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I n  der Tat bestatigte dcr direkte Vergleich der beideri Basen nnd 
ihrer Salze ihre Identitat. Damit ist cler Name ,,KamaSsin" aus der 
Literatur zu strciehen. 

Auch das in dcr Fig. I wiedergegebene 1R.-Spektruml), das fur 
Quebrachamin beiderlei Herkunft praktisch identisch ist, zeigt die 
typisehe Iminobande (2,87 p) und die fur viele Indole charakteristi- 
scheabwesenheit vonBanden im Gebiet 6,0-6,6 p ". Dies ist ein wei- 
terer Beweis dafur, dass Quebrachamin ein Alkaloid der Indolklasse 
ist, wie aueh die Farbenreaktionen (Hopkins- Cole, EhrZich) und das 
UV.-Spektrum3) bereits vermuten liessen. 

ijber den genaueren B m  des Quebrachamins sol1 in Kiirze be- 
richtet werden4). Die zur Strukturerforschung verwandten Methoden 
lehnen sich an die bereits bei Modellverbindungen angewandten spezifi- 
schen Oxydations-, Umlagerungs- und Isomerisierungsrcaktionen an5). 

Organie ch- chemisehe Anstalt der Universitat B asel und 
National Heart Institute, National Institutes of Health, 

Washington 14, D.C. 

15. Quantitative Zuckerbestimmung mit 3,5 -Dinitrosalicylsaure 
und Phenol 

von E. Borel, F. Hostettler und H. Deuel. 
(29. XI. 51.) 

Zur quantitativen Bestimmung von Zuckern, die papierchromatographisch ge- 
trennt6) und mit Wasser aus den1 Fittrierpapier') extrahiert werden, ist cine empfindliche 
Methode erfurderlich. D a m  wurden Titrationen init dem Kupferreagens nach Somogyi'), 
mit Perjodshrea) oder rnit Natriumhypojodit nach Willstutter & SchudeZg) benutzt. 
Kiirzlich wurde von einer empfindlichen kolorimetrischen Bestimmung mit Hilfe von 
Pehling'scher Losung und Arsenmolybdat-ReagenslO) bcrichtet. Die kolorimetrische Me- 

l) Das Spektrum wurde in Chloroform-Losung mit einem selbstregistrierenden 
Spektrophotometer (Perkin-Elmer, Model1 21) aufgenommen, unter Verwendung folgender 
Justierung: ,,Resolution" 4; ,,Response" 1 ; ,,Gain" 5 , s ;  ,,Speed" 4/3; ,,Suppression" 0. 

*) Vgl. B .  TVitkop, Am. SOC. 72, 633 (1950). 
3, B. Witkop, Am. Soc. 71, 2559 (1949). 
4, B. Witkop, ibid., in Vorbereitung. 
6, B. Witlcop & J .  B. Patrick, Exprr. 6, 183, 461 (1950). 
6, S. M .  Partridge, Nature 158, 270 (1946); Biochem, J. 42, 238 (1948); in R. T. 

Williams & R. L. M .  Synge, Partition Chromatography, Cambridge 1949, 9. 52; M. A. 
Jermyn & F .  A .  Isherwood, Rimhem. J. 44, 402 (1949); L. Boggs e t  al., Nature 166, 620 
(1950); F. Cramer, Angew. Ch. 62,73 (1950) ; Papierchromatographie, S. 45, Weinheim 1952. 

A. E. Flood, E. L. Hirst & J .  K .  N .  Jones, Nature 160,86 (1947); Soc. 1948,1679. 
*) E. L. Hir.st& J .  K .  N. Jones, Soc. 1949,1659;F. Weygand& H. Hofmann, B. 83, 

lo) J. Sundman, J .  Sunrnio & C. Gustufssou, Paper and Timber 6. 1951, Nr. 4a, 115. 
405 (1950). J .  R. Hawthorne, Nature 160, 714 (1947). 
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thode rnit 3,5-DinitrosalicyIsaure nach Sumnerl)  eignet sich nur fur mehr als 0,4 mg 
Zucker 2). Die Brauchbarkeit von 3,5-Dinitrosalicylsaure-Phenol-Reagens, das ebenfalls 
von Sumner3) angegeben und wiederholt zur Zuclrerbestimm~ng~) verwendet wurde, sol1 
im folgenden eingehender gcpriift werden. 

Zuniichst wurde die Extinktion des Farbstoffes, der sich bei 
Reaktion zwischen n-Xylose bzw. D-Galakturonsaure und dem 3 , 5 -  
Dinitrosnlicylsaure-Phenol-Reagens bildet, ermittelt (Fig. 1). Das 
Sbsorptionsmaximum liegt bei 500 mp und ist gegenuber der Sumner’ 
schen Reaktion ohm Phenol5) um 15-20 mp nach Ihngeren Wcllen- 
langen verschoben. Dies ermoglicht eine Messung am Absorptions- 
maximum des Farbstoffes, da die alkalische 3,5.-Dinitrosalicylsaure 
selbst bci 5.00 mp nur noch eine geringe Absorption aufweist. Bei 
Reaktion niit verschiedenen Zuckern wird wahrseheinlich der gleiche, 
unbeknnnte Farbstoff gebildet. 

4JU flu f5i 6Ui 
We/en/iqen in r r p  

Fig. 1. 
Extinktioiien init D-XyIose und D-Galak- 

1 : 0,5 mg D-Xylose; 
2: 0,5 mg D-Galakturonsaure-hydrat; 
3: 0,4 mg D-Galakturonsaure-hydrat. 

turonsaure. 

I 

Fig. 2. 
Konzentrations-Extinktionskurven mit 

verschiedenen Zuckern bei 500 mp (Mit- 
telwerte aus je 5 Messungen). 1 : D-G~u- 
cose; 2: L-Arabinose; 3: D-Mannose; 

4: D-Galaktose; 6: D-Xylose; 
6: D-Galakturonsaure-hydrat. 

*) J .  B. Surnner & V.  A .  Graham, J. Biol. Chem. 47, 5 (1921); J .  3. Sumner, ibid. 

3, J .  B. Surnner, J. Biol. Chcm. 65, 393 (1925). 
4, J .  B. Surnner & S. F. Howell, J. Biol. Chem. 108, 51 (1935); F. G.  Edson & C. F.  

Poe, J. Assoc. Off. Agr. Chem. 31, 769 (1948); G.  N .  Smith & C. Stocker, Arch. Biochem. 
25, 95 (1949). 

62, 287 (1924). 2, F.  Hostettler, E. Bore1 & H .  Deuel, Helv. 34, 2132 (1951). 

b, B. Hostetiier, E. Bore$ & H .  Deuel, loc. cit. 
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Fur einige Bucker wurden mit dem 3,5-Dinitrosalieyls&ure- 
Phenol-Reagens bei 500 mp Konzentrations-Extinktionskurven auf - 
genommen (Fig. 2). Man erhalt fur weite Konzentrationsbereiche recht 
steile Geraden, die eine sehr genaue quantitative Bestimmung von 
0,l-0,5 mg Bucker gestatten. Geordnet naeh dem Reduktionsver- 
mogen zeigen die Bucker hier eine etwas andere Reihenfolge als bei 
der Reaktion mit 3,5-Dinitrosalicylsaure ohne Phenol. 

Der mit D-Galakturonsgure gebildete Farbstoff ist bei Zimmer- 
temperatur mindestens 3 Std. stabil (Tab. 1). Schon von Amith & 
Atockerl) wurde Konstanz der Extinktion wahrend 2 Std. festgestellt. 

Tabelle 1. 
S t a b i l i t a t  d e r  F a r b s t o f f l o s u n g  a u s  G a l a k t u r o n s a u r e  - h y d r a t .  

Extinktion bei 500 mp. 

I 
I Uronsaure 0,5 mg . . 

UronsLure 0,4mg . . 
Uronsaure 0,3 mg . . 

I Zeit in Minuten I 17 47 77 107 167 227 I 
0,660 0,657 0,658 -0,665 0,655 0,648 I 
0,472 0,473 0,472 0,471 0,470 0,462 
0,302 0,302 0,300 0,298 0,295 0,293 

L-Arabinose D-Xylose 

0,333 0,333 
0,360 0,325 
0,315 0,305 
0,300 0,325 
0,280 0,360 
0,360 0,390 
0,330 0,365 
0,324 0,345 

Mischung I Total (ber.) 

0,999 
1,040 
0,980 
0,920 
0,930 
0,990 
1,030 
0,982 

Vorgelegt . . . . . 
Einzelbestimmung 1 

2 
J 

4 
5 
6 

Mittel der 6 Best. . 

Mischung I1 

Vorgelegt . . . . . 
Mittel von 6 Best. . 

D-Glucose 

0,333 
0,355 
0,360 
0,295 
0,290 
0,240 
0,335 
0,313 

D-Galakturon- 
saure-hydrat 

0,333 
0,309 

I I 

D-Mannose D-Xylose Total (ber.) 

0,333 0,333 0,999 
0,343 1 0,323 1 0,975 - 

1) G. N .  Smith & C. Stocker, Arch. Biochem. 25, 95 (1949). 



118 HELVETICA CHIMICA ACTA. 

werden brauchbare Resultate erhalten, wenn man die Mittelwerte aus 
einigen Parallelbestimmungen berechnet. Die Genauigkeit dieser 
Methode entspricht den mit titrimetrischen Methodenl) erhaltenen 
Ergebnissen. 

I n  gleicher Weise wurden die Zucker im Hydrolysat von Kon- 
jakumannan untersucht (Tab. 3 ) .  Bei der Hydrolyse mit H,SO, wurde 
ein VerhBltnis von D-Glucose zu u-Mannose von 1:1,58 und mit HC1 
von 1:1,59 gefunden; in der Literatur2) wird ein Verhiiltnis von 1:2 
angegeben. 

Tabelle 3. 
Q 11 a n t i  t a t i v c B c s t i in m 11 n g t‘n an H y d r o  I I\’ s it t o n  von Kon j a ku m an  n an. 

Angaben in mg. 

I D-OhcOSe D-&Iannose Total (ber.) 
- 

I J e  0,591 mg Konjakumannan niit H,SO, hydrolysiert: 

Mittel von 3 Best. . . 1 0,222 1 0,352 I 0,573 

J e  0,582 mg Konjakama.nnan mit HC1 hydrolysiert: i 
von 4 Best. . . I 0,215 1 0,336 I 0,551 1 

Experimei i t~e l ler  Teil. 
Iierstellung von 3,5-Dinitrosalic~lsuure- Phenol- Reagens3) : 10 g kristallines Phenol 

und 22 em3 1O:proz. Natronlauge werden in Wasser gelijst und auf 100 om3 aufgefiillt. 
6,9 g Natriumhydrogensulfit werden in 69 em3 der alkalischen Phenollosung aufgelost. 
255 g Xeignette-Salz lost man in 300 em3 4,b-proz. Natroiilauge und versetzt mit 880 om3 
1 -proz. 3,5-Dinitrosalicylsiiurclosung. Die hydrogensulfithaltige, allcalische Phenollosung 
wird darauf zur 3,5-DinitrosalicylsBurelosuiig gegeben. Diese R.eagensIosung wird zwei 
Tage stehengelassen, filtriert und im Dunlccln nufbcwahrt. Das Reagens bleibt mehrere 
Monate hestgndig. 

Kobrimetrische Bestimmung : 3-4 cm3 Zuckerlosung (mit 0 ,14 ,5  mg Zuclier) wer- 
den in einem Reagensglas niit 3 ern3 Rcagens, 2 em3 6-n. NaOH und 1 em3 Seignelte- 
Salzlosung (mit 0,5 g Seignette-Salz) versetzt. Es wird genau auf 10 em3 mit Wasser auf- 
gefullt und durchgeschiittelt. Die Losung wird genau 10 Min. im siedenden Wasserbad 
erhitzt und anschliessend mit fliessendem, kaltem Wasser abgekiihlt. Die kolorimetrische 
Bestimmung crfolgt etwa 15 Min. spiiter im Beckman-Spektrophotometer Model1 DU 
(meist bei 500 nip). Als Null6sungcn dienen glcichbehandelte, zuckerfreic Losungen. Aus 
den Extinlitionsdifferenzen zwischen Nnllosung und FarbstofflBsung ergeben sich mit 
Hilfe der Konzentrations-Extinktioiiskurven (Fig. 2) die Zuckerrncngen. 

Papierchromatographisehe Zuckertrennung : Whatman-Papier Nr. 1 wird in Streifen 
von 15 om Breite und 55 cm Liinge geschnitten. Am untercn Ende der Papierstreifen 

l) A. E.  Flood, E. L. Hirsf  & J. K.  N. Jones, Soc. 1948, 1679; E. L. Hirst & J. K.  

2, K. Nishidu & H. Hashima, ref. C. 1931, I, 295; T. Otuki, ref. in 71’. W.  Pigmaia & 

3, J. B. Surnner, J. Biol. Chcm. 65, 393 (1925). 

N. Jones, Soc. 1949,1659. 

R. M .  Goepp, Chemistry of the Carbohydrates, S. 616, New York 1948. 
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werden Zacken von 2 em Breite und 1,s cni Tiefe angebracht. jedes Streifens wird als 
Teststreifen verwendet. Auf den reetlichen z/3 werden, auf 3 Flecken verteilt, genau je 
0,l om3 der I-proz. Zuckerlosung mit einer Spezialmikropipettel) im Warmluftstroni auf- 
getropft. Die aufgetragenen, zuckerhaltigen Flecken haben Durchmesser von weniger als 
1 cm. Die Chromatogramme werden 95-140 Std. hei ZOO mit einem Propionsaure-Butanol- 
Wassergemisch laufen gelassen, das das ganze Papier durchlauft und unten abtropft. 
(Herstellung des Losungsmittels : 100 g Propionsatre, 400 em3 Butanol und 500 cm3 
Wasser werden gut durchgemischt und drei Tage bei 20° stehengelsssen. Die untere, 
wasserige Schicht wird abgetrennt und auf den Boden des Chromatographiegefasses ge- 
geben. Die obere Schicht wird als Losungsmittel verwendet2).) Die Papierstreifen werden 
&nil 10 Min. bei l05O im ventilierten Trockenschrank getrocknet. Der Teststreifen wird 
hierauf abgeschnitten, mit Phta,lsaure-Anilin3) bespriiht und 5 a n .  bei 105O im Trocken- 
schrank erhitzt. Hexosen und Uronsauren kiinnen als hraune, Pentosen als rotbraune 

Flecken identifiziert werclen. Auf dem restlichen Streifenteil 
werden nun die den Zuckerflecken entsprechenden Stellen aus- 
geschnitten und einzeln in einen vereinfachten Extraktions- 
apparat nach Wasitzky4) (Fig. 3) gegeben. Dieser besteht aus 
einem kalibrierten Reaktionsgefass R mit Marken bei 5 und 
10 cm3. Am Wasserkuhler K ist am unteren Ende ein Glas- 
stabchen mit einer hakenformigen Spitze H angeschmolzen. 
Das zu extrahierende Filtrierpapier F wird zusammengcrollt 
und am Haken derart befestigt, dass es die Glaswand nicht 
beriihrt. Zur Extraktion wird der Apparat mit 4,5 em3 Wasser 
beschickt und 30 Min. im C)lbad von 120° erhitzt. Nach Ab- 
kiihlung werden 3,5-Dinitro-salicylsaure-Phenol-Reagens, 
NaOH und Seignette-Salzlosung, wie beschrieben, direkt zur 
im Reaktionsgefass hefindlichen Zuckerlosung zugesetzt. Mit 
Wasser wird genau his zur lO-cm3-Marke aufgefiillt. Die ko- 
lorimetrische Bestimmung crfolgt dann nach obiger Vorschrift. 
Als Nulltisung dier,t ein glcichbehandelter Extrakt am zucker- 
freiem Filtrierpapier. 

Herstellung der Hydrolysute von Konjukumnnan: Konjak~mannan~)  wurde mit 
HCI-Alkohol gewaschen, in Wasser geliist und mit Alkohol gefallt. Nach einer weiteren 
Umfallung wurde bis zur Cl--Freihcit mit verd. Blkohol gewaschen. 0,2000 g gereiuigtes 
Konjakumannan wurden mit 30 cm3 4-proz. H,SO, (bzw. 20 cm3 4-pI-02. HCI) 72 Std. 
(bzw. 24 Std.) bei 1000 im Wasserbad erhitzt. Ein unhydrolysierbarer Ruckstand von 
0,0028 g (bzw. 0,0057 g) wurde abfiltriert. Zur vollstandigen Entfernung der Mineralsaure 
wurde das Hydrolysat durch eine Saule von Anionenaustauscher Amberlite I M B  per- 
koliert, dann eingedampft und auf genau 20 cm3 mit Wasser aufgefiillt. Zur papier- 
chromatographischen Trennung wurden je O,6 em3 dieser Losungen entsprechend 0,591 mg 
gereiniptem Konjakumannan (bzw. 0,582 mg) verwendet. Es wurden nur D-Glucose und 
D-Mannose nachgewiesen und nach obiger Methode kolorimetrisch bestimmt. 

Diese Untersuchung wurde durch Mittel aus den Arbeitsbeschaffungskrediten des 
Bundes ermoglicht, fur die wit bestens danken. 

- - 

Fig. 3. 

l) Mikroinjektionsspritze der Firma Burroughs, Wellcome & Go., London. 
2, L. Boggs et  al., Nature 166, 520 (1950). 

4) A .  A .  Alorton, Laboratory Technique in Organic Chemistry, S. 202, New York 
1938; s. auch A.  E. Flood, E. L. Hirst & J .  K.  N .  Jones, SOC. 1948,1679; F .  Weygand & 
H .  Hofmann, B. 83, 405 (1950); F.  H .  Pollard & J . F .  W .  McOmie, Endeavour 10, 213 
(1951 ). 

6, Wir danken Herrn Dr. G. H .  Kraay, Rubberstichting, Delft, fur die fjberlassung 
des Priiparates. 

X. M .  Partridge, Nature 164, 443 (1949). 
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Zusammenf a s sung. 
Buckermengen von 0,l-0,5 mg lassen sich mit dem phenol- 

haltigen 3,5-Dinitrosalicyls&ure-Reagens nach 8umner quantitativ ko- 
lorimetrisch bestimmen. Am geeignetsten ist die Messung bei 500 mp, 
dem Absorptionsmaximum des gebildeten Farbstoffes. Die einzelnen 
Bucker von Zuckermischungen oder Polysaccharidhydrolysaten kon- 
nen so nach papierchromatographischer Trennung mit einer Genauig- 
keit von etwa -J= 5% bestimmt werden. Mit dieser Methode wurden 
im Konjakumannan  glucose und D-Mannose im Verhiiltnis 1 : 1,6 
gef unden. 

Agrikulturchemisches Iustitut 
der Eidg. Technischen Hochschule, Zurich. 

16. Qualitative und quantitative Bestimmungen papier- 
chromatographisch getrennter Metallionen 

von H. Seiler, E. Sorkin und H. Erlenmeyer. 
(30. XI. 51.) 

I n  vorangegangenen Jlitteilungen wurde uber die Moglichkeit 
einer papierchromatographischen Trennung von Cue* und C O - . ~ )  sowie 
der Alkali- und Erdalkali-Ionen 2 ,  und uber die Sichtbarmachung der 
getrennten Ionen in Form farbiger Violurate berichtet. 

Da die verschiedenen Metallviolnrate sich deutlich in der Farbe 
unterschejden, war damit eine sehr einfache Methode fur eine qua% 
tative Prufung auf die genannten und andere Ionen gegeben. 

Um eine derartige Untersuchung praktisch durchzufuhren ist es 
notwendig, wenn die Metalle als Salze der Salzsiiurc, Schwefelsiiure 
oder einer anderen starken Saure vorliegen, diese zuerst mit Hilfe 
eines Ionenaustauschers in die Acetate zu verwandeln. 

Als Austauschcr fand ein Amberlite 410 in seiner Acetatform Verwendung3). Die 
Austauschgeschwindigkeit, d. h. die Zeit bis zum Einstellen des Gleichgewichts ist relativ 
kurz. Die Skulenhiihe war in unsereni Fall 15 ern bei 1 cm Durchmesser. Die Durchlauf- 
geschwindigkeit wird so reguliert, dass ca. 3 om3 per Min. durchlaufen. Das Filtrat wird 
im Vakuum bis zur Trockene eingedampft, mit moglichst wenig Wasser aufgenommen 
und die so gewonnene Losung nach dem angegebenen Verfahren untersucht. Das mit 
Violursaure behandelte Chromatogramm wird bei 60° getrocknet. 

I )  H.  2). Hahn, E. Sorkin & H.  Erlenmeyer, Exper. 1, 258 (1951). 
z, H.  ErZenmeyer, H .  v. Hah~z & E. Sorkin, Helv. 34, 1419 (1951). 
s, Liegen ZU konzentrierte Losungen (iiber 0,05-n.) Tor, so ist es ratsam, diese zu 

verdiinnen. 


