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CHROM. 6271

Spezifischer, Fluoreszenznachweis der Citronensiure und
der Aconitsiuren nebeneinander

Citronensiure, c¢is- und #rans-Aconitsiure kondensieren unter gegebenen
Bedingungen zu im filtrierten, ultravioletten Licht griinlich oder blau fluoreszierenden
Verbindungen!-3. Eine #hnliche Reaktion der Citronensiure in einem Pyridin-
Essigsiiureanhydrid-Gemisch wurde von FURTH UND HERRMANN¢ beschricben und
von MARIER UND BOULET! zur colorimetrischen Bestimmung herangezogen. Diese
Mischung eignet sich nach BucH ¢ al.® auch als Spriihreagenz zum Nachweis der
Citronensiure. Hierbei kénnen allerdings die Aconitsiuren nicht von der Citronen-
siure besonders in kleinen Konzentrationen unterschieden werden, da sich die
Flecken der Citronensiure gleichzeitig mit denen der Aconitsduren bereits bei Zimmer-
temperatur entwickeln.

Frither’” wurde gezeigt, dass die Aconitsduren in Gegenwart von Essigsdure-
anhydrid in Lésungen gelbgriine und blaue Fluoreszenzen erzeugen, deren Bildung
durch kleine Mengen Alkali begiinstigt wird. Citronenséure bildet in solchen Ansédtzen
ebenfalls dhnliche Fluoreszenzen, wogegen in Ansédtzen ohne Alkali die Fluoreszenz-
bildung ausbleibt. In beiden Fillen, in Ansitzen mit Aconitsiuren und solchen mit
Citronensiure jeweils mit Alkalizusatz laufen in Losungen die Reaktionen schon bei
Zimmertemperatur ab.

Nach unseren Versuchen cignen sich zum Nachweis der Citronensiure und der
Aconitsiuren auf Chromatogrammen, besonders auf Papierchromatogrammen und
im Tupfeltest auf Papier als Sprithreagenz eine Mischung von Essigsdureanhydrid
und Essigsiiure, die eine kleine Menge Alkali enthilt. Nach dem Bespriihen ent-
wickeln sich binnen weniger Minuten bereits bei Zimmertemperatur die unter einer
Analysenquarzlampe intensiv griingelb fluoreszierenden Flecken der Aconitsiuren,
wobei die {rans-Aconitsiure schneller rcagiert als die cis-Aconitsiiure. Zum Unter-
schied dazu eritwickelt die Citronensiure bei Zimmertemperatur noch keine Fluores-
zenz auf dem Chromatogramm oder Papier. Diese erscheint erst nach dem Erhitzen
auf 80° bis 100° wihrend 5 bis 10 min alsintensiv hellblauer Fluoreszenzfleck. Alle
erwithnten Fluoreszenzen werden durch langwelliges ultraviolettes Lichc (366 nm)
wesentlich stirker angeregt als durch kurzwelliges (255 nm). Weinséuren, Apfelsiure,
a-Ketoglutarsiiure, meso-Weinsiure, Bernsteinsiure, Isocitronensiure und Agaricin-
siure entwickeln bei der beschriebenen Handhabung keine oder praktisch keine
Fluoreszenzen. Auf Chromatogrammen kénnen so noch 5 ug bis 10 ug der drei Sdure
nachgewiesen werden. Im Tiipfeltest wurden nach dem Bespriihen der aufgetragenen
Siduren eine Erfassungsgrenze von I ug erreicht. Dabei kann die Anwesenheit von
‘Aconitsiuren neben Citronenséure erkannt werden.

Experimentellcs

Reagenzlosung. 1 g Kaliumcarbonat wird in 8o ml Eisessig gelost und 20 ml
Essigsiureanhydrid zugesetzt.

Ausfiithvung. Die Chromatogramme (auf Celluloseschichten oder glinstiger auf
Papier; Fliessmittel: #z-Butanol-Benzylalkohol-859% Amnieisensdure-Wasser (7:7
':1:2)%9) oder fur den Tiipfeltest das Papier mit der aufgetragenen Untersuchungs-
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16sung werden mit der Reagenzlésung bespriiht und 5 bis 10 min lang bei Zimmer-
temperatur belassen. Wihrend dieser Zeit bilden sich an den Stellen mit den Aconit-
siuren besonders im langwelligen, filtrierten UV-Licht intensiv griingelb fluores-
zierende Flecken aus. Citronensiure ist jetzt noch nicht erkennbar. Nach dem an-
schliessendem Erhitzen auf 80° bis 100° wihrend 5 bis 10 min entstelien in den
Bereichen, die Citronensiure enthalten, im filtrierten, besonders im langwelligen
UV-Licht (366 nm) intensiv hellblaue Fluoreszenzen.
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