wassrige Losung 
wurde im Vakuum zu einem farblosen Syrup eingedampft. Dieser 
wurde mehrmals mit frisch destilliertem Aceton warm ausgezogen, 
wobei eine sehr geringe Menge unlosliches Material zuriickblieb. Die 
Acetonlosung wurde auf 2 em3 eingeengt, wobei sie sich leicht trubte. 
Durch Zusatz von 15 mg Wasser wurde die Triibung zum Verschwin- 
den gebracht. Nach Impfen rnit einer kaum sichtbaren Spur Z-Rham- 
nose begann sofort die Abscheidung grosser, glasklarer Krystalle. 
Nach 2 Stunden wurde durch Dekantieren mit Aceton gewaschen. 
Die Mutterlaugen gaben nach Einengen in derselben Weise noch 
eine weitere Menge von Krystallen. Zur Reinigung wurden die 
Krystalle nochmals in heissem Aceton gelost, eingeengt und rnit 
einer Spur Wasser versetzt. Es wurden 48 mg reinster Krystalle 
erhalten, die hei starkem Verreiben und langsamem Erhitzen bei 
72-76 O schniolzen. Eine Probe authentische Z-Rhamnose schmolz 
unter denselben Redingungen genau gleich, ebenso die Mischprobe. 
Die s p a .  Drehung betrug [E] =: - 3,5O (nach 4 Minuten) + -k 9,0° 
f lo (nach 2 Stunden ( c  --- 2 in Wasser). Z-Rhamnose-hydrat gab unter 
denselben Redingungen ganz dieselben Werte. 

Die nach Abtrennung des I-Rhamnose-,%naphtyl-hydrazons verbleibende Me- 
thanoilosung wurde wieder von Methanol bcfreit und dann wie oben mit Benzaldchyd 
behandelt. Die fertig gereinigte Losung hinterliess nach dem Eindampfen und volligem 
Trocknen im Vakuum 118 mg Syrup. Dieser gab bei der Priifung auf Aminozucker ein 
vollig negatives Resultat, der letztere ist also im Verlauf der zahlreichen Operationen 
verloren gegangen oder ist dabei zerstort worden. Der Syrup gab jedoch eine positive 
purpurrote Reaktion mit Skatol-Salzsaure bei 3840" nach Jordan und Prydel), wie sie 
besonders von Ketosen gegeben wird. (Rhamnose und Fucose geben unter denselben 
Bedingungen nur eine leicht rotliche Farbung.) Da die Reaktion nach Sel iwanoff  mit 
Resorcin-Salzsaure jedoch praktisch negativ war, so ist das Vorhandensein einer grosseren 
Menge unvergarbarer Ketohexose praktisch ausgeschlossen. Diese Reaktion war auch 
vor der Vergiirung mit Hefe negativ, sodass such grossere Mengen von d-Fructose kaum 
anwesend sein diirften. 

Die Milrroanalyse wurde im mikroanalytischen Laborntorium des Instituts (Leitung 
I'riv.-Doz. Dr. M .  Purter) ausgefiihrt. 

Organiseh-chemisches Laboratorium 
Eidg. Techn. Hoehschule Zurich. 

l)  R. C. Jordan, J .  Pryde, Biochem. J. 32, 2 i9  (1938). 


