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In der 1. MitLeilung 1 wurde durch Elektrophoreseversuche die Ein- 
heitliehkeit des zur Untersuchung verwendeten Materials (sogenannter 
I-Ii~zeextrakt) - -  soweit dies aus solehea Versuehen iiberhaupt gefolgerf 
werden darf - -  erwiesen. Illl folgenden soll aufgezeigt werden, aus 
welchen Bausteinen d~s Antigen zusammengesetzt ist und wie diese 
naehgewiesen werden konn~en. W/~hrend tiber die sfickstoffh~ltigen 
I{ornponen~en in einer gesonderten MiSteilung belichfe~ wird, is~ naeh- 
stehend fiberwiegend yon den Xohlehy4raten des Antigens die t~ede. 
Als Untersuchungsmaterial diente wieder der HitzeexSr~kt. 

Sehon die ers~en Versuche lie~en erkennen, dal3 man es weder mi~ 
einem lipoidh~ltigen Stoff, noeh mit einem reinen Polypeptid zu tun 
ha~te, Vielmehr zeigten bereits qualitative Zuekerreaktionen eindeutig, 
dal~ ein reeht beaehtlicher I4ohlehydratantefl am Aufbau beteiligi is~, 
Und zwar liel3en die Reaktionen nach Schi//, Bial,  rnit • 
und Phloroglucin 2, die alle auch spekfralanMy~isch ausgewerte~ wurden, 
auf das Vorliegen yon Pentosen im allgemeinen schlie~en. Nega~iv 
verliefen dagegen die Reaktionen auf Uroxts~iuren mit Naphthoresorcin ~', 
die Dische-l:Ceaktion auf I)esoxypen~osen a, die nach Rosenthaler a auf 
Methylpentosen, sowie Reaktionen auf Inosif 5 und Xetosen s. 

1 L. Schmid, H. Michl und g. Zwettler, Mh. Chem. 81, 198 (t950). 
Va,r~ der Haar, Monosaccharide trod Aldehydsfi.uren. Berlin. 1920. 

a Z. Dische, Mikrochem. 8, 4 (1930), 
a L. Rosenthaler, Z. analyt. Chem. 48, 165 (1909). 

E. Sal]cows]ci, Yioppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 69, 478 (1910). 
s F. Weehuizen, R, ec. Tray. chim. Fays-Bas 87, 302 (1918). 
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Mit Sieherheit konnte aber auch auf H e x o s e n  geschlossen werden, 
wie der Verlauf der t~eaktion nach Dische  7, sowie die Proben mit Guanidin- 
Zinnchloriir, Harnstoff-Zinnchloriir s und mit Gallussgure 9 ergaben, 
welche ebenfalls spektralanalyCisch ausgewertet wurden. 

Man daft daraus aber n i c h t  folgern, dal~ die nachgewiesenen Pentosen 
und Hexosen als freie Monosaeeharide im Antigea vorliegen. Das li~l]t 
sich auf verschiedene Weise zeigen, z. B. dnrch eine nur  gerirtge Dialysier- 
gesehwindigkeit, durch das mangelnde ReduktionsYermSgen, sowie aueh 
dutch das Ausbleiben yon Farbreak~ionen unter mi]den Bedingungen. 

Die weitere Frage war nun: 
1. Liegt ira Antigen ein nur aus Pentosen bzw. nur aus Hexosen oder 

ein aus beiden gemeinsam aufgebautes Polysaeeharid vor z. 
2. Ist  in das Antigen eine Pentosenphosphors~ure als Bestandteil 

einer Nukleinsi~ure eingebaut ? 
~[i~ der MSglichkei~ des Vorliegens eines pentosehaltigen Poly- 

saecharids mul~te man reehnen, dg ja solche bereits yon Penel l ,  H u d d l e s o n  

und Mitarbeitern 1~ in Brucellenanr wahrscheinlich gemaeht wurden. 
Zur Beantwortung dieser Frage brauehte man einen Weg, der es ermSglicht, 
ein Polysaceharid schonend yon den stickstoffhaltigen Bestandteilen 
des Antigens abzutrennen. Es scheint dies zuni~chst im ttinblick auf 
die elektrophoretische Einheitliehkeit wenig aussichtsreieh. Man m ul~ 
aber bedenken, dal~ die im folgenden angefiihrten Extraktions- und 
F~ltungsmethoden einem wenn aueh milden chemischen Eingriff gleich- 
kommen und daher eine Spaltung des ~ls eine Art Symplex aufzufassenden 
,,Antigenmolekfils" in valenzm~Big definiertere Verbindungen erwarten 
lassen. : 

Tats~chlieh gelang es naeh einer Reihe yon Versuchen, wie Zer- 
sch.~umen ~, Ausschiitte]n mit Butanol-Chloroform ~2, Chromatographie- 
ten, Extraktion mit Glykolen~a, mit Phenol, mit Methyl- oder Athyl- 
alkoho], Fi~llung mit Phosphormolybd~ns~ure, Phosphorwolframsgure, 
Ur~nylazetat, Quecksilber~zetat und kolloidalem Zinkhydroxyd, mit 
einem kombinierten Verfahren, und zwar einer Bleiazetat- und Phosphor- 
wolframs~uref~llung, eine wenn aueh nicht quantitative Trennung yon 
Polys~ccharid und stiekstoffhaltigen Verbindungen zu erreiehen. 
Energischere Einwirkung als die mit den oben genannten Reagenzien 

7 Z.  Dische, Mikrochem. 7, 36 (1929). 
8 j .  H.  •oulger, J.  biol. Chemistry 99, 207 (1932). 
9 E .  Chierici,  Chem. Zbl. 1981 II, 96. 
~o R.  P .  Penner  ~md F .  I .  Huddleson,  J. Baeteriol. 88, 42 (1937). 
~ G. Hesse, Adsorptionsmethoden im ehemisehen Laboratorium. Berlin. 

1943. 
~ 2VI. G. Sevag, E. P. 481924 (1935). 
1~ W.  T. J .  Morgan ,  Biochemic, J. 81, 2003 (1937). 
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schien wegen der Gefahr einer tiefergehenden Ver~nderung nicht ratsam. 
Im Versuchsteil ist ein Schema dieses Trennungsganges angegeben. 
Die einzelnen Fraktionen sind dort beziffert; die gleiehe Bezifferuag 
wird aueh im folgenden verwendet. 

Wenn dureh die kombinierte Bleiazetat- und Phosphorwolframs~ure- 
�9 f~.lhmg zwar nm" eine partielle Abtrennung des Potysaceharids zu er- 
zielen war, so konnte doch eindeu$ig bewiesen werden, da$ das ab- 
getrennte Polysaceharid VII  auch nicht die Spur einer Pentose en~hieit. 
Es muBte somit die ursprtinglich naehgewiesene Pentose in tier Blei- 
azetat- I bzw. Phosphorwolframs~uref~llung V enthalten sein. Tats~ehlieh 
gelang es, nach Zerlegung der Bleiazetatf~llung I mit Sehwefels~turo, 
Filtrieren trod Wiederausfallen mis Alkohol in der alkohol. Nfutterlauge 
die Pentose I I I  wie folg~ naehzuweisen: 

Die alkohol. LSsung, Filtrat yon II,  wurde zweeks Abtrennung der 
Schwefelsi~ure mit Bariumk~rbonat versetzt and zur Troekene gebraeht. 
Durch Behandeln des Abdamph'iickstandes mit warmem Wasser konnte 
daraus eiae kristallisierte Substanz I I I  isoliert werden. Diese erwies 
sieh aus fo]genden Grfi_nden als Bariumsalz eiaer Pentosenphosphors/~ure, 
und zwar der Ribose-5-phosphors~ure: 

1. Sie enthielt 6,75% Phosphor in organischer Bindung, was bei 
einem Krist~llwassergehalt yon 5~/'2 HeO - -  das Ba.-Salz der Ribose-5- 
phosphors~ure kristallisiert mit diesem Wassergehalt ia - -  in guter LTber- 
einstimmung mit dem ffir eine P e n t o s e n p h o s p h o r s ~ u r e  errechne~en 
Wart ist. 

2. Aus dem I~eduktionswert ergab sich ein Pentosengehalt, der 
mit dem erreehneten gut fil*ereinstimmt. 

3. Die quantitative photometrisehe Auswertung der bei der B i a l -  

Reaktion auftretenden blauen Farbe (AbsorptionsverIauf im Sichtbaren, 
siehe Abb. 1) spricht ffir eine Ribose-5-phosphors~tu'e. Hierzu wurde, 
da keine Vergleichssubstanz zur Verfiigung stand, das Extinktious- 
verm5gen obiger Substanz bei der B i a l - R e a k t i o n  mit dem einer i~quiva- 
lenten Menge Arabinose verglichen. Bei 6100 A ergab sie eine 2,21real 
so grol~e Extinktion wie die Arabinose; dies stimmt mit dem in der 
Literatur angegebenen Wert ~5 yon 2,19 sehr gut fiberein. Zum Ver- 
gleieh sei erws dab R i b o s e - 3 - p h o s p h o r s i ~ u r e ,  wetche als einzige yon 
den sonst noch mSglichen Pentosenphosphors~uren in Naturstoffen bisher 
noch naehgewiesen worden ist ~6, nut  eine 1,15real so grebe Extinktion gibt. 

4. Bei der Oxydation mit Brom muBte eiae Ribose-5-phosphorsSure 

14 p .  A .  Levene u n d  W.  A .  Jacobs, Der. dtseh, chem. Ges. 44, 749 (1911). 
15 H.  K .  Barrenscheen und A.  Peham,  Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 

272, 81 (1942). - -  T.  V a l y i . N d g y ,  Z. Vitamin-, Hormon-, Fermentforseh. 1, 
279 (1948). 

1~ A .  M .  Michelson  u ~ d  A .  R.  Todd,  J.  chem. Soc. London 1949, 2476. 
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eine 5-Phosphoribons~u~e ergeben. Eine Ribose-3-phosphors~ure wiirde 
eine am C-Atom 3 phosphorylierte Trioxyglutars~ure bilden. In nnserem 
Fall gab das Oxydationsprodukt mit Cu-Ionen einen blauen Komplex, 
was also anf benachbarte ttydi'oxylgruppen, wie im Fall der 5-Phos- 
phoribons/~ure, schlieBen l~Bt ~7. 

5. Bei der Hydrolyse lieB sich die Phosphorsgure nut  schwer absp~lten. 
Bei nioht am Kohlenstoffatom 5 phosphorylierten Pentosenphosphor- 
sguren erfolgt die Verseifung im allgemeinen viel leichter Is. 

6. Nicht unerwghnt soil eine Zufallsbeobaehtung bleiben, der wir 
den Naehweis freier Ribose verdanken. Es gelang n~mlich, aus einem 

0'#00 I ~ 
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Abb 1. 

jahrelang aufbewahrten 
Hitzeextrakt,  der noeh 
Agglutinationshemmung 

zeigte, Ribose als Brom- 
phenylhydrazon zu iso- 
lieren (Zersp. 164~ 

Nahehegend war nun 
die Annahme, dab die 
Ribose in einem Nuclein- 

s~ureverband vorlag. In 
diesem Falle sollte abet 
auch eine Purin- oder 
Pyrimidinkomponente im 
Antigen enthalten sein, 
wofiir bis jetzt  noch kein 
direkter Beweis vorhan- 
den war. Zur Priiflmg 
auf diese Stoffklasse wur- 

den daher 100mg Antigen hydrolysiert nnd in Anlehnung an den 
yon Hoppe-Seyler und Thief/elder beschriebenen Gang 19 aufgearbeitet. 
Nach diesem Verf~hrcn konnte Adenin in Form des Pikrats kristallisiert 
erhalten werden; sein Zersp. lag bei 283 ~ 

In der Mntterlange des Adeninpikrats wurde Hypoxanthin gefunden. 
Seine Isolierung gelang in der Form des Silber-Hypoxanthinpikrats, 
als welches es anch zur Analyse gebracht wurde. Xanthin, Guanin, 
Cytosin, Uracil nnd Thymin w~ren nicht nachzuweisen. Mit dem Nachweis 
des Adenins bzw. Hypoxanthins war jetzt  anch der Hinweis gegeben, 
wie die Pentose in das Antigen eingebaut ist; n~mlich im Sinne einer 
Nucleins~ure, im besonderen einer Ribonueleins~ure. 

1~ R. Klime# und J. K.  Parnas, Bioehem. Z. 252, 392 (1932). 
is p .  A.  Levene und S. A.  Harris, J. biol. Chemistry 95, 755 (1932). 
19 Hoppe-Seyler und Thier/elder, H~ndbueh der physiologischen und 

pathologisehen Analyse, S. 875. Berlin. 1924. 
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Dm'ch die kombinierte Blei~zet~t-Phosphorwolframs~uref~llung war 
es nun gelungen, aus dem Antigen eine pentosenhaltige Fraktion I I I  
abzutrennen, die frei yon Hexosen war. Darfiber hindus wurde erreicht, 
daft die hexosenhaltige Fraktion frei yon Pentosen zu gewinnen war. Die 
Hexosenfraktion V I I  war im Fil trat  der Phosphorwolframs~uref~llung V 
anzutreffen, ~us der sie durch Alkoholf~llung isoliert werden kennte. 

Folgende Punkte  sprachen dafiir, dab man es mit  ein.em Hexosen- 
polysaccharid zu tun 
hatte : 

l. Die Furbreaktionen 
alff Hexosen w~ren positiv. 

2. Die Eleme[/t~r- 
zus~mmensetzung ent- 
spraeh der eines Poly- 
saccharids. 

3. Bei der Bial-Re~k- 
tion wurde nur eine 
Braunf~.rbung beobueh- 
tet ;  ihre photometrisehe 
Ausweliung - -  siehe 
Abb. 2 -  liei~ kein An- 
zeiehen des fiir Pentosen 

so eharakteristisehen Ma- 

ximums bei 6100 A er- 

kennen. 

4. Durch Hydrolyse en&stand aus der ursprfinglieh nieht reduzierenden 
Substanz ein rechtsdrehendes, reduzierendes Produkt,  welches Ms G]ukose 
identifiziert werden konnte. 

Das Polysaccharid selbst bildete eine wei~e, pulvrige Masse. Beim 
Erhitzen t ra t  ungef~hr ~b 160 ~ Gelbf~rbtmg auf, bei weiterem Erhitzen 
wurde die Substanz dunkel und zersetzte sieh sehliel~lich bei 230 ~ Sic 
ist gerueh- und geschmaekles. In  Wasser 16ste sic sich ausgesproehen ]eieht, 
nicht 15slich war sic in 90%igem Alkoho] und in org~nisehen LSsungs- 
mitteln. In w~Briger LSsung zeigte d~s Polysaccharid keine optisehe 
Aktivitat,  obwohl L6sungen bis zu einer Konzentra.tion ~on 10% zur 
Niessung verwendet wurden. Ein Aschegehalt yon 1,2% liel3 sieh weder 
dureh wiederholtes Umfallen, noch dutch Dialyse abtrennen, da das 
Kohlehydrat  aueh durch feinporige Membranen leieht hindurchtrat.  

Der Diffusionskoeffizient einer 0,1%igen LSsung lag bei 0,228 em2/T~g 
bei einer Temperatur  yon 15 ~ hIaeh der Oeholmschen Gleiehung 

(D ~ M  = 7,15) e~ erreehnete sieh daraus ein Teilehengewicht yon zirk~ 

~0 Vgl. A. Euc]cen, Lehrbuch der ehemischen Physik, Bd. II ,  S. 1066. 
Leipzig. 1944. 

0"600 

0"~0~ 5~ z/ml 

J~ch/c~t#/cke . Iota 

l O'OOO + 

0200 L +~+ 

Abb. 2, 
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1000. Diese Teilchengr6i~e entspricht ungef~thr der eines Hexasacoharids 
einer Hexose. 

Das an sich nicht reduzierende i(ohlehydrat  ist durch verdfinnto 
S~uren hydrolysierbar. Bei Verwendung yon 0,72 n Schwefelsiture ist 
bei 100 ~ nach 1 Std. vo]lsti~ndige Hydrolyse eingetreten. Die quantitative 
Auswertung der Hydrolysengesehwindigkeit unter den angeffihrten Be- 
dingungen ergab eine l%eaktionsgeschwindigkeitskonstan~e yon 6 ,6 .10  -3. 

Als Hydrolysenprodukt resultierge ausschlie]~lieh Glukose, wie aus 
den folgenden Ergebnissen geschlossen werden kann: 

1. Sehmp. und Misehschmp. des isolierten Hydrolysenproduktes mit 
Glukose liegen bei 145 ~ 

2. ])as Phenylosazon zeigt einen Zersp. yon 207 ~ and einen Misch- 
sehmp. (u. Zers.) mit Glukosazon yon 207 ~ 

3. Die spezif. Drehung lag bei 54 ~ in w~l~riger LSsang und bei einer 
Temperatur yon 20 ~ 

4. Papierchromatogramme, die mit Verwendung versehiedener be- 
weglicher Phasen durchgeffihrt wurden, zeigten ausschliefilieh Glukose. 

5. Das Polysaceharid wird yon I-Iefe nicht angegriffen, das ~ono- 
saecharid ist verg~rbar. 

Wi~hrend die Pentose in der Form des Bariumsalzes der Riboso-5- 
phosphors~ure(III) und das Polysaccharid VII aus den Ffltraten der 
Bleiazetatf~llung in Substanz isoliert werden konnten, ist das gleiehe 
am Polysaccharid, das in die Bleif~llung I I  mitgegangen war, nieht 
gelungen, zumindest war dies nicht auf Grand verschiedener LSslieh- 
keiten bzw. F~tllbarkeiten zu erreichen. 

Es blieb also nichts anderes /ibrig, als den gesamten Bleiniedersehlag 
zu hydrolysieren, wobei aueh das Polysaccharid zu einem Monosaccharid 
mitverseift wurde. Dieses konnte als Glukose identifiziert werden (Osazon 
and Papierehromat ogramm). 

Bemerkenswert ist, dal~ das  Antigen nach Abtrennen des nieht f~ll- 
baren Polysaccharids ein v6llig ge~ndertes Verhalten hinsichtlich seiner 
LSslichkeit zeigt. W~hrend es im Verband mit dem nicht fi~llbaren 
Polysaccharid leicht 2~oige LSsungen gibt, wird es naeh Abtrennen 
desselben wasserunlSslich. 

Zum Schlul~ ist noch auf eine Bemerkung yon Pennel  u n d  Huddleson  21 

einzugehen. Die genannten Autoren fanden in einem B a n g - A n t i g e n ,  

das sie aus einem Trichloressigs~ureextrakt aus antolysierten and mit 
Trypsin verdauten Bakterien hergestellt hatten, azetylierte Aminozneker. 
Unter dem Eindruek dieses Befundes wurde mit erh6hter Aufmerksamkei~ 
in anserem Antigen nach Amiuozuckern gesucht. Wit konnten keine 

~1 R. P.  Pennel und  F. I .  Huddleson, Technical Bulletin 156 of agri- 
cultural exp. Station, 1938. 
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solchen nachweisen. Ebenso  sprechen obige Autoren  yon  einem Ar~binose- 

vorkommen in  ihrem Antigen.  Wir  k o n n t e n  in  anserem Untersuehungs-  
mater ia l  als einzige Pentose nu r  l%ibose nachweisen. MSglicherweise ist  
der Befund obiger Autoren  d~durch zust~nde gekommen,  dab sie ihre 
Angaben  aus einem Osa-zon herleiten, welches doeh fiir l~ibose a n d  
A~r~binose identisch ist. 

Experimenteller Teil. 

Die Isolierung des Polysctccharids und der Ribose-5-phosphorsgure. 

1,5 g Antigen warden mit  50 ml dest. Wasser versetzt and  2 Tage bei Ziramer- 
temp. stehengelassen; hierauf wurde veto ungel6st, gebliebenen Tell ab- 

zent,rifugiert,. 
I 

Die opMeszierende LSstmg wurdo mit, Niedersehta.g IV get,rocknet: 0,218 g. 
5 m l  I0%iger neugr~ler Bleiazetat,- 

16sung gef~llt. 
[ 

Niederschlag I :  Er wurde mit  0,5 %iger 
Sehwefels~iare zerleg~ und  mit, Alkohol 

gef~llt,. 

Niedersehlag II: 0,751 g I Niedersohlag V: Er 

i 

Filtrat,: Naeh Ent,fernmlg des Bieis 
mit  Sehwefels~iare warde aus 2%iger 
Sehwefels/~ure mit Phosphorwolfram- 

s~iure gefi~llt 
i 

i i 
Filt,rat, wird mit  /riseh ge- 

[ 

NachVerset,zen der alkohol. 
L6sung mit Ba-I~arbonat, 
warde der Alkohol abge- 
dampft, und der l%fickst,and 
mit, Wasser yon 40 ~ aus- 
gelaugt; unl6slich blieb 
des Ba-Sulfat,. Der wasser- 
16sliehe Tell fiel bei Alko- 
holzusat,z aus; er warde 
noehmals in ~u geI6st, 
und durch Eindunstenlas-  
sen zur Kristallisation ge- 

brecht :llI 

wird mit  Ba- 
t tydroxyd zersetzt 
und  mit, Alkohol ge- 
fall~: 30 mg Poly- 

peptid VI 

fiillt,em Ba.-Karbonat yon 
der Sohwefels/~ure befreit 

und  mit  Alkohol gefi~llt, 

F~llung VII :  0,25 g rohes 
Polysaccharid. Es warde 
in 5 ml Wasser gel6st,, mit  
verd. Sehwefels/iure rest,- 
liehes Ba entfernt und 
neuerdings mit  der 10re- 
chert Alkoholmenge gef/~llt, : 

0,2 g Hexosenpoly- 
saecharid VIII 

Darstellung des Hitzeext~'aktes. 
Bakterien veto S~amme BrucelIa abor~us Bang wurdon 8 Tage lang auf 

Lebe~agar gezfichtet. Der Rasen wurde mit  dest. Wasser trod Gl~sperlen 
abgesp~il~. Es wurde nun  yon eventuell mitgerissenen Agarteilchen fittriert, 
und cl[e B~kt,erien aus dem Fil t rat  abgesehleudert. Nach 3maligem Waschen 
mi~ insgesamt, 2,5 1 dest. Wasser und  Zent,rifugieren warden die B~kterien 
mit  dest. Wasser aufgesehwemmt. Auf eine aus 1,5 m 2 Kulturfl~che gewonnene 
Bakterienmenge kamen 200 ml Wasser zur Verwendung. Die Suspension 
warde nunmehr  60 Min. lang auf 80 ~ erw/~rmt. Die dadarch abget,6teten 



278 L. Schmid und H. Michl: 

und ausgelaugten Bakterien win'den abgescMeudert; die fiberstehende zell- 
freie m~d schwaeh gelb gef~rbte LSsung war der reine Hitzeextrakt.  Dieser 
wurde mit  Alkohol bis zu einer Konzentrat ion yon 90 Gew.-~ versetzt, des 
ausgefallene Antigen abgeschleudert, dekantiert  und  getrocknet. 

Die Art der Troeknung hatte Einflu~ auf die sp~tere L6slichkeit in Wasser. 
Je sch~rfer und  l~nger sie durchgeffihrt wird, desto ungiinstiger werden die 
LSslichkeitsverh~ltnisse beeinflui3t. Des yon uns verwendete, fiber Sflikagel 
konstant  getroeknete Material 15ste sich nur  langsam in dest. Wasser. Eine 
bei Zimmertemp. ges~tttigte L(isung, wie sie bei der folgenden Isolierung 
des Polysaccharids und  der Ribose-5-phosphors~ure verwendet wurde, war 
nach Abschleudern des fibersehiissigen BodenkSrpers 2,53~ Ihr  pH lag 
bei 4,5. 

Ribosephosphorsiiure.  

CsHgOsPBa - 51/2 H20: Phosphor naeh L i e b ~ :  

Ber. 6,67. Gef. 6,75, 

ReduktionsvermSgen nach Hagedorn-Jensen2a: 

Ber. 32,4. Gef. 31,5. 

Photometrische A u s w e r t u n g  der Bial-Realct ion (Abb. 1). Die Messungen 
erfolgten in einem Zei f i schen  Stufenphotometer. Unter  den in Abb. 1 und  
im Text angegebenen Wellenl~ngen sind die Maxima der Durchl~ssigkeiten 
der jeweils verwendeten Spektralfilter zu verstehen. Des Gesamtvolumen 
war 10 ml, die Konzentrat ion 78 v/ml (Ba-Salz), die Schichtdicke 1 cm. 

Oxyda t ion  24. 5 mg Ba-Salz wurden in 0 ,5ml  Wasser gelSst und  mit  
0,1 ml ges. Bromwasser versetzt. ~aeh  lt~gigem Stehen wurde nochmals 
0,1 mt Bromwasser und. soviet einer 2 n SodalSstmg, ~ls zur Entf~rbung des 
Broms nStig war, hinzugeffigt. Nach weiteren 2 Tagen wurde mit  re td .  
Schwefels~iure anges~uert, yore Ba-Sulfat abzentrifugiert, noeh einen Tag 
stehen gelassen und  dann  des fibersehfissige Brom ausgeschtittelt. Schliel3- 
lich wurde mit  0,5 ml einer 10% igen KupfersulfatlSsung versetzt und  alkaliseh 
gemaeht. ]3eim Vergleich mit  einer Blindprobe war eine deutliche Blauffirbung 
zu beobachten. 

Hypoxan th ins i lberp ik ra t .  CsH3ON4Ag - C6H2(NO~)3OH. Ber. N 20,76. 
Gef. N 20,64. 

Bial-  Rea~t ion des Polysacchar ids  (Abb. 2). 
Konzentrat ion : 0 053 mg/ml, 
Gesamtvolumen : 6 mh 
Schichtdieke : 1 cm. 

Di]]usionsversuch. Dieser wurde in enger Anlehnung an die yon Oeholm 
beschriebene IV[ethode ausgefiihrt ~5. 

Oiffusionsdauer : 4,67 Tage. Temperatur : 15 ~ Konzentrat ion : 1,025 mg/ml 
Polysaccharid. 

~2 H.  Lieb in A .  Friedrich,  Die Praxis der quant i ta t iven organischen 
Mikroanalyse, S. 114. Leipzig und Wien. 1933. 

23 H.  G. Hagedorn u n d  B.  N .  Jensen ,  Biochem. Z. 135, 46 (1923). 
24 E .  Fischer,  Ber. dtsch, chem. Ges. 26, 637 (1893). - -  P .  A .  Levene 

u n d  W .  A .  Jacobs, ibid. 44, 746 (1911). - -  H.  K i l i a n i ,  ibid. 55, 81 (1922). 
25 L.  W.  Oeholm, Z. physik. Chem. 50, 309 (1905). 



Uber ein Antigen von Brucella abortus Bang. 279 

Die  in  d e n  v e r s e h i e d e n e n  S e h i c h t e n  a u f g e t r e t e n e n  K o n z e n t r a t i o n e n  be- 
sVimmte m a n  au f  zweier le i  A r t :  

I m  e r s t e n  Fa l l  h y d r o l y s i e r t e  m a n  die Po l y s accha r id lSsung  jeweils  2 S tdn .  
m i t  2~oiger Sehwefe l sgure  und  ~i~rierte die a u f g e t r e t e n e  Z u c k e r m e n g e  n a c h  
Hagedorn-Jensen ~. 

I m  zwei t en  Fa l l  w u r d e  der  Po lysaccha r idgeha l~  m i t  der  D i p h e n y l a m i n -  
p robe  n a c h  Disehe 6 b e s t i m m t .  Gemessen  w u r d e  d a b e i  die E x t i n k t i o n  bei  
5300 A bei  e i n e m  G e s a m b v o l u m e n  y o n  6 m l  u n d  e iner  Sch ieh td i cke  y o n  1 era. 

mg reduzierende Sub- 
stanz/ml als Glukose 

berechnet 
K o n z e n t r a t i o n  zu  B e g i n n  des Versuches  . . . . .  1,07 0,713 
K o n z e n $ r a t i o n  n a e h  B e e n d i g u n g  des Versuches  

in  0,96 era H S h e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,270 0,182 
K o n z e n t r a t i o n  in  2,88 c m  HShe  . . . . . . . . . . . . .  0,026 0,019 

Extiaktion bei 
5300 

Die  B e r e c h n u n g  erfolgte  n a c h  Kohlrausch, P r a k t i s c h e  Phys ik ,  Bd.  I ,  
S. 244, 1943; die W e r t e  fib" die Gauflsehe F e h l e r f u n k t i o n  w u r d e n  Bd.  I I ,  
S. 565, e n t n o m m e n .  

Reaktionsgeschwindigkeitslconstante. E i n e  LSsung,  dig 0 , 7 7 5 m g  Poly-  
s aeeha r id  p ro  ml  en th i e l t ,  u n d  0,72 n a n  Schwefels~ure  war ,  w u r d e  au f  100 ~ 
geha l t en .  N a e h  je  10 Min.  w u r d e  1 m l  e n t n o m m e n ,  abgek~k~lt, n e u t r a l i s i e r t  
u n d  n a e h  Hagedorn-Jensen t i t r i e r t .  Aus  d e m  V e r b r a u c h  a n  O x y d a t i o n s m i t t e l  
e r r e e h n e t e  s ich  der  P r o z c n t g e h a l ~  y o n  Gtukose :  

% reduzierender Substanz 
INach als G]ukose berechnet 

0 l~fin. 0 
10 ,, 50,8 
20 ,, 78,9 
30 ,, 88,9 
40 ,, 93,8 
50 ,, 100 
65 ,, 104 

Die  B e r e c h n u n g  erfolgte  n a c h  J. Eggert, L e h r b u c h  der  p h y s i k a l i s c h e n  
Chemie,  S. 579, 1944. 

Papierchromatogramm. F i l t r i e r p a p i e r :  Schleicher und Schi~,ll 602 h a r t .  
V e r s u e h s d a u e r  : 3 Tage  aufs te igend .  Bewegl iche  P h a s e n :  B u t a n o l  : W a s s e r  : 
Eisess ig  g le ich  4 : 5 : 126, ~ t h a n o l  : W a s s e r  : B u t a n o l  ~ gleich 1 : 5 : 4 under  
Z u s a t z  v o n  NI t3 ;  E n t w i c k I u n g :  s au t e s  A n i l i n p h t h a l a t  ~s. 

26 S. M. Partridge und R. G. Westall, Biochemic .  J .  42, 238 (1948). 
2~ E. L. Hirst, L. Hough u n d  J.  K.  N. Jones, J. chem.  Sac. L o n d o n  1949, 

928. 
~8 S. M. Partridge, N a t u r e  (London)  164, 443 (1949). 


