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Untersuchungen tiber Agar 
"V'on 

C. NEUBERG und C. H. SCHWIETZER 
Aus der biologisch-chemisehen Forschungsanstalt Berlin 

K i t  4 F igu ren  im Tex t  

(Eingegangon am 31. 8. 1937. Eingesand~; zur Sitzung am 14. 10. 1937) 

Die chemische Natur des Agars ist ~rotz mannigfach mit 
ihm ausgefiihrter Untersuchungen und trotz seiner vielfiiltigen 
Verwendung keineswegs aufg'ekl~rt. Galt er friiher einfaeh als 
ein komplexes Polysaccharid, an dcssen Aufbau neben Galaktose 
noch Pentosen und Nethylloentosen be~eiligt se~n sollten, so 
zeigten zunfichst die Untersuchungen yon C. N~uBn~a and It. 0HLE 1 
dal3 im Agar unerwarteterweise eine Ester-schwefelsgure vor- 
]iegt; ihre sauren Valenzen sind vorwiegend dutch Calcium ab- 
gesgttigt. Dieser iiberraschende Befund wurde bald darauf yon 
M. Saint  und V. IsAJ~Vle~ best~tigt. Welter ergab sich, dal3 eine 
Reihe yon Pflanzenschleimen~ genau wie der Agar als Kohlen- 
hydrat-schwefelsguren anzusprechen sind; dies wurde besonders 
dureh die Arbeiten der englischen Forscher B. RUSSEL-WELLS 
und P. ItAAS~ klargestellt. Der natiirliche Agar enthN~ rund 
1"2 % Schwefels, was einem Gehalt yon 3"0 % S Q  entsloricht. 

Systematische Versuehe, aus gewiShnlichem Agac Fraktionen 
mit hgherem Schwefelgehal~ zu bereiten, hat M. LUDTKE 5 ausge- 
fiihrt. Durch Behandlung mif Wasserstoffsuperoxyd in ammonia- 
ka]ischer Lgsung gewann er eine Verbindung mit 3 o~ Schwefel; 
sie ist wohl unter einer teilweisen Zerlegung des Agarmo]ekiils 
oder durch Beseitigung yon Begleitstoffen 6 des Agars entstanden. 
A]s zuekerartige Spaltungsprodukte des Agars konnte dieser Autor 
nur Galaktose naehweisen, and zwar zu 34%. Nach sp~iteren 
Untersuchungen yon E. TAKAttASttI und K. S~mAmasIA~ lgl3t sich 

C. N~CBEaG und H. OnLy, Biochem. Z. 125 (1921) 311. 
.9 M. Sx~c  und V. ISAJEVl~, Chem. Zbl. (1922) I, 1113; (1923) III, 970. 

A. C~AaRI~ und A. D~sG~z [C. R. Ace& Sci. Paris. 126 (1898) 596] haben 
zuerst die Gegenwart yon S in pflanzlichen Schleimstoffen beobachtet. 

B. R ~ s s ~ - W ~ s ,  Biochem. J. 16 (1922) 578; P. H~as und B. Rcss~.~- 
W~LS, Biochem. J. 17 (1923) 696. 

M. Lt)~rK~, Bioehem. Z. 212 (1929) 419. 
Es trit t  vollkommene Bleiehung des ursprfinglich gelblichen Materials ein. 
E. T-~K~H~S~ und K. Sn~amt~,  Journ. of the Faculty of Agriculture, 

Hokkaido Imp. University 35 (193~) II, 101; Chem. ZbL (1935) II, 2222. 
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dureh Erhitzung des nativen Agars mit Wasser unter Druek bd  
140 o eine Aufteilung in zwei Fraktionen erzielen, die durch ihre 
L~slichkeit getrennt werden kgnnen. Sie wurden als ~- und ),- 
Hydrato-Kantens~iure bezeichnet; yon ihnen enthielt die in ka]tem 
Wasser unl5sliche ~-Form 0"27 % Schwefel, die in kaltem Wasser 
und verdiinntem Alkohol lgs]iche ),-Form 2"09~ Schwefel. Als 
sichere Kohlenhydrat-komponente geben die japanischen ~'orscher 
ebenfalls Galak~ose an, deren Menge sie in Ubereinstimmung mit 
L~DTS:~ Za 33- bzw. 39 o~ errechnen. In der lSslichen 3Iodifikation 
(),) war eine kleine Qttantitgt Pelltose zugegen. Uronsgure, die 
neuerdings in vielen vegetabilischen Produkten gefunden ist, wnrde 
in beiden Fraktionen vermil3t; die Naphthoresorcin-reaktion ver- 
schwand jedenfalls mit fortschreitender Reinigung. 

Die nachstehend beschriebenen Untersuchungen hat~en fo]- 
gende Ziele und Ergebnisse: 

1. Einfache Art der A,~'teilung des Agars lediglich durch 
sehonende Behandlung mit kaltem Wasser. Die dabei s gewonnene 
16sliche Fraktion A wurde welter aufgeteilt in die Untergruppen 
A~ mit 3"6 o~ S, A2 mit 4"8 o~ S, As mit 6"0 o~ S und A~ mit 3"8 o~ S. 
Die wasserunlSsliche Fralstion B wurde unterteilt in B~ und B~_, die 
beide pralstisch schwefelfrei sind. 

2. Hydrolytischer Abbau des nativen Agars unter Bedingungen~ 
bei denen die in owanischer Bindung vorhandene Sc/~wefelsiiure nicht 
losgelSst wird. Dies wurde durch Behandlung mit Bromwasserstoff- 
s&tre bei 25 o erreicht, lsoliert wurde das 15sliehe Bariumsalz einer 
Siiure, in der :f'3 % Sehwefel zugegen warEn (Substanz H). 

3. Enzymatischer Abbait der sel~wefelreie]~sten Agarfraktio~z Aa 
allein dutch sulfatatische Abspaltung yon Schwefelsgure, ohne 
dal3 es zur Bildung reduzierender Substanzen kommt. 

4. Hydrolyse des durch Abbau miltels Bromwassersto~sSure 
bereiteten Ester-sugars (H) dutch Sulfatase~ wobei gleichzeitig redu- 
zierender Zucker auftrat.  

5. Kiinstliche Sulfurylierung des Agars, d.h. Einfi&rung weiterer 
Schwefels&tre-reste. Dabei entstand eine Substanz mit 17"9 % Sel~wefel; 
sie enthielt also fast dreimal mehr S, als die schwefelreichste 
Fraktion Aa mit 6 % Schwefel aufweist. Dieses Sulfurylierungs- 

s Beim Erhitzen des Agars mit Wasserdampf im Druckautoklaven finden 
Veranderungen statt~ so erfolgt beispielsweise eine hydrolytische Abspaltung 
yon H~S04, wie HoffMAnn and GO~TSER [Journ. biol. Chem. 65 (1925) 371] fest- 
gestellt haben. 
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produkr zeigte eine deutliche Heparin-wirkung. (Siehe experiment. 
Tell S. 65.) 

I.) Durch die im experimentellen Tell genauer beschriebene 
Art  der Fraktionierung wurden 6 Anteile AI-~ und BI-~ erhalten. 

Sehiit~elt man Agar mit 25 Teilen Wasser, so quillt er stark 
auf. Das Gemisch wird zentrifugiert. Der Riickstand besteht aus 
zwei rait dem Auge unterseheidbaren An~eilen. Der eine halter 
lest am Boden des Zentrifugenbechers und bildet eine grobe, 
kSrnige Masse. Dariiber ist eine schleimige Schieht gelagert. 
Beide Anteile k~nnen mechanisch angenghert getrennt werden. 
Die Fraktionen B1 und B2 sind praktisch sehwes 

Behandelt man die schleimige Fra/~tion B~ mit viel heiBem 
Wasser, so lSst sie sich hierin auf. Sie lgBt sieh dureh Alkohol 
wieder ausfiillen und geht in ein sehwaeh graustichiges Pulver 
fiber, das schwer in heil~em Wasser 18slich ist, nahezu keinen 
Schwefel enth~lt und gu~erst sehnell gelatiniert. (Sabs~anz B~.) 
Das Gelatinierungsverm~gen h~ngt also kaum mit der Anwesenheit 
yon Schwefelsgure-resten zusammen (vgl. hierzu M. SA~EC, 1. c.). 

Der k6rnige Anteil B~ wird in einer Porzellansehale auf dem 
Wasserbade zur Trockne gebraeht; dabei nimmt er die Konsistenz 
yon Lamellen an, die gelblich gef~rbt sind. Die Fraktion ist 
jetzt in heit~em Wasser betrgchtlieh 18slich, und zwar leiehter als 
der gelatinSse Anteil. Die wgsserige LSsung l~13t sieh mit Alkohol 
fg]len, wobei ein rein weil3es Produkt B2 entsteht. Dies ist eben- 
falls fast fret yon Sehwefel. Auch das ausgefiillte Produkt 15st 
sieh gut wieder in Wasser, nnd die wgsserige Fliissigkeit ge- 
liert gleiehfalls sehnell und krgftig. 

Die wasserige Lgsung 9 des mit kaltem Wasser behandelten 
Agars wurde im FAUST-HEI~schen Verdunstungskasten bet 35 o 
eingeengt, noehmals filtriert und mit Alkohol versetzt. Dabei 
fgllt eine Substanz (A~) in weil3en Flocken aus~ die zu Boden 
sinken und leieht abzentrifugiert werden kSnnen. Naeh Umfgllung 
aus wgsseriger L~sung mit Alkoho], erneutem Abzentrifugieren, 
Waschen mit abso]utem Alkohol, Ather und Aeeton resultiert 
ein weiBes Pulver. Dasselbe ist auch naeh diesen Behandlungen 
in Wasser glatt 15slich. Diese Substanz A~ ist sehwefelreieh; 
sie enthglt 3"6 % Sehwefel. Die LSsung ist nieht gelierungsf~hig. 

Dal] ein Tell des Agars mit kaltem Wasser in LSsung gebracht werden 
kann, haben sehon vor Jahren W. F. COOrER~ B.A. CAnTAn und W. H. I~UTTAL 
[Chem. Zbl. (1908) II, 182] angegeben; vgh hierzu Patent K1. 30h. Nr. 272 145 
yon E. M~acK [Chem. Zbl. (1914) I, 1390]. 
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Die Substanz A1 l ~ t  sich nun weiter fraktionieren. 
a) Gibt man zur w~sserigen L~sung Bleiessig, so f~llt eine 

weil3e Verbindung als dicker Niederschl~g aus, der sich leieht 
abzentrifugieren ]~il3t und mit Wasser gew~schen wird, worin 
er unl~slich ist. Die gewaschene Bleiverbindung wird in Wasser 
suspendier~ und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das Filtrat yon 
Bleisulfid ist wasserklar; es wlrd im Vakuum eingeengt und mit 
Alkohol gef~llt. Dabei setzt sich eine wei~e flockige Substanz A2 
yon S~ureeharakter ab. Sie l ~ t  sich ]eicht abzentrifugieren und 
weist nach dem Troeknen cinen Gehult yon 4"8 % Schwefel auf. 
(Substanz A2.) 

b) Diese neue Verbindung l~il3t sieh durch Behandlung mit 
salzsuurem Chinidin in zwei Anteile zerlegen. Das Alkaloid bildet 
mit einem Anteil eine vermutlich salzartige Verbindung. Diese 
ist eine dieke pastenartige nleht gallertige Masse, die sich ~ber 
trotz dieser Konsistenz naeh zweit~igigem Warren gut absetzt 
und ubzentrifugiert werden kann. Der Iqiederschlag wird mit 
kaltem Wasser gewaschen und dann mit verdiinnter Sa]zs~ure 
zerlegt. Beim Schfitteln geht alles in LSsung, und auf Zugabe 
yon Alkohol entsteht ein Niederschlag, der durch Zentrifugieren 
gesammelt und mit Alkohol gewasehen wird. Naeh Behandlung 
mit absolutem Alkohol und Aceton ]iegt ein weil3es Pulver A~ vor~ 
das in Wasser leicht 15slich ist und auf Kongo sauer reagiert 
(p~ der 1% igen w~sserigen LSsung ~ 2). Die L~sung geliert weder 
als so]che noeh naeh Neutralisation mlt Natronlauge. Die Ver- 
bindung enth~lt rund 6% S. (Substanz A3.) 

Der mit Chinidinhydrochlorid nicht f~llbare Anteil wird 
eingeengt, filtriert und mit Alkohol in gleieher Weise behandelt. 
Es resultiert auch bier eine weil3e Verbindung A~; sie enth~ilt 
3"8% Schwefel, in w~isseriger LSsung ist sie gleichfalls nicht 
gelierungsf~hig. 

H.) Tr~gt man Agar (1 Tell) in 13"5 Teile 24 % iger Brom- 
wasserstoffs~ure ein und l~13t fiber Nacht bei 250 stehen~ so er- 
folgt Yerflfissigung. Die gelbbraune L~sung wird vorsichtig mit 
Bariumcarbonat genuu neutrulisiert und filtriert Die klare~ 
schwach gelbe F]iissigkeit wird im FAusT-HEI~schen Apparat auf 
etwa die H~lfte eingeengt und mit der 4--5fachen ~Ienge Alkohol 
versetzt. Es f~llt eln Bariumsalz aus, das durch zweimaliges 
Aufl~sen in Wasser und zweimalige Wiederausf~llung jetzt mit 
Meth'ylalkohol s yon Bariumbromid erhalten wird. (Barium- 
bromid 15st sich leieht in :~thylalkohol and ~[ethylalkohol.) Die 

Mona~:shefte ffir Chemie, B~nd 71 4 



50 C. Neuberg und C. H. Schwietzer 

sehliel~lich mit Aceton griindlieh verriebene Substanz bildet ein 
weiSes l~ulver, das in Wasser liislich ist. Ausbeute mehr als 10 
des verwendeten Agars. Dieses Hydrolyse-produkt enth~ilt 3"8--4 ~ 
Schwefel oder 4"3 % ber. auf freie S~iure. (Substanz H.) Im Gegen- 
satz zum Agar und seinen vorhin erw~ihnten Fraktionierungs- 
produkten reduziert die Verbindung FERLINGscho 1Hisehung~ wenn 
aueh schwach. 

An dieser Stelle sei bemerkf~ daft durch einfaehes Kochen mit Salz- 
si~ure~ aueh in Gegenwart yon SalpetersJiure (KSnigswasser)~ aus den erwiihnten 
Agarfrakfionen nicht aller durch Soda-Salpeter-sehmelze ermitfelter Schwefel als 
Schwefelsiiure erhalten wurde 10. 

Mit Sieherheit ist als hydrolytisehes Spaltungsprodukt der 
Kohlenhydratreihe in allen F~llen nur Galaktose ermittelt, und 
zwar maehte ihre Menge fiberall rund ~/a des Materials aus. Es 
bleibt ungekl~rt, welehe Bestandteile der Agar auSerdem enth~ilt ~. 
Ein yon anderen Autoren ~ angegebener Gehalt an Methylpentosen 
oder Pentosen konnte nieht beobachfet werden ~. 

III.) Neuerdings sind mehrere Su~htasen~ in der l~atur 
aufgefunden~ die auf die einzelnen Typen der Ester-schwefel- 
s~iuren eingestellt sind. Die yore Bakterium fluoreseens non ]ique- 
faciens produzierte Sulfatase vermag' die vorhin erw~ihnfe sehwefel- 
reiehe Fraktion d~ des Agars sulfatatiseh zu zerlegen. Dabei 
wurden 33% des Esfersulfat-Sehwefels mineralisiert, ohne da$ 
reduzierende Substanz auftrat. 

IV.) Die dureh Bromwasserstoffs~ure erhaltene Verbindung~ 
die sehon ein Abbauprodukt darstellt, wurde ebenfalls dureh das 

1o Aueh F. FA~EBROT~Ea und H. MAs'ri~ [Chem. Zbl. (1924) I, 1331] haben 
bei versehiedenen Arfen der S-Bestimmungen Unterschiede beobaehtet. 

~_ _=:~1 Nach N. W. PmIE [Biochem. J. 3(} (1936) 369] befeiligt sich wahrschein- 
lieh auBer d-Galaktose auch d,/-Galaktose am Aufbau yon Agar. 

12 Z. B. yon H. MXTSUI [Chem. Zbl. (1925) I, 1329]. Er hat allerdings mit 
einem Agar gearbeitef, der aus einem Gemiseh yon versch. Algen gewonnen war. 

la Nach W. L. I~ELSO~ und L. H. C~ETC~Ea [Chem. Zbl. (1932) I, 1913] ist 
der Haupibesfandteil der Alge Macrocysiis pyrifera der Schwefelsi~ure-esfer eines 
Fucose-tetrasaccharids; aus der Alge Irideae laminarioides erhielt W. Z. HASSID 
[Chem. Zbl. (1933) II~ 3580; (1936) II, 1933] das Nafriumsalz einer Galacfan- 
schwefelsiiure. Die Zusammensefzung und insbesondere der S-Gehalt der Algen 
schwankt naeh M. R. BUTLER [Chem. Zbl. (1934) II, 3772) mit Fundort  und 
Jahreszeif. 

~4 C. NECBERG und E. HOFI~ANN, Biochem. Z. 234 (1931) 345; C. NEUBEI~G 
und W. M. CAHILL, Enzymologia. 1 (1936) 22. Lit. s. auch bei C. NEwE~G und 
E. Si~o~, ,~Sulfatasen". Ergebn. d. Physiolog. 3~ (1932) 896. - -  Bemerkt sei~ daI] 
verschiedene Vertreter der Fluoreseens-Gruppe Sulfafase hervorbringen. 
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Enzym angegriffen. Ungefi~hr '/4 des organisch gebundenen Schwe- 
fels warde mineralisiert; das ReduktionsvermSgen stieg stark 
dutch Behandlung mlt dem Ferment und man erhielt 30 % Galak- 
rose. Allerdings ging die enzymatische Spaltung nnr langsam 
vonstatten; die erwghnten Ergebnisse wurden nach 47t~giger 
Digestion bei 350 festgestellt. 

V.) Ferner wurden zwei unterscheidbare, Agarprodukte an- 
greifende Bakterien isoliert, und zwar so, dal3 die wgsserigen 
L(isungen der beiden erwghnten, sulfatatischem Abbau zuggng- 
lichen Substra~e an der Luft s~ehen blieben und yon den ange- 
siedelten ~ikroben tLeinkulturen gezogen wurden. Die bakteriolo- 
gisehen Arbeiten haben dankenswerterweise Frl. E. WnlsS und 
Frl. M. BULL~A~ ausgeffihrt. Die Erreger gehiirten allem An- 
scheine nach der FIuorescens-gruppe an, ohne mit dem typischen 
B. non liquefaclens identisch zu sein. Beide Bakterienarten wirkten 
sulfatatiseh, erzeugten aber keine reduzierencle Substanz. Der Ba- 
cillus gelaticus, der yon GRAx gezfichtet ist und nach Angabe 
des Autors Agar verflfissigt, war uns bislang nicht zugiinglich; 
sein Verhalten soll gelegentlich gepriift werden. 

u In den an sieh schwefelhaltigen Agar lassen sieh dutch 
Sulfurylierung weitere Schwefels~ure-reste einffihren. Dies gelingt 
durch Einwirkung yon Chlorsulfonsgure auf eine Suspension des 
Agars in Pyridin-Chloroform nach einem Yerfahren, das C. 5TEU- 
BER~ nnd L. LIEBER}IANN~5~ T. SODA ~6 sowie R. TAMDA ~7 im Dahlemer 
Institut schon zur Sulfurylierung yon Kohlenhydraten verwendet 
haben. Aus nativem Agar, der 1"2~ Schwefel en~hielt, wurde 
hierbei eine Yerbindung gewonnen, die 17"9 % Schwefel aufwies. Die 
per-suls Substanz bildet als freie Sgure ein wei$es ~Pulver, 
das lelcht l~slich in Wasser, unltislich in Alkohol ist. Sie zeigt, 
wie erwghnt, einen gewlssen Heparin-effekt, d. h. verzSgernde 
Wirkung auf den Eintritt der Blutgerinnung. 

Zu den letztgenannten Versuchen fiber die kfinstliche Sul- 
furylierung diente grob gekSrnter Agar yon MERCK, w~hrend in 
den iibrigen F~illen ein nativer, aus Java stammendcr Agar ver- 
wendet wurde. Er lag in den bekannten Fasern vor; er war vor 
Jahren dem einen yon uns durch Yermittlung der Notgemein- 
schaft d. dtsch. %Vissenschaft zum Geschenk gemacht. Uber die 
Einheitlichkeit der Handelsprodukte l~i~t sieh leider nichts aus- 

~5 C. NEUBER~ und L. L I ~ M A ~ ,  Biochem. Z. 12t (1921) 326. 
~ T. SoDx, Biochem. Z. 135 (1923) 621. 
~ R. T ~ ,  Biochem. Z. 141 (1923) 274. 

4* 
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sagen. Somit (s. S. 50) sind alle damit angestellten Versuche 
mit ether gewissen Unsicherheit behaftet, and r ist za wiinschen, 
daI~ sie mit Mar yon eindeutlger Herkunft, bestimmtem 
Standort und definierter Vegetationsperiode kontrolliert und er- 
g~nzt werden, wenn auch deren Beschaffung mit grol3en Schwierig- 
keiten verbunden ist. 

Experimenteller Tell. 
I. A u f t e i l u n g  yon A g a r  du rch  B e h a n d l u n g  mi t  k a l t e m  

Wasser. 

240g Agar, die etwa 40 g Wasser enthielten, warden in 
klelne Stiicke geschnitten and 20 Stunden lang in einer grol~en 
Sehliff-Flasche mit 5 Litern destillierten Wassers nnd 5 cm3 

Toluol anter Beigabe yon Glasperlen krKftig gesehiittelt. Nach 
Beendigung der Schiittelung wurde das Ganze durch ein Sieb 
gegeben, wobei der "ungel(iste Agar mit den Glasperlen zuriiek- 
blieb. Die abgeseihte Fliissigkeir war mit einem brei~hnliehen 
schleimigen ~qiedersehlag durchsetzt, der abzentrifugiert wurde. 
Die iiberstehende sehwaeh gelbliche Mare Liisung wurde im 
FAUS~-HEIMsehen •erdanstungskasten bei 400 auf ungef~ihr einen 
Liter eingeengt, filtriert and dana in 5 l ~thylalkohol einge- 
gossen. Hierbei fiel eine grobe, floekige Masse aus~ deren Sedi- 
mentierung mit Hilfe yon etwas Ammoniumchlorid beschleunigt 
wurde. 

~aeh dem Abdekantieren des Alkohols wurde der Nieder- 
sehlag abzentrifugiert. Die weiSe Masse wurde m(iglichst yon 
Alkol~ol befreit, aber noch feueht in 1 l warmen ~Vassers gelSst. 
Die filtrierte Fliissigkeit wurde wiederum mit 5 1 :~thylalkohol 
gef~illt, dann wurde dekantiert and zen~rifngiert. Der farblose 
Niedecschlag wurde jetzt zweimal mit Aceton durchgeknetet, 
yore Aceton abgesogen and einen Tag im Vakuumexsiecator fiber 
Paraffin and Calciumchlorid getroeknet. Es hinterblieben 17"5g 
ether rein weil3en Substanz (A1). Ausbeufe daran rand 9~ yore 
Ausgangsmaierial. 

Bet der u die unter Zugabe weniger Tropfen 
Salpeters~ure ausgefiihrt warde, blieben 6 ~ Riiekstand. 

Zur Bestimmung des Drehungsverm(igens wurden 57 mg des 
absolut troekenen Materials in 20cm 3 Wasser unter gelindem 
Erw~rmen geliist. 

[ a J n ~  - -  33"330 
(a~--0"19 ~ l~2~ c~0"285). 



Untersuchungen tiber Agar 53 

Zur Gesamt-Sehwefel-bestlmm ng wurde die Substanz A~ 
mit tier zehnfachen Menge Soda-Salpeter-mischung gesehmolzen. 
In guter flbereinstimmung mehrerer Analysen sind 3"8~ Gesamt- 
Schwefel gefunden. 

Aus gekSrntem Agar (MrBcK) hergestelltes t~rodukt A~ : 0"1397g Substanz 
gaben 0"0394 g BaS04~3"87 ~ S. 

Aus javanischem Faden-agar dargestelltes Produkt A~: 0"1844 g Substanz 
gaben 0'0495g BaS04~3"68 ~ S. 

Die Verbindung reduzierte FE~LINasche Misehnng nicht. Die 
MoLIscmReaktion war posltiv. Mit Sulfosalieyls~ure-l~sung trat 
keine Triibung ein. u  Kationen war Calcium zugegen. 

Naeh Hydro]yse der Substanz mit verdiinnter Salzs~ture 
liel~ sieh freies Sulfat nachweisen, 
und zugleieh fiel die FEttLINGsche 
Probe positiv aus. Die Zunahme 
der Reduktionskraft geht aus 
Kurvenbild 1 hervor. 

Die Verbindung ist als Cal- 
cium-salz elner Po]ysaceharid- 
ester-schwefelsiiure aufzufassen. 

Um festzus~ellen, ob s~mt- 
]icher Schwefel in Form eines 
leicht spaltbaren Ester-sulfats 
vorlag, wurde folgender Hydro- 
lysen-versuch ausgefiihrt. 

0"3848 g der Substanz A~ 
wurclen 3~/2 Stunden mit 50 cm8 
3"5 % iger Salzs/iure im siedenden 

~soo~ 

~ 300 

�9 ~ 100 

" Z e i / i n  M/nu/en 
..... i i I I , I , ~ I 

GO ~ f 2 0 "  f S O  t 

Kurve 1. Kurve ftir die Hydrolyse der LS- 
sung des Ca-Salzes der Ester-schwefelsau- 
re At in 0"1 ~-Schwefels~iure (Erhilzung am 
Rtickflul~ktlhler). Reduktionsbesfimmungen 

nach  L ~ M  AIqN-~AQU~N~E. 

Wasserbade behandelt. Die Flfissigkeit wurde mit der dreifachen 
~[enge Wasser verdfinnt, filtriert und in der ttitze mit Barium- 
chlorid versetzt. Der hierbei a]s Bariumsu]fat (0"0898 g) ausge- 
s Schwefel betrug 3"2% auf die Gesamtsubstanz bereehnet; 
ihr Gesamt-Sehwefel war - -  wie erw~hnt - - z u  3"8 % gefunden. 

Hydrolysen, die mit starker Sa]petersiiure oder konz. Salz- 
s~ure oder mit einer ~ischung beider dutch Kochen fiber oftener 
Flamme vorgenommen wurden, ffihrten bei diesem Agarmaterial 
zu einer Sulfat-abspaltung, die einem Durchsehnittswerte yon 
3"25% Schwefel entspraeh. 

Zur Feststellung der Zuclcer-lcomponente wurden l '3g der 
Substanz A1 mit 50 cm 3 5 ~iger Schwefels~iure 31/2 Stunden auf 
dem Wasserbade hydro]ysiert. Naeh Neu~ra]isat~on mit Barium- 
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carbonat und kbfiltrieren vom B~S0, und BaCO8 wurde die 
w~sserige Liisung im Vakuum auf 2 0 c m  3 eingeengt. Diese 
wurden nach den Angaben yon C. NEUBnRG und M. L~)DT~:E ~s mit 
1'5 cm~ ~ethyl-pheny]hydrazin in 20 cm 3 Kthylalkohol unter Zu- 
gabe weniger Tropfen Essigs~ure versetzt. Nach Einimpfung 
einer Spur yon d-Galaktose-methyl-pheny]hydrazon wurde die 
Mischung nunmehr in den Eisschrank gestellt. Nach 24 Stunden 
wurden die ausgeschiedenen weii3en Kristalle abgesaugt, mit wenig 
gekfihltem Alkohol gewaschen und getrocknet. Das Rohprodukt, 
von dem 530 mg erhalten wurden, zeigte den Schmelzpunkt 187 ~ 
Durch Umkristalllsieren nach den Angaben yon NEUBEaG (1. C.) 
resultierten rein weil3e Xristalle yore Sehmp. 189 ~ Es handelt sich 
also um Galakr Die 530 mg Hydrazon 
en~spreehen 340rag Galaktose; das sind 26% des Ausgangs- 
materials ( l '3g der Substanz A 0 .  Wurde die ~ut ter lauge ein- 
geengt und mit absolutem ~Iethy]alkohol versetzt, so schieden 
sich erneut 120 mg Hydrazon aus. Diesen entsprechen 76 mg 

Ga]aktose, die 6% des Ausgangsmaterials ausmachen. Im ganzen 
wurden also 32% yore Gewieht der Substanz A~ als Galaktose 
gefunden. 

Die ~enge der abspaltbaren Galaktose wurde noch auf 
andere Welse ermittelt. 

Bei Oxydation yon 400mg der Substanz A~ mit Salpeter- 
sgure naeh der ~Iethode yon CREYDT, TOLLENS und K~T ~9 wurden 
62"6 mg Schlelms:~ture erhalten, die 110 mg Galaktose ~ 28 ~ des 
Ausgangsmaterlals anzeigen. 

Ein weiterer Xontrollversuch wurde folgendermal~en aus- 
geffihrt. 2"13g der Substanz A~ wurden mit 100 cm 8 n/10 H~S0~ 
5 Stunden hydrolyslert. Zu dem yon H2SQ mit Baryt befreiten 
und eingeengten t tydrolysat  wurde die etwa 20faehe Menge 
Alkohol hinzugegeben. Naeh mehrt~gigem Stehen der klar filtrier- 
ten Flfissigkeit im Eisschrank hatte sieh beinahe ~/4 vom Gewieht 
des Ausgangsmaterials a]s kristallisierte d-Galaktose abgeschieden. 
Sie war direkt rein ; [a]D~ + 790 (anstatt + 80~ 

Die Beobachtung, dal~ die w~sserige Li~sung der Substanz A~ 
mit Bleiessig einen weil3en volumin~isen Niedersehlag lleferte, 
legte den Gedanken nab% fiber das Bleisalz eine Relnigung der 

~s c. N~uB~G, Biochem. Z. 3 (1907) 531; M. LODTKE, Biochem. Z. 212 
(1929) ~19. 

~9 Siehe bei C. NEUBERG ,Der Harn", S. 414; A. W. vx~ DSR HAhn, Anleit. 
Berlin 1920, S. 125. 
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Subsianz vorzunehmen und so eine sehwefelreichere Fraktion zu 
gewinnen. 

Die Verbindung A1 wurde in warmem Wasser gel~ist und 
mit basischem Bleiacstat ausgsfiillt. Der Niederschlag wurde 
abzentrifugiert, mehrmals mit kaltem Wasser gewasehen und 
noch feucht mit einer reiehliehen ~enge dest. Wassers ange- 
rieben. In die Suspension wurde bei Zimmertemperatur 24 Stunden 
lung Schwefelwasserstoff unter Druek eingeleitet. Dann wurde yore 
Bleisulfid abfiltriert und die L(isung, in der eiwas kolloidales PbS 
verteilt war, unter Zugabe yon Filtrierpapier-sehnitzeln kurz 
aufgekochi. Das nunmehr blanke Filtrat wurde im Vakuum 
stark eingeengt und darauf, wie fiir die Darstellung yon 
S u b s i a n z  A 1 beschrieben ist, in die fiinffaehe )Senge Kthylalkohol 
eingegossen. Die ausgefallene weil~e Verbindung wurde abgesaugt, 
ftiichtig gs~rockne~, abermals in Wasser gelSst, wiederum durch 
~thylalkohol abgeschieden und zweimal mit Aeston verrleben. 
Die abgeschleuderte Substanz wurde im Vakuumexsiccalor fiber 
Paraffin und Calclumehlorid getrocknst. 

Ein Anhalt fiber die Zusammensetzung tier Substanz A~. 
wurde mit den fiir Substanz A1 benuizten ]gethoden gewonnen. 
Es ergab sich wiederum ein Galakiose-gehalt yon ungef~hr .33 %, 
indessen der Sehwefel-gehalt auf 4"9 ~ gestiegen war. 

0"1827 g Substanz A~ lieferten 0"0652 g BaS04~4"905 ~ S. 
Auf die Fahigkeit der soeben erw~hnten Subsianz A2, in tier 

W~rme mit salzsaurem Chinidin eine weil~e, pastenartige Verbindung 
zu bilden, griindet sich die Miiglichkeit, eine weitere t~einigung 
unter gleichzeitiger Anreieherung an Sehwefel durchzufffhren. 

l g  der Substanz A2 wurde in 100 cm~ heil~em Wasser ge- 
15st; hinzu wurden 5 g Chinidiu-hydrochlorid in 300 cm3 heil3em 
Wasser gegeben. Aus dem zun~chst dicklieh getrtibten Gemisch 
hatte sieh naeh 24 Stunden eine am Boden des Gef~13es haftende 
pastenartige Sehieht abgesetzt. Von dieser wurde abdekantiert. 
Der Niedersehlag wurde zur Entfernung des F~llungsmittels 
mehrmals mit absolutem Alkohol gewasehen. Der Rfiekstand 
wurde in 100 cm~ verdiinnter Salzs~ure in der K~lte geliist und 
mit der fiinffachen ~[enge ~thylalkohol versetzt. Es sehled sieh 
ein sehwach gelber, floekiger Niedersehlag aus, der abzentrif~giert, 
viermal mit Alkohol uud viermal mit Aceton gewasehen wurde. 
I)ie vom Aceton getrennte Substanz wurde im Vakuumexsiecator 
ge~roeknet. Es rssultierten pro Ansatz 0"2g eiaes schwaeh 
gelben Pulvers, des sich gegen 1550 zersetzte (Substanz A~). 
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Am Aufbau dieses KSrpers war gleiehfalls Galak~ose, und 
zwar zu 32 %~ beteiligt; der Schwefelgehalt war bis auf 6 % an- 
gestiegen. 

0"1394 g Substanz A s gaben 0"0618 g BaS04~6'09 % S. 

Zur Bestlmmung. des Drehungsverm5gens wurden 0"1520g 
in 2 0  c m  8 Wasser unter gelindem Erw~rr~en gel~st. 

laiD ~ 8 " 3  ~ 
(a~0"43 ~ l~ '2 ,  c~0"76). 

Die Substanz A3 reagierte stark sauer; p h i 2  in 1% iger LSsung. 
Die yon der ausgefallenen Alkaloid-verbindung (s. S. 49 u. 55) 

abgegossene Fliissigkeit (400 cm 3) wurde im Yakuum eingeengt, 
bis fiberschiissiges Chinidin-hydroehlorid auszukristallisleren be- 
gann. Die L~sung wurde dana mit der ffinffaehen 1V[enge :~thyl- 
alkoho] versetzt, wobei sieh ein farbloser, floekiger KSrper 
abschied. Ungef/ihr wie Substanz A8 wurde er dureh wiederholtes 
Umf~Ilen mit Alkohol aus sehwaeh salzsaurer w~sseriger L~sung 
und Wasehen mit Aceton gereinigt Ausbeute: 0"25 g an einem 
rein weil3en Pulver, das sieh gegen 2300 zersetzte, rund 1/~ seines 
Gewichts Galaktose lieferte und 3"87 % Sehwefel aufwies. 

Die Substanz A~ reagierte in w~sseriger LSsung gegen 
Lackmus schwach sauer. 

Den beiden zuletzt besehriebenen Substanzen A~ und A, 
~hn]iehe KSrper erhielten wit in der selben analytisehen Zusammen- 
setzung durch die gleiehe Behandlung des ursprfinglichen w~sseri- 
gen Extraktes aus Agar, ohne dal3 dieser Anteil zun~chst fiber 
das Bleisalz (Substanz A~) gereinigt war. 

Wie angegeben, k~nnen aus dem Kaltwasserextrakt yon 
nativem Agar dureh Alkohol etwa 10% yore Gewiehte des Aus- 
gangsmaterials in fester Form abgeschieden werden. Der bei der 
Wasserextraktion verbliebene Rfickstand bestand aus 2 deutlich 
unterscheidbaren Komponenten. Die elne zeigte kSrnige Struktur, 
die andere bildete eine weiche sehlelmlge Masse. 

Die mechanisch abgetrennte sehleimige Fraktion (s. S. 48 u. 
52) wurde mit 2 Litern Wasser auf dem Wasserbade unter Turbi- 
nieren erhitzt; dann wurde sehnell dekantiert und abgesehleudert. 
Das Zentrifugat war klar und nach dem Abkiihlen schon in der 
Verdfinnung stark viskos. Naeh dem Einengen wurde mit der vier- 
~achen Menge Methanol und 1 Tell Aceton versetzt, wobei eine 
wei~e ga]lertige Masse entstand. Wie in den anderen Versuchen 
wurde diese abzentrifugiert, durch L~sen in viel Wasser, Wieder- 
ausf~llung durch Alkohol und Waschen mit Aceton gereinigt. Die 
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analyfisehen Kennzeichen waren ein Gehalt yon rund 35 ~ Galaktose 
und 0"8 % Sehwefel. Die Materialausbeute war gering, weft sieh der 
Sehleim selbst in der ttitze nur wenig in Wasser gel~st hatte. 

Da diese Substanz B~ mit Bleiessig lediglieh eine sehwaehe 
Triibung ergab, war wohl anzunehmen, da~ der geringe Sehwefel- 
gehalt einer Verunrein~gung zuzusehreiben sei; daher wurde die 
Substanz B~ in viel siedendem Wasser gelSst und gerade solange 
mit bleiessig versetzt, his kein 
Niederschlag mehr auftrat. Hier- 
bet wurde der schwefelhaltige 
begleiter tats~chlich entfernt, 
w~hrend die schwefelfreie Sub- 
stanz B1 in LSsung blieb. u 
bleisalz wurde abfiltriert und das 
klare Filtrat  mlt H~S entbleit. 
Nach Abfiltrieren des Sehwefel- 
bleis wurde das Filtrat  eingeengt. 
Der mit Methanol erzeugte Nieder- 
schlag wurde in der sehon mehr- 
faeh erw~ihnten Weise umgef~illt 
und gereinigt. Er bfldete ein 
sehwach graues Pulver, in dem 
nur noeh Spuren yon Sehwefel 
zugegen waren. Die ttydrolysen- 
kurve (s: :Kurvenbild 2) dieser 
schwefelfrelen Substanz reehi- 
fertigte vielleieht die Annahme 

% 500 

~oot 
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Kurve 2. Kurve filr die Hydrolyse der schwe- 
felfreien Substanz B~. Die 1%ige L5sung 
der Substanz in 0"1 u-Schwelelsaure wurde 
am RUckflugktihler gekocht. Reduktions- 
bestimmungen nach LEI-IMANIg-MAQUEI~NE. 

des Vorhandenseins einer zweiten Zuekerkomponente in diesem 
Polysaccharid. Um diese zu eharakteris~eren, wurde 1 Tell des 
bet der Wasserextraktion yon Agar erhaltenen Sehleimstoffes 
mit 10 Teilen 5 %iger Sehwefels~ure 15 Stunden lang bet Siede- 
temperatur hydrolysiert. Nach der Neutralisation mit barium- 
earbonat und folgender Filtration wurde die Flfissigkeit stark 
eingeengt. Nit  :~thanol konnte eine geringe Menge ether weil~en 
Substanz ausgef~llt werden. Sie gab bet Anstellung der Probe 
naeh NEUBERG und KO~EL 20 eine elnwandfreie Urons~ure-reaktion. 
Bet 3-miniitiger Erhitzung mit Naphthoresorein und 50%iger 
Sehwefels~ure im Wasserbade traten die bekannten Floeken auf, die 
in Toluol oder benzol mit leuehtend violetter Farbe iibergingen. 

20 C. NEL'BERG und M. KO~EL, Biochem. Z. 243 (1931) 435. 
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Bei dieser Gelegenhelt sei die Beobaehtung mitgeteilt, da] im Handel 
Sorten yon vergdilltem Spiritus vorkommen~ mit denea die Naphthoresorcin- 
probe fast typiseh ausf~llt. Reiner Weingeist zelgt die Farbreaktion nafiir- 
lieh nicht. 

Dutch 2-stiindige Spa]tung der Substanz mit 10 Tei]en 
10%iger Sehwefels~ure im Rohr bei 1400 (01bad) entstand eine 
FHissigkeit, die ebenfalls eine Urons~ure-reakfion lieferte. 

Der yon dem sehleimigen Bestandtei[ B1 meehaniseh ab- 
getrennte kSrnige Anteil wurde in einer gro~en Porzellansehale 
auf dem Wasserbade eingetrocknet. H~erbei nahm er eine ge]b- 
braune Farbe an und lie~ sich in Gestalt lamellenartiger Bl~ttehen 
aus der Schiissel herausnehmen. Die Bl~ttehen waren in heil3em 
~Vasser gut 15slich und enthielten wen~g Schwefe]. Wurde die 
w~sserlge L~sung in die zehnfaehe Menge s ein- 
gegossen, so sanken sehnell dicke, weil3e Floeken zu Boden. Sie 
wurden abzentrifugiert. Nach dem Waschen mit Aeeton resultierte 
ein rein weil~es, in Wasser leicht ]~sliches Pulver. Die w~isserige 
LSsung dieser Substanz B~ gelierte so stark, dal~ eine Abtrennung 
yon einem noch in geringer Menge beigemisehten Sehwefels~ure- 
ester unmSglieh war. Auch in dleser Substanz liel3en sich etwa 
30~ Galaktose nach den verschiedenen Bestimmungsmethoden 
nachweisen. Das Schwefels~ure-hydrolysat der Substanz B2 ]ieferte 
nach ~eutralisation mit BaCQ usw. und Abtrennung der Galak- 
rose (sie gesehah dureh Ausf~ lhng  mit Alkoho], Einengung der 
1V[utterlauge im Vakuum sowie Extraktion des l~iiekstandes mit 
95 % igen Alkoho]) mit Di-phenylhydrazin in alkohollscher L~sung 
nach 6-wSchigem Stehen im Eisschrank feine seidige Kristalle, 
die bei 178--1800 (korr.) sehmolzen. Zur Identifizierung reich~e 
die ~enge nicht ans. 

In den Hydrolysa~en der Fraktionen A~_~ sowie B,-2 wurde 
sehllel31ich Galaktose noch mit der • Here Saecharomyees 
fragilis naehgewiesen. W~hrend gewShnliehe Oberhefe nleht an- 
sprach, t rat  mit der Galaktose-hefe iiberall G~rung ein; in 
keinem Falle wurde mehr Kohlendioxyd entwickelt, als einem 
Gehalt an 30% Galaktose gleiehkam. 

II. P a r t i e l l e  H y d r o l y s e  yon A g a r  m i t  B r o m w a s s e r s t o f f -  
s ~ u r e .  

In Wasser 15sHche :Produkte des Agars, die noch Ester- 
schwefels~uren sind, lassen sich dutch Behandlung mit Mineral- 
s~uren, wie Salzs~ure, Sehwefels~ure, Phosphors~ure und Brom- 
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was serstoffs~ure, darstel]en. Gut bew~hrte sich mit dem gleichen 
Volumen Wasser versetzte Bromwasserstoffs~ure D~---1"49. 

120g rein geschnittener Agar (d. s. 100g Trockensubstanz) 
wurden mit 1350 c m  3 Bromwasserstoffs~ure iibergossen (675 cm 3 
der konzentr., S~ure, die zuvor mit dem g]eichen Volumen dest. 
Wassers verdiinnt war). Nach halbsfiindlieher Sehfittelung blieb 
alas Gemisch 14 Stunden bet 25 o s%ehen. Nach Neutralisation mit 
Bariumearbonat und Filtration wurde die L~sung, die hellbraun 
gefgrbt war, im FAcsT-tIEI~schen Yerdunstungskasten aufungefghr 
ein Liter eingeengt. Die L~;sung wurde nun in die 4-his 5-faehe 
Menge Xthylalkohol eingegossen, worth das Bariumbromid gelSst 
blieb, wghrend ein weil~er Niederschlag in groben Flocken ausfie]. 
Naeh dem Umfgllen aus wgsseriger LSsung nunmehr mit l~Iethyl- 
alkohol und ansehlie~endem Waschen mit Aceton und s  
hinterblieb ein rein weil3es Pulver in ether Ausbeute yon 14 g. 
(Substanz H.) 

An anorganischen Bestandteilen enthielt diese Substauz Ba- 
rium und Spuren yon Calcium, Natrium, Xalium sowie Magnesium. 
Die Verbindung zersetzte sieh gegen 260 ~ Sie reduzierte FEi~IXO- 
sche Misehung schwaeh, und ihr Schwefel-gehalt schwankte bet 
verschiedenen Darstellungen zwischen 3"8 und 4%. 

Das ReduktionsvermSgen der Substanz H gegeniiber FEsnI~O- 
seher L~sung wurde durch Hydro]yse mit verdiinnter Salzsgure 
um ein mehrfaehes erh~ht. 

Zur Bestimmung des DrehungsvermSgens wurden 0"1817 g in l O c m  3 

u auf dem Wasserbade gelSst. 
[ a ] D ~ - -  15"1 ~ , 
( a~- -0"55  ~ / - -2 ,  c:1"817). 

Nach 75 Minuten w~hrender Hydro]yse sollten nach den 
Bestimmungsverfahren yon LEH~ANN-MAQUENNE 51 o~ des Mate- 
rims als ftexose vorliegen; irides waren nur 30~ Galaktose 
mit Methyl-phenylhydrazin und naeh der Schleimsgure-methode zu 
ermitteln. Eine Erfassung der reduzierenden Begleitstoffe wurde 
auf versehiedene Weisen versueht, doeh erhielt man mit Phenyl- 
hydrazin~ 2"4-Di-nitrophenylhydrazin und Di-phenylhydrazin keine 
brauehbaren Hydrazone bzw. Osazone. 

fiX. V e r h a l t e n  zu S u l f a t a s e .  
Iqach den vorliegenden Erfahrungen 21 konnte man eine 

sulfatatisehe Spaltbarkeit tier aus Agar erhaltenen Sehwefels~iure- 
ester am ehesten bet Einwirkung der Chondro-sulfatase erwarten; 

~ Lit. s. bet NEuB~a und Mitarbeitern, S. 50. 
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denn diese Su]fatase, die aus dera Bacteriura fluoreseens non 
liquefaeiens gewonnen wird, zerlegt auch andere Kohlenhydrat- 
schwefels~iure-ester. Das Enzyra-raaterial~2 wurde nach den An- 
gaben yon C. NEVBERe und E. HOF~ANN (1. C.) bereitet. 

0 " 3 2 g  Bariurasalz der Substanz H wurden rait 0"0~8 g 
Kaliurasulfat in das Kaliurasalz umgewandelt. Nach dera Abzen- 
trifugieren vom Bariurasulfat wurde die LSsung aus 90 c m  3 auf- 
gefiillt und zu ~olgenden 3 Ansii~zen verwendet. 

~) 30 crn 8 SubstratlSsung, ~) 20 cm 3 Wasser, y) 20 cm ~ SabstraflSsung, 
0"3 .r Enzym, 0"2 g Enzym, 0"65 cm 3 Toluol. 
1 em 3 Toluol. 0"65 cm 3 Toluol. 

Nach 83 Stunden wurden aus den Geraischen, die w~hrend 
dieser Zeit ira Brutsehrank bet 350 gestanden batten, je 10 c m ~  

abpipettiert und rait je 12 Tropfen Essigs~iure verse~zt. Die Proben 
wurden zur Abseheidung des (in ~ und ~ vorhandenen)Eiwefl3es 
auf  dera Wasserbade erwiirrat. Nach dera Abzentrifugieren des 
Proteins und Fi]tratlon erhielt man blanke Fliissigkeiten. In 
Probe ~ )konn te  freies Sulfat naehgewiesen werden. Gleiehzeitig 
hatte das RedaktionsvermSgen gegeniiber den Proben ~ und 7 zu- 
genoraraen. 

Zur quantitativen Erfassung wurden folgende 2 Ans~tze 
geraaeht. 

1.) 6 g des Kaliurasalzes tier Substanz H wurden in 600 c m  8 

Wasser  gelSst und rait 8 g Ferment sow~e 6 c m  s Tolaol verse~zt. 
Unter wiederholtem Durohsehiit~eln wurde das Geraisch 47 Tage 
ira Brutschrank bet 350 belassen. Dann wurde enteiweil3t und 
nieht uragesetztes Substrat  sowie Ferraent durch Zugabe der 
5-fachen Menge Methanol ausgef~llt. (Anorganisches Sulfat  wurde 
dabei nicht raitgerissen.) Die raethylalkoholisehe LSsung wurde 
sodann ira Vakuura stark eingeengt und nochraals rait der 5-fachen 
Menge ~ethanol  vermischt. Nach erneuter Filtration wurde die 
klare LSsung wiederum ira Vakuura ant  2 0  c m 3  concentriert und 
rait der doppelten ~Ienge 98%igen Athylalkohols und 2 " 9 c m ~  

Methyl-phenylhydrazin versetzt. Das Geraiseh b]ieb 15 Stunden 
lang ira Brutsehrank, wobei schon Hydrazonkristalle ausfielen. 
Das Gefg/~ wurde nun in den Eisschrank gestellt. Naeh 50 Stunden 

z2 Die Sulfatase, die verschiedene Hexose-sehwefels~ure-ester angreift und 
yon T. SODA und C. HATTO~X [Proc. Imp. Acad. Tokyo. 7 (1931) 269] in japani- 
sehen Sehneeken entdeckt ist, stand uns nieht zur Verfagung. Dieses Enzym 
schlie~t immer Pheno-sulfatase ein (T. SODA und F. EGAI~II~ Chem. Zb]. 1934 I, 1660), 
spalfet abet naeh T. SODA (Chem. Zbl. :[934 II, 3262) mehrere Ester-sulfate 
niedrig molekularer Zucker. 
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wurde das gesamte Hydrazon abgesaugt, mit 20 cm 3 k~ltem Xthyl- 
alkohol gew~schen und fiber Phosphorpentoxyd 26 Stunden ira 
Exsiecator getrocknet. Ausbeute: 1"06g G~laktose-methylphenyl- 
hydrazon yore Schrap. 184 o. 

1"06g Hydrazon entsprecheu 0"67 g Ga]aktose, and da aus 
dem Substrat 33~ Galaktose erh~]ten werden k~nnen, waren in 
den 47 Tagea 2 g Kaliumsalz der Sabstanz H, d. h. 1/3 der ein- 
gesetzten Menge, yon der Chondro-suls hydrolysiert worden. 

Bei einem Schwefelgehalt yen 3"2 % kSnnten die 2g um- 
gesetz~es Snbstrat 192mg SQ-Ionen liefern. Gefunden warden 
0"1030 g BaSO,-~-0"0430g SO~ oder 23 % der Theorie. 

2.) Um den Verlauf der enzymatisehen Spa]tung verfolgen 
zu kSnnen, wurde neeh felgender Ansatz angestellt. 

5"04g Bariumsalz der Substanz H wurden ins Kallumsalz 
verwandelt; die LSsung des X~liams~lzes wurde mit Wasser auf 
ein Volumen yon 500 cm~ gebraeht. 

~) 200 c m  3 der LSsung, ~) 100 crn 3 Wasser, 

2"5 g Enzym, 1"25 g Enzym, 

5 c m  3 Tolaol. 2"5 c m  3 Tolttol. 

Eia Bi]d yore Fertsehreiten der enzymatisehen Itydro- 
]yse gibt Kurve ~. ~oo 

u den dureh ~" 
Fr aktionierang des ~ ~ 8o0 
Agars gewennenen ~ ~ 
Substanzen haben wir ~ ~ ~ zoo 
ferner die sehwefe]- _@~ 
reichste, fiber das Chi- e ~ loo 
nidin-salz bereitete ~ 
Subss A3 der Ein- 0 
wirkung yen Chondro- 
sulf~tase unterworfen 
and dieser zugKnglieh 
befunden. 

Im Yerlauf yen 
einer Weehe war die 
Abspaltung yon Sulfat 
(angengherf~ 1/8 der 
theoretisch mSglichen Menge) festzustellen; dabei war keine 
hydrolytisehe Bildung reduzierender Stoffe za bemerken. 

Des weiteren haben wir nach neaen Bacterien gefahndet, 
die Agar angreifen. 

o .... " 
_~_o-- ----o . . . .  o---- 

-----i I i i I I I [ 

5 iO 15 20 25 30 35 #0 
ge# in Tagen 

Kurve 3. kuf die Ordinate sind die mg reduzierender Sub- 
stanz, berechnet als Qalaktose, aufgetragen, auf die AIJzisse 

die Zeiten in Tagen. 
Die Gerade a zeigt die Zunahme der rednzierenden Sub- 
stanz im Hauptversuch a (Substrat-&Ferment). Die Ge- 
rade [3 veranschaulicht die Entstehung reduzierender Sub- 
stanz im Kontrollversuch [~ als Folge einer Autolyse des 
Enzymmaterials. Durch Substraktion tier ~-Werte yon den 
entsprechenden a-Daten erhalt man die absoluten Zahlen 
ftir alert Hydrolysenverlauf in der Substratlbsung. (Die ge- 
ringen Abweiehungen yon den durch die Gerade darge- 

stellten Werten liegen innerhalb der Fehlergrenzen. 
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Zu diesem Zweeke wurde die LSsung yon I g der Substanz A3 
in ca. 30 cm s Wasser mit Natronlauge aufp~ 7 gebraeht und dann 
an einem warmen Orte often an die Luf t  gestellt. ~aeh l~.ngerer 
Zeit batten sieh auf der inzwischen etwas eingedunsteten Fliissig- 
keit Baeterien angesiedelt.. Dureh Sehfitte]kulturen konnten vier 
Erreger differenziert werden. 

Vorversuehe ergaben sodann, dal~ die St~mme 1 und 2 d~e 
gewiinsehte F~higkeit besal]en. 

Zur Gewinnung hinreichender Mengen Bacterien-materials 
wurden je 50 Platted (Durchmesser ca. 20 cm) mit Fleiseh- 
extrakt-Agar + 1% Pepton gegossen; darauf wurden die Bacterien 
fiberimloft und 60 Stunden im Brutschrank bei 260 geziiehtet. 
Nunmehr wurden die Mikroben mit m~gliehst wenig Wasser ab- 
gespiilt. Eine direkte Zentrifugierung lie~ sich wegen der ~ul3erst 
feinen Verteilung der Organismen nieht durehffihren. 

Die Aufsehwemmung yon Bacterium 1 (400 cm~)  wurde mit 
1200 c m  3 Methylalkohol und 400 cm~  s  im Misehzylinder 
geschiittelt. Das Bacterienmaterial sedimentierte dabei schnell in 
wei~liehen Flocken. 

Die L~sung wurde abdekantiert und der Rest abzentrifugiert. 
Der Riiekstand wurde im MSrser mit Kther verrieben, in einer 
Flasche noehmals kr~f~ig mit etwas absol. Alkohol enthaltendem 
~[ther gesehiittelt, worauf sieh das wasserfreie Trockenpr~iparat 
gut abfiltrieren liel~. Die Ausbeute betrug bei Verarbeitung yon 
50 Kulturplatten der erw~hnten Beschaffenheit 6g Troeken- 
lor~parat. Dieses soll im folgenden mit E~ bezeichnet werden. 

Bacterium 2 wurde wie 1 geziichtet. Naeh dem Abspiilen 
wurde zur Ausf~illung ein Alkohol-i~ther-gemlseh benutzt, das 
doppelt soviel Kther enthielt~ wie bei 1 verwendet wurde. Die 
Ausbeute belief sich auf 7"3g Troekenpriiparat. Es wird im 
folgenden E2 benannt. 

2g Substanz A~ wurden in 200 cm 3 Wasser gel~st, mit n- 
Natronlange neutralisiert und mit 30 c m  3 Phosphat-puffer p ~ 7  
auf 250 cm '~ aufgefiillt. Damlt wurden 5 Hydrolysenversuehe vor- 
genommen. 

:[.) 1 0 0  c m  3 SubstratlSsung -[- 3 g E~ -[- 3 cm 3 Toluol. 
'2.) 100 c m  3 , -{- 3 g Eo  q -  3 c m  3 ,, 

3.) 33 c m  3 Wasser-[- 1 g E  1 -[- 1 e m  ~ Toluol. 
4.) 3 3 c m  ~ , - ' ~ - l . q E ~ l c m  3 , �9 

5.) 25 cm a SubstratlSsung -~ 0"75 cm 3 Toluo]. 

Diese fiinf Ans~tze wurden naeh gutem Durchschiitteln bei 



Untersuchungen fiber Agar 63 

370 aufbewahrt. Die im Laufe der Zeit elngetretenen Ver~nde- 
rungen gehea aus folgender Zasammenstellung hervor. 

In je 10 c m  8 der Ansiitze 1 und 2 waren 4"8 mg Schwefel 
entha]ten. Davon wurden mineralisiert im Versuch 

1. 2. 
naeh 115 Std. 1"23 mg 1"31 mg 

naeh 236 ,, 1"33mg 1"42mg. 

Auf den in Sulfatform vorliegenden Schwefel berechnet wurden also 30 
abgespalten. Eine geringr Zunahme des l~edakfionsvermSgens war~ wie die 
Priifung der Ansi~tze 3 und 4 hhrte, auf Autolyse des Fermentmaterials zuriick- 
zuffihren. Ansatz 5 veranderte sich iiberhaupt nicht. 

IV. S u l f u r y l i e r u n g  yon  Agar .  

Der Schwefel-gehalt der einzelnen aus Ag~r gewonnenen 
Fraktionen liegt, wie vor~usgehend angegeben ist, zwischen 3"6 
and 6% S. 

Um den Gehalt an Ester-sulfat-sehwefel zu erh(ihen, wurde 
eine kiinstliche weitere Sulfurylierung vcrgenommen. Dazu be- 
dienten wir uns der yon NEUBER@ (l. C.) angegebenen ~Iethode und 
w~hlten insbesondere die yon TA~BA (1. C.) fiir die Sulfurylierung 
der St~rke befolgte Vorschrift. 

100 cm3 wasserfreles Pyridin wurden mit einer Mischung 
yon 3 c m  3 Chlorsulfons~iure in 30 c m ~  trockenem Chloroform unier 
dauernder Eiskiihlung vermlscht. Dieses Gemenge wurde dann 
bis zur L~isung der ausgeschiedenen Kristalle erw~rmt und in ein 
mit dreifach durchbohrtem Stopfen verschlossenes weites Reagens- 
glas gegossen. Durch die mittlere der Bohrungen fiihrte ein mit 
Quecksi]ber abgedichtefer Riihrer, durch die beiden anderen ein 
Chlorcalciumrohr und ein oben erweitertes, mit einem Stopfea 
verschliel3bares Zufiihrungsrohr. Das mit der Sulfury]ierungs- 
fliissigkeit beschickte weite Gef~B wurde darauf in ein siedendes 
Wasserbad gestellt und unter stetem heftigen Riihren das zu sul- 
furierende Produkt eingetragen. Die Zugabe geschah (lurch das 
Einfiillrohr und erfolgte al]m~ihlich im Verlaufe yon etwa einer 
Stunde. Die Substanz mul~ absolut trocl~en sein. 

Zur Sulfurylierung wurde zun~chst das durch par~ielle 
S~urehydrolyse aus Agar erhaltene Produkt H benutzt. 

6"5g des v~llig w~sserfrelen ~aterials wurden im Veriaufe 
einer Stunde in kleinen Portionen in die Pyridinmischung ein- 
getragen und dana 5 Stunden lang unter gutem Riihren tier 
Einwirkung des Sulfurylierungsmittels ausgesetzL Nach der 
Beendigung der Reaktion hat sich auf dem Boden des Reaktions- 
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gef/il3es ein dunkelbrauner z~her Klumpen abgesetzt. Die iiber- 
stehende Pyridin-Chloroform-l~sung wurde mSglichst quantltativ 
abgegossen und das Reaktionsprodukt h~ufig mit Methanol dureh- 
geknetet. Es nahm dabei eine kSrnige BeschaffenheR a~, und der 
dunkle Farbton hellte sieh auf. Wurde nun noch zweimal mlt 

�9 Aceton gewaschen, so hinterblieb naeh dem Trocknen eine licht- 
braune Substanz. Diese war ein Pyridinsalz; es entstand in elner 
Ausbeute yon 2"1g. Das Material wurde in 550cm ~ Wasser ge- 
15st und im FAUST-HEI•schen Verdunstungskasten auf 250 c m  3 ein- 
geengt. Naeh dem Filtrieren wurde das Pyrldinsalz mi t verdiinnter 
Bromwasserstoffs~ure zerlegt. Versuehe~ das sulfurylierte Produkt 
auszufiillen, waren jedoch erfolglos; weder Methyl- und Kthyl- 
alkohol noeh Aeeton oder s  erzeugten F~llungen. Indessen 
liel] sleh alas neue Produkt mit alkoholisehem Bleiessig nieder- 
sehlagen. 1/3 der LSsung wurden mit 50 c m  3 Blelessig und 150 c m ~  

Alkohol verseizt. Der entstandene Niederschlag wurde naeh dem 
Zentrifugieren solange mit Alkohol gewasehen, his darin kein 
Blei mehr iiberging. Die Bleiverbindung wurde nun in reiehlich 
Wasser aufgesehlemmt and ein langsamer Schwefelwasserstoff- 
strom elngeleitet. Naeh dem Abfiltrieren des Bleisulfids wurde 
die L~sung mit Bariumhydroxyd neutralisiert und im FAVST- 
HEI)~schen Apparat auf 50 c m ~  konzentriert. Iqach dem Filtrieren 
liel] sich jetzt das Reaktionsprodukt dureh Zugabe yon 450 cm~ 
Methanol und 150 cm 8 ~ther  als sehwaeh gelbe floekige Masse 
ausfiillen. Naeh dem Wasehen mit Aeeton wurde fiber Naeht im 
Vakuumexsiceator getrocknet. Die quantitative Bestimmung zeigte, 
dal3 keine wesentliche Anreicherung an Sehwefel eingetreten war. 

Das erstrebte Ziel wurde mit dem selben Verfahren erreicht, 
wenn start des Agar-abbauproduktes H ein nativer Agar ver- 
wendet wurde. Benutzt wurde in diesem Falle gepulverter Agar 
D. A. B. 6 yon E. MnRCX. 

In dem gut  verlaufenen Versuch mit 8 g Agar wurden 3"4 g 
eines rein wei~en Reaktionsproduktes erhalten. Diese Substanz 
wies einen Sehwefelgehalt yon 17"9~ auf. 

0"0457 g Subsianz ergaben 0"0595 g BaS04 = 17"9 ~ Schwefel. 

~2ber die hydrolytische Abspaltung yon Suls s. Kurve 4. 
Nach einer wichtigen Beobachtung yon S. BERGSTRO~ ~ 

-~ S. BEaGS'rR6M, Z. physiol. Ch. 238 (1936) 163. - -  Dbrigens ist ein solcher 
Effekt auch bei Schwefelverbindungen zu konsiatieren, die ganz anderen KSrper- 
klassen angehSren. S. J. H. SrER~a and G. MEDES, Americ. Journ. of Physiol. 
117 (1936) 92. 
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zei, gen bestimmte Schwefels~ure-esCer yon Polysacchariden eine 
verzSgernde W~rkung aus die Blutgerinnung (Heparln-effekt). 
Keiner der durch Fraktlonierung yon Agar gewonnenen Stoffe 
besal~ einen nennenswerten Einfiul~ auf die Dauer der Blur- 
gerinnung. Einzig das kiinst- 
lich sulfury]ierte Produkt z0 
aus nativem Agar liel~ eine 
deutliche Verz(igerung er- ~5 
kennen. 

Die persulfurylierte u t0 
dung hielt in einer Menge yon 50 u 
die Ger!nnung yon 0"9 cm 8 Blut 5 
noeh gerade eben auf. 

Wurden einem Kaninchen 
0 50 m g  dieser Substanz intravenSs 

eingespritzt, so wurde das Blut 
dadureh fiir etwa 20 Minuten un- 
gerinnbar. Die Zeit der totalen 

Die #ubs/aHz e#lM/t fg# %S.. 

e abgespa#eq 

Zei! /'n ~hu/e~ 
I I J I I I I I 

60' r f80' 2qO' 

Kurve 4. Hydrolyse des persuliurierten Agarpro- 
duktes mit n-HCI. 1"159 in lOOem~ ~-Salzs[iure. 

Gerinnung warde auf etwa 21/2 Stunden nachweisbar verliingert, w~hrend die Blu- 
tungszeit anscheinend normal blieb. (Nach freundlicher Mitteilung des Herrn 
Dr. ZmM~MA~N yon den Siichsischen Serumwerken Dresden, dem ftir seine Miihe- 
waltung bestens gedankt sei.) 

u F a r b  r e a k t i o n .  

Nach einer yon M. L. LlSO~ ~ jiingst gemachten Beobachtung 
geben Schwefels~ure-ester yon t)olysacchariden mit einigen basi- 
schen Farbstoffen wie Toluidin-blau und Brillant-Kresyl-blau in 
einer Verdiinnung yon 1:10.000 einen Farbenumschlag yon Blau 
in ein rotstichiges Violett. Diese Farbprobe haben wir mit den 
aus Agar bereiteten u angeste]lt und posiiiv be- 
funden. Der Farbenumschlag, den Agarprodukte bei v(illlg 
neutra]er oder schwach-saurer Reaktion hervorriefen, war mit 
Toluidin-blau eindeutlg; er war mit den Agark(irpern besser zu 
erkennen als mit Chondroitin- und Mucoitin-schwefels~ure. Es 
liegt bier eine anscheinend allgemeine Farbreaktion auf 1)oly - 
saccharid-schwefels~ure-ester vor. 

Kurze Zusammenfassung. 
Aus javanischem Agar wurden durch schonende Extraktions- 

methoden verschiedene Polysaccharide erhalten. Produkt A3 und 
A~ waren Schwefels~ure-ester mit ungleichem S-Gehalt. Diesc 

2~ M. L. IasoN, Bull. Soc. Chim. biol. 18 (1936) 225. 
Monatshefte fiir Chemie, Band 71 .~ 
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zwei Substanzea wichen auch in der St~irke ihres S~ture- 
charak~ers yon einander ab. Beide vermochten nicht zu gelieren. 
Die schwefe]freien :Ki~rper B1 und B~ unterschleden slch dutch 
ihre Liislichkeiten in Wasser. Beide gelierten schon in sr 
Verdiinnungen. 

Die Verbindung As wurde durch Sulfatase angegriffen. Es 
erfolgte nur eine hydrolytische Abspaltung yon Schwefels~iure; 
ein Abbau des Polysaccharids, also ein Auftreten yon freiem 
Zucker bzw. eine Zunahme des ReduktionsvermSgens, wurde nicht 
beobachtet. 

Es gelang, in nativem Agar Schwefels~iure einzufiihren. 
Das dabei erzeugte Produkt enthielt rund 18% Schwei~el und 
zeigte eine deutliche Heparin-wirkung. 

~i t  den natiirlichen Schwefels~iure-estern wie auch mit dem 
persulfurylierten Stoff fiel die yon LisoN angegebene Farbreaktion 
positiv aus. 


