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derselben Verbindung, die wir fruher diirch Reduktion Ton Aneurin- 
chlorid mit Lithiunialuniiniixmliydrid crhalten hattenl). Damit ev- 
scheint Formel I fiir Aneurinthiazolon sichergestellt. 

CH, @H,CH,OH CH, CH,CH,OH 
X=CNH, 1 K CXH, 

C LiAIH, I I  ,c c 
--k H,CC C-CH2--X 

: I  I \CH,-S 
H,CC I I  (j-CH,-K, /C 

‘ I  ‘ 1  ‘co- s 
N-CH I X-CH I1 

Zu der Mischung von 30 cm3 trockeneni dthylmorpholiii und 30 em3 trockenem, 
peroxydfreiem Tetrahydro-furan nurdcn 200 mg ,,Aneurinthiazolon“ und 300 mg LiAlH, 
gcfiigt und die Losung 6 Std. am Riickflusskiihler auf GOo erhitzt. Dabei nahiri sie all- 
inahlich gelbc Farbe an. Hierauf zersetzten wir den uberschuss von LiAIH, dureh Zusatz 
von fcuehtem Ather, filtrierten das entstandene Aluminiumhgdroxyd durch eine Silicagel- 
Sehicht ab, wuschen diese mit Tetrahydro-furan nach, engten die vereinigtcn Filtrate 
irn Vakuum zur Trockene cin und kristallisierten den farbloscn Itiickstand zuerst aus ab- 
soluteni Athylalkohol und hierauf aus Atliylacetat urn. 

Die erhaltene Substanz wog 30 mg, schrnolz bei 138O und gab in Pllischung niit 
Dihydro-aneurin, dargestellt ails Anenrin, keinc Schnielzpiinl~tsdepression. Auch in dcii 
ubrigen Eigenscliaften bestand ifbercinstimmimg. 

1’,,H,,ON,S Ber. C: 54,11 H 6,82 h’ 21,04$/, 
(266,l) Gef. ,, 54,19 ,, 6 3 7  ,, 21,60”/; 

Zikieh, Chemisches Institut tlm Universit5t. 

61. Uber die Genauigkeit quantitativer Zuckerbestimmungen 
in Pflanzenextrakten 

von H. Wanner. 
(4. I. 52.) 

1. Dic rrmssa,nalytischc Bestiinniixrig aucli lileinstcr Mengon von 
Zuokern bietct keine Sehwicrigkeiten, solange sie in reinen Losungen 
vorliegcn. Es ist in diesem Falle aueli ohrie Isolierung miiglich, einige 
biologisch wichtige Buckerarten nebcneinander z u  crfassen. Mit bc- 
triichtlichen Unsicherheiten beliaftet sind aber Zuckerbcstimmungcn 
in natTiirlichen Siiften, wie Pflanzenextrakten, infolgo deren Gehaltcs 
:tn reduziercnden Nichtzuckern. Aus dieseni Grunde sind mhlreiche 
Untersuchunge,ri mit dem Ziel, dicse storendon Substanzen zu ent- 
ferneii odcr sonstwie von der Eestimmung auszuschliessen, unternoni- 
inen worden. 

Einc Reinigung der Extralite von iiichtzuclrerartigeii reduzierenderi Stoffen wild 
viclfach durch Klarung mit verschiedencn Fallungsniitteln zu erreichen versucht. \Vie zu 
erwarten, ist aber bishcr lrein solches Verfahren gcfunden worden, bci dem nur gerade die 
Zucker in  Liisung bleiben und alle interferierenden Stoffe mitgenommeii wcrden. Einc 

I) P. J<crwei CC: 17. K ~ k h m i ,  Helv. 33, 655 (1 950). 
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zivcite Methode, von der vielfaeh Gebrauch gemacht wnrdc, besteht darin, die loslichen 
Kohlenhydrate durch Hefen vergaren zu Iassen. Als Mass fur die Menge vorhandener 
Zucker kann dabei entweder das entwickelte Volunicn Kohlendioxyd oder der Unter- 
schied des Reduktionswertes der Losung vor nnd nach Vergarung genommcn werden. Zur 
Unterscheidung vcrschiedencr Zucker wird von dcr neobachtung Gebrauch gemacht, dass 
bestimmte Hefearten selektiv nur einzclne Zucker oder diese mit verschiedener Geschwin - 
digkeit vergaren. Angesichts der zahlreichen Fehlermijglichkeiten, die auch hier bestehen, 
ist es nicht verwunderlich, dass man znischen den Werten, die durch Vergarung ermittelt 
wurden, und den massanalytisch bestimmten mcist grosse Unterschiede erhielt. Dazu 
kommt nun noch als weitere Schwierigkeit bei den auf dem Reduktionsvermogen der 
Hexosen beruhenden Verfahren, dass haiufig verschiedene Resultate gefunden werden, je 
nach dem verwendeten Oxydationsmittel. Kupfersulfat in alkalischer Losung und Ferri- 
cyanid, welche bisher am meisten gebraucht wnrden, haben ein merklich verschiedenes 
Oxydationsvermogen. Dementsprechend erfassen die Ferricyanid-Methoden bedeutend 
mehr reduzicrende nichtzuclrerartige Stoffe als die Kupferreduktionsmethoden. Wir 
lronnten das an Extrakten aus gekeimten Erbsen feststellen, aber auch bei der klinisch 
so wichtigen Blutzuckerbestimmung zeigte es sich, dass 2-4mal mehr Ferricyanid redu- 
ziert werden kann als Kupfer'). Da eine alkalische Kupfersulfatlosung imstande ist, untcr 
bestimmten Bedingungen Hexosen quantitativ zu oxydieren, ist es klar, dass die zusatz- 
liclie Redulrtion von Ferricyanid nicht dureh reduzierende Zucker verursacht sein kann. 
Aus diesem Grunde werden fur  Zuckerbestimmungcn in naturlichen Fliissigkeiten meist 
die Kupferreduktionsmethoden vorgezogen. Wie l a s t  sich nun aber kontrollieren, ob die 
Reduktion von Cu++ in solchen Fallen tatsachlich nur auf dem Vorhandensein von 
Zuckern beruht ? Die Frage ist nicht leicht zu beantworten, und es gibt nur menige Ar- 
bciten, bei denen versucht wurde, dieses Problem zu losen. Die Methode von wun dcr 
Plank2) zur Kontrolle dcs Vorhandenseins von reduzierenden nichtzuckrrartigen Substan- 
zen stutzt sich darauf, dass unter gewissen Bedingungen Hypojodit von den Hexosen nur 
Aldosen zu oxydieren vermag, wahrend Ketosen nicht angegriffen wcrden. Die Differenz 
der Kupfer-Rednktionswerte vor und nach Oxydation mit Hypojodit miisste also theore- 
tisch dem Verbrauch an Hypojodit entsprechen. Da diescs und Cu++ in alkalischer Losung 
selber verschieden stark oxydieren, ist zu erwarten, dass cine Ubercinstimmung nur erzielt 
merden kann, wenn keine fremden zusatzlichen reduzierenden Substanzen im Extrakt oder 
in dessen Reinigungsprodukt vorhanden sind. Durch eine sorgfaltige Reinigung der von ihni 
untersuchten Extraktc von Mangoldblattern (Fallung der Eiweisse und anderer storender 
Stoffe durch basisches Bleiacetat, Entbleiung mit Phosphat) konnte wan der Plank: einc 
gute Ubereinstimmung erzielen. Abgesehen davon, dass sich auch bei einer solchen Kon- 
trolle noch Moglichkeiten fur die Erfassung fremder Substanzen finden, namlich d a m ,  
u-cnn diese gleiches oder ahnliches Reduktionsvermogen wie die Zucker (die ja selbst ver- 
schieden stark reduzieren !) besitzen, wachsen die Schwierigkeitcn enorm, wenn es sich 
darum handelt, nicht nur etwa Glucose, sondern ein Gemisch von verschiedcnen Hexosen 
nnd Disacchariden in einem Extrakt zu analysiercn. Diese Aufgabe blieb im Grunde trotz 
ihrer grossen Bedeutung fur die Physiologie ungelost bis zur Ausarbeitung brauchbarer 
Xethoden der qualitativen und quantitativen Papierchromatographie von Zuckern3)4)5). 

Wir haben die Papierchromatographie von Zuckern in ausge- 
dehntem Masse fur Untersuchungen iiber den Kohlehydrattransport 
in Pflanzeri und andere Stoffwechselprobleme benutzt und dalbei Ge- 
legenheit gehabt, die fruher auch von uns angewandten massanaly- 
tischen Methoden auf ihre Zuverliissigkeit bezuglich der Erfa'ssung 

M .  Somogyi & H .  Ti. Kramer, J. Biol. Chem. 80, 733 (1928). 
2,  J .  E. van der Plank, Biochem. J .  30, 457 (1936). 
3, 8. M .  Partridge, Biochem. J. 42, 238 (1948). 
4) A .  E.  Flood, E .  L. Hirst & J .  K.  N .  Jones, Soc. 1948,1679. 

M .  A .  Jermyn & F .  A .  Isherwood, Biochem. J .  44, 402 (1949). 
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fremder Stoffe zu prufen. I m  Hinblick darauf, dass diese Methodeli 
noch vie1 gebraucht werden, halten wir es fur gerechtfertigt, unsere 
Vergleichsresultate an dieser Stelle zu veroffentliohen. 

2. An einem Extrakt aus angekeimten Erbsensamen wurden fol- 
gendc Bestimmungen durchgefuhrt : 

a)  Titration der reduzierenden Zucker nach Hagedom-  Jensenl} 
(Fcrricyanid-Reduktionsmethode) ; 

b)  Titration und kolorimetrisclie Bcstimmung der rcduziercnden 
Bucker nach h'omogyi2) und 3 ~ Z s o . n ~ )  j 

c) Bestimmung der nichtreduzierendm Zuckcr im Iiydrolysierten 
Extrakt nach a) und b);  

d )  papierchromatographisclie Trennung der Zucker und Bestim- 
rnung derselben nach lYomogyi-NeZson. 

Die Resultate waren sehr aufsehlussreich. Die papierchromato- 
graphische Rnalyse ergab qualitativ das Vorhandensein von Glucose, 
Fructose, Rohrzucker und einer gcgenuber diesen drei Zuckern sehr 
kleinen Menge von Oligosacchariden, die nicht niiher bestimmt wur- 
den. Rezeichnot man die papierchromatographisch ermittclte Menge 
an Hexosen (Glucose untl Fructosc zusammen) mit 100 %, so wird mit 
der Kupfer-Reduktionsmethode im Extrakt 144 yo, mit der Ferri- 
cymidmethode 356 yo reduzierender Zucker, bereehnet als Glucose 
gefunden ! Auch die Rohrzuckcrbestimmung ergibt nach beiden Ver- 
fahren zu hohe Werte (ctwa 150yo), was offenbar auf die Hydrolysc. 
von andern Substanzen zuruckzufuhren ist, die bei der Spaltung rc- 
duzierenden Zucker oder andere reduzierende Stoffe liefern. Es zeigt 
sich somit, dass hier n i c h t  n u r  d i e  F e r r i c y a n i d - M c t h o d e  g rob  
vcr f i i l sch te  R e s u l t a t e  l i e f e r t ,  s o n d e r n  es  wi rd  a u c h  m e h r  
C u + +  r e d u z i e r t ,  a ls  d e r  v o r h a n d e n e n  Menge Hexosen  c n t -  
sp rechen  wurde .  Die Differenzen zwischen dem wirklichen, papier- 
chroniatographiseh ermittelten und dem durch die klassischen Re- 
duktionsmethoden erhaltenen Zuckergehalt sind bei diesem Erbsen- 
extrakt besonders gross. An Extrakten aus Kartoffeln z. B. haben wir 
geringere Unterschiede gefunden. Da deren Grosse aber nicht voraus- 
gesehen werden kann, erscheint es nach unsern Erfahrungen unum- 
ganglich, a 11 e Z u c k e r a n  a 1 y s e n in b i o 1 o g i s c h e 11 F 1 ti s s i g k e i - 
t e n  z u m  m i n d e s t e n  c h r o m a t o g r a p h i s c h  z u  kont ro l l ie ren .  
Sobald mehr als ein Zucker vorliegt, kommt eine andere Bestimmungs- 
methode, sowohl in bezug auf ZuverlSissigkeit wie Rrbeitsaufwand, njcht 
in Frage. Es liesse sich bei der papierchromatographischen Methode 
hochstens noch der Einwand erheben, auch hier konnten moglicherweise 
noch andere reduzierende Substanzen als Zucker erfasst werden. Durch 
Variation des Losungsmittels kann aber einwandfrei bewiosen werden, ______ 

l) H. C. Hagedorn & B. N .  Jensen, Bioch. Z. 135, 46 (1923). 
L, M .  Somogyi, J. Biol. Chem. 160, 62 (1945). 
3 ,  IN. Nelson, J. Biol. Chem. 153, 375 (1944). 
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dass das nicht der Fall ist. Eine andere, ebenso wirksame und einfa'che 
Hontrolle liisst sich dadurch erzielen, dass zum Extrakt eine bekannte 
Menge eines in diesem nicht vorhandenen Buckers zugegeben wird. 

E xp er ime n t e 11 er T eil. 
500 griine Auskernerbsen ,,Express" mit einem Lufttrockcngewicht von 93,25 g 

wurden 65 Std. bei 23O eingequollen. Die Extraktion der loslichen Zucker geschah unter 
gleichzeitigem Zerkleinern im Turmix mit 150 ml heissem Athylalkohol (7O-proz.), unter 
Zusatz von etwas Magnesiumcarbonat zur Neutralisation von Sauren. Die Fliissigkeit 
wurde hydraulisch abgepresst und mit 70-proz. Alkohol auf 200 ml gebracht. In  Aliquoten 
des entsprechend verdiinnten Extraktes erfolgte die Restimmung reduzierender ,,Zucker" 
als ,,Glucose" durch Titration nach Hugedorn-Jensenl) und nach Somogyiz). In  einem wei- 
teren Aliquot wurdcn wicdcr mit dcm Reagens von Somogyi2) die reduderenden Zucker 
kolorimetrisch ermittelt (Nebo7c3)). Wie zu erwarten, ergaben die beiden Ietzteren Methoden 
praktisch das gleiche Resultat (158 bzw. 160 mg ,,Glucose"). Nichtreduzierender Zucker 
(qualitativ papierchromatographisch : niir Rolirzucker) wurde als Zunahme des Reduk- 
tionsvermogens nach Hydrolyse mit 1-n. HCl (30 Min. bei looo) bestimmt. Fiir die quan- 
titative papierchromatographische Analyse versetzten wir entsprechend dem Vorschlag 
von Flood, Hirst & Jones4) ein Aliquot des Extraktes mit einem in diesem nicht vorhan- 
denen Zucker. Im vorliegenden Fall losten wir 125 mg Arabinose auf 25 ml Extrakt, so dass 
auf den gesamten Extrakt 1,OO g Arabinose kam. Es m r d e  absteigend chromatogra- 
phiert mit Athylacetat-Essigsaure als Losungsmittel5). Die getrennten Zucker wurden mit 
Wasser bei Raumtemperatur aim dem getrockneten Chromatogramm eluiert. Im Eluat 
bestimmten wir Glucose und Fructose direkt kolorimetrisch nach Somogyi-Nelson, Sac- 
charose nach Hydrolyse wie Glucose. In letzterem Falle wurde eine kleine Konzentrations- 
reihe von Saccharoselosungen unter gleichen Bedingungen mit hydrolysiert und kolori- 
metriert. Aus den im Chromatogramm gefundenen Zuckermengen konnen unter Beriick- 
sichtigung der Einwaage des Bezugszuckcrs die Zuckerkonzentrationen des Extraktes be- 
rechnet werden. Die Verwendung eines Bezugszuckers hat den Vorteil, dass die auf das 
Chromatogramm aufzutragenden Extraktmengen nicht genau bekannt sein miissen. Wir 
haben aber in vielen Analysen festgestellt, dass unter Vcrwendung von gut geeichten 
Mikropipetten auch bei aufgetragenen Volumina von nur 5-10 pl der Bezugszucker in 
der zu erwartenden Menge mit guter Genauigkeit wieder gefundcn wird: z. B. Ribose ein- 
gewogen 97,3; 100,O mg; gefunden 100,O; 103,9 mg. 

Es lassen sich somit auch ohne Bezugszucker quantitative chromatographische Ana- 
lysen durchfiihren. Am zweckmassigsten erscheint uns eine Kombination beider Verfahren 
wegen der dadurch gegebenen Kontrollmoglichkeit : Chromatographieren der Extrakte mit 
Bezugszucker unter Verwendung von geeichten Pipetten. Resultate der Bestimmungen : 

Hugedoriz- Jensen 
ohne Zinkhydroxydfallung , . 
mit Zinkhydroxydfallung . . . 

Somogyi, jodometrisch . . . . . 
Somogyi-Nelson, kolorimetrisch . 
papierchromatographisch . . . . 

I I 

393 
362 
158 
160 
97,5 

I Fructose 
_ _ . _ ~  

13,3 

Saccharose 

2450 
- 

- 
2610 
1650 

Fur  die Durchfiihrung der Analysen bin ich Frl. E.  Jueker und Frl. E. Perini zu 
Dank verpflichtet. 

l) Huyedorn-Jensen, Ioc. cit. 
4 ,  A. E. Flood, E. L. Hirst & J .  K .  N.  Jones, loc. cit. 
5, M .  A. Jermyn & F.  A .  Isherwood, loc. cit. 

z, M .  Somogyi, loc. cit. 3, ilr. Nelson, loc. cit. 
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SUMMARY. 

An extract froni germinated peas was analyzed for sugars by the 
methods of Bomogyi, Hagedorn- Jensen and by paper partition chro- 
matography. While the last named method can be controlled and has 
been shown t o  give good and reliable results, both the reduction of 
copper in alcaline solution and the reduction of ferricyanide gave too 
high values for reducing sugar. The difference was especially great 
with ferricyanide as oxidising agent (more than 300 % reducing sugar 
comparcd to the sum of the Talues for glucose and fructose obtained 
by paper chromatography). Determination of non-reducing sugar 
(only saecharose) by hydrolysis of the extract and measurement of its 
increase in reducing power by one of the first named methods was too 
unreliable as other substances were also hydrolyzed with liberation of 
reducing components. As the amount of surplus reduction by foreign 
substances cannot bc forcseen and is different for different extracts 
the only reliable method for sugar aiialgsis in biological fluids of 
varying composition is the separation of the soluble carbohydrates 
from tho interfering substances by partition chromatography and 
detcrniination of the isolated sugars by one of the classical methods. 

Institiit fur allgemeine Botanik der Universitiit Zurich. 

62. Uber die Myokinase der Leber’) 
von F. Leuthardt und H t l h e  Bruttin. 

(9. I. 5 2 . )  

I m  Musket haben CoZnw,ick & Ilt’crZckur2) ein Ferment nachgewie- 
mi, die Myokinase (oder ADP-Phosphomutase), welches die Dismuta- 
tioil voii zwei Molekeln ADP (ilclenosindiphosphat) zu einer Molekel 
AMP (hdenosinmonophosphat) und einer Molekel RTP (Adenosin- 
triphosphat) katalysiwt: 2 ADP AMP + RTP. Sic nahmen zu- 
nachst an, dass Myokinase in tler Leber nicht vorkommt. Spatere Un- 
tersuchungen hnben aber gezeigt, dass die obige Dismutation auch 
in [let- Leber moglich ist. Ba.rktdi.9 & Lehizinger3) sowie RieZZey & Kie t -  
Zey4) haben das Ferment in tle,n Lebermitochondrien naehgewiesen. 
Xach KoteZ’?2ikovn5) komnit es ausser im Skelettmuskel auch in Herz, 

~~ 

1) Uiese Arbeit wurde rnit Hilfe der Fritz Hoffmann-La Roche-Stiftung zur Forderung 
~isselzschu,ftlicl~er 9rbeitsgemeinschaften bt der Schzueiz ausgefiihrt, dcr wir fur ihre Unter- 
stutzung den bcsten Dank aussprechcn. 

2 )  A’. P. Colowick & H .  M .  Kulckar, J. Biol. Chem. 148, 117 (1943). 
3) S. S. Burkulis & A .  L. Lehninger, J. Biol. Chcm. 190, 339 (1951). 
4) II’. W .  Kie22ey & R. K .  liielley, J. Biol. Chem. 191, 455 (1951). 
5 )  A4. V .  KoteZ’n,ikovo, Biokhimiya 14, 146 (1949), cit. iiach Chem. Abstr. 1949, 6263i. 


