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ebenso bel der Darstellung der Zimtsiiure aus der aus Heterozimt-
siure dargestellten Phenylpropiolsiiure.

Gerade der Umstand, dafl bei Anwendung des niimlichen Ausgangs-
materials unter scheinbar gleichen Bedingungen verschiedene Resultate
erhalten werden konnen, veranlafite mich von Anfang an die Annahme
zu machen, dall die Verschiedenheit der erhaltenen Reaktionsprodukte
auf Isomerie zuriickzufiihren sei und dal es sich nicht um Entstehung
verschieden zusammengesetzter Kirper handeln konne.

Eine endgiiltige Iirklirung fiir dieses merkwiirdige lirscheinungs-
gebiet geben zu woller, halte ich noch nicht an der Zeit.

Die Untersnchung wird fortgesetzt.

395. Leonhard Wacker: Eine colorimetrische Methode zur
Bestimmung der Molekulargrofie von Kohlehydraten,
(Unterscheidung der priméren von den sekundaren und ter-
tidren Alkoholen.)

[2. Mitteilung.]

(Eingegangen am 28. Juni 1909.)

1n der letzten Mizteilung!) itiber diesen (iegenstand wurde eine
Methode beschrieben, nach welcher aus den verschiedenartigsten Kohle-
hydraten durch Linwirkung von Phenylhydrazinsulfosiure in
alkalischer Lisung bezw. Suspension Farbstoffe von nahezu gleicher
Nuance erbalten werdeun, so dal sie beziiglich der Iutensitit verglichen
werden kiinnen. Bs zeigte sich dakbei, dall Kohlehydratlosungen, welche
die gleiche Anzahl Molekiile enthalten, Farblésungen von konstanter
Farbstiirke *) liefern, so dal der Weg gegeben war, auf diese Weise
die MolekulargrioBe von Kohlehydraten unbekannter Kounstitution, auch
kolloidaler Natur, zu ermitteln. Im allgemeinen war die Reaktions-
geschwindigkeit, auller von der Konzentration, auch abhingig von der
Molekulargriiie, doch waren Ausnahmen hiervon z. B. auch bei den
priméren Alkoholen zu lonstatieren.

Die konstante Farbstirke aus molekularen Mengen der verschie-
denen Monosen und Polysaccharide 1aflt sich nur erkliren, wenn man
annihmt, daB imwer die gleiche Anzahl chromophorer Gruppen in
das Farbstofimolekiil eintritt und jeweils nur die endstindige Aldehyd-
1) Diese Berichte 41, 266 [1908).

2) Auch bei den primiren Alkololen liegen ihpliche Verliltnisse vor,
jedoch picht so gut Gbercinstimmend, wie bei der Melozahl der Kohlehydrate,



oder primire Alkoholgruppe reagiert. Dafl sekundiire oder tertiiire
Alkohole eine weit geringere Reaktionstihigkeit mit dem Hydrazin
besitzen, 1alit sich direkt beweisen, und diese Eigenschalt kann zur
qualitativen Unterscheidung der primiren Alkohole von
den sekundéren und tertidiren dienen.

Da sich die mittelstindigen Komplexe der Kohlehydrate nur aus
sekundiren Alkoholradikalen oder Ketonen?!) zusammensetzen, ist die
Annahme berechtigt, dafl nur die endstindigen Radikale in Reaktion
treten ®).

Zur Ermittlung des Molekulargewichts zog ich als Vergleichs-
objekt die Maltose heran, von dem Gesichtspunkte ausgebend, dall
die Mehrzahl der hiologisch wichtigen Polysaccharide sich dureh Kom-
bination einer Anzahl von Maltose bezw. Tranbenzuckermolekiilen aul-
bauen. Bei den weiteren Versuchen wurde nunmehr aucl ¥/y000-Dex-
troselosung als Unterlage tiir die Vergleiche bznutzt. Die auf diese
Weise gewonnenen Molekulargewichte sind etwas grifier als jene mit
Maltose; dies rithrt von dem Umstande her, dafl die aus Hexosen ent-
stehenden Farbstoffe gegeniiber denen aus Di- und Poly-Sacchariden
eine Spur blauer sind, so da} sie um 5—109, stiirker erscheinen. lie
wit Maltose als Unterlage gewonnenen Resultatz sind somit jenen mit
Dextrose vorzuziehen. Die Methode selbst wurde dadurch verbessert,
dall eine stirkere Alkalilauge zur Anwendung kam, wodurch die durch
Autoxydation entstehende Fiirbungen haltbarer gemacht werden konnen.
Zur Iintkriftung des DLinwands, dafl durch die Lauge allenfalls die
Polysaccharide abgebaut werden Lkinnten, wurde Stiirke und lisliche
Stirke mit Lauge in der XKonzentration, wie sie bel den Versuchen
Verwendung findet, 45 Stunden stehen gelasser und dann gegen die-
selbe Gewichtsmenge Stirke und lisliche Stirke verglichen, die nicht
lingere Zeit mit Lauge vorbehandelt worden war. Es zeigte sich kein
Unterschied in der Farbstiirke, so dafl also eine Zerlegung in klei-
nere Molekile beim Stehen mit der Lauge nichs stattfand. Die Wider-
standsfihigkeit der Polysaccharide gegen Alkalien ergibt sich z. IB. auch
aus der Bestindigkeit des Glylkogens gegen heide, G0-prozentige Kali-
lauge, so dall daraul sogar eine (uantitative Bestimmungsmethode be-
grindet werden konnte,

Die weiteren Untersuchungen der Stirke und deren Abbau-
produkte wurde fortgesetzr.

N Ketone zeigen nur in stivkerer Konzentration erhebliche Rotfarbung,
vergl. vorige Mitteilung loc. cit.

) Diese Auflassung gewinnt noch mehr an Wairscheinlichkeit durch das
Verhalten des Inosits.  Bekanntlieh ist dieser ein Hexahydrohexaoxybenzol
und enthillt nur sekundire Alkoholgruppen. Dementsprechend gibt er in den
iblichen Verdiimnuugen von /009 keine Reaktion.
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Schon Nigeli!) hat gefunden, dafl die Stirke aus zwelerlei
Substanzen besteht, die er mit Ricksicht auf die morphologischen
Verhiiltnisse als Granulose und Stiirkecellulose bezeichnet hat.
Granulose pannte er den in warmem Wasser unter Zusatz von
Speichel loslichen Teil, Cellulose den unlislichen Teil. Neuerdings haben
Maquenne und Roux?*) diese Trennung mit iiberbitztem Wasser
unter iihnlichen Lrfolgen wie Nigeli aufgegriffen. Sie bezeichnen
die der Granulose entsprechenden Bestandteile als Amylose?). Der
Stiirkecellulose wurde wegen des pflanzenschleimartigen Charakters
der Name »Amylopektin« beigelegt. Kocht man die Stirke in einer
Verdiinnung 1: 1000 mit Wasser aus, so erhilt man beim erstmaligen
Auskochen eine Losung, die in der Kilte klar bleibt; kocht man den
Riickstand wiederholt aus, so erhilt man beim Erkalten eine opali-
sierende Lasung, withrend der Riickstand, »die Cellulose«, den pflanzen-
schleimartigen Charakter besitzt. Nach dem teilweisen Einengen der
willrigen Lésungen, Yillen mit Alkohol, Tiltrieren uud Trocknen,
kann man vier verschiedene Fraktionen unterscheiden und isolieren,
die colorimetrisch mit der Molekulargroe der Ilextrose vergliclien
wurden.

LIs wurde gefunden, dal}

die leicht wasserldslicke Granulose aus ca. 5 Ilexosen®),
» schwerer » » » » 6 »
» einmalausgekochte Stiirkecellulose» » 7 »
» mehrmals » B » » § »
hesteht.
Man siebt daraus, dafl sich die Stiirke aus mehreren Verdichtungs-
stadien der Dextrose zusammensetzt.  Die Stiirkecellulose ist ge-

wissermaBen der Verholzung niher als die Granulose. Die in der
Y Nigli, Monographie »Die Stirkekorner«, 1858; .J. 1859. 544: Dotan.
Mitteil. 1863,

) Maquenne und Roux, Compt. rend. 140, 1303—1308; Bull. soc.
chim [3] 88, 723—731: {3] 85, (I—XYV): Zentralbl. 1905, II, 121, 314:
1906, 1[ 1727,

% Maquenne bezeichnet als Amylocellulose alle durch Wasser unter
Druck extrahierbaren Bestandteile und befindet sich damit in cinem gewissen
Gegensatz zua Nigeli, der den mit Speichel extrahierbaren Teil »Granulose«
nannte und dem Rickstand den Namen Amylocellulose beilegte, Ubrigens
schligt Maquenne spiter an Stelle von Amylocellulose den Ausdruck Amylose
vor. Jedenfalls charakterisieren diz Nigelischen Bezeichnungsweisen dic
morphologischen Verhiiltnissec sehr gut.

4) Die Mecthode zur Molekulargzwichtsbestimmung wurde bereits in der
letzten Mitteilung ausreichend besprochen, so dal hier nur die Endresultate
aufgefithrt werden.
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letzten Mitteilung angegebene MolekulargréBe der Stirke ist somit le-
diglich eine Durchschnittszabhl. Dasselbe gilt fiir die Iosliche Starke.

In nachfolgender tabellarischer Ubersicht sind die MolekulargréBen
der Stirkebestandteile und Stirkeabbauprodukte vergleichend - zu+
sammengestellt. Obwohl die Mehrzanl der Hydrosole durch Lésen in
Wasser und Fallen mit Alkohol gereinigt wurden, ist keine Garantie
vorhanden, dal nicht dennoch Gemische vorliegen. Immerhin gibt
die Tabelle ein Bild der bestehenden Verhiltnisse:

\ i |
Inversions- | i Tnversious- |
quotient | Mittel aus quotient | Mittel aus
Name vergl. mit |Anzahl von | cergl mit Anzahl von
Dextrose | versuchen ' Maltose | Versuchen
n . i n
T “ |
Achroodextrin!) . 4.3 i 8 ; 3.8 l 2
Erythrodextrin?) . 4.8 | 7 i 4.1 6
Losliche Stirke . C 6.4 i 5 59 ' 7
Starke (natirl. Gemisch) . 2 2 1 .68 o 8
Granulose, leicht 1gsl Teil 52 : 8 [ 5.1 ; 2
Granulose, schwer 16sl. Teil 6.0 1 — —
Starkecellulose, Riickszand [
bei einmal. Auskockung 7.3 2 ! — —
Stiarkecellulose, Ricks*and 1
nach mehrmaliger Aus- i '
kochung . . . . . . 8.0 | 3 11 P)

Die Zahl n, der Inversionsquotient, bedeutet die Anzahl Dextrose-
molekiile, in die das Polysaccharid zerfallt. Natiirlich kann n nur
eine ganze Zahl sein. Die Bruchzahl der Tabelle rithrt davon her,
dal keive einbeitlichen Korper vorliegen, bezw. die Methode Schwan-
kupngen zulafit.

Die Berechnung des Molekulargewichts geschieht nach der allge-
meinen Formel fiir Polysaccharide, {CeHipOs)n + H: O, wenn man fiir
u die eutsprechende ganze Zahl einsetzt.

Die Tabelle zeigt, dafl dem Achroodextrin annibernd dieselbe
Molekulargrofle zukommt wie dem Erythrodextrin. Is ist demnach
zweifelbaft, ob das Achroodextrin als ein Abbauprodukt des Erythro-
dextrins aufgefaf}t werden kauon?).

1) Das durch Inversion von Stirke mit Oxalsiure hergestellte Achroo-
dextrin, sowie die folgenden Daten verdanke ich Hrn. Prof. Lintner: Re-
duktion berechnet auf Maltose R = 15%,. Spez. Dréehungsvermigen [«]p = 188.
Nach Roultscher Gefrierpunktsbestimmung ist die MolekulargroBe = 1500.
Produkt ‘enthilt etwa 709, Achroodextrin [ und 309/, Achroodextrin 1I.

%) Spez. Drehungsvermogen [a]o == 195.

3) Moreau, Bicchem. Zentralbl. 3, 648.
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Das Molekiil des Leberglykogens?) wurde als aus 10 Hexosen
bestehend gefunden; das Molekulargewicht berechnet sich demmach
gemiify der Formel (CsHyo0s)io + Hs O auf 1638, Kaninchenleber- und
Hundeleber Glykogen besitzen dieselbe Molekulargrofle; es ist daber
walirscheinlich, daB alle Leberglykogene chemisch identisch sind. Ob
dies auch fir Muskelglykcegen zutrifft, ist zurzeit noch nicht ent-
schieden.

Experimenteller Teil

Cuterscheidung der primiiren von den sekundiiren und
tertiiren Alkoholen.

Man fertigt sich zuniichst voen den zu vergleichenden Alkoholen
Yipo-Normallisungen ("/100) an, fillt in die bereitgehaltene Serie von
sogen. 200 g-Glisern mit weiter Offnung 10 bezw. 20 cem und ergiinzt
mit Wasser auf 100 ccm, so dall man also mit "/jen- bezw.  s00-Lo-
sungen arbeitet?).

Weiter Lat man pro Ansatz etwa 0.4 g p-Phenylhydrazinsuliosiure
genau abgewogen, am zweckmifligsten in der Weise, dafl man das
Hydrazin fir sédmtliche Versuche auf einmal abwiigt, in abgemessener
Menge Wasser unter Zusatz der zur Ldsung erforderlichen Natron-
lauge aufldst und dann die Lisung gleichmiBig auf die Versuche ver-
teilt. Hat man z. B. 18 Ausitze, so 16st man 7.2 g Hydrazinsulfo-
siture in 20 cem Wasser unter Zusatz von 1 cem Natronlauge, 33-pro-
zentig, und eotnimmt dieser L&sung pro Ansatz 1 cem. Es ist gleich-
gitltig, ob man 0.3 oder 0.4 g des Hydrazins verwendet, aber es soll
jeder Versuch unter genau gleichen Bedingungen bereitet sein. Diese
Losung muB immer frisch hergestellt sein. Gleich nach Zugabe der-
selben werden 25 cem Natrovlauge, 33-prozentig, hinzugefiigt und
innerhalb der ersten 2—3 Stunden alle 15 Minuten umgeschiittelt.
Dies ist wichtig fiir eine gleichmifige Intwicklung des Farbstoffs. Der
Vergleich *) der Farblésungen erfolgt am besten nach 7—8 Stunden.

) Das mehriach gereinigte Glykogen wurde nach vorausgegangener ln-
version wach der Allihoschen Methode analysiert.  Das frither untersuchte,
kaunfliche Produkt erwics sich als stark eiweiBhaltig. Glykogen darf bei den
Farbversuchen keine Schawmbiidung zeigen. Schaum ceutet auf Eiwciflgehalt.

%) Die Emplindlichkeitsgrenze steigt bei Verwenduug vou mehr Alkali
von Pago auf #/iuge (vergl. die erste Mitieilung loe. eit).

) Die colorimetrische Bestimmung des Molekulargewichts geschicht am
zweckmilligsten in gleich groBlen Glasgefiflen von 2 em Breite, 2 em Tiefe
und 10 em Hohe. Man fillt in jedes Glas 20 cem der Farblosung und ver-
gleicht aul weiller Cnterlage.  Ein derartiger Apparat wurde von den »Ver-
einigten Fabriken Hir Laboratoriumsbedarf«, Berlin NW.) angefertigt.



Soll die Farbung mehrere Tage konserviert werden, so kanuo dies
durch Zugabe einer abgemessenen Quantitit 33-prozentiger Natron-
lauge (beispielsweise 30 cem) geschehen. TDies soeben beschriebene
Verfahren ist auch zur colorimetrischen Molekulargewichtsbestimmung
von Kohlehydraten empfehlenswert, nur wird man in einer Verdiinnung
von /2000 Normalldsung arbeiten. Die Farbung wird auch hier
durch Zusatz von Natronlauge fixiert, doch muf} die Farbstofibildung
vollendet sein (dies Ist nacb 5—6 Stunden der Fall), weil die Lauge
andernfalls auf die Kolloide ausfallend wirkt und dadurch die Reaktion
hemmt, was natiirlich zu unrichtigen Resultaten fihrt.

Zur Feststellung der Gesetzmiiligkeit, dafl primiire Alkohole sich
nach dem soeben beschriebenen Verfahren von den sekundiren und
tertidren scharf unterscheiden lassen, wurden als Vertreter der primiren
Alkohole zur Urtersuchung lLerangezogen: Methyl-, Athyl-) #-Propyl-,
Isobutyl- und Girungs- (Iso-)Amyl-Alkohol'), als Vertreter der sekun-
diren: Isopropyl- und sekundiirer Amyl-Alkohol, und schlieBlich Tertiiir-
Butylalkohol als Reprisentant der Carbinole.

Dieselben wurden in Y/seo- und /jose-Normallosung gegen einen
sogenarnten Kontrollansatz, d. b. also lediglich mit Wasser (vergl. die
frithere Mitteilung loc. cit.) verglichen und gefunden, daf sich die se-
kundiiren und tertiiren Alkohole nur wenig vom Kountrollapnsatz unter-
scheiden, wihrend die primiren intensivrote Fédrbungen geben.

Zum Schlul sei Lemerkt, daf} sich die primiren, sekundiiren und
tertiiren Amine gegen Phenylhyldrazinsulfosiiure verhalten wie die
Alkobhole, insofern sie auch die Reaktion zeigen. Aminosiuren, wie
z. B. Glykokoll, liefern eine bordeauxrote Farbreaktion. Der Uinstand,
dal} auch tertiiire Amine reagieren, zwingt zu der Annahme, daf} die
Methanwasserstoffatome sich an der Farbstoffbildung beteiligen.

Wiirzburg, Junt 1904,

') Die Zahlen der letzten Mitteilung Letr. Amylalkohol sind zu korrigieren:
liex 0.0440 anstatt 0.0375
und 0.0220 anstatt 0.01875.





