
einstimmt, sollten hiernach stets denselben Gefrierpunkt 
haben. Es wird zunachst experimentell gezeigt, dab  ein 
wasseriges System, welches ein aus Faden hochpolymerer 
Stoffe gebildetes Netzwerk enthalt ,  und welches auf den 
Tausendstel Millimeter genau denselben Dampfdruck wie 
destilliertes Wasser besitzt, gegenuber diesem eine Ge- 
frierpunktsdifferenz von 0,9 bzw. 2,O "C aufweist. Diese 
anomale Depression wird dadurch gedeutet, daR das 
Netzwerk zwar keine meRbare Dampfdruckerniedrigung 
bewirkt, aber die Gro6e der sich imGel bildenden Eiskristalle 
begrenzt. Da die Maschenweite des Netzwerks aus dem 

Elastizitatsmadul zu 3 bzw. 1,6.104 cm berechnet wurde, 
IaDt sich aus einer geschatzten Grenzflachenspannung 
zwischen Eis und Wasser die in diesern System zu er- 
wartende ,,strukturbedingte" Gefrierpunktserniedrigung 
berechnen bzw. abschatzen. Berechnung und Beobachtung 
stimmen gut  iiberein. Ganz allgemein kann man bei 
solchen Systemen durch die Yryoskopie a n s t a t  t oder 
n e  b e n  der Konzentration an Fremdstoffen die Abmessung 
von im System vorhandenen, die KristallgroDe begrenzen- 
den Strukturen und die Veranderung solcher Strukturen 
feststellen. Eingegangen am 24. Februar 1956 fA  7231 

Chemie und Biochemie der Neuraminsaure 
Von Professor Dr. E .  K L E N K * )  

Physiologisch-chemisches Institut der Universitat Kdln 

Neuraminsaure ist ein Baustein mancher Glykolipoide (Ganglioside) und vieler Glykoproteide. Sie 
kann als gu t  kristallisierendes Methylglykosid gefaBt werden. Aus Rindersu bmaxillaris-Mucin wurde 
die auOerordentlich alkali-empfindliche N-Acetyl-neuraminsaure gewonnen. Das Influenza-Virus spal- 
t e t  aus Harn-Mucin, das ein s tarker  Virus-Hamagglutinations-Hemmstoff ist, sowie aus Erythrocyten- 
s t roma N-Acetyl-neuraminsaure enzymatisch ab. Die Zellreceptoren fur das Influenza-Virus durften 
mit d e r  N-Acetyl-neuraminsaure identisch sein, zumindest abe r  diese als wesentlichen Bestandteil 
enthalten. SchlieOlich werden noch die bisherigen experimentellen Befunde uber die Konstitution d e r  

Neuraminsaure diskutiert. 

Die Neuraminsaure wurde von mirl) 1941 als Spalt- 
produkt der Ganglioside aufgefunden. Diese sind Glyko- 
lipoide, welche im Nervengewebe bei der infantilen amau- 
rotischen ldiotie vom T y p  Tay-Sachs in abnormen Mengen 
gespeichert werden, die aber auch normalerweise im Ner- 
vengewebe, allerdings in sehr vie1 kleineren Mengen, vor- 
kommen. 

Bei der sauren hydrolytischen Spaltung der Ganglioside 
wird die Neuraminsaure unter Bildung von Humin-Sub- 
stanzen vollstandig zerstort. Die Spaltung gelingt aber 
mit methanolischer Salzsaure im Bombenrohr bei 105 "C. 
Die Neuraminsaure I%Ot  sich dann als verhaltnismaBig 
stabiles, gut  kristallisierendes Methylglykosid von der 
Formel CUH,,NO, oder vielleicht Cl,Hl,N08 fassen. Der 
Neuraminsaure selbst kommt also die Formel C,,H,,NO, 
(bzw. &H,NO,) zu. Nach allem mul3te es sich hier urn 
eine bis dahin noch unbekannte, den Kohlenhydraten nahe- 
stehende Polyoxyaminosaure handeln, in welcher eine der 
Alkohol-Gruppen zur Aldehyd- oder Keto-Gruppe oxy- 
diert ist. 

Neuraminsaure liefert zwei charakteristische Farbreak- 
tionen. Bei der B i a l s c h e n  O r c i n - R e a k t i o n  entsteht ein 
rotvioletter Farbstoff. Diese Reaktion ist so empfindlich, 
daD Zucker in der Regel nicht stort. Man kann also mit  
dieser Reaktion die Neuraminsaure einigerma6enzuverlassig 
quantitativ bestimmen. Weiter gibt die Neuraminsaure 
auch eine fur  acetylierte Aminozucker charakteristische 
Reaktion. Diese farben sich nach Vorbehandlung mit 
Alkali beim Erhitzen init dem Ehrlichschen Aldehydreagens 
rot. Die Neuraminsaure gibt diese Reaktion bereits ohne 
Vorbehandlung mit Alkali. Ein Aminozucker ist aber a m  
Aufbau der Neuraminsaure nicht beteiligt. Aminozucker 
sind im Gegensatz zu den einfachen Zuckern gegen Salz- 
saure au6ergewohnlich bestandig. Sie widerstehen selbst 
niehrstiindigem Erhitzen rnit konz. Salzsaure, wobei die 
gewohnlichen Zucker unter Humin-Bildung restlos zer- 
stort  werden. Wenn man das Methylglykosid so behan- 

*) Nach einem Vortrag auf der Sitzung v. 10. 2. 1956 der Gesell- 
schaft Deutscher Chemiker Freiburg i. Br. 

delt, wird es ebenfalls vollstandig zerstort. Im Filtrat 
IaRt sich nach Abtrennung der Huminsubstanzen keine 
Spur eines Aminozuckers feststellenle '). Uberhaupt IaOt 
sich die Neuraminsaure nicht noch weiter in einfachere 
Komponenten aufspalten. 

N-Acetyl-neurarninsaure 

Substanzen, die sich ahnlich wie die Neuraminsaure beim 
Erhitzen mit verdunnten Sauren unter Humin-Bildung 
zersetzen und direkt eine Ehrlichsche Reaktion geben, kom- 
men auch in den Mucinen vor. Eine solche Substanz hatte 
Blix3)  1936 aus Rindersubmaxillaris-Mucin durch sehr milde 
hydrolytische Spaltung erhalten. Es  sollte sich urn ein Hexo- 
samin-haltiges Disaccharid von saurem Charakter handeln, 
das zwei Acetyl-Gruppen enthalt. 15 Jahre spater zwei- 
felte e r r )  daran, ob die Substanz einen Aminozucker ent- 
halten hatte. E r  fiihrte fur  sie jetzt  den Namen Sialin- 
saure ein. Gleichzeitig sprach er auf Grund der Farb- 
reaktionen die Vermutung aus, daR Sialinsaure auch ein 
Baustein der Ganglioside ist. 

Wir5) haben deshalb das Submaxillaris-Mucin auf Neur- 
aminslure gepriift und das M u c h  ahnlich wie die Ganglio- 
side rnit methanolischer Salzsaure gespalten. In der Ta t  
konnte eine gut  kristallisierte Substanz gewonnen werden, 
die in jeder Hinsicht mit  dem Methylglykosid der Neuramin- 
saure identisch war. Es bestand also durchaus die Mog- 
lichkeit, dal3 es sich bei dem Blixschen Disaccharid um die 
Diacetyl-Verbindung der Neuraminsaure gehandelt hat, 
falls iiberhaupt eine chemisch wohl charakterisierte Ver- 
bindung vorlag. 

Wir6) haben uns deshalb groOe Miihe gegeben, die Sub- 
stanz nach der Vorschrift von Blix wieder darzustellen, 
erhielten aber immer n u r  amorphe Substanzen, die zwar 
sehr Neuraminsaure-reich waren, aber niemals kristalli- 

l )  E .  Klenk, Z. physiol. Chemie 268, 50 [1941]. 
e, E.  Klenk ebenda 288 216 [1951]. 
2, G .  Bl ix  hbenda 210 kl [1936]. 
') G. Bllx' Acta chem.' Scand. 6 358 [1952]. 
6, E.  Klen'k u. K .  Lauenslein, Z'. physiol. Chemle 291, 147 [1952]. 
*) E.  Klenk u. I ! .  Faillard,  ebenda 298, 230 [1954]. 
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sierten und sich papierchromatographisch durchweg als 
auBerst komplexe Substanzgemische herausgestellt haben. 
Durch Saulenchromatographie gelang es schlieBlich rnit 
Hilfe von Ionenaustauschern kleine Mengen einer kristal- 
.lisierten Substanz aus dem Gemisch herauszufraktionieren, 
die papierchromatographisch einheitlich waren und die 
sich als N-Acetyl-neuraminsaure herausstellten. Fur  eine 
Diacetyl-Verbindung ergaben sich keine Anzeichen. 

Eigenschaften der N-Acetyl-neuraminsaure 
Die N-Acetyl-neuraminsaure ist sehr labil. Schon die 

wabrige Losung zersetzt sich merklich beim Stehen, was 
sich durch die Verfarbung und papierchromatographisch 
eindeutig nachweisen IaBt. Die Substanz ist enorm Alkali- 
empfindlich, schon bei pH 8,0 wird sie in kiirzester Zeit 
verandert. Erhitzt man einige min mit n/10 NaOH, so 
entsteht cc-Pyrrol-carbonsaure, und zwar gerade ein Mol 
pro Mol Neuraminsaure. AuBerdem zersetzt sich die Acetyl- 
Verbindung ahnlich wie das Methylglykosid auch mit Sau- 
ren unter Humin-Bildung. Das Methylglykosid ist da- 
gegen, wie zu erwarten, auBerordentlich Alkali-bestandig. 

Auf Grund neuerer Untersuchungen beschreibt Rlix7)  
jetzt 3 verschiedene Sialinsauren, die aus Mucinen verschie- 
dener Herkunft dargestellt werden konnten: 1. C13H,,NOU 
(oder C13H,,N0,,~H,0) aus Rinder-Submaxillarismucin; 
2. CnH,,NO, aus Eiermucin; 3. C,H,NO,, aus Schweine- 
Submaxillarismucin. 

Die erste sol1 eine Diacetyl-, die zweite eine N-Acetyl-, 
die dritte eine N-Glykolyl-Verbindung sein. Der in diesen 
Korpern vorhandene Grundkorper miiBte in allen drei 
Fallen die Formel C,H,,NO, haben, was nach Yama- 
kawa und Suzukis) auch die Summenformel der Neuramin- 
saure ist, wahrend wir der Neuraminsaure die Formel 
~ , H l g N O g  zusprechen. Dies macht es sehr wohl moglich, 
daB der gemeinsame Grundkorper fur alle diese Substanzen 
Neuraminsaure ist und daB die aus Eiermucin gewonnene 
Verbindung C,H13NOg mit unserer N-Acetyl-neuramin- 
saure identisch ist. 

Vorkornrnen von Neurarninsaure 
Inzwischen ist Neuramins2ure in einer groBeren Zahl 

von Glykoproteiden oder Glykoproteid-haltigem Material 
festgestellt worden, wie Tabelle 1 zeigt. Aufgenommen 
sind hier n u r  Falle, in denen die Substanz tatsachlich auch 
als kristallisiertes Methylglykosid isoliert wurde. 

I NS-Gehalt 

Submaxillaris-Mucin i 
vom Rind 
vom Schwein E.Klenku.G.  Uhlenbru~k[1956]~)1  2 Yo 

Menschl. Ham-hlucin 1E.Klenku. K. L a u e n ~ t e i n [ l 9 5 2 ] ~ ) 1  5 % 
Amyloidose-Leber : E .  Klenk u. H .  Faillard [1954] l0)  l , 6  % 

Gyorgy [1953] l l )  
Frauenmilch-Mucin R .  E .  Hoover, G. A Braun u. P. ' 

i -  Menschl. Blutserum 
Fetuin (Glykoproteid E .  Klenk u. W.Stoffel  [1955]13) ~ 

aus Rinderfotenserum)! 
Rinder-Erythro- 

cytenst roma 

P.Bohrn u. L . B a ~ r n e i s t e r [ l 9 5 5 ] ' ~ )  40-65 m g %  
6 % 

~ E .  Klenk u. W. Stoffel [ 19561 1 4 )  1 ca. 0,9  yo 
Tabelle 1 

Vorkommen von Neuraminsaure in Glykoproteiden 
und Glykoproteid-haltigem Material 

') G .  B l i x ,  E .  Lindberg, L. Odin u. I .  Werner, Nature [London] 775, 
340 [ 1955). 
T .  Yamakawa u. S. Suzuki, J. Biochemistry [Tokyo] 38, 199 
119511 

8, k V K & n k  u. G. Uhlenbruck noch unveroffentlicht. 
lo) E .  Klenk u. H .  Faillard, Z.'physiol. Chemie 299 191 [1955].  
11) R .  E .  Hoover, G. A. Braun u. P. Gyorgy, Arch: Biochem. Bio- 

phvsics 4 7 .  216 119531. 
12) 'P..Bohm u. L. 'Baukeister Z. physiol. Chemie 300 153 [1955].  
Is) E .  Klenk u. W. Stoffel Z. bhysiol. Chemie 302 286 [1955].  
Id) E .  Klenk u. W .  Stoffel: Z. physiol. Chemie 30 j ,  78 [1956].  

Es sei zunachst einmal das Vorkommen von Neuramin- 
saure in den EiweiBstoffen des Blutserums herausgegriffen. 
Nachdem schon vorher mit Hilfe der beschriebenen Farb- 
reaktionen Blix  und Mitarbeiter das Vorkommen von 
Sialinsaure in einer Reihe von SerumeiweiB-Fraktionen 
festgestellt hatten, haben Bohm und MitarbeiteP) erst- 
mals aus dem SerumeiweiB das reine Methylglykosid der 
Neuraminsaure isoliert. Sie finden im a,-Glykoproteid des 
menschlichen Serums etwa 8 % Neuraminsaure. Schultze 
und Mitarbeiterl5) haben neuerdings ein derartigesa,-Glyko- 
proteid isoliert, das 10 yo Neuraminsaure enthielt. Die 
letzten finden Neuraminsaure aber auch in den anderen 
Globulin-Fraktionen, mit Ausnahme der y-Globulin-Frak- 
tion und ebenfalls nicht in der Albumin-Fraktion. Wir13) 
fanden, daB im Serum von Kalberfoten der Neuramin- 
saure-Gehalt etwa 2-3mal so groB ist als im menschlichen 
Serum und daB das darin in iiberaus reichlichen Mengen vor- 
handene Glykoproteid (Fetuin) 6% Neuraminsaure enthalt. 
Auch hier wurde wieder das reine Methylglykosid isoliert. 

Was das Frauenmilch-Mucin betrifft, so haben Gyiirgy 
und MitarbeiterlG) nach der Gewinnung des Methylglyko- 
sids, auch die Acetyl-Verbindung der Neuraminsaure iso- 
liert, welche sie Gynaminsaure nannten, die aber mit der 
kurz vorher von uns dargestellten N-Acetyl-neuraminsaure 
identisch sein durfte. Demgegenuber erhielten R .  Kuhn 
und Brossmerl7) aus Kuhcolostrum-Much die Laktamin- 
saure als Methoxyl-Verbindung, die fast dieselbe elemen- 
tare Zusammensetzung besitzt wie das Methylglykosid der 
Neuraminsaure. Sie ist rnit der letzteren aber sicher nicht 
identisch, da es sich um eine N-Acetyl-Verbindung han- 
delt. Nach den neuesten Befunden von Kuhn und Bross- 
mer17a) hat die Lactaminsaure dieselbe elementare Zu- 
sammensetzung wie die N-Acetyl-neuraminsaure. 

Biologische Bedeutung der Neuraminsaure 
Besonders interessant ist das Vorkommen der Neuramin- 

saure im Harn-Mucin und im Erythrocytenstroina fur die 
biologische Bedeutung der Neuraminsaure. Uber sie ist 
bis jetzt nur wenig bekannt. Man weiB nur, daB die Sub- 
stanz beini ersten Kontakt zwischen gewissen pathogenen 
Viren und den infizierbaren Zellen eine Rolle spielt. Ge- 
naueren Einblickl8) erhielt man durch Hirsts Entdeckung 
der Virus-Hamagglutination. Die Erythrocyten werden 
durch diese Art von Viren, also z. B. durch Influenza- 
Virus, nicht infiziert. An der Oberflache der Erythrocyten 
spielt sich aber derselbe Vorgang ab, wie bei den infizier- 
baren Zellen. Gibt man zu einer Erythrocyten-Aufschwem- 
mung Influenza-Virus hinzu, so kommt es zu einer Agglu- 
tination. Das Virus wird dabei an die Zelloberflache ad- 
sorbiert, so daB es aus der iiberstehenden Flussigkeit ver- 
schwindet. Nach etwa einstundigem Stehen im Brut- 
schrank lost sich das Virus wieder von den Blutkorperchen 
ab und diese haben die Fahigkeit zu agglutinieren verloren. 
Die Erythrocyten und die infizierbaren Zellen besitzen 
offensichtlich besondere Receptoren, die dem Virus als 
Haftstellen an der Zelloberflache dienen. Hirst nimmt an, 
dab das Virus enzymatische Eigenschaften besitzt und daB 
durch das Virusenzym die Receptoren von der Zelle ab- 
gespalten werden, so daB das Virus wieder unverandert in 
Losung geht, wahrend den Blutkorperchen die Receptoren 
fehlen und sie somit die Fahigkeit zur Agglutination ver- 
loren haben. 
-~ ~~ ~~ 

H .  E .  Schultze I .  Gollner K .  Heide M. Schonenberger u. G .  
Schwick, 2. Naiurforsch. l i b ,  463 [195)5]. 

la) F. Zilliken, G .  A. Braun u. P. Gyorgy, Arch. Biochem. Biophysics 
i i4.564 r 1 9551. 

17) R.'Kuhri u. 6. Brossrner, Chem. Ber. 87 123 119541. 
l?a)R.  Kuhn u. El.  Brossrner, diese Ztschr. 68: 21 1 [1956].  
l a )  Siehe d a m  F. M. Burnet, Croonian Lecture, Proc. Roy. Sac. 

[London] Ser. B 738, 47 119511. 
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Weiter wurde gefunden, da5 eine ganze Reihe von Mucin- 
artigen EiweiBstoffen, so z. B. das Harn-Much die Aggluti- 
nation hemmen. Die Mucine enthalten offenbar Receptor- 
artige Wirkgruppen, durch welche eine Verbindung zwi- 
schen Virus und Mucin zustande kommt, so da5 das Virus 
mit den Erythrocyten nicht mehr in Reaktion treten kann. 
Burnet nimmt an, da5 die Zellmembran Mucin-artige Sub- 
stanzen enthalt, deren prosthetische Gruppen als Zell- 
receptoren fungieren. 

In Burnets Institut konnte Goftschalklg) nun auch die zu- 
nachst noch hypothetische enzymatische Wirkung des In- 
fluenzavirus experimentell bestatigen. Gottschalk lie5 das 
Virus auf Mucine verschiedener Herkunft und auch auf 
Harn-Mucin einwirken. Dabei wird eine niedermolekulare 
Substanz abgespalten, welche sich beim Erhitzen rnit ver- 
dunnten Sauren unter Humin-Bildung zersetzt und welche 
auch die direkte Ehrlichsche Reaktion gibt. Es lag nahe, 
dieses Spaltprodukt mit der Neuraminsaure in Beziehung 
zu bringen und deshalb haben wir5) zunachst einmal das 
Harn-Mucin auf Neuraminsaure gepriift. Da wir daraus 
ebenso wie aus Submaxillaris-Much ohne Schwierigkeiten 
das kristallisierte Methylglykosid gewinnen konnten, wie- 
derholten wir20) den Versuch von Gottschalk und konnten 
seinen Befund voll bestatigen. Daruber hinaus fanden wir, 
da8 in den zahlreichen Versuchen 25-5576 der im Harn- 
Mucin vorhandenen Neuraminsaure abgespalten werden. 
Papierchromatographisch verhielt sich das Spaltprodukt 
wie N-Acetyl-neuraminsaure. Da wir deren Eigenschaften 
kannten, gelang es auch die reine kristallisierte Substanz 
ohne groBere Schwierigkeiten zu isolieren. 

Nach allen Kontrollversuchen mu8 es als gesichert gel- 
ten, da8 die Substanz in der Tat  enzymatisch durch das 
Virus abgespalten wird. In dem Ultrafiltrat des Spaltungs- 
ansatzes sind neben der N-Acetyl-neuraminsaure allerdings 
noch betrachtliche Mengen Aminosauren vorhanden. Sie 
sind wahrscheinlich durch proteolytische Fermente abge- 
spalten worden, die im Substrat, also im Harn-Much noch 
vorhanden sind. Die Inaktivierung dieser proteolytischen 
Fermente durch Erhitzen fiihrt gleichzeitig auch zur In- 
aktivierung des Hemmstoffs. 

Nach diesen theoretischen Vorstellungen, die im wesent- 
lichen auf die bahnbrechenden Untersuchungen von Hirsf 
sowie von Burnet zuruckgehen, mu8te im Stroma der Ery- 
throcyten ein Neuraminsaure-haltiges Glykoproteid vor- 
handen sein. In  der Ta t  enthalt, wie erwahnt, das Stroma- 
Eiweif3 von Rindererythrocyten etwa 0,9 yo Neuramin- 
saure und wirl4) konnten daraus auch das kristallisierte 
Methylglykosid isolieren. Dasselbe trifft fur das mensch- 
liche Stroma zu. LaDt man auf ein fein suspendiertes 
menschliches Stroma Influenza-Virus einwirken, so wird 
daraus ebenfalls Acetyl-neuraminsaure abgespaltenZ1). Die 
abgespaltene Menge ist gro5 genug, um die Substanz 
papierchromatographisch einwandfrei nachweisen zu kon- 
nen. Es kann also kaum noch ein Zweifel bestehen, da5 
die Zellreceptoren mit der N-Acetyl-neuraminsaure iden- 
tisch sind oder da8 diese zumindest ein wesentlicher Be- 
standteil der Zellreceptoren ist. 

Die roten Blutkorperchen sind bekanntlich elektro- 
negativ geladen. Sie wandern im elektrischen Feld ano- 
disch. Ihr isoelektrischer Punkt liegt bei pH 1-2. LaRt 
man auf sic Influenza-Virus einwirken, nimmt die Wande- 
rungsgeschwindigkeit nierkbar abZ2). Der isoelektrische 

~ ~ ~ ~ ~ . -  ~ 

19) A. Gottschalk u. P .  E. Lind, Nature [London] 764, 232 [19491; 
A. Gottschalk Nature [London] 767 845 [19511. 

2 0 )  E K k n k  H :  Faillard u. H .  Lernbfrid 2. physiol. Chemie 301, 
235 [1955(3. Photogr. u. Wissenschaft i, 3 (19561. 

21) E. Klenk d. H. Lernpfrid, noch unveroffentlicht. 
22)  M. Hanig, Proc. SOC. exp. Biol. Med. 68, 385 [1948]; s. a. G. L. 

Ada ti. J .  D .  Stone, Nature [London] 765, 189 [19501. 

Punkt verschiebt sich in Richtung auf den Neutralpunkt. 
Dies ist offenbar auf die eizymatische Abspaltung der 
Zellreceptoren, d. h. N-Acetyl-neuraminsaure, zuruckzu- 
fuhren, die verhaltnismal3ig stark saure Eigenschaften hat. 
Man kann auch umgekehrt annehmen, da8 die negative 
Ladung der Erythrocyten zu einem wesentlichen Teil von 
der in der Oberflache der Eryihrocyten vorhandenen 
Acetyl-neuraminsaure herriihrt. 

Konstitution der Neurarninsaure 

Konstitutionsformeln fur Neuraminsaure sind bis jetzt 
von Yarnakawa und S u z u k P )  (I), sowie von GoflschalkZ4) 
(11) aufgestellt worden. Wir (Klenk und Fail[ard) haben 
uns in letzter Zeit zusammen rnit Weygand und Sch6ne25) 
ebenfalls mit der Konstitutionsaufklarung beschaftigt. Die 
Untersuchungen sind allerdings noch nicht abgeschlossen, 
so dab hier nur cine vorlaufige, noch etwas hypothetische 
Formel gebracht werden kann. 

Demnach ware die Neuraminsaure der Erythrit-ather 
einer Aminohexuronsaure. Das Methylglykosid hat dann 
die Formel I1 I ,  N-Acetyl-neuraminsaure die Formel IV. 

Bewiesen ist i n  der Acetyl-neuraminsaure das Vorhandensein 
einer freien Aldehyd- Gruppe. Sie 1aOt sich nach Willstutter-Schudel 
titrieren. Bewiesen ist weiter die Nachbarschaft der N-Acetyl- 
Gruppe zur Aldehyd-Gruppe. Spaltet man  namlich nach der Oxy- 
dation der Aldehyd-Gruppe nach Willstcitter-SchudeE die hcetyl- 
Gruppe ab, so erhalt man eine a-Aminosaure, die beim Erhitzen mit  
Ninhydrin pro N-Atom ein Mol GO, abspaltet. Das Methylglykosid 
der Neuraminsaure spaltet dagegen mit  Ninhydrin kein CO, ab,  ist 
also keine a-Aminosaure. I n  Widerspruch dazu s t eh t  die Formel 
van Gottschalk. Die Formel stiitzt sich weiter auf das  Ergebnis der 
Perjodat-Spaltung. Beim Methylglykosid i s t  der Verbrauch a n  
Perjodat  j e  nach den Reaktionsbedingungen etwas verschieden. 
Man verbraucht 3-5 Mol Perjodat  und erhalt 1-2 Mol Saure. 
Blockiert man  in  dem Methylglykosid die Amino-Gruppe durch 

Methylglykosid der Neuraminsaure 
- r 1 - 1  H,CO-C-COOH CH(OCH,) 

I 

CH(NH,) 

C H ( 0 H )  
I 

C H ( 0 H )  

CH, 
C H ( 0 H )  0 
I 

CH(NHz) 

C H -  - J 

C H ( 0 H )  
I 

C H ( 0 H )  
I 
CH,OH 

COOH 
1) C , u H i d O a  11) CiuHipNOa 

Gottschalk 1955 Yamakawa und Suzuki 1952 

Methylglykosid 
der Neuraminsaure N- Ace tyl-neuraminsaure 
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C H ( 0 H )  r __-- 1 

CH(OCH,) 

CH(NHz) CH(NHCOCH3 

C H ( 0 H )  0 C H ( 0 H )  0 

OCH, 
CH 

COOH I 
C H ( 0 H )  C H ( 0 H )  

C H ( 0 H )  C H ( 0 H )  
COOH 

CH,OH CH,OH 

111) CilHLlNOo 1 V) Ci, HziNOio 
Klenk, Faillard, Weygand und Schone 1956 

2,) T .  Yamakawa u. S. Suzuki,  J. Biochemistry (Tokyo) 39, 175 
' [1952]. 

z4)  A. Gottschalk Nature [London] 176 881 119551. 
2 5 )  E. Klenk, H.' Faillard, F.  Weygand u.  H.  H .  Schone, Z .  physiol. 

Chernie, 300, 35 [ 19561. 
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Acylierung, so verliiuft die Perjodat-Spaltung durchsichtiger. Ver- 
braucht werden jetzt 2 Yo1 Perjodat, wobei 1 Mol Saure und 
etwas weniger als 1 Mol Formaldehyd entsteht. Mit diesem Er- 
gebnis steht die Formel vou Yamakawa und Suzuki in Wider- 
spruch. 

Der Nachweis der Aminohexuronsaure wurde durch Oxy- 
dation der Aldehyd-Gruppe der Acetyl-neuraminsaure nach 
Willstutter-Schudel und Reduktion des Oxydationsproduktes 
mit H J im Bombenrohr versucht. Andererseits wurde die 
Aminoglucuronsaure von Heyns und Paulsen26) entspre- 
chend behandelt und die Reaktionsprodukte wurden papier- 
za) K .  H .  Heyns u. H .  Paulsen, Chem. Ber. 88, 188 [1955]. 

chromatographisch miteinander verglichen. Die erwartete 
cr-Aminoadipinsaure lie6 sich in beiden Fallen nur in klei- 
nen Mengen nachweisen, die als Hauptprodukt auftreten- 
den Aminosauren, offenbar unvollstandige Reduktions- 
produkte, hatten aber genau dieselben RF-Werte. Damit 
ergaben sich immerhin Anhaltspunkte fur das Vorkommen 
eines derartigen C,-Yorpers. Die Erythrit-Komponente 
konnte dagegen bis jetzt noch nicht gefa6t werden. Jedoch 
wird die hier als Arbeitshypothese vorgeschlagene Struktur- 
formel (s.S. 351) allen bis jetzt vorliegenden experimentellen 
Befunden gerecht* Eingegangen am 5. Marz 1956 [A 7251 

~~ 

Analytisch-technieche Untersuchungen 

Zur quantitativen Bestimmung organischer Peroxyde 
Teil I : Zwei kolorimetrische Methoden 

Von P r 0 f . D r . K .  U E B E R R E 1 T E R u n d D r . G . S O R G E  
Aus dem Fritz-Haber-Institut der Max-Planck-Gesellschaft, Berlin-Dahlem 

Zwei neue kolorimetrische Verfahren zur quantitativen Bestimmung organischer Peroxyde werden 
beschrieben. Beide arbeiten in  organischen Losungsmitteln und homogener Phase. Fur Messungen in 
Eisessig empfiehlt sich das Indamin-, fur  Messungen in Benzol das Methylenblau-Verfahren. Luftsauer- 
stoff stort nicht, so daR man ohne Fremdgas-Atmosphare arbeiten kann. M i t  dem Methylenbfau-Ver- 
fahren werden noch 0,03 y aktiver Sauerstoff quantitativ erfaBt, die Grenzkonzentration betragt 
1 : 30000000. Damit gehijrt das Verfahren zu den empfindlichsten, bisher bekannten analytischen 

Methoden. 

Bei der kinetischen Untersuchungl) der durch Fluorenon- 
peroxyd sensibilisierten Styrol-Polymerisation erschien we- 
gen der geringen Peroxyd-Yonzentrationen keines der be- 
kannten Peroxyd-Bestimmungsverfahren geeignet. 

Jodometrische Verfahren erfordern insbes. bei Gegen- 
wart von Doppelbindungen unbequeme Arbeitsbedingun- 
gen; ferner stort in organischen Losungsmitteln die gelbe 
Farbe des Fluorenon-peroxyds und Fluorenons. Die ti- 
tanometrischen Methoden, die z. B. von Boundy und 
Boyera) empfohlen werden, arbeiten in wal3rigen oder was- 
serhaltigen Losungen oder gar in zwei verschiedenen Phasen. 
Etwa vorhandenes Polystyrol mu6 vor oder wahrend der 
Bestimmung ausgefallt werden, wobei bes. bei kleinen Per- 
oxyd-Mengen Fehler durch Adsorption auftreten konnen. 

Auch die iibrigen Verfahren erwiesen sich als zu un- 
empfindlich oder zu umstandlich. Es muBte eine Me- 
thode gefunden werden, mit der g aktiver Sauerstoff 
in organischen Verbindungen auch neben Doppelbindungen 
sicher und moglichst bequem quantitativ bestimmt wer- 
den konnte. 

1. Indamin-Verfahren 
Rothenfupera) gibt ein halbquantitatives Verfahren an, 

das 4,4'-Diamino-diphenylaminsulfat in alkoholischer Sus- 
pension zum Nachweis von Benzoylperoxyd in Mehl ver- 
wendet. Danach sol1 eine 1 proz. Aufschlammung von han- 
delsiiblichem, blaugrauem Diamino-diphenylaminsulfat in 
Alkohol beim Kochen farblos werden. Die Methode erwies 
sich in dieser Form als nicht brauchbar und muDte umge- 
arbeitet werden. 

Reduktives Umsalzen des sehr schwer loslichen Sulfats 
durch Erhitzen in Eisessig unter Zusatz von Zink liefert 
leicht eine farblose Losung des Diamino-diphenylamin- 
acetats in Eisessig, die sich unter Stickstoff wochenlang 
unverandert halt. Stort der Zink-Gehalt der Losung, so 
stellt man aus dem Sulfat zunachst die freie Base rein dar 
und lost diese dann in Eisessig. 
l )  Wird demnachst veroffentlicht. 

R.  H .  Boundy u. R. F .  Boyer, Styrene, New York 1952, S. 162. 
S. Rothenfuper, Chemiker-Ztg. 40,285, 535 119251. 

D a r s  t e l l u n g  v o n D i a m i n  o - d i  p h e n y l a  m i n  . Eine siedend 
gesattigte, schwach essigsaure wallrige Losung des 4,l'-Diamiuo- 
diphenylaminsulfats wird rnit Zink reduziert und dann rnit 
uberschussiger heiIJer Bariumacetat-Lbsung versetzt. Nach eiui- 
gen Minuten wird heill filtriert. Das Filtrat wird uuter Luft- 
abschlua rasch gekiihlt, in einem Scheidetrichter rnit Chloroform 
unterschichtet, vorsichtig rnit Natronlauge und Aluminium-Pul- 
ver versetzt und geschuttelt. Die nahezu farblose Losung der 
freien Baae in Chloroform wird abgetrennt uud mit dem doppelten 
VolumenPetrolather versetzt. 
Nun wird erneut unter Luft- 
abschlull gekiihlt und nach 
einigenstunden die abgeschie- 
dene weille Substanz abfil- 
triert. Nach dem Trocknen ist 
diese luftbestandig. Zur Per- 
oxyd-Bestimmung verwendet 
man eine 0,05- bis 0,lproz. 
Losung der Base in Eisessig. 

A n a l y s e n v o r s o h r i f t .  
Die Diphenylaminacetat-Lo- 
sung wird in  einer a u t o -  
m a t i s c h e n  B u r e t t e  un- 
ter Stickstoff aufbewahrt ( 8 .  

Rild 1). Ein (beispielsweise 
rnit Glyzerin gefullter) Bla- 
senzahler B erleichtert die 
Einstelluug und Kontrolle des 
Stickstoff-Stromes. Ein ge- 
ringer Stickstoff-Uberdruck 
in der Apparatur verhindert 
das Eindringen van Luft- 
sauerstoff. Zum Fullen der 
Burette dreht man den Drei- 
wegehahn H um 180" und 
verstarkt den Stickstoff- 
Strom. Die Form des Sicher- 
heitsveutils V verhindert bei 
zu grollem Druck ein Uber- 
spritzen des Quecksilbers. 
Die QuecksilbersLule sol1 min- 
destens 80 mm hoch sein. 

Bild 1 
Apparatur zum Aufbewahren 
u n d  Abmessen luftempfindli- 
cher Losungen. B = Blasen- 
zahler, H = Dreiwegehahn, V= 
Quecksilber - Sicherheitsventii 

Oxydationsmittel farben die Losung des 4,4'-Diamino- 
diphenylamins in Eisessig intensiv blau. Das A b s o r p -  
t i o n s m a x i m u m  liegt bei 640 mp. Zur Peroxyd-Bestim- 
mung verdunnt man die Losung etwa im Verhaltnis 1 :20 

3 52 Angew. Ch.em. 168.  Jahrg. 1956 1 N r .  10 




