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A. Einleitung.

Im Gegensatz zum tierischen Organismus steht die Pflanze hinsicht-
lich ithres Energie- und Baustoffwechsels in erster Linie unter dem be-
stimmenden Einflul des Kohlehydratspiegels. Kohlehydrate sind nicht
nur das normale Atmungsmaterial der Pflanze, sondern liefern auch
direkt oder indirekt das Kohlenstoffgeriist zur Synthese aller iibrigen
organischen Pflanzensubstanzen.

Eine quantitative eindeutige Bestimmung der Kohlehydrate ist daher
eine der wichtigsten Grundlagen fiir die Erfassung des Stoffwechsel-
umsatzes der Pflanze iiberhaupt. Diese Erkenntnis fand ihren Nieder-
schlag in einer fast uniibersehbaren Zahl von Kohlehydratbestimmungs-
methoden, deren Unzuldnglichkeit jedoch durch nichts besser dokumen-
tiert werden konnte, als durch die immer noch weiter laufende Kette neu
empfohlener Methoden. Die letzte Ursache firr diese methodischen
Schwierigkeiten liegt darin, daf} zur Bestimmung der Kohlehydrate nicht
eine nur ihnen zukommende spezifische Reaktion zugrunde gelegt werden
kann, sondern daB wir die Menge aus ihrer Reduktionsfahigkeit zu be-
stimmen versuchen miissen, die sie mit einem voéllig uniibersichtlichen
Gemisch wenig oder gar nicht bekannter Pflanzenstoffe gemeinsam
haben. Die Tatsache, dafi Art und Menge dieser reduzierenden pflanz-
lichen Begleitstoffe von Pflanze zu Pflanze sich &ndern, machte eigent-
lich eine fiir jede Pflanzenart mehr oder weniger charakteristische Tren-
nungsmethode von Zuckern und reduzierenden nichtzuckerartigen Sub-
stanzen notwendig.

Eine derartige ideale Trennungsmoglichkeit ist nach dem heutigen
Stande unserer biochemischen Kenntnisse nicht zu erwarten. Man wird
sich begniigen miissen, mittels Gruppenreaktionen die mehr allgemein
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auftretenden storenden Substanzen zu eliminieren, wiahrend die Besei-
tigung gewisser, auf eine oder wenige Pflanzenarten beschrankter Stoffe
Spezialmethoden vorbehalten bleiben mufl (Glycoside). Hine gewisse be-
dauerliche Unsicherheit beziiglich der Bestimmung reduzierender Zucker
und Nichtzucker bleibt allen rein chemischen Zuckerbestimmungs-
methoden, die auf der Reduzierbarkeit der Zucker basieren, anhaften,
deren Ausmal} wir nicht nur durch Anwendung geeigneter Fallungsmittel,
sondern auch durch Einfithrung der biologischen Zuckerbestimmungs-
methode in Form der Vergirung durch Hefe um so erfolgreicher herab-
setzen konnen, als das Auftreten nichtgirfihiger und dem Zugriff der
Hefefermente unzuginglicher Zucker eine Ausnahme darstellen diirfte.

Eine weitere Anforderung, die wir an eine brauchbare Kohlehydrat-
bestimmungsmethode stellen miissen, ist diejenige der exakten quantita-
tiven Erfassung sehr kleiner Kohlehydratmengen, wie sie fiir die Frage
der Lokalisation von Zuckerentstehung und -verbrauch, sowie der Wan-
derungsfrage unentbehrlich ist. Daher lenkte ich mein Hauptaugenmerk
in erster Linie auf die Ausarbeitung einer zuverlissigen Mikromethode
der Zuckerbestimmung.

B. Experimenteller Teil.

Bei der folgenden Ubersicht und kurzen Wiedergabe des Analysen-
ganges der gebrauchlichsten Methoden kommt es mir weniger auf eine
erschopfende Kritik und ausfithrliche Darlegung als vielmehr auf eine
kritische Beurteilung der praktischen Anwendbarkeit der einzelnen Me-
thoden und deren Verlafllichkeit fir die Kohlehydratbestimmung aus
dem uniibersichtlichen Stoffgemisch des Pflanzenkirpers an. Besondere
Beachtung fanden Methoden, die eine Moglichkeit zur mikroanalytischen
Kohlehydratbestimmung boten. Ungebriiuchliche Methoden, wie z. B. das
Verfahren mit Indigotetraschwefelsidure (49), habe ich unerwithnt gelassen.

I. Glukosebestimmungsmethoden.
a) Die Kupferreduktionsmethode.

Mehrere Zuckerarten lassen sich durch Reduktion von Metallsalzen
in alkalischer Losung bestimmen. Am gebriuchlichsten ist eine Ldsung
von Kupfersulfat in Natronlauge (FerLINusche Losung). Diesem Be-
stimmungsverfahren haftet zwar der groBle Nachteil an, daB alle Sub-
stanzen, die ebenso wie die Zucker das Reduktionsgemisch reduzieren,
eine absolute Erfassung der tatsiichlichen Kohlehydrate verhindern und
infolgedessen aus dem Pflanzenextrakt entfernt werden miissen (vgl.
S. 632). Trotzdem ist diese Methode in Ermangelung besserer Verfahren
viel angewandt worden und hat im einzelnen eine grolle Anzahl von
Abwandlungen erfahren. Je nach Zusammensetzung des verwendeten
Reaktionsgemisches und der Bestimmung der verbleibenden Restoxyda-
tion lassen sich mehrere Gruppen von Methoden zusammenfassen.
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1. Gravimetrisch.

Das gewichtsanalytische Verfahren wurde zuerst von ALLIHEN (61) und
von MEIssL (61) ausgearbeitet, spiater von BRowN, MORRIS u. MiLLER (13)
verbessert. Das reduzierte Cu-Salz wird direkt teils nach weiterer Re-
duktion als metallisches Kupfer, teils nach erfolgter sekundirer Oxyda-
tion als CuO bestimmt.

Mit dieser Methode haben Davisu. Daisg (20) ihre Kohlehydrat-
studien an Mangoldblattern angestellt. Trotz der von ihnen eingefiihrten
Verbesserungen halten sie selbst die Methode noch fiir unvollkommen
und verbesserungsbediirftig. Auch RUHLAND (88) bedient sich in seinen
Untersuchungen iiber den Kohlehydratstoffwechsel von Beia vulgaris
neben der Polarisation der gravimetiischen Cu-Reduktionsmethode und
scheint sich deren Unzuldnglichkeit fiir die quantitative Erfassung des
Zuckers wohl bewult zu sein, wenn er sagt: ,,Es kam mir bei meinen
quantitativen Versuchen aber nur selten auf die Ermittelung absoluter
Zuckermengen im Pflanzenorgan an.*

Die Methode ist zur Mikrobestimmung, abgesehen von den zeit-
raubenden technischen Schwierigkeiten, nicht geeignet.

2. Titrimetrisch.

Das von FEHLING zuerst eingefiihrte und von Fr. SoxLETH (61) ver-
besserte maBanalytische Verfahren zur quantitativen Zuckerbestimnmung
wird von den meisten Forschern bevorzugt. Ein Beweis dafiir sind die
zahlreichen Modifikationen, von denen im Folgenden nur die wichtigsten
kurz wiedergegeben werden sollen.

BENEDIKT (5, 6) richtet sein Hauptaugenmerk auf die Reoxydation
des gebildeten Kupferoxyduls und die zerstérende Wirkung von Alkali
auf Glukose. Verschiedene Versuche veranlassen ihn, eine Kupfercarbo-
natlésung in Verbindung mit Kaliumsulfocyanid zu verwenden. Erwéhnt
sei in diesem Zusammenhang, dal LiNe u. RENDLE (64) als Reduktions-
reagenz FEHLINGsche Losung in Verbindung mit Ferrothiocyanid
empfehlen.

Die BENEDIKTSche Methode kommt als Mikromethode nicht in Frage.

Nach BErTRAND (10) wird das beim Kochen mit FErLINGscher Lo-
sung gebildete Kupferoxydul in einer Losung von Ferrisulfat in Schwefel-
siure gelost. Das dabei nach der Formel:

Cu0, + Fe(S0y4); + HySO4 =2 CuS0, +2FeS04 + H, 0
entstehende Ferrosulfat wird mit Permanganatlosung titriert. Die Be-
rechnung von 10—100 mg Glukose ist in einer Tabelle angegeben.

ILsiy (52), der sich der Methode in Verbindung mit der Polarisation
bedient, verwendet an Stelle der Filtration das Zentrifugieren des Kupfer-
oxyduls. Die Permanganatlosung stellt er doppelt so stark als Bir-
TRAND her.

38%*
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GREINER (44) hat die Methode zur Bestimmung kleiner Zuckermengen
umgearbeitet. Er dndert die Permanganatlosung und kann auf diese
Weise Mengen von 1-—10 mg Glukose bestimmen.

Die Schwiichen der BErRTRANDschen Methodik bestehen in der nicht
ganz einfachen Handhabung und in der Unmoglichkeit, mit ihr Mengen
unter 1 mg Zucker zu analysieren.

Das bei der FErLINGschen Losung reduzierte Cu-Salz 1at sich ent-
weder als Cupro- oder Cuprioxyd durch jodometrische Titration nach
folgender Gleichung bestimmen:

CuS0,; +nKJ = +.J, + KuS0,.

Versuche zur Bestimmung des Cuprioxydes sind von (Goocit u. HEaTe
(42), solche zur Bestimmung des Cuprooxydes von MACLEAN (68) und
ScaLes (92) angestellt worden. SHAFFER-HARTMANN (96) haben genaue
Methoden zur Bestimmung groBer und kleiner Zuckermengen ausgearbei-
tet. Thre Fillungs- und Reduktionslgsungen lehnen sich an die von
Forin-Wvu und BENEDIKT (S. 579) an.

Die Methode ist von Somoayr (100) nachgepriift und durch Abénde-
rung des Kupferreagenses fiir die Bestimmung geringer Glukosemengen
anwendbar gemacht worden.

Auch Baxc (3) bedient sich zur Bestimmung des reduzierenden
Kupfersalzes in seiner Mikromethode zur Blutzuckeruntersuchung der
Jodometrie: Das gebildete Kupferoxydul wird durch Jodsiure oxydiert
und der Uberschuf3 an Jodsiure nach Zusatz von Jodkali mit Thiosulfat-
losung titrimetrisch ermittelt. Im ..alten” Verfahren werden verschie-
dene Fehlerquellen entdeckt, z. B. die rasche Oxydation des Kupfer-
oxyduls an der Luft und die Abgabe von jodbindenden Substanzen durch
den Gummischlauch. Im ,neuen’ Verfahren sind alle Fehler beseitigt
und man erhélt bei peinlich genauer Beachtung der Vorschriften genaue
Ergebnisse.

Mit der Bancaschen Methode erhilt man zwar innerhalb der Leistungs-
grenze genaue Werte, doch macht sich bei Serienbestimmungen die Um-
stdndlichkeit und unbequeme Handhabung unangenhm bemerkbar.
AuBlerdem wird nach neueren Untersuchungen von DONHOFFER (27) das
Baxasche Reaktionsgemisch von Nichtzuckern reduziert, die auf das Re-
aktionsgemisch anderer Methoden, z. B. HAGEDORN-JENSEN (S. 581),
nicht einwirken, so daf bei Zuckerbestimmungen diese Methode zu hohe
Werte liefert.

Die im Vorstehenden angefiihrten mafBlanalytischen Methoden sind
in der Pflanzenphysiologie zur Zuckerbestimmung am haufigsten an-
gewandt worden. SporHR (102) hat in seinen Untersuchungen iber den
Kohlehydratstoffwechsel der Kakteen die urspriingliche FEHLING-S0X-
LETH-Methode nach den Angaben von Prri'GEr (102) und PrrErs (102)
derart abgeindert, daf er Kupferlosung im Uberschuf zugibt und das
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nicht reduzierte Cu jodometrisch bestimmt. GasT (39) bedient sich der
SHAFFER-HARTMANNschen, SCHRODER u. HOrN (93) der BERTRANDschen
und ToLLENAAR (109) der BaNcschen Methode. Das BENEDIKTsche Ver-
fahren ist meines Wissens in der Pflanzenphysiologie nicht verwendet
worden.

3. Colorimetrisch.

Forin u. Wu (36) haben eine Methode ausgearbeitet, durch welche
das vom Zucker reduzierte Kupfer auf colorimetrischem Wege quantitativ
erfafit wird. Sie verwenden zur Oxydation des Zuckers eine mit Natrium-
carbonat alkalisch gemachte Kupfersulfatlosung unter Zusatz von Wein-
sdure. Das nach der Reduktion gebildete Kupfersalz gibt mit einem ge-
nau beschriebenen Phenolreagenz eine blaue Farbe, die im Colorimeter
mit einer Standardlosung verglichen wird. Da das Phenolreagenz geringe
Fehler hervorrufen soll, wird es in einer spiteren Arbeit (37) durch eine
Phosphormolybdatlésung ersetzt, deren Herstellung auch einfacher sein
soll. Als Zusatz zur Kupfersulfatlssung verwendet er nicht mehr Wein-
sdure und Natriumcarbonat, sondern Seignettesalz und Natriumbicarbo-
nat mit der Begriindung, daf fiir die Reduktion der Kupfersulfatlésung
die Alkalinitét von Wichtigkeit ist. Weiter wurde eine Apparatur, die die
Reoxydation des gebildeten Cu verhindern soll, neu eingefiihrt (Forix-
Wu-Rohre). Aber auch die Phosphormolybdatloésung wird noch einmal
zusammen mit der schon oben erwiahnten Kupfersulfatlésung geindert
(34). Forin empfiehlt ein Molybdinsiurereagens, das zum Gebrauch fiir
kurze oder lingere Zeit hergestellt werden kann.

GILBERT u. Bock (40) haben die Forin-Wusche Methode als Mikro-
methode angewandt, nahmen aber mehrere Anderungen in den Standard-
und Kupferlésungen vor.

FoxrtEs u. TaroviLLe (38) haben die Methoden unter Anwendung
manganimetrischer Abénderungen umgearbeitet. FLEURY u. Bourér
(32), die die Originalmethode und letztere priiften, kommen zu dem Er-
gebnis, dafl der abgeéinderten Methode der Vorzug zu geben ist. -Sie be-
tonen, dafl zur Erzielung brauchbarer Resultate die exakte Herstellung
der Standardlosungen und die genaueste Ausfiihrung der Analyse not-
wendig ist.

Die im Vorstehenden absichtlich ausfiihrlicher wiedergegebenen zahl-
reichen Abénderungen in der Herstellung der Standardlésungen und die
nicht entschiedene Polemik zwischen FoLin-Wvu und BENEDIET (9), der
ein Kupfersulfat-Citrat- und Carbonatreagens vorschligt, lieBen mich an
der Exaktheit der Methode zweifeln. In erster Linie ist die Methode fiir
die Bestimmung von Zucker im Blut und Harn gedacht. Die Autoren
glauben die Fehlerquellen, die durch Kreatin, Harnséiure und dergleichen
entstehen, beseitigt zu haben. Es sind also nur solche Substanzen, die im
Blut und Harn vorkommen, beriicksichtigt worden. AuBerdem scheint
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mir eine colorimetrische Bestimmungsmethode fiir Pflanzenausziige, die
ja haufig gefarbt und getriibt sein kénnen, wegen des damit verbundenen
Reinigungsprozesses unpraktisch und bedenklich. Einen Vorteil gegen-
iitber dem titrimetrischen Veifahren bietet die ForLin-Wtsche Methode
also nicht.

b) Die Jodoxydationsmethode.

Glukose wird in alkalischer Lésung durch Jod im Uberschull zu
Glukuronsaure oxydiert. Diese Eigenschaft hat Cagort (14) als Grund-
lage fiir eine Methode zur Trennung von Glukose von anderen Kohlehy-
draten und zu ihrer quantitativen Bestimmung benutzt. Der Analysen-
gang ist kurz folgender: Der zu untersuchenden Glukoselésung werden
Natriumecarbonat und eine bestimmte Menge Jodlosung zugefiigt. Nach
der unter bestimmten Bedingungen eingetretenen Oxydation wird nach
Neutralisation mit Schwefelsdure die restliche Jodlosung mit Natrium-
thiosulfat titriert. Die Reaktion vollzieht sich also nach der Gleichung:

CeHy004+J2 +Hy O = CH 0, +2H..

Da Fructose und Saccharose nicht oxydiert werden, verwendet CAJoRI
seine Methode in Verbindung mit der BENeDIKTschen Kupferoxydations-
methode (8. 577) zur Trennung und quantitativen Bestimmung der drei
Zuckerarten. Da auch Maltose, wie CAJORI zeigt, von Jod oxydiert wird,
kénnte dieser Zucker ebenfalls in die Trennung hineinbezogen werden.

HinToN u. Macara (47) haben die Methode verbessert und erwei-
tert. Sie halten Natriumcarbonatlosung nicht fiir ratsam, da sie eine
hohere Temperatur oder lingere Reaktionszeit erfordert, und empfehlen
deshalb Natrinmhydroxyd. Ihre Untersuchungen haben sie aufier auf
Dextrose, Fructose und Saccharose auch auf Lactose und Invertzucker
ausgedehnt. Sie stellen eine zwar geringe, aber bestimmte Oxydation
auch bei Fructose und Saccharose fest.

Die von WILLSTATTER u. SCHUBEL (113) schon frither veroffentlichte
Hypojoditmethode beruht auf dem gleichen Prinzip.

Die wegen ihrer einfachen Handhabung verlockende Methode ist zur
Mikrobestimmung leider nicht geeignet. Im Abschnitt ,,Fructosebestim-
mungsmethoden* komme ich noch eingehender auf diese Methode zuriick
und werde iber meine eigenen Versuche in dieser Richtung sprechen

(siehe S. 598).
¢) Die Pikrinsiuremethode.

Die LEwis-BENEDIKTsche Zuckerbestimmung (7) beruht auf der Farb-
bildung, die durch Reduktion eines Pikrat- Pikrinsdurereagenses in alka-
lischer Losung entsteht und colorimetrisch gegen eine Standard-Glukose-
16sung bestimmt wird. MyERs-BAILEY (75) und BENEDIKT selbst (8)
haben die Methode mehrfach gedndert. Da die Methode nach BENEDIKTS
eigenen Angaben im allgemeinen zu hohe Werte liefert (9), soll auf die
Methodik nicht néher eingegangen werden.
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THOMAS u. DUTCHER (108) iiben an den bisher gebréuchlichen Cu-
Reduktionsmethoden Kritik und ziehen die LEwis-BENEDIKTsche Pikrin-
sduremethode, die sie mit einigen Abédnderungen fiir ihre Untersuchungen
am Pflanzenmaterial verwenden, allen anderen vor, besonders bei der
Bestimmung kleiner Zuckermengen.

Sowohl die vergleichenden Untersuchungen einiger Forscher (S. 582)
als auch BENEDIKTS eigene Kritik und die nach SUMNER (104) etwas um-
standliche Bestimmungsart lassen die Methode fiir Kohlehydratbestim-
mungen im Pflanzenmaterial ungeeignet erscheinen.

d) Die Dinitrosalicylsduremethode.

Die Sumn~Eersche (1. ¢.) Dinitrosalicylsduremethode ist dhnlich der
BexepIkTschen Pikrinsdureanalyse: Die nach bestimmtem Verfahren
hergestellte Dinitrosalicyllésung fiarbt beim Kochen im Wasserbad Glu-
kosestandardlosung. Die Farbintensitat wird im Colorimeter verglichen.

Die Methode, die tbrigens nur fir Glukose, die aus gut gereinigten
tierischen Séften bestimmt werden soll, ausgearbeitet ist, liefert nach
GREENWALD (43) sehr hohe Werte.

e) Die Kaliumferricyanidmethode.

Forix (35) hat in jlingster Zeit eine Arbeit verdffentlicht, die sich mit
der Bestimmung von Zucker in 0,1 cem Blut befafit. Die Methodik be-
rubt auf folgendem Prinzip: Zucker reduziert alkalisches Kaliumferri-
cyanid zu Ferrocyanid, das mit Ferrisulfat Berliner Blau bildet. Die sehr
intensive Farbe gestattet eine genaue colorimetrische Messung von 0,04 mg
Glukose an. Forix weil} die grolen Vorziige dieser Methode wohl zu schét-
zen und 148t alle frither empfohlenen Kupferreduktionsmethoden fallen.

Schon vor Forin haben HAGEDORN-JENSEN (45) zur Oxydation des
Zuckers Kaliumferricyanid verwandt. Die Methode bietet den Vorteil,
daB sich Kaliumferrocyanid leicht in eine Verbindung iiberfiihren 1a83t,
die sich an der Luft nicht spontan zuriickoxydiert, wenn ersteres einmal
von Zucker vollkommen reduziert worden ist. Nach verschiedenen orien-
tierenden Versuchen haben die Autoren die Methode in der Weise aus-
gearbeitet, daB das Oxydationsmittel im UberschuB zur zu bestimmenden
Zuckerlosung zugegeben und der Uberschufl nach Ablauf des Reaktions-
prozesses auf jodometrischem Wege bestimmt wird (I). Der Vorgang ist
reziprok, verlduft aber quantitativ zur Bildung von Ferrocyanid und Jod,
wenn man das gebildete Ferrocyanid vom Reduktionsgemisch durch
Fillung als unlésliche Zinkverbindung entfernt (IT). Zum besseren Ver-
standnis fithre ich die Gleichungen an:

L. 2K,Fe(CN); +2KJ = 2K,Fe(CN), +2J.
II. 2K Fe(CN)s+3ZnS0, = KyZny(Fe(CN)g)s +3KoS0,.

Das freie Jod wird in essigsaurer Losung mit gegen Kaliumjodat ein-
gestellter Natriumthiosulfatlésung titrimetrisch ermittelt.
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Bei Beginn meiner Untersuchungen war die neue Forinsche Methode
noch nicht erschienen. Trotzdem hitte ich die titrimetrische HAGEDORN-
JEnsENsche Methode der colorimetrischen Forin-Methode vorgezogen.
Erstere scheint mir infolge ihrer einfachen Handhabung und der Méglich-
keit, Mengen von 0,002 mg Glukose an zu bestimmen, und schliefilich in-
folge ihrer Anwendbarkeit auch bei Pentosen zur Kohlehydratbestim-
mung im Pflanzenmaterial besonders geeignet (Pentosen siehe S. 617).

ScHUMACHER (94) hat im Leipziger Botanischen Institut zum ersten
Male ,,versuchsweise‘‘ die HAGEDORN-JENSENsche Methode zur Zucker-
bestimmung im Pflanzenmaterial herangezogen. Er erhebt bei diesen
Versuchen keinen Anspruch auf vollkommene Zuverlissigkeit, sondern
halt die Methodik im einzelnen fiir verbesserungsbediirftig.

Vergleichende Kritik verschiedener Glukosebestimmungsmethoden.

Um ein abschlieSendes Urteil gewinnen zu kénnen, seien im Anschluf3
an die Reduktionsmethoden einige vergleichende Untersuchungen, die
mehrere Forscher mit verschiedenen Methoden vorgenommen haben,
wiedergegeben.

Host-HatLenoL (51), CZOoNKA-TAGGART (16) und GREENWALD und
Mitarbeiter (1. ¢.) haben unabhingig voneinander Analysen von biologi-
schem Material mit verschiedenen Methoden vorgenommen und kommen
zu wenig ermutigenden Ergebnissen. Da der Grund fir diese abweichen-
den Ergebnisse in den reduzierenden, nichtzuckerartigen Substanzen, die
bei den einzelnen Methoden verschieden reagieren, zu suchen ist, so rich-
ten die Autoren ihr Augenmerk besonders auf diese. HosT-HATLEHOL er-
halten die héchsten Werte mit der LEwis-BENEDIKT-Methode; dann folgt
die Forinsche. Es sei bemerkt, daf hier und im Folgenden stets die dltere
Forin-Wu-Methode gemeint und unter der Lrwis-BexenigT-Methode
die Pikrinsduremethode zu verstehen ist. Die niedrigsten Werte liefert
die Banagsche Methode. Czonga-TacgarT, die LEwWIS-BENEDIRKT und
FoLiN vergleichen, kommen zu dem gleichen Ergebnis. GREENWALD ver-
gleicht die Methoden von Forin-Wu, SHAFFER-HARTMANN, MACLEAN,
Lewis-BeNeDIKT und SuMNER. Die gefundenen Werte steigen im all-
gemeinen (es wurden mehrere Zuckerarten gepriift, die sich den einzelnen
Methoden gegeniiber nicht vollkommen gleich verhielten) in der an-
gegebenen Reihenfolge der Methoden. Die Resultate von Host-HATLE-
HOL und CzoNkA-TAGGART werden also bestétigt.

In jingster Zeit haben DveaaN-Scort (28) und HoLpEN (49) eben-
falls unabhéngig voneinander das Problem wieder aufgegriffen. Die
ersteren vergleichen die Methoden Lewis-BENEDIKT, SHAFFER-HART-
MANN, FoLiN-Wu, HAGEDORN-JENSEN und finden zu hohe Werte bei
LEwis-BENEDIKT, iibereinstimmende Resultate bei Forin-Wu und
HaceEDpORN-JENSEN. Nach HoLpEN liefert die LEwis-BreNEDIKT-Methode
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30—50% hohere Werte als die Forin-Wu-Methode. Die KnecaT-HIB-
BERT-Methode (S. 590) gibt stindig sehr hohe Werte; HAGEDORN-JENSEN
und Bawng stimmen gut iiberein. HoLpEX findet bei seinen Untersuchun-
gen mit reduzierenden Substanzen, daf die meisten Aminosduren in
miBiger Konzentration auf die Methode HAGEDORN-JENSEN keinen Ein-
flul haben (vgl. S.638). Luxp-WoLr (66), die die Methoden Bawg,
Lewis-BENEDIKT, FoLIN-WU und HAGEDORN-JENSEN priifen, bestdtigen
die von HoLDEN gefundenen Werte und verwenden zur Blutzucker-
bestimmung die HAcEDORN-JENSENsche Methode.

Aus diesen vergleichenden Untersuchungen ist deutlich ersichtlich,
daf} die Methoden FoLiN-Wu, BaNc und HAGEDORN-JENSEN die niedrig-
sten Werte geben, d. h. die meisten reduzierenden Substanzen werden
ausgeschlossen. Dadurch néhern sich die Ergebnisse dieser Methoden am
meisten den tatsdchlichen Zuckerwerten. Beim Vergleichen der Hace-
DORN-JENSEN-Methode mit Baxg oder FoLiNn-Wu wird ersterer der Vor-
zug gegeben (HOoLDEN, LuND-WoLF).

Weiter ergibt sich aus dem Dargelegten ohne weiteres der ganze
problematische Wert derartiger Untersuchungen : Die Zuverlissigkeit der
Methode ist in erster Linie eine Funktion des erreichten Reinigungs-
grades, der seinerseits wieder stark bei den einzelnen Methoden differieren
wird. Allgemein jedoch wird man sagen diirfen, dal diejenige Methode
die zuverldssigsten Werte ergeben wird, die auf ein Reaktionsgemisch von
moglichst niedrigem Oxydationspotential zuriickgreift. Als eine solche
wurde die HAGEDORN-JENSENsche Kaliumferricyanidmethode erkannt.

Die Technik der HAGEDORN-JENSENschen Methode.

Die oben im Prinzip wiedergegebene Methode HAGEDORN-JENSEN be-
nutzte ich, wie schon dort erwihnt, fiir meine Untersuchungen. Die
auberst empfindliche Methode, mit der Glukosemengen bis zu 0,002 mg
erfaBt werden konnen, bedarf einiger Ubung. Es ist daher dringend zu
empfehlen, vor der Bestimmung wichtigen Pflanzenmaterials eine An-
zahl Ubungsanalysen an reinen Zuckern und an beliebigem Material vor-
zunehmen.

Die im Laufe der zahlreichen Untersuchungen gewonnenen Erfahrun-
gen veranlaBten mich, einige Anderungen in der Methodik vorzunehmen.

Die Losungen und thre Haltbarkeit: Der Titer der frisch bereiteten
Natriumthiosulfatlosung ist bekanntlich nicht konstant. Nach einigen
Tagen wird der Titer gleich bleibend, ganz allmahlich jedoch immer
schwicher. Eine Anderung des Titers ist innerhalb von 2—3 Tagen wohl
zu merken, so daf die tégliche Einstellung der Losung unerlaBlich ist.
In der ,,Apotheker-Zeitung'‘ vom Jahre 1928 wurde zur Haltbarmachung
einer Thiosulfatlosung der Zusatz von 0,2% Natriumfluorid empfohlen.
Vollkommen konstant blieb der Titer auch nach diesem Zusatz nicht, er
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war jedoch mindestens 8 Tage lang unverdndert, so daf3 nur eine gelegent-
liche Kontrolle nétig war.

Die von HAGEDORN-JENSEN zur Einstellung der Natriumthiosulfat-
losung empfohlene Kaliumjodatlosung ist lange Zeit haltbar. Ich habe
selbst nach einem Jahr noch keine Veréinderung bemerkt.

In der Originalmethode wird die Kaliumferricyanidlgsung mit wasser-
freiem Natriumcarbonat versetzt. In einer mir leider nicht mehr erinner-
lichen Arbeit wird die gesonderte Herstellung einer 10%igen Natrium-
carbonatlosung empfohlen, von welcher kurz vor der Analyse (vor dem
Kochen) eine bestimmte Anzahl Tropfen zum Gesamtgemisch zugegeben
werden. Auf diese Weise wird eine listige Ausflockung in der Standard-
Kaliumferricyanidlosung vermieden. Ich habe dies Verfahren stets an-
gewandt und die Losung lange Zeit aufbewahren konnen. Der sich nach
einiger Zeit bildende Bodensatz ist ohne Einflufl: man entfernt ihn durch
AbgieBlen der klaren Fliissigkeit. Die frisch bereitete Losung ist 1--2 Tage
vor ihrer Verwendung stehen zu lassen, da frische Lésungen stets schwan-
kende Ergebnisse liefern.

Die Zinksulfat-Jodkalilosung sollte nur in kleinen Mengen vorriitig ge-
halten werden. Die Losung firbt sich niimlich nach einigen Tagen durch
die Abscheidung von freiem Jod gelbbraun, was an und fiir sich fir die
Bestimmung ohne EinfluB ist, da das freie Jod durch den Blindwert mit
bestimmt wird. Fehlerquelle und -grenze werden aber auf diese Weise
vergroBert.

Es ist nicht empfehlenswert, die Stirke in gesittigter NaCl-Losung zu
l6sen, da das hiufige Auskristallisieren von NaCl listig ist. Hauptséichlich
aber vermied ich das Natriumchlorid, weil in manchen Pflanzenausziigen
die Blaufarbung durch NaCl-Starke nicht klar hervortrat und infolgedessen
der Farbumschlag nicht scharf zu erkennen war. Die Neuanfertigung einer
Losung etwa jeden 4. Tag diirfte nicht besondere Mithe machen.

Um die Fehlergrenzen, die bei Verwendung kleiner Reagentienmengen
enger werden, moglichst herabzusetzen, habe ich schwéchere Normal-
losungen verwandt. Statt einer n/200 Kaliumferricyanidlosung stellte
ich eine n/500-Losung in der Weise her, daB ich 0,66 g Kaliumferricyanid
in 1000 ccm Wasser 16ste. Entsprechend fertigte ich auch eine n/500
KJO;-Losung an. Von diesen Losungen legte ich dann nicht wie HAcx-
DOBRN-JENSEN 2 ccm, sondern 5cecm vor, verringerte also damit den
Pipettenfehler. Am Reaktionsverlauf wird hierdurch nichts gedndert, da
die Gesamtfliissigkeit wie vorgeschrieben auf 14 ccm verdiinnt wird. Nur
die Natriumthiosulfatlosung lie§ ich 1/200 N, um die von HAGEDORN-
JENSEN ausgearbeitete Tabelle benutzen zu kénnen. Eine Verdiinnung
dieser Lésung ist nicht so notwendig, da die fiir diese Losung im Gebrauch
befindliche Mikrobiirette ein exaktes Abmessen der kleinsten Fliissig-
keitsmenge gestattet.
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Uber die Haltbarkeit der zur Untersuchung an reinen Zuckern her-
gestellten Standardlosungen wurden folgende Versuche angestellt, die zu-
gleich einen Schluf} auf die Haltbarkeit der Pflanzenextraktlgsungen zu-
lassen: Der Reduktionswert einer reinen 0,1%igen wésserigen und bei
Zimmertemperatur aufbewahrten Glukoselésung war schon nach 24 Stun-
den 3% hdher als der normale Wert und stieg nach weiteren 24 Stunden
auf 7% . Dagegen blieb der Reduktionswert der gleichen Lésung bei etwa
00 im Eisschrank unter Zusatz einiger Tropfen Toluol aufbewahrt minde-
stens 4 Tage konstant. Gleiche Resultate wurden mit Saccharose, Mal-
tose und Xylose erzielt. Verkleisterte Stirke lieferte jedoch schon nach
3tagiger Aufbewahrung im Eisschrank nach der Hydrolyse nur etwa 94%
der angewandten Menge anstatt 98% normalerweise, zeigte also eine A4b-
nahme. Bedeutend langer war eine Taka-Diastaselosung unter den an-
gegebenen Bedingungen und in der Dunkelheit haltbar; sie steigerte erst
nach 12 Tagen ihre Eigenreduktion unter gleichzeitigem Verlust der fer-
mentativen Wirksamkeit. — Ahnliche Ergebnisse wurden am Pflanzen-
extrakt erhalten: Der in der Kilte unter Toluolzusatz aufbewahrte wisse-
rige Extrakt dnderte nach etwa 5 Tagen den Reduktionswert, wihrend
die bei Zimmertemperatur aufbewahrte Fliissigkeit schon am néchsten
Tage einen anderen Titrationswert zeigte.

Erwahnt sei schlieBSlich noch, dafl die fur die Standardversuche ver-
wandten Reagentien und im besonderen die reinen Kohlehydrate bei an-
gemessener Temperatur getrocknet und stindig im Exsiccator aufbewahrt
wurden.

Die Titration: Am empfehlenswertesten ist es, Werte zwischen etwa
0,080 mg bis 0,300 mg Glukose zu titrieren. Nach meinen Erfahrungen
werden hoher oder tiefer liegende Werte bei Benutzung der vorgeschrie-
benen Loésungen und der HaceporN-JENsENschen Tabelle haufig un-
genau. Die Werte unter 0,080 mg zeigen im allgemeinen fallende, die
iiber 0,280 mg steigende Tendenz. Auch die Kontrollen untereinander
differieren betrichtlich. Werte unter 0,010 mg und iiber 0,370 mg sind
iberhaupt nicht zu bestimmen (Tabelle 1).

Zur Erlangung exakter und sicherer Werte ist mindestens eine Kon-
trollanalyse auszufiihren (1 und 2 in den Tabellen 2—7), um den Durch-
schnitt wihlen und damit die innerhalb der Fehlergrenzen liegenden Dif-
ferenzen eliminieren zu kénnen. Selbstverstindlich ist zu jeder Analysen-
reihe ein Blindwert zu bestimmen.

MarTinsoN (71) versffentlichte einige Erfahrungen, die er mit der
Methode HAGEDORN-JENSEN gemacht hat. Er fand, daB gesetzmiBige
Schwankungen in den Befunden, die aber 4—5% nie {ibersteigen, von
einem ungleichmiBigen Zufiihren der Kaliumferricyanidlésung herriihren.
Um ein genaues, gleichmiBiges und vollstindiges Zufiihren von K;FeCy,
zu gewahrleisten, wird empfohlen, mit dem Abtropfen der Pipette stets
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Tabelle 1.
Angewandte “ Gefunden Gefunden | Gefunden Durchsehnitt
NT. | Glukosemenge ‘ I 2, 3.
mg | mg mg mg %
1. 0,010 0,008 0,009 0,008 83,3
2. 0,030 0,028 0,029 0,028 94,4
3. 0,050 0,048 0,047 0,049 96,0
4. 0,080 0,079 0,080 0,080 99,6
5. 0,100 0,100 0,101 0,100 100,3
6. 0,200 0,201 0,199 0,200 100,0
7. 0,250 0,248 0,251 0,250 99,9
8. 0,280 0,281 0,278 0,281 100,9
9. 0,300 0,295 0,298 0,293 98,4
10. 0,330 0,335 0,341 0,338 102,4
11. 0,350 0,361 0,352 0,356 101,7
12. 0,370 0,379 0,383 0,387 103,5
Tabelle 2.
Angewandte| Ablauf '/, Min. ‘ Ablauf 1 Min. Ablauf 2 Min.
<. Glukose- | (efunden | Gefunden | Gefunden | Gefunden | Gefunden | Gefunden
menge 1. 2, 1. 2 1. 2.
mg mg mg | meg mg mg ‘ mg
|
1. 0,100 0,098 0,098 0,099 0,100 0,102 1 0,100
2. 0,150 0,145 0,146 0,150 0,151 0151 | 0,149
3. 0,200 0,193 0,191 0,201 0,202 0,198 | 0,199
4. 0,250 0,245 0,249 0,248 0,250 0,250 | 0,251
Durchschnitt % | 97,3 | 977 99,7 1004 | 100,1 | 99,8

5 Minuten lang zu warten und danach diese auszublasen und nach-
zuspiilen. Bei Anwendung dieser Vorschrift wiirde ein Fehler von 2%
nicht iiberschritten werden. Wie meine Analysen in Tabelle 2 zeigen,
sind die von MARTINSON gegebenen zeitraubenden Vorschriften, die bei
Bestimmung ganzer Analysenserien sehr hinderlich werden kénnen.
nicht notwendig. Allerdings habe ich nicht die in der Originalvorschrift
vorgeschriebenen 2 ccm Kaliumferricyanid vorgelegt, sondern 5 cem von
der oben erwihnten n/500-Losung. Dies mag ein Grund fiir meine von
MARTINSON abweichenden Ergebnisse sein. Eine Veranlassung, dies zu
priifen und vergleichende Bestimmungen mit 2 cem auszufiihren, lag fiir
mich nicht vor, da die gefundenen Werte den Anforderungen geniigten.
Ich habe die Kaliumferricyanidlésung in den in der Tabelle angegebenen
Zeiten abtropfen lassen und dann die Pipette ausgeblasen. Nach einer
halben Minute haben wir noch einen Verlust von 2.7 bzw. 2,3%, wihrend
wir schon nach einer Minute nur die innerhalb der Fehlergrenze liegende
Differenz haben.
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Die Methode HAGEDORN-JENSEN schreibt vor, daf3 die Kochkolben
auf 14 com Fliissigkeit aufzufiillen sind. Ein strenges Einhalten dieser
Vorschrift halte ich nicht fiir erforderlich. Unterschiede von etwa 1 cem
sind noch ohne Einflu}; groBere Differenzen sind jedoch zu vermeiden.
Ich halte dies deshalb fur erwihnenswert, da mitunter eine groflere
Fliussigkeitsmenge fiir die Bestimmung am geeignetsten ist.

Nach dem Kochen wurden die Kolben zwecks schneller Abkiihlung
sofort mit dem Gestell in kaltes Wasser gebracht. Die Abkiihlung mufl
mindestens bis zur Zimmertemperatur erfolgen, anderenfalls konnen be-
trichtliche Fehler auftreten.

Die Einstellung der Natriumthiosulfatlésung geschah nach TREAD-
wELL (111) in der Weise, daBl 1 cem einer frisch bereiteten Jodkalilosung
(1 4 1) mit 5 cem Kaliumjodatlosung sowie mit etwa 50 com Wasser ver-
mischt wurden. Nach Zusatz von 2 ccm einer etwa 7,5%igen Salzséure
warde titriert. Gegen Ende der Titration wurden 4 Tropfen der 1%igen
Stirkelosung zugegeben. Bei einem Zusatz von 4 statt 2 Tropfen ist der
Umschlag besser zu erkennen.

Die zur Titration verwendete Biirette soll einen méglichst spitz
ausgezogenen Ablaufhahn besitzen, um bequem noch etwa 0,02 ccm
Fliissigkeit abmessen zu konnen. Etwa an die Biirette angelegte
Gummiverbindungen miissen zuvor eine 1/, Stunde in destilliertem
Wasser ausgekocht werden; frischer Gummi ist héufig die Ursache von
Fehlern.

Die nach der Siaurehydrolyse zu untersuchende Losung muf, um be-
stimmt werden zu kénnen, neutralisiert werden. Es geschah dies in fol-
gender Weise: Die in den Kochkolben abpipettierte Flissigkeit wurde
mit ganz kleinen Stiickchen blauen und roten Lackmuspapiers versetzt
und dann mit 10%iger Natronlauge unter Umschiitteln neutralisiert. Es
ist ratsam, die Tropfen nicht direkt auf das Lackmuspapier fallen zu
lassen, da der Umschlag sonst schwer zu erkennen ist. Giegen Ende der
Reaktion wurde mit etwa 0,5% iger NaOH genau neutralisiert. Gegebenen-
falls wurde mit 1%iger Salzsiure auf neutral zurticktitriert. Die An-
wesenheit des Lackmuspapiers ist ohne jeden EinfluB auf die Ergebnisse,
jedoch #ndert schon die Gegenwart von nur 1 Tropfen der an sich fiir
eine derartige Neutralisation praktischeren Lackmustinktur die Ergeb-
nisse (Tabelle 3).

Tabelle 3.
Arwewandt(! Ohne Lackmus ‘ Mit Lackmuspapier Mit Lackmustinktur
. Glukose- l
Ar. menge L e Lo e L 2
mg ‘ mg ’ mg ! mg mg | mg
1. 0,100 ‘ 0,100 \ 0,099 J 0,101 0,099 ‘ 0,103 ‘ 0,102
0,200 | 0,201 | 0,201 ‘ 0,200 0201 | 0204 | 0201
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Die Priifung der Frage, ob iiberhaupt eine genaue Neutralisation not-
wendig ist, bzw. wie die Methode in neutraler, alkalischer und saurer
Lésung reagiert, wurde durch Versuche vorgenommen, die in den Ta-
bellen 4—7 wiedergegeben sind. Eine bestimmte Menge Glukoselosung
wurde entweder mit Salzsidure, Schwefelsdure oder Natronlauge versetzt
und titriert. Weitere Mengen wurden nach dem HCI- oder HoSO,-Zusatz
mit NaOH neutralisiert und bestimmt. Die Gresamtflissigkeit betrug wie
vorgeschrieben 14 cem. Da die alkalische Losung von geringerem Einfluf3
ist, so kann bei der Neutralisation eine geringe Alkalinitiit vernachlissigt
werden.

Tabelle 4.
] |
| Angewandte o 0/ HC 2 otts. 380
x| Glukose 1gtt. 38% HCI 2gtts. 38% HCI
| menge 1. 2. 1. i 2.
[ mg mg mg mg mg
|
1. I 0,100 0,098 l 0,097 0,095 i 0,095
0,200 | 0,196 0,195 0,189 | 0,191
Tabelle 5.
1
Angewandte o . ; 5 atte 950 .
N \ e 1gtt. 95% HS0, Yatts, 95°, H,S0,
NT. i
menge 1. 2. I 1. 2.
J mg mg ! mg ‘ mg ' mg
1. 0,100 ‘ 0,097 0,097 0,095 0,093
2. 0,200 | 0,190 0,192 0,187 0,189
Tabelle 6.
f 1gtt. ‘ 2 gtts. +gtts. 10 gtts.
Angewandte 10% NaOH | 10°, NaOH 10%, NaOH 10 NaOH
N Glukosemenge | A 2. 1. 2, 1. 2.
mg ’\ mg mg { mg mg mg mg mg ‘l mg
n T . |
1. 0,100 ‘ 0,099; 0,100 : 0,100 | 0,100 ' 0,098 0,0991 0,096 | 0,094
0,200 0,200 0,200 0,201 0,201 | 0,197 | 0,195 0,189 | 0,189
Tabelle 7.
i Angewandte ‘ 5cem 2,5% HCI+NaOH Heem 29, HyN04+ NaOH
Nr. | Glukosemenge 1. o, : 1L | 9.
| mg mg ‘ mg } me ‘ mg
] .
1. ! 0,100 | 0,100 0,100 | 0,101 . 0,100
2. i 0,200 } 0,199 0,200 1 0,200 i 0,199

Die Glukosebestimmunyg.

Die Zuverlassigkeit der HacEporN-JENsENschen Methode fir die
quantitative Bestimmung reiner (Glukose zeigen bei genanester Beach-
tung der gegebenen Vorschriften die Tabellen 1 und 2. Ebenso exakte
Werte werden erhalten bei der Bestimmung in Gemischen mit anderen
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reinen Kohlehydraten, wobei die Eigenreduktion des betreffenden Zuckers
zu beriicksichtigen ist (Tabelle 8).

Tabelle 8.
. Substanz Gewicht Eig. Red. . Gef"]nde“ .
mg l % mg mg
- ” HH»S;E}:(‘:}II‘:::% g:; ! lgo 0,099 0,100
T R T

Versuche zur Bestimmung der Glukose an Pflanzenmateirial wurden
in folgender Weise vorgenommen: Je 2 Portionen Blattpulver (Helianthus
und Nicotiana) wurden auf die iibliche Weise extrahiert (vgl. S. 629) und
der einen Portion eine bestimmte Glukosemenge zugesetzt. Die Differenz
zwischen der Reduktion des einen und der des anderen Untersuchungs-
materials ergab die zugesetzte Glukosemenge (Tabelle 9).

Tabelle 9.
s Glukose- Gefunden

Nr. | Substanz Gewicht l‘ zusatz 1. 2.
g | mg mg mg
1. Helianth. ann. 05 — 122 | 119
» . 0,5 3,0 15,1 15,2
2' i 2 EH] 130 - 25,1 25,4
\ - » 1,0 10,0 34,8 35,0
3. | Nicot. tab. 0,5 — 94 | 9,7
| » o 0,5 5.0 14,1 ‘ 14,3

Man hat nun die fiir die Bestimmung stérende Wirkung reduzierender
Nichtzucker durch Verwendung anderer, den pflanzlichen Zuckern zu-
kommenden Eigenschaften zu beseitigen versucht. Einen derartigen Ver-
such stellt auch die polarimetrische und die Phenylosazonmethode dar.

f) Die Polarisation.

Auf der von Bror (65) zuerst erkannten Eigenschaft vieler Kohle-
hydrate, die Schwingungsebene des polarisierten Lichtes in fiir jeden
polarisierbaren Zucker verschiedenem Ausmaf} nach rechts oder links zu
drehen, beruht die Polarisationsmethode, mit der sowohl Mono- als auch
Disaccharide, ja sogar Stirke bestimmt werden konnen.

Liegt eine Lésung von Zuckergemischen vor, so ist die Methode fiir
sich allein nicht brauchbar, sie kann dann nur in Kombination mit einer
anderen, und zwar meistens mit einer Reduktionsmethode angewandt
werden. Zur Mikrobestimmung diirfte die Polarimetrie selbst bei An-
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wendung des bei Roxa (85) beschriebenen vorziiglichen Lrpricuschen drei-
teiligen Polarisators nicht geeignet sein. Miissen wir doch hierbei relativ
grofle Mengen (von 1 mg an) verwenden, wihrend verschiedene Reduk-
tionsmethoden noch eine exakte Bestimmung von etwa 0,010 mg gestatten.

Die Bestimmung der Kohlehydrate im Pflanzenextrakt mittels der
Polarisation bereitet durch eine nur geringe Triibung oder Farbung, die
durch Zusatz von Alkali zwecks schneller Beseitigung der gewthnlich erst
nach 24 Stunden aufgehobenen Mutarotation (von ScuuLzE und TOLLENS
[110] empfohlen) héufig noch vergrofiert wird, grofie Schwierigkeiten.
Neben den Kohlehydraten enthilt die Pflanze eine Anzahl optisch aktiver
Stoffe in manchmal betrachtlicher Menge (Aminoséuren usw.), so daf die
Polarisation keine auf Kohlehydrate spezifizierte Methode darstellt. Um-
standliche Reinigungsverfahren, wie sie an Pflanzenextrakten unum-
ganglich wiren, wiirden die Methode zu sehr belasten und die notwen-
digen Serienuntersuchungen aullerordentlich erschweren.

Alle diese Einwéande zeigen, daf} die Polarisation gegeniiber der Re-
duktionsmethode weder erhohte Sicherheit noch besondere Vorteile
bietet. Sie ist daher fiir stoffwechselphysiologische Untersuchungen in
verhdltnismiBig seltenen Fillen angewandt worden. Lunpsc¢aarp und
seine Mitarbeiter (67) z. B. haben sich in einer Reihe von Untersuachungen
iiber den Kohlehydratstoffwechsel der Polarisation in Verbindung mit
einer neueren Reduktionsmethode bedient. Da ihre Methodik einer star-
ken Kritik unterzogen wurde (67), entschlossen sie sich zu einer Nach-
priifung und stellten dabei teilweise recht betrichtliche Differenzen fest,
so daB sie die in ihren fritheren Arbeiten gefundenen Werte selbst nicht
mehr als sicher ansahen.

g) Die Phenylosazonmethode.

Glukose bildet mit Phenylhydrazin Phenyl-Glukosazon, dessen gelbe
Kristallnadeln zuerst von MAQUENNE (69) gravimetrisch bestimmt wor-
den sind. Aus der gebildeten Glukosazonmenge kann dann der (lukose-
wert errechnet werden.

KxeorT-HIBBERT (60) haben festgestellt, dall Phenylosazon in Gegen-
wart von Natriumtartrat von Titanchlorid reduziert wird. Gibt man
Titanchlorid im Uberschuf3 zu und titriert die nichtoxydicrte Menge mit
Kristallscharlach zuriick, so lifit sich aus der titrierten PPhenylosazon-
menge die anwesende Glukose errechnen. Die Autoren haben die Me-
thode unter verschiedenen Versuchsbedingungen gepriift und einen Ana-
lysengang angegeben, nach welchem das Osazou vollkommen quantitativ
bestimmt werden kann. Da Glukosazon in der zu seiner Bildung ver-
wandten Phenylhydrazin-Acetatlosung in geringer Menge loslich sein soll,
so ziehen KNECHT-HIBBERT ihre titrimetrische Methode der urspriing-
lichen gravimetrischen vor.
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Die Osazone stellen zwar die fiir Zucker spezifischen Reaktions-
produkte dar, jedoch besitzen sie eine, wenn auch geringe Loslichkeit, die
sie zur Mikrobestimmung ungeeignet machen, und auerdem sollen nach
TorrLENS (110) in Zuckergemischen die Resultate nur sehr annihernd sein.

Aus dem Dargelegten ergibt sich, dafl keine Methode, die zur quan-
titativen Erfassung kleiner Zuckermengen geeignet ist, die sichere Gewéhr
fiir eine ausschlieBliche Reaktion mit Zuckern gibt. Das gilt sowohl fiir
die Reduktionsmethoden als auch fiir die Polarisation und fiir die
Osazone.

Fiir pflanzenphysiologischen Untersuchungen wird man im allge-
meinen die Reduktionsmethoden wegen der geringen Quantitit des zur
Bestimmung erforderlichen Zuckers der Polarisationsmethode vorziehen.
Die HacEDORN-JENSEN-Methode ist sowohl was Einfachheit als auch
Zuverlissigkeit anbetrifft ein ausgezeichnetes Instrument zur Erfassung
des Kohlehydratstoffwechsels der Pflanze, sofern es gelingt, stérende
Nichtzucker zu entfernen. Das ist auf zwei Wegen zu erreichen: 1. Durch
chemische Isolierung. 2. Durch biologische Trennung. Daher legte ich
den Hauptwert der ganzen Untersuchungen darauf, die Zuverlissigkeit
der Methode in dieser Richtung zu steigern, da schon einleitende Ver-
suche die katastrophalen Fehlerausmafle von Zuckerbestimmungen aus
Pflanzensiften, die auf die iibliche Art gereinigt worden waren, erwiesen.
Beziiglich der Art der Reinigung wird auf den ausfiihrlichen methodi-
schen Teil (S. 632) verwiesen, und es sollen hier nur einige Bemerkungen
iiber die Moglichkeit einer biologischen Bestimmung der physiologisch
wichtigen Zucker angegeben werden.

h) Die Vergiirung.

Die Fihigkeit verschiedener Zucker, mit Hefe zu Alkohol und Kohlen-
dioxyd zu vergiren, wurde zuerst von JODLBAUER (53) zur quantitativen
Zuckerbestimmung herangezogen. Die ausgeschiedene CO.-Menge wird
in besonderen Apparaten aufgefangen, gewogen oder gemessen, und aus
dem gefundenen Resultat der Zucker errechnet.

Hormany und Konie (50, 61) haben auf Grund der bestehenden
Unterschiede in der Gérfihigkeit mehrerer Hefesorten fiir verschiedene
Zucker Untersuchungen dariiber angestellt, ob sich diese Hefen zur quan-
titativen Bestimmung der Zuckerarten nacheinander verwenden lassen.
Sie finden, daf mit Hilfe der von ihnen empfohlenen Heferassen wichtige
Zucker, wie z. B. Glukose, Fructose, Saccharose und Maltose vonein-
ander getrennt und bestimmt werden kénnen.

Dieser Methode stehen folgende Bedenken entgegen: Es diirfen zur
Gérung nur hochgeziichtete Kulturhefen mit so gut wie vollig erloschener
Atmung zur Anwendung kommen, so dafl das ausgeschiedene Kohlen-

Planta Bd. 18. 39
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dioxyd zum vergorenen Zucker unter die Beziehung der Gérgleichung
fallt. Die Beschaffung dieser Hefen diirfte nicht immer leicht sein. —
Nicht garfihige Zucker entgehen der Bestimmung. Dieser Einwand
diirfte weniger bedenklich sein, da nicht giarfahige Zucker in der héheren
Pflanze gegeniiber den gérfahigen im allgemeinen zuriicktreten. Immer-
hin gibt es Ausnahmen, wie z. B. die Pentosen bei den Kakteen. —
Eine scharfe fraktionierte mikroanalytische Trennung durch auf be-
stimmte Zucker adaptierte Heferassen diirfte kaum méglich sein. — Die
teilweise lange Versuchsdauer der Analyse (5—6 Tage nach K6x1¢) macht
ein steriles Arbeiten notwendig.

Auf Grund dieser Bedenken wurde von der weiteren Verfolgung dieser
Methode Abstand genommen. Dagegen schien mir schon die Moglichkeit
der Trennung der vergirbaren Zucker von anderen reduzierenden Sub-
stanzen ein duBerst wertvolles Mittel zur Sicherung der erhaltenen Ana-
lysenwerte, was jedoch an anderer Stelle besprochen werden soll (S. 637).

Die HaGEDORN-JENSENsche Blutzuckermethode ist zundchst nur fir
die Bestimmung von Glukose als zuverlissig erkannt worden. Den im
Pflanzenorganismus vorkommenden anderen Zuckern kommt jedoch eine
eventuelle physiologische Bedeutung zu, so dal eine getrennte Bestim-
mungsmoglichkeit auBerordentlich erwiinscht erscheint. So spielt z. B.
-die Verschiebung des Verhéltnisses der verschiedenen Zucker wéhrend
der Entwicklung der Pflanze, besonders beim Reifen von Samen und
Friichten oder auch beim Altern der Laubblitter (SMiRNOW 98), eine so
groBe Rolle, daf dieses Verhéltnis als ein Indikator fir den jeweiligen
physiologischen Zustand der Pflanze gelten kann.

Ich habe daher bei meinen Untersuchungen von der Bestimmung der
seltenen und nur in geringer Menge vorkommenden Kohlehydrate ab-
gesehen und mich auf die wichtigsten in der Pflanze auftretenden Zucker
beschrankt, namlich auf die beiden Monosen Glukose und Fructose, auf
die Biosen Saccharose und Maltose und auf das Polysaccharid Stirke;
auBerdem werden noch die Pentosen, die schon wegen ihrer Nichtgarbar-
keit eine Sonderstellung einnehmen, behandelt.

11. Fructose-Bestimmungsmethoden.

Die Léavulose oder Fructose, die leicht durch Umlagerung aus der
Glukose entsteht, ist wohl ebenso hiufig in der Pflanze verbreitet wie der
Traubenzucker, besonders als Hydrolysenprodukt der weit verbreiteten
Saccharose oder als Komponente der Raffinose, Stachyose, Melizitose und
der Gentianose. Viele Friichte und Samen (Tomate, Johannisbrot, Ba-
nane), aber auch Wurzeln, SproBorgane und Blatter (Betula, Viburnum)
sind nicht selten reich an Fructose; ebenso geht die quantitative Bestim-
mung des Inulins auf Fructose zuriick. Falit man ferner die physiologi-
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sche Bedeutung der Fructose bei der Hydrolyse, bei der Oxydation
(Sdurebildung), sowie die vermehrte COp-Abgabe im Vergleich zu det
gleichen Menge Glukose ins Auge (JOHANNSON, 54), so erscheint eine
exakte quantitative Erfassung dringend erwiinscht. Da jedoch dieser
Zucker nie allein im Pflanzenmaterial vorkommt, muB entweder eine fiir
ihn spezifische Reaktion zu seiner Bestimmung gefunden oder die Wirk-
samkeit der in gleicher Weise reagierenden Zucker und Nichtzucker ver-
nichtet werden. Es sollen im Folgenden einige wichtige Fructosebestim-
mungsmethoden auf ihre Brauchbarkeit hin untersucht werden.

a) Die Polarisation und die Reduktionsmethode.

Die Eigenschaft der Fructose, die Ebene des polarisierten Lichtes
nach links zu drehen, wurde in Verbindung mit der Kupferreduktions-
methode — denn auch Fructose iibt auf Metallsalze infolge ihres Besitzes
einer Carbonylgruppe eine Reduktion aus — zuerst von NEUBAUER (76)
zu ihrer quantitativen Bestimmung herangezogen.

Die Anwendung der Polarisation ist nicht zu empfehlen, da 1. die
Temperatur von starkem EinfluB auf das Drehungsvermégen der Fruc-
tose ist, 2. die spezifische Drehung je nach der Konzentration schwankend
ist, und 3. die Polarisation zur Mikrobestimmung, wie schon erwihnt
(S. 589), nicht ausreichend ist.

Die Einwéinde gegen die Kupferreduktionsmethoden sind im Ab-
schnitt ,,Glukose-Bestimmungsmethoden® (S. 576) erortert worden. Die
Methode wird durch die HAGEDORN-JENSENsche ersetzt, die bis jetzt noch
nicht auf Fructose gepriift, aber auch hier vom Verfasser mit gutem Er-
folg angewandt wurde.

Die Trennung.

Beide Methoden, sowohl die Polarisation als auch die Reduktion, er-
fordern eine Trennung von den iibrigen Zuckern (Glukose), da sie keine
fiir Fructose spezifische Réaktion darstellen. Eine Méglichkeit hierzu ist
durch SreBENs Befund (97, 110) iber die Zerstorbarkeit der Fructose
durch Salzséure bei gleichzeitiger Resistenz der Glukose gegeben.

Man hat aber auch schon frither mit Hilfe der Polarisation und Kupfer-
reduktion Glukose und Fructose voneinander getrennt, indem man aus
der durch die Reduktion ermittelten Totalzuckermenge und aus dem
durch die Fructose bedingten verminderten Drehungsvermégen die bei-
den Komponenten errechnete.

SieBEN hat in Gemischen von Glukose und Fructose nach der Be-
stimmung der Gesamtreduktion mittels FEaLINGscher Losung die Fruc-
tose mit Salzséure zerst6rt und nach der Neutralisation mit Natronlauge
abermals den Reduktionswert, der die Glukose angibt, ermittelt. Aus der
Differenz beider Reduktionsbestimmungen ergibt sich die Fructose.

Es galt nun vor allem die Sdurekonzentration und Erkitzungsdauer zu

39*
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finden, bei denen die Fructose zwar vollkommen zerstort, aber nicht die
Glukose angegriffen wird. Ein Gemisch von Fructose und Glukose im
Verhiltnis 1 : 1, das 2 bzw. 3 Stunden mit 10%iger Salzsiure im Wasser-
bad erhitzt wurde, wobei die Verwendung von Mefkolben zu empfehlen
ist, um die verdampfte Wassermenge wieder bequem evsetzen zu kénnen,
ergab nach vorhergehender Neutralisation? einen Verlust bei der Reduk-
tionsbestimmung von 61 bzw. 62%. Nimmt man dabei die Fructose zu
100% zerstort an, so wiren schon 22 bzw. 23% Glukose mit angegriffen.
Der Verlust innerhalb einer Stunde war nicht bedeutend. Nach diesen
Vorversuchen verringerte ich vor allem den Prozentgehalt der Salzséure,
um die Zeitspanne, in der gerade 100% Fructose zerstirt werden, nicht
zu sehr zu verkiirzen. Nach 3stiindigem Erhitzen mit 5%iger Salzsaure
wurde der dem Glukosewert entsprechende Reduktionswert gefunden,
wobei zunichst noch die Frage offenblieb, ob dieser Reduktionswert auch
auf eine restlose Zerstérung der Fructose und auf einen unveranderten
Gehalt an Glukose zu schlielen berechtigt. Kine Verinderung des
Mengenverhiltnisses Glukose : Fructose miifite dariiber Aufschiufl geben,
und zwar miiite die Analyse bei steigenden Fructosewerten zunehmende
Uberwerte fiir Glukose ergeben, falls die Fructose durch die Salzsiure-
einwirkung unvollkommen zerstért wird. Tabelle 10 stellt die analytisch
gefundenen Werte von Glukose : Fructose den tatsdchlichen Verhiltnis-
werten gegeniiber, und zwar im Bereich Glukose : Fructose 0,11-—9.0.

Tabelle 10.
\
Nr. i Tatsichliches Verhiltnis (‘2:;‘3:2?
1. 1 Fructose9 Glucose = 0,11 0,13
2. 2 ., 8 ., - 02 0,26
3. 3, 7 - 043 0,44
4. 4 % . 0,66 0,67
5. 5 ., B, =10 1,0
6. 6 . + . =15 14
7. 7 . 3 ' = 2,3 2,0
8. s . 2 . 4,0 2,95
9. 9 . 1, =90 5,3

Die Beziehungen der gefundenen zu den tatsichlichen Verhiltnis-
werten von Glukose : Fructose lassen sich graphisch darstellen und aus
der Kurve sind die Zwischenwerte ohne weiteres zu entnehmen; es wur-
den in Abb. 1 und 2 auf der Ordinaten- die gefundenen, auf der Abscissen-
achse die tatséichlichen Verhaltniswerte Glukose : Fructose abgetragen.

1 Die Neutralisation wird in der Weise vorgenommen, dafl man die genau
bekannte Salzsiurelosung zuerst im Blindwert titrimetrisch mit NaOH neutrali-
siert und dann die so ermittelte NaOH-Menge den Originalanalysen zusetzt.
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Die Verbindung der einzelnen Kurvenpunkte ergibt eine Gerade, die die
Ordinatenachse im Punkte 0,03 schneidet, das will sagen, daB bei fehlen-
der Fructose die Salzsiure etwa 3% der Glukose zerstort. Tatsachlich
wurde in einem entsprechenden Versuch ein Glukoseabmangel vou 5%
gefunden. Die Differenz von 2% zwischen theoretisch aus der Kurve
zu folgerndem Werte und dem gefundenen Analysenwerte diirfte inner-
halb der durch die kleinen Glukose-

mengen gezogenen Fehlergrenze liegen.

Beim Mischungsverhiltnis von Glu-

kose : Fructose =1 : 1 kommen die

analytisch erfallten und die tatsich-

lichen Mischungswerte zur Deckung,

woraus zu folgern wire, dafl in diesem

Falle die zerstorte Glukose durch den

Restunzerstorter Fructose ausgeglichen

wird. Steigt das Verhaltnis iiber 1, so

ergeben sich mit steigendem Fructose-

anteil zunehmende Glukoseiiberwerte. Abb. 1. Kurve zur Ermittelung der
Abb.2 gibt diese Verhiltnisse gTaphiSCh Verhiltniswerte Glukose: Fructose.
wieder. Die Kurve weicht nicht allzusehr von der Geraden ab, so daf auch
hier zwischen den analytisch festgelegten Kurvenpunkten ohne allzu-
groBe Fehler interpoliert werden kann. Damit kennen wir aus der Ge-

Abb. 2. Kurve zur Ermittelung der Verhéltniswerte Glukose: Fructose.

samtreduktion die Summe der Fructose und Glukose, die Restreduktion
nach der Salzsiurezerstorung gibt das Verhiltnis der Summanden an,
und daraus lassen sich diese errechnen.

Bei Anwesenheit anderer Zucker ist folgendes zu beachten : Saccharose
und Maltose sind vor Anwendung der SteBENschen Methode zu hydroly-
sieren, wobei bei der spiateren Berechnung die Spaltung der Saccharose in
je 1 Molekiil Glukose und Fructose zu beriicksichtigen ist, da letztere
Fructose ja ebenfalls zerstort wird. — Pentosen dnderten in Gegenwart
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von Fructose, wie die der StEBENschen Glukose [Fructose-Trennung ana-
logen Versuche zeigten, bei der fiir die Zerstérung in Frage kommenden
Konzentration und Temperatur kaum merklich ihr Reduktionsvermégen,
beeinflussen also nicht den Gang der Analyse.

Da bisher fiir die Versuche eine 0,02%ige Konzentration angewandt
wurde, war noch zu untersuchen, ob eine eventuelle Konzentrations-
anderung die Analysenergebnisse dndern wiirde. Es lieferte aber sowohl
eine 0,01%ige als auch eine 0,04%ige Konzentration die gleichen Ergeb-
nisse. Das Einhalten dieser Konzentrationsgrenzen ist durch die Ermitte-
lung der Gesamtreduktion erméglicht.

Die Fructosebestimmunyg.

Bestimmungen der Reduktionskraft reiner Fructose nach der Hac-
DORN-JENsENschen Methode lieferten der Glukose vollkommen analoge
Werte, so dafl dieselbe Methode direkt fiir die Fructosebestimmung ver-
wandt werden konnte. In Gemischen mit anderen Zuckern und im
Pflanzenmaterial wurden durchaus giinstige Resultate erzielt (Tabelle 11
und 12).

Tabelle 11.
[ Gefunden
Nr. Substanz [ Gewicht 1 2
[ mg mg ‘ my
. |
1 }Fructose e . 0,05 0,040 0,05
2 i " e e . 0,10 0,100 0,101
3. ‘ . e e 0,20 0,196 0,199
4. " P 0,25 0,249 0,244
5 R e e e e 0,30 0,298 0,294
6 e A 0,04
”? ; C ’ S ),08(
Glucose . . . . . . . . . . .. 0,04 0,081 0,080
7. Fruectose . . . . . . . . . . .. 0,16
’ 0,15 5
Saccharose . . . . . . . A 0,08 157 0,159
Tabelle 12.
e Fructose- Getunden
Nr. Substanz fiewicht zusatz 1 . 2.
o meg mg | mg
| |

1. Helianth. ann. 0,5 — P 1L9 12,0
. s e e e e 0,5 5,0 17,3 17,4

2. Nicot. tabac. . . . . . . 0.5 — 8,9 8,7
' i e 0,5 5,0 | 13,8 14.0

Bei der Ubertragung der SieBENschen Trennungsmethode auf
Pflanzenextrakt wurde ein Material gewihlt, das weder Fructose noch
Saccharose enthielt. Nach vollkommener Hydrolyse und Reduktions-
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bestimmung wurde eine bekannte Fructosemenge zugesetzt und die
Saurezerstérung vorgenommen. Die Befunde zeigt Tabelle 13 an.

Tabelle 13.
Gefunden nach
. Reduktion nach| Fructose- o
Nr. Material Gewicht Inotal-Hydrolyse|  zusata de:tggllniel'
g mg mg mg
1. Acer negundo. . . 0,5 7,3 1,0 7,0
2. s e e e e . 0,5 7,1 2,0 7,2
3. s ey e e e e . 0,5 7,3 3,0 6,8
4, » e e e 05 7.4 4,0 7,6

b) Die Kalkfiillung, die Phenylhydrazin- und die Salzsiiure-
Resorcin-Methoden.

Eine andere Bestimmungsmdéglichkeit liegt in der Ausfallung der
Fructose als schwerlésliche Kalk-Fructoseverbindung oder als Methyl-
Phenyl-Fructosazon, wie es von NEUBERG (110) empfohlen wird. Beide
Methoden sind wegen der, wenn auch nur geringen Léslichkeit der Fruc-
tosesalze zur Mikrobestimmung nicht geeignet.

Die von SELTwaNOwW (110 und 77) fiir Ketosen angegebene Rotfiarbung
beim Erwéirmen mit Resorcin oder Naphthoresorcin und Salzsdure kann
zur kolorimetrischen Bestimmung der Fructose herangezogen werden.
Indessen zeigen Aldosen, wenn auch in geringer Intensitit, die gleiche
Reaktion, so daB diese Methode zur Verwendung fiir eine Mikrobestim-
mung ebenfalls ungeeignet erscheint.

¢) Die Diphenylamin-Methode.

In neuester Zeit hat RapT (83) eine kolorimetrische Bestimmung ge-
ringer Fructosemengen im Blute verdffentlicht. Die Methode griindet
sich darauf, daB Fructose mit Salzsiure und Diphenylamin gekocht einen
Farbstoff bildet, der sich beim Schiitteln mit Amylalkohol blau firbt. Bei
langerem Stehen nimmt die Farbe an Intensitat zu, ein Fehler, der durch
Anwendung der genau gleichzeitig angesetzten Vergleichslosung, deren
Farbe ja auch intensiver wird, beseitigt wird. Nach Angaben des Autors
lassen sich noch Werte von 1/,—1/; mg% genau ablesen. Im allgemeinen
werden Rohrchen von 1-—10 mg% Inhalt verglichen. Andere Zucker
sollen diese Farbe nicht geben.

Da mir diese in der Handhabung einfache Methode zur Mikrofructose-
bestimmung geeignet erschien, nahm ich orientierende Versuche vor, ver-
wandte dabei reinste Fructose ,,Schering* und hielt mich genau an die
Raprsche Vorschrift. Beim Vergleich zweier Standard-Fructoselosungen
erhielt ich die in Tabelle 14 wiedergegebenen Werte. Die Tabelle zeigt,
dafl man bei 2 mg% Fructose gute Ergebnisse erzielt, wihrend bei 0,2 mg%
starke Schwankungen auftreten; die Methode ist also fiir Mengen unter
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Tabelle 14.
- 2 mg% Fructose 0.2 mg% Fructose
o in % in %
1. 2,02=101 0,218=109
2. 2,00 =100 0,196 = 98
3. 1,96= 98 0,215=1075
4. 2,00=100 0,209 =104,5
3. 1,97= 98,5 —

1 mg leider nicht brauchbar. Vor allem aber veranlaflte mich der pene-
trante Geruch des Amylalkohols, der eine haufigere Anwendung der
Methode unméglich macht, dieselbe aufzugeben.

d) Die Jod- und Brom-Oxydationsmethoden.

Wie schon auf S. 580 erwahnt wurde, gestattet die von CAJORT aus-
gearbeitete Jodoxydationsmethode in Verbindung mit einer anderen Me-
thode die Trennung und Bestimmung der Fructose.

HintoN u. Macara (L. c.) fithren sogenannte Jodwerte ein. Es ist die-
jenige Jodmenge, welche von 1 g des betreffenden Zuckers reduziert wird.
Da die Autoren bei Fructose und Saccharose ebenfalls eine geringe Oxy-
dation feststellen, ist die Methode auch fiir diese Zucker, wenn sie allein
zu bestimmen sind, ohne Kombination mit einer anderen Methode an-
wendbar.

Evans (30) hat sich in seinen Untersuchungen tiber das Glukose-Fruc-
toseverhiltnis im Apfel dieser von ihm modifizierten Methode bedient.
Nach Cagor1 soll die vollstandige Oxydation von 0,08 g oxydierbarem
Zucker innerhalb von 10 Minuten bei 17,59 stattgefunden haben. Evans
dagegen hilt eine Oxydationszeit und -temperatur von 45 Minuten bei
59 fiir vorteilhafter. Ich habe versucht, diese Methode als Mikromethode
umzuarbeiten. Orientierende Versuche von Evaxs und mit den von Hix-
ToN und MAgARA angegebenen Jodwerten lieferten fir Glukose gute Er-
gebnisse: Bei Mengen von 16—80 mg traten Fehler von hochstens 1%
auf. Bei Saccharose war die Fehlergrenze bis zu 4,5% . Fructose dagegen
zeigte ganz betriachtliche Differenzen.

Trotz dieses wenig ermutigenden Ergebnisses nahm ich mikrometho-
dische Versuche vor. Jod-, Natriumthiosulfat- und Natriumhydroxyd-
l6sung wurden in der Konzentration n/200, Schwefelsiurelésung in der
Konzentration n/50 hergestellt. Ich bestimmte Fructose und variierte
Zeit, Temperatur, Substanz- und Fliissigkeitsmenge, erhielt aber derart
schwankende Resultate, dal ich die Methode aufgab. Mengen von 0,05
bis 0,5 mg lassen sich iiberhaupt nicht bestimmen. Bei Mengen iiber
0,5 mg traten bestimmte GesetzméaBigkeiten in den Differenzen auf, die
bei eingehenden Versuchen vielleicht zu einem brauchbaren Ergebnis
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fithren kénnten. Ich méchte jedoch nicht verfehlen, auf die Schwierigkeit
einer exakten Titration so geringer Jodmengen bei den verschiedenen
Temperaturunterschieden hinzuweisen. Da die Methode zur Bestimmung
von Mengen unter 0,5 mg nicht brauchbar ist, kamen derartige Versuche
fiir mich nicht in Frage.

BELvAL (4) hat bei seinen Bestimmungen neben der Jodoxydation
auch die Bromoxydation angewandt. Doch hat diese der Jodoxydations-
methode ganz dhnliche Bestimmungsart nach BELVALS eigenen Angaben
den Nachteil der langen Dauer.

II1. Saccharose-Bestimmungsmethoden,

Die Bestimmung der Saccharose geschieht in reinen Losungen makro-
methodisch mittels der Polarisation, des Saccharometers, durch Kristalli-
sation aus Alkohol, durch Fillen mit Strontiumhydroxyd (110), oder
schlieBlich durch Vergéren (50, 53, 62). Diese Methoden sind zur Mikro-
bestimmung im Pflanzenmaterial aus bekannten Griinden nicht geeignet.

Nach der Eignung der HAGEDORN-JENsENschen Methode fiir die Glu-
kose- und Fructosebestimmung lag keine Schwierigkeit mehr fiir die Ana-
lyse der Saccharose vor, da Saccharose einerseits selbst keine reduzieren-
den Eigenschaften mehr hat und andererseits ohne Schwierigkeit in Glu-
kose und Fructose zerlegt werden kann?. Daraus ergibt sich auch bereits
ein methodischer Hinweis fiir ihre Trennung, die in einer Bestimmung
der Reduktionsinderung nach vollkommener Hydrolyse unter Bedingun-
gen, die die Reduktionsfihigkeit anderer Korper nicht dndern, zu suchen
sein wird.

Die auf S. 591 erwahnten Unterschiede in der Garfahigkeit mehrerer
Hefesorten fiir verschiedene Zucker wire eine Moglichkeit zur Trennung
(Konte u. HorRMANN, 1. ¢.). Gewohnlich bedient man sich aber der Hydro-
lyse oder Inversion, die durch Erhitzen mit Siauren oder durch Einwir-
kung von Fermenten bewirkt wird. Vor und nach der Hydrolyse wird
mit einer der bekannten Glukosebestimmungsmethoden der Zuckerwert
ermittelt und aus der Differenz die Saccharose errechnet, die im all-
gemeinen zu 100% wiedergefunden wird.

Uber die Sdurehydrolyse der Saccharose sind in der chemischen und
botanischen Literatur die mannigfaltigsten Angaben zu finden. Die Art
der Siure und ihre Konzentration, die Temperatur und die Dauer der
Hydrolyse sind sehr verschieden. Am hiufigsten werden Salzsiure und
Schwefelssure in Konzentrationen von etwa 1-—5% angewandt. KULIscH

1 AXERMANN bestimmt in seiner Arbeit ,»Studien iiber den Kaltetod und die
Kalteresistenz der Pflanzen* (1) die,,Reduktionsfahigkeit (Zuckergehalt) ungleich
kilteresistenter Weizensorten‘ mit der Banaschen Methode ohne jegliche vorauf-
gehende Hydrolyse. Er scheint vollkommen iibersehen zu haben, dal er dabei
die nichtreduzierende Saccharose iiberhaupt nicht erfaft.
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(63) empfiehlt Oxalsdure, Davis u. DaisH (18, 20) dagegen ziehen 10%ige
Zitronensaure vor. Die Dauer der vollstindigen Hydrolyse wird von
5 Min. bis zu 1/, Stunde angegeben; die Temperatur schwankt zwischen
659 und 1000.

AuBler den Sauren spaltet die Saccharase oder Invertase ebenfalls den
Rohrzucker in ein Gemisch von dquivalenten Mengen Glukose und Fruc-
tose. Die Konzentration der Saccharase ist hier von geringer Bedeutung,
da erstens schon Spuren zur Hydrolyse geniigen und zweitens bei einem
Zuviel an Saccharase im Gegensatz zu den Siuren weder eine Zerstérung
noch ein weiterer Abbau des Zuckers zu befiirchten ist. Die Angaben
iiber Dauer und Temperatur der Hydrolyse schwanken zwischen 2 und
24 Stunden bei 35°—520 (20, 39). Von Wichtigkeit ist die H'-Konzentra-
tion, deren Optimum nach SOERENSEN (99) fiir Saccharose bei py 4,4 bis
4,6 liegt.

Als direkte Bestimmungsmethode fiir Saccharose wire schlieflich noch
die auf S. 580 und S. 598 erwihnte Jodoxydationsmethode zu nennen.
Mit Hilfe des von HinTox u. MacARA angegebenen Jodwertes liee sich
die Saccharose ohne Hydrolyse in Zuckergemischen bestimmen. Da nach
meinen oben angefithrten Versuchen die Methode sich nicht als Mikro-
methode eignet, so blieb mir fiir die Saccharosebestimmung nur die Sdure-
oder Fermenthydrolyse mit anschliefender Titration nach HAGEDORN-
JENSEN iibrig.

Wenn auch die angegebenen Verfahren beziiglich der Vollstandigkeit
der Hydrolyse voneinander abweichen, so besteht doch keine Schwierig-
keit z. B. mit Salzsiure bei angemessener Temperatur die Saccharose voll-
kommen quantitativ zu spalten. Schwierigkeiten ergeben sich vielmehr
erst bei der Bestimmung der Saccharose aus Pflanzenmaterial, da hier
eine vollkommene Hydrolyse unter Bedingungen erreicht werden soll,
die zum Teil dhnlich sdureempfindliche andere Pflanzenstoffe (Maltose,
Hemizellulosen) unverdndert lassen. Der physiologisch einwandfreiere
Weg wire die Fermenthydrolyse, da bekanntlich Invertase scharf auf
Saccharose spezifiziert ist und hoéchstens noch von einigen selten vor-
kommenden Triosen (Raffinose, Melizitose) Fructose abspaltet. Infolge
der Eigenart des Pflanzenmaterials und infolge der Wirkung des Fer-
mentes auf das Reaktionsgemisch ist die Anwendungsméglichkeit der
kombinierten Siure- und Fermentmethode auch bei der Bestimmung
anderer Zucker (Maltose, Stirke) beschrinkt.

Wie die Versuche in Tabelle 15 (a) zeigen, reduziert reine Saccharose
das HAGEDORN-JENsENsche Reaktionsgemisch nur sehr wenig. Fir die
Saurehydrolyse hat sich die von ToLLENAAR (L. ¢.) angewandte Methode
als die giinstigste erwiesen. Saccharose wurde von 2,5%iger Salzsdure
bei 700 innerhalb 5 Min. vollkommen hydrolysiert, wihrend Maltose (siehe
dort S.603) hierbei nicht angegriffen wurde (Tabelle 15 [b]).
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Tabelle 15.
. a b

Nr. | Substanz Gewicht | o sort titriert ;é&';;gr’g;:e

mg mg % mg %
1. Saccharose 0,10 0 1 0 i 0,098 98
2. ) 0,15 0001 . 066 | 0,149 99,3
3. . 0,20 0,003 | 1,5 . 0,196 98
4. . 025 | 0,002 | 08 | 0251 100

Ist es notwendig, die hydrolysierte und neutralisierte? Fliissigkeit
anschlieBend zu vergiren, so kann die Hydrolyse wegen der giftigen Wir-
kung des anwesenden NaCl auf die Hefe (vgl. S. 637) nicht mit Salzsdure
vorgenommen werden. Eine Hydrolyse mit 2%iger Schwefelsdure inner-
halb 10 Minuten zeigt denselben Effekt wie die Salzsiure, d. h. voll-
kommene Inversion ohne Einflufl auf die Maltose. Durch Zusatz einer
bekannten, vorher titrimetrisch ermittelten Menge Ba(OH), wird die
Schwefelsiure durch Fillung als Bariumsulfat quantitativ entfernt und
der Niederschlag nach mehrstiindigem Stehen durch ein gehirtetes Filter
mit Hilfe der Saugpumpe abfiltriert. Bei sorgfaltigem Arbeiten und
gutem Nachwaschen tritt weder ein Verlust an Saccharose ein, noch wird
die Vergiarung gehemmt (Tabelle 16).

Tabelle 16.
|
] ! ‘ | Gewicht H,80, Hydro- l Titriert nach
Nr. | Substanz : lyse ‘ der Vergirung
‘ mg mg ‘ mg
1. ! Saccharose ' 0,08 0,081 I 0,001
2. » 0,10 0,097 | 0
3. » | 0,15 0,143 | 0,002
4. " L 020 0,198 \ 0,001
5. . \ 025 | 0249 | 0004

Versuche mit Zitronensiure, die eine bei dem relativ geringen Kohle-
hydratgehalt betriachtliche Eigenreduktion von etwa 12% aufweist, wur-
den aus diesem Grunde nicht weiter durchgefiihrt.

Versuche mit Invertase, deren Eigenreduktion auf das HAGEDORN-
JuNsENsche Reaktionsgemisch 8% betrug, ergaben nach 12stiindiger Be-
handlung bei 459 unter Zusatz eines Acetatpuffers vom py 4,5 eine rest-

1 Uber die Neutralisation der sauren Fliissigkeit ist auf S. 587 gesprochen
worden. Erwihnt sei hier an einem Beispiel die Umrechnung der Saccharose in
Glukose:

C1oH35041 + HyO = Cy3H, 040 = 2(CeH;204)
342 +18 = 360
342 : 360 = angewandte Saccharosemenge : gesuchte Glukosemenge.
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lose Inversion aller angewandten Saccharose. Gleiche Ansiitze mit Mal-
tose zeigten keine Inversion, sondern nur deren Eigenreduktion. Es
empfiehlt sich also, neben der bequemen Siurehydrolyse, die nur kurze
Zeit in Anspruch nimmt, wegen der Spaltung anderer Stoffe durch die
Saure, ein Vorgang, der haufiger noch bei der linger dauernden Maltose-
saurehydrolyse in Erscheinung tritt, die Inversion mit Invertase vor-
zunehmen. Jedoch mufl nach der Invertasebehandlung von der Ver-
garung Abstand genommen werden, da nach Einwirkung von Hefe auf
Invertase eine hohe, sehr schwankende Reduktion auftritt.

Analysen reiner Saccharose in Gemischen mit anderen Kohlehydraten
(auch mit Fructose) lieferten die erwarteten giinstigen Ergebnisse; diese
Zucker wurden also nicht von der angewandten Salzsdurekonzentration
innerhalb der Hydrolysenzeit angegriffen (Tabelle 17).

Tabelle 17.

‘Eigen- I Sofort HCI- ;S0 | Invertase-
- e reduk—i titriert Hydrolyse Hydrolyse g Behandlung
Nr. Substanz ; wicht tion i meg mg | mg mg
me | % | L 2 1 (E”f‘ﬂ. ERERE
| 1 ] | | ]
i ‘ ; | \
1. | Saccharose | 0,1 | 0 10,198 0,201!0,29&0,299 0,296 0,297 0,300| 0,295
Glukose | 0.2 | 100 | ! ' : : ‘
2. | Saccharose 0.1 0,141/ 0,1421 0,238 0,234 0,235] 0,237] 0,.240! 0,239
Maltose 102 | 7o |OM4IIOI20.238 0,232 0,25510,237) 024070,
3| Saccharose | 01 | 0 | 000006900 198‘01961(‘ 198| 0,197 0,199
Fructose | 0,1 | 100 | 770 700 Y 0,198] 0,196, 0, AT

Die Brauchbarkeit der Methode fiir die Saccharosebestimmung im
Pflanzenmaterial mogen die Analysen der Tabelle 18 dokumentieren.

Tabelle 18.

1 * Sofort HCI- HS0- | Invertase-

! ‘ Ge- titriert Hydrolyse Hydrolyse | Behandlung
Nr.| Material | wicht mg mg mg ‘ mg

j i 4 71.7 - 2, o 71 7772.7 i } i ) 2. 7| 1.7 } 772. )

! | i ! T | i
1.} Clivia 05 « 1L4 116 | 17,2 17,01 167 169 163 | 164

. . 0,5 12,1 © 11,8 17,4 ; 17,4 j 17,0 16,8 16,6 + 16,7

3. . L0 | 254 | 256 | 369 | 365 | 358 360 351 357

IV. Maltose-Bestimmungsmethoden.

Die Methoden zur Maltosebestimmung sind ihnlich denen der Saccha-
rosebestimmung. In reinen Loésungen kann man die Polarisation, die
Vergidrung oder das Reduktionsvermogen der Maltose, das allerdings
schwicher ist als das der Glukose, zur quantitativen Bestimmung heran-
ziehen.

Wie bei der Saccharose so liegt auch hier die Hauptschwierigkeit in
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der Trennung aus Zuckergemischen. Die Bestimmung kann geschehen
durch Ermittelung des Reduktionsvermogens mit FEHLINGScher und
BarroeDpscher Losung. Das letztere Reagens wird von Maltose im Gegen-
satz zu Glukose nicht reduziert. Die der Kupferreduktion anhaftenden
S. 576580 eingehend besprochenen Nachteile schlieBen auch hier die
Verwendung dieses Verfahrens aus.

Die theoretisch gegebene Trennungsmoglichkeit mittels des HOR-
MANN-KON1Gschen Gérverfahrens (S.591) wird durch die erwahnten
praktischen Bedenken und Schwierigkeiten hinfallig.

Man wird aber auch bei der Maltose die Sdure- oder Fermenthydro-
lyse, nach welcher durchschnittlich 95% wiedergefunden werden, bevor-
zugen. In diesem Falle wire die Wirkung der Maltose auf HAGEDORN-
JENSEN zu priifen, wobei die Eigenreduktion der Maltose zu beriick-
sichtigen ist, und nach der Hydrolyse die Steigerung der Reduktion zu
bestimmen.

Fiir die Sdurehydrolyse gilt im wesentlichen das bei der Saccharose-
bestimmung Gesagte, mit Ausnahme der Erhitzungsdauer: Browx u.
Mogris (13) kochen mit 1/, N Salzsidure 3 Stunden lang auf dem Wasser-
bad, Davis u. Da1su (18, 20) hydrolysieren bei 70 wihrend 24 Stunden
mit 10%iger Zitronensidure, und TOLLENAAR erhitzt bei 700 24 Stunden
mit 2,5%iger Salzsdure. Infolge dieser intensiveren Behandlung ist die
Gefahr der unerwiinschten Verdnderung anderer Pflanzenstoffe natiirlich
groBer und daher eine weitgehende Reinigung notwendig.

Die Spaltung der Maltose in 2 Molekiile Glukose geschieht fermentativ
durch die Maltase bei Einhaltung optimaler Fermentierungsbedingungen.
Das py- und Temperaturoptimum liegt nach Roxa u. MicHAELIS (86) fiir
Maltase bei 6,2—6,8 und 380—400,

Die Priifung der Maltoseeigenreduktion auf das HAGEDORN-JENSEN-
sche Gemisch ergab einen konstanten Wert von 70% der gesamten an-
wesenden Maltose, ausgedriickt als Glukose, die nach der Tabelle HacE-
DORN-JENSEN aus dem Reduktionswert errechnet wurde. Die Umrech-
nung der Maltose in Glukose erfolgt analog der auf S.601 gegebenen
Saccharoseberechnung, da ja Maltose ebenfalls ein Disaccharid ist. Diese
Eigenreduktion erhohte sich nicht nach der fiir Saccharose angegebenen
Salzsaure-, Schwefelsdure- und Invertaseinversion. Wurde aber die Salz-
sdure- oder Schwefelsdurehydrolyse auf 24 Stunden ausgedehnt (nach
dem Vorschlag ToLLENAARS), so wurden etwa 95% der angewandten
Maltose wiedergefunden. Die Eignung der Schwefelsdurehydrolyse 148t
also auch in diesem Falle eine eventuelle Bariumsulfatfillung zu (vgl.
S. 601). Tabelle 19 gibt die Resultate an.

Die fermentative Spaltung der Maltose wurde mit Takadiastase vor-
genommen, die wie die Sdurehydrolyse etwa 95% Maltose in Glukose
umsetzte. Die Versuchsanordnung mehrerer Analysenserien, von denen
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Tabelle 19.

[ ! b ! i i

| | < |10 Min. | Inver- 24 Std.

\ Sofort, | 3 Min. ‘géoi oIt | 24 St | H,80,-
Nr. 1 Substanz Giewichb) titriert 1301133'- Hydro- e ﬁmiﬁy' Hydro-

| rolyse Iyse Tung | TOIVSe | lyse

l 1 mg J mg mg mg mg | mg mg

| ] I
1. Maltose 10,08 | 0,056 | 0,055 | 0,056 0,055; 0,077 | 0,076
2. s 0,10 | 0,070 0,071 | 0,071 | 0,069 , 0,095 | 0,095
3. ’ i 0,15 | 0,104 | 0,105 0,105 0,106% 0,142 | 0,144
4. ' ‘ 0,20 | 0,141 | 0,140 0,140r 0,139} 0,190 | 0,189
5 . 10,25 | 0,175| 0,173 | 0,176 0,175 | 0,234 | 0,232

Tabelle 20 nur einige wiedergibt, war folgendermaflen: Die zu fermentie-
rende Maltoselosung wurde mit genau gemessener Takadiastaselosung,
deren Substanz etwa 10% der anwesenden Maltose entsprach, versetzt
und unter Verwendung von Acetatpuffer bei p, 5 und bei einer Tempera-
tur von 370 24 Stunden nach Zusatz einiger Tropfen Toluol hydrolysiert.
Nach Ablauf dieser Zeit wurde sofort bestimmt, ohne das Enzym vorher

abzutdéten.
Tabelle 20.

| Taka-Diastase-

Nr. i Substanz Gewieht yversion
l ] mg ‘ mg
| |
1. ' Maltose 0,10 3 0,094
2. ‘ 5 0,15 , 0,141
3. : . 0,20 | 0,189
1. 0,25 | 0,236

2

Die Taka-Diastase.

Im AnschluB8 an die Inversion durch Takadiastase, die auch bei der
Stiarkehydrolyse Verwendung finden wird, mégen hier die Untersuchun-
gen iiber dieses Ferment, soweit sie im Zusammenhang mit dieser Arbeit
von Interesse sind, wiedergegeben werden.

Die diastasische Wirkung des Fermentgemisches ist eingehend unter-
sucht worden (Literaturangabe 114): Es besitzt ein stérkeres diasta-
sisches Vermogen als gewohnliche Diastase. Ihr Verhalten gegeniiber
Alkalien, Sduren und Salzen ist dadurch gekennzeichnet, daB in stéirkerer
Konzentration alle drei Faktoren hemmend wirken (114). NISHIKAWA
(79) fand jedoch beim Erhitzen eine Schutzwirkung der Calciumsalze.
Der schidigende Einflul des Lichtes auf die fermentative Wirksamkeit
der Diastase wurde von KaMBayasHI (56) festgestellt. Die Takadiastase-
Losung ist daher im Dunkeln aufzubewahren (vgl. S. 585). — Fir ein
vollkommen ungeeignetes Antiseptikum bei derartigen Untersuchungen
hilt MieHE (73) Thymol, wihrend Toluol und Chloroform ohne schadi-
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genden Einflull auf die Diastase bleiben. Ersteres Reagens wurde von
mir angewandt (siehe S. 585; beziiglich der Eigenreduktion 8. 638). Die
Herstellung der Diastaselosung wird von SABALITSCEEA (90) in der Weise
vorgenommen, daf das mit Wasser angeriebene Ferment unter Schiitteln
etwa 1 Stunde sich iiberlassen und dann erst filtriert wurde. Ich habe bei
Anwendung dieses Verfahrens keinen Unterschied im Vergleich mit einer
einfachen Losung feststellen kénnen.

Mir muflte nun vor allem daran liegen, das Verhalten der Takadiastase
in den verschiedenen Medien, in denen sie im Verlauf der Analyse wirken
soll, festzustellen. Das Praparat war von der FirmaPArkE, Davis u. Co.,
London, bezogen, deren Ware, wie ich aus der Literatur entnehme (11,
79), den meisten Forschern zur Untersuchung vorlag. Die Versuche wur-
den unter Zusatz eines Acetatpuffers bei einem optimalen py von 4,9 und
einer optimalen Temperatur von 37° vorgenommen (85).

Der Einflufl der Takadiastase auf Glukose und Saccharose war durch-
aus negativ; es wurde nach der Hydrolyse keine Reduktionsinderung
abziiglich der Eigenreduktion festgestellt (Tabelle 21).

Tabelle 21.
|
| " Taka-Diastase-Hydrolyse
Nr. Substanz ; Gewicht 1. 2. 3.
| | we | ome | ome | om
| .
1. ‘ Glukose . . . . . . . . 0,1 0,099 0,100 0,100
2. | Saccharose. . . . . . . 0,1 0 0,001 0

Die Eigenreduktion der wisserigen Losung betrug etwa 50% der an-
gewandten Totalmenge. Wird jedoch die Losung mit Acetatpuffer ver-
setzt und 24 Stunden bei 38° belassen, so tritt eine Erhshung der Re-
duktion auf 70% ein. Wird aulerdem noch 2,5%ige Salzsdure oder 2%ige
Schwefelsdure zugegeben, so wird ebenfalls eine Eigenreduktion von 70%
gefunden; die diastasische Wirkung dagegen ist in diesem Falle verloren
gegangen. Dieses Ergebnis d4hnelt dem Befunde ViscaERs (112), der eine
Abnahme der Reduktion in Gegenwart von Phosphatpuffer fand. Im
Gegensatz zur Invertase andert sich die Eigenreduktion und Wirksam-
keit der Takadiastase nicht nach der Hefebehandlung (Tabelle 22).

Tabelle 22.
! |
- | Hefe- ‘ Hefe-
| Gewicht| Sofort l;i‘;z:rt_ HOl- | Hy804 | zusatz | zusatz
Nr. | Substanz titriert | o oots Zusatz | Zusatz | ohne mit
Puffer | Puffer
| mg mg mg mg mg mg mg
T
L Taka-Diastase 0,10 | 0,051 0,071 | 0,070 | 0,069 | 0,050 0,070
2, . 0,15 | 0,076 | 0,104 | 0,104 | 0,106 | 0,075 | 0,103
3. 9 0,20 | 0,102 | 0,141 | 0,142 | 0,141 | 0,100 | 0,142
4. ' . 0,25 0,127 0,174 0,175| 0,175 0,123 | 0,175
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Von den Versuchen WonLeemMUTHs (114) in alkalischer, saurer und
Neutralsalzlosung interessierten besonders die Ergebnisse beziiglich des
Verhaltens der Takadiastase in Neutralsalzlosungen. In einer fiir unsere
Untersuchungen in Frage kommenden 4% igen NaCl-Losung war eine fast
vollstindige Hemmung der diastasischen Wirkung zu verzeichnen, da-
gegen sind geringe Mengen von Barium- und Calciumcarbonat, deren Los-
lichkeit in H,O ja relativ gering ist, ohne EinfluBl (Tabelle 23). Es lafit

Tabelle 23.

| ! [ i
vt o oy | VNt VR o
oL 2. | 1L 2 . 2. i 2.
mg mg - mg | mg | mg mg mg mg | mg
Maltose | 0,10 0,094 0,093 0016‘ 0,015| 0,095 0,095 0,093 0,092
. 0,15 0,142 0,142 0,023 0,025 0,144 0,143 0,143 0,143
0,20 0,189 0191w 0033\ 0,034 0,190 0191\ 0191‘ 0,189

. 0,25+ 0,235 0,235 0040‘0039\0234 0,233 0,236 0,235

Nr. Substanz

oo

sich also nach einer Sidurehydrolyse und anschlieBenden Neutralisation
weder eine weitere Takadiastasehydrolyse noch eine Hefebehandlung an
der gleichen Losung vornehmen, es sei denn, dafl die Schwefelsaure-
hydrolyse mit darauffolgender Ba(OH),-Fallung vorgenommen wurde.

Es waren nun noch Versuche mit der Maltosehydrolyse in Zucker-
gemischen anzustellen. Die Unwirksamkeit der Inversion mit Taka-
diastase auf andere Kohlehydrate ist schon erwiahnt worden (Tabelle 21).
Die Zahlen der Tabelle 24 zeigen, dafi durch die 24stiindige Siure-

Tabelle 24.
1 . ‘ Salzsiure-Hydrolyse
Nr. Substanz (rewicht | 1. é 2, 3.
| mg i mg mg me
1. | Maltose. . . . 010 |
! O; 9 | 2
Glukose . . . 0,10 0,193 0,196 0,19
2. | Maltose. . . . 0,10 ) ; .
Fructose . . . 0,10 0,126 i 0,131 : 0.123
3. |Maltose. . . . 0,10 ; N
Arabinose . . 0,101 0,194 % 0,193 0,193

hydrolyse die Zucker nicht angegriffen werden, mit Ausnahme der Fruc-
tose. Ist also dieser Zucker im Pflanzenmaterial zu erwarten, so mufl von
der Séurehydrolyse Abstand genommen und zur Takadiastase gegriffen
werden.

SchlieBilich seien noch in Tabelle 25 Analysenwerte der Maltosebestim-
mung am Pflanzenmaterial wiedergegeben.

! Die Berechnung der Pentose siehe S. 618.



kleinster Mengen biologisch wichtiger Zuckerarten. 607

3

Tabelle 25.
l

Sofort 5 Min. 24 Std. HCl | 24 Std. Taka-
. Matorial |Gewicht titriert HCl-Hydrolyse Hydrolyse Hydrolyse
| oL e .| e 1. 2. L] 2
i g ‘ mg | mg mg | mg mg mg mg | mg
1. | Nicot. tab. | 1,0 | 13,5 | 134 | 141 | 143 | 172 | 17,1 | 174 | 172
2.0, ., | 20 | 248 | 243 | 261 | 259 | 294 | 29,4 | 29,9 | 30,2

3. | 2,0

26,7 | 269 | 26,6 | 26,7 | 31,9 | 30,9 32,4\ 32,3

» ’ \

Ergebnisse der Tabelle 25 (Durchschnittswerte).

1. Analyse 2. Analyse 3. Analyse

Nr. Kohlehydrate

mg mg mg

|

1. | Saccharose . . . . . ... 0,8 1,5 0
2. Maltose. . . . . . . . . . 3,7 4,9 4,8
3. Maltose. . . . . . . . .. 3,9 5,5 5,6
4. Rest-Reduktion . . . . . . 3,7 5,0 5,3
5. | Rest-Reduktion . . . . . .| 3,8 5,7 54

V. Stirke-Bestimmungsmethoden.

Einige Autoren bestimmen die Stérke direkt durch Ausfillen mit
chemischen Mitteln:

GIirARD (41) und auch SEYFERT (95) benutzen die Eigenschaft der
Stiarke, Jod in bestimmtem Verhiltnis zu binden, zu einer titrimetrischen
Bestimmung. Es wird jedoch darauf hingewiesen, dafl verschiedene
Stiarkearten verschiedene Mengen Jod binden.

DENNSTADT u. VOIGTLANDER (25) benutzen die jodbindende Eigen-
schaft der Stirke zu einer colorimetrischen Bestimmung.

Setzt man einer Stirkeemulsion eine bekannte Menge Barytlauge zu,
so entsteht in Gegenwart von Alkohol ein Niederschlag von BaO - Cyy
H,,05,. Die iiberschiissige Barytlauge wird titrimetrisch ermittelt und
daraus die Stirke unter Zugrundelegung obiger Formel berechnet
(AsBorH, 2).

DENNY (26) hat die Eigenschaft der Starkefillung aus einer CaCl,-
Losung mit anschlieBender jodometrischer Titration zu einer quantita-
tiven Bestimmung ausgearbeitet.

Erwahnt wurde schon, daB die Polarisation zur Bestimmung der
Stiarke herangezogen werden kann (8. 589).

Einwandfrei fiir die Bestimmung kleiner Starkemengen sind jedoch
nur diejenigen Methoden, die auf einer vorangehenden Verzuckerung der
Starke beruhen, die erreicht wird 1. durch Saure- und 2. durch Ferment-
hydrolyse. Bevor ich aber auf die Besprechung der Bedingungen fiir die
Hydrolyse eingehe, bedarf es einer kleinen Auseinandersetzung iiber den

Planta Bd. 13. 40
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Baw der Stirke, um sowohl die zwei verschiedenen Prozesse, die wir bei
der Starkeinversion unterscheiden mussen, namlich die Losung der Stdrke
und thre Verzuckerung als auch die Kinetik und den Chemismus der Amy-
lasenwirkung verstehen zu konnen.

Unsere geringen Kenntnisse und verschiedenen Ansichten {iber den
Aufbau der Polyosen befinden sich gerade gegenwiirtig in vollster Revo-
lution, die selbst die Grundlagen der theoretischen Strukturchemie zu
erschiittern droht. Bis vor kurzem betrachtete man die Starke als einen
kolloiden Stoff, der sich aus Anhydriden von verschiedenen Hexosen
strukturchemisch gebunden in langer einfacher Kette aufbaut:

C;H,0,—0—CH,,0,—0—C;H,,0,—0...CH,0;.

Den Abbau dachte man sich so, daBl von dieser langen Kette immer
wieder ein Maltoserest abgesprengt und so die Kette immer mehr ver-
kiirzt wird, wobei als Kettenreste die verschiedenen Dextrine als regel-
rechte Zwischenprodukte auftreten (Literatur: 46, 57, 38, 82, 106). Diese
Auffassung scheint vollig falsch zu sein. Die Polyosen scheinen nicht aus
langen Ketten strukturell verbundener Hexosen. sondern aus anhydri-
dischen durch Molekularvalenzen aggregationsmdfiig ~usammengeballten
Grundkorpern oder Individualgruppen zu bestehen. Es findet also keine
Polymerisation der Monosen durch echte Strukturbindung statt, sondern
die Grundkorper werden durch sogenannte Gitterkrdifte, d. h. Krifte, die
zwischen den einzelnen Molekeln wirken, zusammengehalten. Unter
Wirkung dieser Krifte treten die Grundkorper zu Micellen, Aggregaten
oder Zusammenballungen von unbestimmter Grofle zusammen (Literatur
SAMEK, 91).

Betrachten wir nun den spezifischen Bau der Stéirke. so finden wir,
daB jedes Starkekorn aus einer Innensubstanz, der sogenannten Amylose,
und einer Hiille aus Amylopektin (83%) besteht (MaQuENNE, 70). Beide
Korper sind chemisch verschieden (Jodfarbung, Wasserloslichkeit, Elec-
trolytgehalt) und unterscheiden sich auch im Abbau erheblich.

Was nun die Grundkorper der Starke betrifft, so ist noch wenig Sicheres
dariiber bekannt. Nur soviel scheint sicher zu sein, daf3 die bisher beim
Abbau isolierten Korper nicht mit den Grundkérpern identisch sind,
sondern sekundiare Umwandlungsstoffe darstellen. Das gilt auch von der
als normales Spaltprodukt der Stirke auftretenden Maltose, die erst
sekundar aus Glukosen entstanden ist. Letztere haben sich, wie PRINGS-
HEIM (82) annimmt, aus der Amylobiose abgespalten, die aus einem Di-
hexosan, das wahrscheinlich ein Grundkorper der Stirke ist, entstan-
den ist.

Das Amylopektin liefert ein Trihexosan und wird durch Amylase in
Maltose gespalten, jedoch bleibt ein Rest von 35% unangegriffen zuriick,
der mit dem sogenannten Grenzdextrin identisch ist. Die technisch be-
deutsame sogenannte Nachverzuckerung im Brauereigewerbe beruht
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darauf, daf} die zugegebene Hefe einen Aktivator fiir die Amylase besitzt,
ein Co-Enzym, das die Amylase befahigt, auch noch das Grenzdextrin
zu spalten.

Die 100%ige Spaltung der Stiarke zu Maltose kann durch tierische und
pflanzliche Amylasen (technisch hergestellte Bialase, wahrscheinlich aus
Bazillus subtilis gewonnen) umgangen werden: Die tierischen Amylasen
spalten nur die in der Stérke vorliegenden «-, die pflanzlichen Amylasen
nur die §-Glukosidbindungen. Die aus der Spaltung hervorgehenden Glu-
kosen sind zunichst sehr reaktionsfihige Korper, alloiomorphe Formen,
die bei unvollkommener Glukosidspaltung rasch Maltose bilden, bei voll-
kommener Losung der Glukosidbildung aber zur trigen d-Glukose stabili-
siert werden.

Das Amylopektin ist elektrolythaltig, zum Teil als Ester an Phosphor-
saure gebunden, die ihrerseits teilweise Wasserstoff durch Metalle ersetzt
hat, also Salzbildung aufweist. Diese Elektrolyte bewirken die hohe Vis-
kositat, den Kleistercharakter der Stirke, die durch Abspaltung der
Elektrolyte sofort herabgesetzt wird, d. h. die Stdrke wird 16slich. Dieser
erste Akt der diastatischen Spaltung geschieht durch Amylophosphatase,
die den Phosphorsdurekomplex absprengt. Auch beim Kochen im Auto-
klaven wird die Phosphorsdure abgespalten, und so entsteht die so-
genannte ,,16sliche Starke*.

Als Grundkdérper des Amylopekting kommen Trihexosane in Frage,
die beim Starkeabbau gelockert werden; es treten Grundkérper von ver-
schiedenen Associationsstufen auf, die also keinen einheitlichen Begriff,
sondern Etappen des Stiarkeabbaues, Auflockerungsphasen des urspriing-
lichen Aggregates darstellen. Von solchen Stufen unterscheidet man
Amylodextrin, Erythrodextrin und Achroodextrin, von denen nur das
letztere einheitlicher Natur ist, es ist das sogenannte Grenzdextrin, das
die chemische Struktur eines Trihexosans besitzt und der diastatischen
Verzuckerung erst nach Zusatz eines Co-Fermentes nicht mehr wider-
steht. Dieses Co-Ferment fehlt tibrigens im ungekeimten Samen, entsteht
aber bei der Keimung. Vom Gehalt an diesem Co-Enzym héngt die Ver-
zuckerungsgrenze ab. Die iibrigen Dextrine entstehen vielfach neben-
einander und sind nicht sduberlich voneinander zu trennen.

Zur Siurehydrolyse wird zumeist Salz- oder Schwefelsdure verwandt,
wobei sich erstere bei gleicher prozentualer Konzentration als starker wir-
kend gezeigt hat (110). Die Angaben iiber die Dauer der Hydrolyse sind
auch hier verschieden. Fir die am meisten angewandte HCl-Hydrolyse
sind folgende Werte am gebrauchlichsten: Temperatur 65—100°, Dauer
3-—24 Stunden, Konzentration 1—3% . — Die direkte Ssurehydrolyse ist
beim Pflanzenmaterial natirlich nicht ohne Schwierigkeit méglich, weil
dabei eine betrichtliche Verzuckerung anderer Korper, z. B. der Hemi-
zellulosen, stattfinden kann. SpoEHR (l. ¢.) jedoch hydrolysiert sein Ma-

40%*



610 0. Lehmann: Die quantitative Erfassung

terial sofort mit 1%iger Salzsdure 3 Stunden lang am RiickfluBkiihler auf
dem kochenden Wasserbad. Nach seiner Meinung wird die Zellulose erst
bei héherer Siurekonzentration angegriffen. Seine Versuche mit Dia-
stase schlugen fehl, da die Stirke infolge schleimiger Substanzen (Kak-
teen) iiberhaupt nicht angegriffen wurde. Von den meisten Forschern
wird aber die direkte Saurehydrolyse im Pflanzenmaterial vermieden.

Das Ferment, welches Stirke in Glukose umwandelt, ist das zuerst
entdeckte Enzym, die Diastase. Optimale Temperatur und p,-Werte
zeigen bei den einzelnen Amylasen gewisse Unterschiede. Die von Asper-
gillus oryzae erzeugte und vielfach angewandte Takadiastase hat einen
optimalen py-Wert von 4,8 und zeigt die starkste Wirkung bei einer Tem-
peratur von 380. BisH (11) erhielt bei einem py von 5,5 die besten Re-
sultate. Nach seinen Untersuchungen ist nach 24 Stunden fast simtliche
Starke hydrolysiert. Ein kleiner unhydrolysierter Rest bleibt selbst nach
48 Stunden noch bestehen. Nach Davis u. Darsy (21) ist schon nach
6 Stunden alle Stiarke gespalten: einfache Diastase dagegen zeigt nicht
diese intensive Wirkung. TOLLENAAR baute die neben Glukose entstan-
dene Maltose auch noch bis zur Glukose ab, indem er nach Entfernung
des Pflanzenmaterials 3 Stunden lang mit */; n HCl kochte. TrHoMAS
(107) vermied die zweite Hydrolyse, da er das Verhiltnis von Glukose zu
Maltose als konstant betrachtete. — Gast (. ¢.) verwandte das Ptyalin
des Speichels zur Hydrolyse. Die betrichtliche Eigenreduktion der Fer-
mente, die aus einem Blindwert ermittelt werden kann (vgl. S. 605), ist
dabei nicht quantitativ beriicksichtigt worden.

Nach Ansicht von Sy~N1Ewski (105) beteiligen sich am Spaltungs-
vorgang der Stiarke zwei Fermente, nimlich die ¢- und - Diastase. Erstere
finden wir in ungekeimter Gerste, letztere entsteht wihrend des Mélzens.
Die a-Diastase, die auf Starkekleister nicht einwirkt, besitzt das spezi-
fische hydrolysierende Vermogen fiir geloste Stirke, sie greift also nur
den inneren Kern der Starke an.

In der Theorie stellt man sich den Stdarkeabbau in vier Reaktions-
stufen vor, die hier nur kurz erwithnt werden sollen: 1. Die Elektrolyt-
abspaltung (Uberwindung der Kohiisionskrifte zwischen den einzelnen
Molekeln, Aggregationsverkleinerung, &ulerlich eine Verfliissigung).
2. Die Auflockerung durch Desassociation (Dextrinstufen). 3. Die Auf-
spaltung der Anhydridringe (Amylobiosenbildung). 4. Die Aufspaltung
der Glukosidbindung (Monosenbildung). Uber die Frage, wie viel Fer-
mentgruppen an der Starkehydrolyse beteiligt sind, hegt man zwei ver-
schiedene Ansichten. Entweder sind nur zwei Fermentgruppen, eine
Amylophosphatase und spezifische Glukosidasen, erforderlich oder es
bedarf, wenn nach anderer Auffassung erst die Desassociation (Dex-
trinierung) vorangeht, einer weiteren Fermentgruppe, der sogenannten
desaggregierenden Il ydrahuscn.  Dextrinierung und Verzuckerung zu



kleinster Mengen biologisch wichtiger Zuckerarten. 611

trennen, ist bis jetzt allerdings nur unvollkommen geglickt (SaBa-
LITSCHKA 89).
Die Zuckerbildung und Starkelosung ist bei den einzelnen Diastasen

recht verschieden. Man driickt das Verhiltnis durch folgende Formel

aus: 1071(;]1}5’ wobei PS8 die Verzuckerung und PL die Stirkeverfliissigung

bedeuten. Bei der Takadiastase z. B. ist die Verzuckerungsfahigkeit sehr
klein (12), dagegen haben wir in ungekeimtem Samen eine starke Ver-
zuckerungskapazitit bei geringem Stidrkeabbau (600—2400). Ungekeimte
Samen greifen daher Amylopektin kaum an.

Wenden wir uns zunichst wieder den Untersuchungen reinen Kohle-
hydratmaterials zu und versuchen Stdrke unter den fiir das Pflanzen-
material geltenden Bedingungen zu bestimmen. Fir die Versuche wurde
reinste, bei 1000 getrocknete Weizenstirke verwandt.

Das Verkleistern der Stirke war vollkommen nach einem Erhitzen von
45 Minuten auf dem kochenden Wasserbade. Erst dann wurde nach der
Hydrolyse der héchste Prozentsatz (ndmlich 100%) an verzuckerter
Stiarke als Glukose wiedergefunden. Es zeigte sich hierbei, daf die ein-
fache Malzdiastase nicht die intensive Wirkung der Takadiastase besitzt
(Tabelle 26). Die Hydrolyse wurde im Thermostaten unter Toluolzusatz

Tabelle 26.
i \ Hydro- | Hydro- | Hydrolyse nach | Hydrolyse nach
‘ | lyse ‘ lyse 45 Min. Ver- 1 Std. Ver-
‘ (‘e“ 1cht‘ nach nach kleisterung kleisterung
Nr. Substanz 10 Min. ‘30M1n Malz- [ Taka- | Malz- Taka-
‘ Verkl i Verkl. |Diastase Diastase|Diastase Diastase
1 | mg mg I mg mg l mg mg mg
o | \ *
! Weizenstirke | 01 :0,083 0, 096 0,095 | 0,101 | 0,092 - 0,100
2. | . 0,2 | 0,171 0,191 0,191 0,202 0.186 0,202

bei 370 und bei einem p, von 4,9 (Acetatpuffer) durchgefiihrt. Eine Er-
hohung der Reduktion trat nach 36 oder gar nach 48 Stunden nicht mehr
auf. Wurden diese optimalen Bedingungen der Hydrolyse nicht ein-
gehalten, so traten Anderungen in den Reduktionswerten auf.

Den Einfluf$ der Reinigungsriickstinde zeigt die ndchste Tabelle 27.
Zu dem Stirkekleister wurden etwa je 1 g feste Substanz Kohle, Calcium-
und Bariumcarbonat zu 1000 ccm Fliissigkeit gegeben. Der schidigende
Einflull von Bariumcarbonat 1a8t es ratsam erscheinen, dieses Fallungs-
mittel iiberhaupt nicht zur Reinigung zu verwenden. Nach der Hydro-
lyse und Filtration dieser Fliissigkeit, wobei auf sorgfiltiges Nachwaschen
zu achten ist, bereitete die Vergirung der filtrierten Losung keine
Schwierigkeit; sie war vollkommen.

Die Stiarke befindet sich bei Einhaltung des skizzierten Analysen-
ganges (S. 629) im Riickstand des filtrierten Pflanzenextraktes neben den
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Tabelle 27.
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ungelosten Reinigungsmitteln (Kohle, Car-
bonat), aus welchem sie zu bestimmen ist.

Bei der Ubertragung dieser Stirkebestim-
mungsmethode auf Pflanzenmaterial war zu
untersuchen, ob die Verkleisterung und Hy-
drolyse auch in diesem Falle quantitativ in
gleichem Malle erfolgt. Zu diesem Zwecke
wurde zuerst vollkommen stirkefreies, fri-
sches Clivia-Blattmaterial mit einer be-
stimmten Starkemenge versetzt, zerrieben.
auf die iibliche Weise extrahiert und schlief3-
lich filtriert. Der Riickstand wurde vom
Filter abgespiilt und die Stirkebestimmung
vorgenommen, die einen Verlust von etwa
25% der zugegebenen Starke ergab. Wurde
jedoch das verwendete Filter (Fabrikat
N.631) samt dem Ruckstande zerkleinert,
so entsprach nach Abzug der reduzierenden
Substanzen der restliche Reduktionswert
demjenigen der zugesetzten Stirkemenge.
Die getrennte analoge Bestimmung eines
Filters allein ergab einen Reduktionswert
von etwa 5% des Filtergewichtes, der fiir
jede Filtersorte zu bestimmen und in Abzug
zu bringen ist. Die Reduktion der redu-
zierenden Substanzen, die also auch im Riick-
stande nach 11/,stiindigem Erhitzen noch
auftreten, war nach der Vergirung stets
gleich groB3. Da also ein gewisser Prozent-
satz der Stirke in die Poren des Filters ein-
dringt und nicht mit ausgespilt wird, so
ist die Bestimmung des Riickstandes mitsamt
dem zerkleinerten Filter vorzunehmen (Ta-
belle 28).

Um die Gewillheit der vollkommenen Ver-
kleisterung der in den Zellen eingeschlosse-
nen Starke zu haben, wurde stidrkehaltiges
Pflanzenmaterialpulver wie gewshnlich ex-
trahiert und der Riickstand verschieden
lange Zeit auf dem Wasserbade gekocht.
Nach 1 /,stiindigem Kochen wurde nach der
Hydrolyse keine Reduktionserhohung mehr
festgestellt (Tabelle 29).
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Tabelle 28.
\ ‘ 1 Fermenthydrolyse Vergédrung
. Stirke- |~ — — -
~Nr. | Material Gewicht zusatz ’ des des d. Mater. des des
Materials Filters -+ Filters | Materials | Filters
| g ‘ mg ‘ mg mg mg mg mg
|
1. | Clivia. 2,11 o | so2 ! oma | — 8,32 0
2. ' 2,03 10 | 16,15 2,61 — 0,20 0
3. . . 1,98 10 } — — 18,36 8,24
o Sch.u.Sch. | | \
. A = - - b4 - i - 0
4 \‘ Filter " Nr. 589 0,5 | ‘
Die Werte stellen aus mehreren Analysen errechnete Mittelwerte dar.
Tabelle 29.
Reduktion nach Reduktion nach Reduktion nach
Gewicht 1stiindigem Kochen 11/, stiind. Kochen | 2stiindigem Kochen
N Material
| mg mg mg
l I R 1| 2 1 2
1. | Helianth. ann.§ 0,5 \ 4,3 4,2 4,8 4,9 4,7 48
2. | Nicot.tab. .| 05 | 31 | 31 3,5 3,7 3,6 3,5

Die direkte Verwendung der Sdurehydrolyse, die bei Inversionsver-
suchen an reiner Stirke nach dem ToLLENAARschen Verfahren etwa 95%
verzuckerte, mufite beim Pflanzenmaterial unterbleiben, da die Ver-
zuckerung anderer Substanzen durch Siuren recht betrichtlich ist. Die
gefundene Stérkemenge war nach der Siurehydrolyse stets bedeutend
grofer als nach der Fermenthydrolyse. Wurde z. B. stirkefreies Clivia-
Material mit einer bestimmten Stirkemenge versetzt, so wurde nach der
Fermenthydrolyse der wahre Stirkewert gefunden, nach der Siurehydro-
lyse aber ein bedeutend héherer Wert. Dieser Versuch, sowie der der
Tabelle 28, sind gleichzeitig ein Beweis fiir die vollkommene Hydrolyse
aller Stirke vm Pflanzenmaterial bei Anwendung des vorgeschlagenen Ver-
fahrens (Tabelle 30).

Tabelle 30.
| . Ferment- l Sédure- ‘ Vergérung der
‘ . Ge- | Stiirke- hydrolyse hydrolyse Fermentlosung
Nr.| Material | wicht | zusatz |— _
! | mg mg | mg
| ¢ | me 1] 2 T
1. i Clivia. . ) 1,04 5,0 8,96 ‘ 9,02 ‘ 14,4 1 14,5 ‘ 4,16 1 4,21
2. | 9 ] 2,12 10,0 18,35 } 19,27 \ 29,7 } 30,1 i 7,93 ’ 8,02

Auch nach der Filtration des fermentierten Materials ist eine Siure-
hydrolyse, die die neben Glukose gebildete Maltose ebenfalls quantitativ
bis zur Glukose abbauen soll, wegen der mit Riicksicht auf die anschlie-
Bende Vergérung etwas mithevollen Handhabung nicht zu empfehlen und
ohne Vorteil, da die Takadiastase die Stirke ja weitgehend verzuckert
und nach der Saurehydrolyse nur eine geringe Reduktionserh6hung fest-
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zustellen ist. Ich pflichte auf Grund der bei der Fermenthydrolyse ge-
fundenen gleichmafigen Ergebnisse THOMAS (107) bei, der das Verhiltnis
von Glukose zu Maltose als konstant betrachtet.

Es sei zum Beleg fiir die Richtigkeit des Dargelegten auf die folgenden
Tabellenwerte (31) verwiesen. Danach ist zwar die Reduktion bei An-

Tabelle 31.

| Stirkebestimmung | Vergirung des fer- Gie-
. (?o— i des Riickstandes  mentierten Riickst. | fundence
NT. Material wicht ; Zusatz T e T T e Stiirke
P 1 2 102 mg

|
1. |Helianth.ann. 0,5 — 109 } 10,7 3,1 34 75

Kohle, ! . . [

2. . | 05 | oot J WL L3 a9 38 T
3. | Nicot. tab. .| 0,5 — L6363 2,2 2.4 ‘ 4,0

‘ | © i Kohle, | | !
4. ” | 1,0 | CaCarb | 125 122 @ 49 52 | 14

wesenheit von Kohle und Calciumcarbonat etwas hiher, dieser Uberwert
wird jedoch durch eine erhdhte Restreduktion nach der Vergirung wieder
ausgeglichen. Ferner ergibt sich auch hieraus, daf} der Zusatz von Kohle
und Calciumecarbonat ohne stérenden Kinflufi auf die Vergiarung ist.

VI. Pentosen-Bestimmungsmethoden.

Trotz der durch die Stereoisomerie bedingten Mannigfaltigkeit dieser
Zuckerarten finden wir in der Pflanze nur zwei Pentosen, namlich die
1-Arabinose und die 1-Xylose, die im freien Zustande auch nur in Spuren
nachgewiesen wurden, und zwar zuerst von DE CHALMOT (24), spiter von
Davis u. SAwYER (22) in alkoholischen Extrakten verschiedener Laub-
blatter wie z. B. Tropaeolum u. a. Griliere Bedeutung besitzen die Pen-
tosen fiir den Aufbau des Pflanzenkorpers als Bestandteile einiger hoch-
molekularer Kohlehydrate, der in den Zellwandungen vorkommenden
Pentosane. In den Pektinstoffen finden sich neben der Tetragalakturon-
sdure Araban und d-Galaktose (29, 31). Auf die besondere Bedeutung der
Pentosen in den Kakteen weist SPOEHR (1. ¢.) hin: Er nimmt an, daB die
Arabinose aus der d-Glukose und die Xylose aus der d-Galaktose entstan-
den sind. Dem schleimigen Charakter der Pentosane und ihrer Fahigkeit,
grofle Mengen von Wasser zu imbibieren, mif3t der Autor besondere physio-
logische Bedeutung bei.

Diese Rolle der Pentosen lassen deren gantitative Erfassung wiin-
schenswert erscheinen. Eine differenzierte Bestimmung der verschiede-
nen Pentosen ist nach dem heutigen Stande unserer chemischen Kennt-
nisse leider noch nicht moglich, so da8 alle Bestimmungsmethoden nur
annihernde Werte geben konnen, da man auf keine bestimmte Pentose



kleinster Mengen biologisch wichtiger Zuckerarten. 615

beziehen, den Reduktionswert der Gesamtpentosen jedoch nur auf eine
Pentose berechnen kann.

Die Arabinose und Xylose besitzen ein Rechtsdrehungsvermégen und
konnen daher polarimetrisch bestimmt werden.

Da beide Zucker auf FEHELINGsche Losung reduzierend wirken, haben
Browx, MorRIs u. MiLLER (13) diese Eigenschaft zur Ausarbeitung einer
quantitativen Bestimmung benutzt. Spéater hat Daism (17) diese Me-
thode aufgegriffen, gepriift und verbessert. Sowohl Arabinose als auch
Xylose wirken auf FEHLING in fast gleichem Malle reduzierend, so da@3
man fiir beide Zucker einen Durchschnittswert, der dem Gewicht des
reduzierten CuQ entspricht, ansetzen kann. DAIsH bestimmt das redu-
zierte Kupfer gravimetrisch entsprechend der FEHLINGschen Glukose-
bestimmungsmethode und hat Tabellen ausgearbeitet, in denen der Ara-
binose /Xylosewert zu finden ist. SToNE (103) und ZarTscHECK (117), die
ebenfalls mit FerLINGscher Lésung Pentosebestimmungen ausgefiihrt
haben, erhalten voneinander abweichende Werte, was vermutlich an der
verschiedenartigen Versuchsanordnung liegt.

Die Bestimmung der Pentosen mit Phenylhydrazin ist von verschie-
denen Forschern bearbeitet worden. NEUBERG (78) fillt Arabinose mit
Diphenylhydrazin als Arabinose-Diphenylhydrazon, bestimmt die geféllte
Substanz gravimetrisch und rechnet sie auf Arabinose um. RUFFu.
OLLENDORFF (87) verwenden Benzylphenylhydrazin zur guantitativen
Trennung von Arabinose und Xylose. Arabinose-Benzylphenylhydrazon
fallt aus alkoholischer Lésung aus, Xylose-Benzylphenylhydrazon da-
gegen aus wiisseriger Losung. Beide Zucker konnen auf diese Weise ge-
trennt und gewogen werden.

Diese besprochenen Methoden stellen keine fiir die Pentosen spezi-
fische Reaktion dar und eignen sich deshalb kaum zur Bestimmung der
Pentosen in Gemischen mit anderen Zuckern.

Die geeignetste Methode zur Bestimmung der Pentosen ist die be-
kannte Furfuroldestillationsmethode. Die Pentosen geben mit Sduren
destilliert Furfurol, das auf verschiedene Weise bestimmt werden kann
und auf Pentosen umgerechnet wird. Es liefert dabei ein Molekel Pentose
ein Molekel Furfurol:

(,H,,0; = C,H,0(CHO) + 3H,0.

Einige Modifikationen sollen hier besprochen werden:

ToLLEXS und seine Mitarbeiter (1. ¢.) verwenden die Salzsduredestil-
lationsmethode. Das durch die Einwirkung von HCl auf Arabinose ent-
stehende Furfurol wird destilliert, mit Phloroglucin als griinschwarzes
Furfurol- Phloroglucid gefillt und gewogen. FroMmuERZ (110) verwendet
an Stelle von Phloroglucin Barbitursiure, die mit Furfurol einen kristal-
linischen, gut wigbaren Niederschlag bildet.

Von JorLes (55) wird das titrimetrische Verfahren eingeschlagen, und
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zwar derart, dal Furfurol an Natriumbisulfit gebunden und das ber-
schiissige Bisulfit mit Jodlésung zuriicktitriert wird. Um ein gleich-
méBiges Destillat zu erhalten, fithrt der Autor eine besondere, von der
iiblichen Art abweichende Apparatur ein.

Diese bemerkenswerten Arbeiten sind zur Mikrobestimmung leider
nicht verwendbar, da bei diesen Methoden in Zuckergemischen auch
andere Kohlehydrate betrachtliche Mengen von Furfurol bilden.

PERVIER u. GORTNER (81) beschiftigten sich mit der Siurekonzentra-
tion bei der Furfuroldestillation. Sie verwenden statt der iiblichen
12%igen Salzsdure sogar 18—20%ige und destillieren im Dampfstrom.
Das Furfurol oxydieren die Autoren mit 20%iger Bromkalil6sung und
titrieren darauf mit Kaliumbromat. Der Umschlagspunkt wird clektro-
metrisch festgestellt. Nach HorrmanN (48) soll die Methode unbequem
und der Reaktionsverlauf ein sehr langsamer sein.

Eine colorimetrische Methode haben FLEURY u. Poiror (33) verdffent-
licht: Salzsaure Orzinlosung entwickelt unter Zusatz von Ferrichlorid in
essigsaurer Furfurollosung nach dem Erhitzen im Wasserbad in bestimm-
ter Zeit (1], Stunde) eine blaue Farbe, die im Colorimeter verglichen wird.
Es koénnen hiermit Mengen von 0,04 mg% HFurfurol gemessen werden.

Auch McCance (72) hat eine schnelle und einfache colorimetrische
Pentosenbestimmungsmethode ausgearbeitet. Der Autor findet, daf
Benzidin mit Furfurol die intensivste Farbe gibt und am leichtesten ver-
gleichbar ist, wenn die Differenz zwischen Standard- und unbekannter
Losung 25% nicht iiberschreitet. Eine Destillation des Furfurols findet
nicht statt, sondern die zu bestimmenden Losungen werden mit Salzsaure
im kochenden Wasserbad 2 Stunden lang erhitzt. Nach dem Erkalten
wird das gebildete Furfurol mit Benzin ausgeschiittelt, nach einiger Zeit
wird die Benzinschicht getrennt und nach der Zugabe des Benzidin-
reagenses wird nach 1/, Stunde im Colorimeter verglichen.

Sowohl die Methode von FLEURY u. Porrot als auch diese Methode
sind natiirlich nur bedingt anwendbar. Geloste Farbstoffe und andere
Substanzen wirken stérend und koénnen groBe Fehler verursachen.

YouNgBOURG u. PucHER (116) haben wiederum eine colorimetrische
Bestimmungsmethode ausgearbeitet. Schon in Spuren bildet Furfurol
mit Anilinacetat in essigsaurer Losung eine charakteristische rote Farbe.
Man kann auf diese Weise noch Mengen von 0,04 mg% Furfurol nach-
weisen. HOFFMANY (1. c.) benutzt diese Methode mit einigen technischen
Anderungen zur Pentosenbestimmung in Nucleinsiduren. In einer zwei-
ten Arbeit (115) beschéaftigt sich YouNeBoURG mit der Furfuroldestilla-
tion und kommt zu dem Ergebnis, dai Phosphorsédure der Salzsidure ent-
schieden vorzuziehen ist. Die Nachteile der Destillation mit Salzsdure
liegen ja bekanntlich in der zerstorenden Wirkung dieser Sdure und vor
allem in ihrem Auftreten im Destillat. Bei der Phosphorsiure ist dies
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nicht der Fall, auBerdem soll sie schneller als Salzsiure wirken und sogar
100% Furfurol bzw. Pentosen liefern.

Diese letzte einfache und exakte Mikromethode, die stérende Sub-
stanzen und Farbstoffe ausschliet, habe ich mit Abénderungen und in
Verbindung mit der HaAGEDORN-JENSENschen Methode, auf deren Re-
duktionsgemisch die Pentosen ebenfalls reduzierend wirken, zur Pen-
tosenbestimmung verwandt. In der Gesamtreduktion sind dann also die
Hexosen, die Pentosen und die eventuell noch nicht entfernten redu-
zierenden Nichtzucker enthalten. Die Furfurolbestimmung ermoglicht

Abb. 3. Kurven zur Ermitteluﬁg des Arabinose- und Xylose-Wertes mit der Methode
HAGEDORN-JENSEN.

die Abtrennung der Pentosen von dieser Summe der Totalreduktion,
wihrend durch die Vergirung die Pentosen und reduzierenden Nicht-
zucker isoliert werden, woraus sich alle drei Summanden errechnen lassen.
Die reaktionsfihige Gruppe bei der Reduktionsmethode ist sowohl bei den
Hexosen als auch bei den Pentosen eine CHO-Gruppe. Die Reduktions-
wirkung der einzelnen Zucker ist der Anzahl ihrer freien Aldehydgruppen
direkt proportional, weshalb aus der Reduktion auf die Konzentration
durch einfache Rechnung geschlossen werden kann.

Wir wenden uns zuerst wieder der Untersuchung der Reduktions-
wirkung reinster, aus Alkohol umkristallisierter und bei 100° bis zur Ge-
wichtskonstanz getrockneter Arabinose und Xylose zu. Wisserige Lo-
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sungen dieser Zucker wurden nach HAGEDORN-JENSEN analysiert, doch
stimmten die erhaltenen Reduktionswerte nicht vollkommen mit denen
der Glukose iiberein, sondern ergaben ganz bestimmte, gesetzméaflige Ab-
weichungen, die nach Herstellung von Serien- und Kontrollanalysen in
der Abb. 3 graphisch dargestellt sind. Aus den durch die Analyse er-
mittelten und auf der Ordinatenachse abgetragenen Titrationswerten
kann auf der Abszisse der wahre Pentosenwert abgelesen werden. Fol-
gendes Beispiel mag die Berechnung der Analyse eines Pentosen /Hexosen-
gemisches veranschaulichen:

Gesamtverbrauch Na,S,0, = 0.5 ccm (Hexosen + Pentosen).

Verbrauch nach der Vergarung = 1,5 ccem (Pentosen).

1,5 com NawS,0, [ nach Kurve 4 = 0,1 mg Arabinose,

» . B = 0,091 mg Xylose.
1,5cem minus 0,5 cem =1 cem = 0,177 mg G]ukos¢ (n. Tabelle HAG.-JEXSEY).

Die Trennung der Pentosen von den itbrigen Kohlehydraten geschieht
durch Vergiren aller Mono- und Disaccharide. Das Verfahren ist mit
gutem Erfolg bei der quantitativen Bestimmung der reduzierenden Nicht-
zucker angewandt worden und wird auf S. 637 beschrieben. Es war nur
noch die Wirkung des zur Anwendung kommenden Giirverfahrens auf
Arabinose und Xylose einerseits, sowie auf Gemische dieser Zucker mit
Glukose andererseits zu untersuchen. Die Resultate der Tabelle 32 zeigen,

Tabelle 32.

‘ * Titration nach ' Titration nach ! Titration nach
I Ge der Vergirung [ Ce- (lu \(r"arnnﬂ Ge- ' ger Vergirung
Nr. . -Substanz wicht i wicht | - — wicht
| ng ' mg mg
[ mg ‘ 1 ; 2 mg 1 2 mg | 1 j2

1 ‘
1. | Arabinose | 0,10 | 0,10 ]0098 0,15 0,151 0,149 | 0,20 0,197 0,199
2. | Xylose . [ 0.10 | 0,098 ‘ 0,099 | 0,15 @ 0,150 ' 0,150 | 0,20 | 0,201 0,200

\

3. | Arabinose | 0,05 | 0,10 | 0,10 | X
Glukose . | 0,10 | ‘ 0, 050 0,051 0.05 } 0,098 . } 0,099 0.10 0,103 0,100
+. | Xylose .| 0,05 \ 010 " 0,10 o a0
9| 710,008
Glukose . | 0,10 0,049 | 0,049 0,05 0,102 | 0,100 0,10 0,09 | 0,0

daBl sowohl die Pentosen nicht vergoren werden als auch die Vergiarung
der Hexosen ohne storenden Einflul} fir die Reduktionsbestimmung ist.
Bemerkt sei noch, dafl beim Abfiltrieren der Hefe nach der Garung kraf-
tig mit heiBem Wasser nachzuwaschen ist, um Verluste zu vermeiden.

Vorstehende Pentosenbestimmung ist aber' nur moglich, wenn keine
reduzierenden Substanzen vorhanden sind. Die Trennung von diesen
muB, wie schon gesagt, geschehen durch eine fiir die Pentosen spezifische
Reaktion. Die Pentosenbestimmung nach YovwNeBoura (1. ¢.) wurde
als hierfiir geeignet erkannt, doch stellten sich im Verlaufe der Unter-
suchungen verschiedene technische Méngel ein, so dall an der Methodik
einige Anderungen vorgenommen wurden.
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Die Apparatur (Abb. 4): Es ist ratsam, das Erhitzen des Pentose-
siduregemisches nicht auf offener Flamme, sondern in einem glisernen
Olbad, das die Durchsicht zwecks Beobachtung der Destillation gestattet,
vorzunehmen. Nur auf diese Weise wird eine gleichméaBige und genaue
Temperaturregelung gewéhrleistet. Das Koélbchen mit der - Unter-
suchungsfliissigkeit ist bei # mit dem Olbad durch Normalschliff ver-
bunden. Je eine seitliche Offnung am Olbad dient zum Einfiihren eines
Thermometers (F) und zum Anbringen eines Schlauches (@), der das ver-
dampfende Ol in den Abzug leitet. Um das ,,StoBen‘‘ und ,,Spritzen‘‘ des
Oles wegen der damit verbundenen Gefahr zu vermeiden, ist auf die ab-
solut wasserfreie Beschaffenheit des Bades und Oles und auf das Einlegen
von Siedesteinchen dringend zu achten. — Die Verbindung der einzelnen

Abb. 4, Apparatur zur Pentosenbestimmung.

Kolben durch Gummi, wie es YOUNGBOURG angibt, wirkt auBlerordent-
lich stoérend auf die Farbténung und -intensitét. Die Kolben wurden des-
halb durch eingeschliffene und eingefettete Glasstiicke miteinander ver-
koppelt. Ausder in Abb. 4 dargestellten Zeichnung ist die Anordnung der
abgeiinderten Apparatur ersichtlich. Das Material besteht aus Jenaer
Glas, besitzt Normalschliff und sollte hinsichtlich der wichtigsten Teile
(z. B. J, B) in doppelter Ausfiihrung vorhanden sein.

Die Reagentien: Furfurol (MERCK) und Anilin wurden bei verminder-
tem Druck absolut farblos destilliert. Das Anilin bleibt einige Tage un-
gefirbt und muB dann wieder destilliert werden. Eine 1%ige Furfurol-
16sung in absolutem Alkohol war unbegrenzt lange haltbar; der Alkohol
hatte auf die Bestimmung keinen Einflu. Eine gleiche wisserige Losung
dagegen konnte nur 2—3 Tage aufbewahrt werden.

Vorgang: Das Olbad (C) ist zuerst auf etwa 1259 zu erwiirmen, dann
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mit dem kochenden und mit Siedesteinchen versehenen Dampfkolben (4)
bei B zu verbinden und auf 175% zu erhitzen. Anfangs ist nur wenig
Wagserdampf in das Destillationskélbechen (B) zu lassen, um die Unter-
suchungsfliissigkeit nicht zu sehr zu verdiinnen. Die Dampfzufuhr nach
B wird durch das Ventil am Kochkolben (D) geregelt und hat nur den
Zweck, ein Zuriickschlagen der Fliissigkeit nach 4 zu vermeiden. An-
dererseits muB schon bei 123 verbunden werden, um ein Entweichen ge-
ringer Furfurolmengen zu verhindern. Ist das Olbad auf 1750 erwiirmt,
so ist bei dieser konstanten Temperatur der Dampfstrom kraftig, aber
nicht zu lebhaft durchzulassen. Eine zu lebhafte Destillation wiirde die
Vorlage und die Fliissigkeit des Destillationskdlbchens zu sehr verdiinnen.
Der Dampfstrom geht am Boden des Destillationskslbchens in die zu
untersuchende Fliissigkeit, die mit 3 cem 85%iger Phosphorsiure ver-
setzt ist, und reillt das aus Pentose und Siure entstandene Furfurol durch
die Kithlung (K) in die verdunkelte Vorlage (L), wobei das Ansatzstiick
(M) des Kiihlers in das den Boden der Vorlage bedeckende Wasser ein-
taucht. Das Destillat wird behandelt wie eine bekannte Furfurolstan-
dardlésung, d. h. zu beiden Losungen wird gleichzeitig je 3 ccm Eisessig
und danach je 1 ¢cem Anilin gegeben, bis zur Marke aufgefiillt, geschiittelt
und 15 Minuten im Dunkeln stehen gelassen. Dann wird sofort im Colori-
meter verglichen, was nicht linger als 10 Minuten beanspruchen darf, da
nach dieser Zeit der Farbton sich dndert. Ich verwandte cinen sogenann-
ten LAUrRENDschen Colorimeter.

Zur Erzielung genauer Werte sind die Ablesungen, von denen min-
destens sechs in verschiedenen Richtungen vorzunehmen sind (woraus
der Mittelwert zu berechnen ist), bei Tageslicht und durch Beschattung
der Augen vorzunehmen. -— Die Farbintensitiat der Standardlésung soll
ungefahr mit der zu erwartenden Farbtonung iibereinstimmen; es mufl
also eventuell verdiinnt oder vorher eine ungefihre orientierende Be-
stimmung ausgefiihrt werden. — Je geringer die zu destillierende Fliissig-
keitsmenge ist, oder je konzentrierter die zu bestimmende Pentosenlésung
ist, desto eher wird alles Furfurol iiberdestilliert. Am besten vergleichbar
sind Mengen von 0,5—1 mg in einer Flissigkeitsmenge von etwa 10 cem;;
héhere oder niedrigere Werte werden wegen der Farbinderung oder in-
folge der schwachen Farbintensitit fehlerhaft. Diese Konzentration muf3
gegebenenfalls wieder durch Verdiinnen oder durch Eindampfen erreicht
werden. — Um feststellen zu kénnen, ob das gesamte Furfurol iiberdestil-
liert ist, was iibrigens bei 0,5-—1 mg Pentosen mit etwa 40 ccm Destillat
erreicht ist, wird die Vorlage gegen Ende der Destillation gewechselt und
das nichste Destillat auf die Farbreaktion hin gepriift. — Die Berech-
nung der Pentosen aus Furfurol erfolgt nach der von YouNBOURG an-
gegebenen Weise (siche auch TorLENs in ABDERHALDEN, Handbuch der
biochemischen Arbeitsmethoden 110).
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Sind groflere Mengen anderer Zucker, die nach v. LirpMANN (L. c.)
ebenfalls geringe Furfurolmengen abspalten sollen, anwesend, so ist es
ratsam, vor der Furfuroldestillation alle {ibrigen anwesenden reduzieren-
den und hydrolysierten Zucker zu vergaren und dann erst die Reduktions-
und Furfurolbestimmung auszufithren. Dies Verfahren wird im Ana-
lysengang eo ipso eingehalten. — Bei Anwendung der Methode nach der
Vergirung von (lemischen reiner Kohlehydrate und auch Takadiastase
wurde im Hochstfalle eine Differenz von 6% ermittelt.

Fiir die Ubertragung dieser Pentosentrennung und -bestimmung auf
Pflanzenmaterial wurde folgende Versuchsanordnung getroffen: Frisches
Pflanzenmaterial, das nach Priifung mit der Furfuroldestillationsmethode
keine Pentosen enthielt, wurde mit einer bestimmten Menge Arabinose
versetzt, zerrieben, extrahiert, gereinigt und bestimmt. Tabelle 33 gibt

Tabelle 33.
. Titration nach| Titration
Arabi—‘ 2?{0?@ ! 24stiind. Fer- | nach der bF;{rfuroP
. Ge- | hose- tiration | menthydrol. | Vergdrung estmmung
NT. Material | wicht [ . — | — - *W%*—'

] mg mg mg i mg
; !g mg | 1 | 2 11 2 1] o2 b1 e

i | |
Acer negundo! 2,04 | 2,0 | 14,3 ‘ 14,2 | 16,0 i 16,3 | 7,3 | 7.4 |1,98 ‘ 1,96
I

L.
2. . | L9720 | 118|120 | 134 122 65 | 65 2,02 } 1,99
3. . 1,06 10| 61] 64| 69 69 28 | 29 097|097
4. Nicot. tabac. .| 210 | 20 | 107|106 12,6 124 | 71 | T6 194 1,96
5. ” P 1,02 1,0 52| 55| 7,2] 74|36 ’ 3,8 11,00 0,99

Ergebnisse der Tabelle 33.

3. Analyse ‘ 4. Analyse 5. Analyse

Nr. Kohlehydrate 1. Analyse " 2. Analyse |

' ]

‘ [
1. | Monosaccharide . . . . . 7,0 } 6,5 3,5 ‘ 3,3 1,7
2. | Hydrolys. Kohlehydrate . 1,8 5 1,3 0,6 3,9 1,9
3. | Pentosen . . . . . . .. 1,97 2,0 0,97 1,95 1,0
4. | Reduzierende Substanzen. 5,3 4,5 1,8 5,3 ! 2,7

die Resultate wieder, die beweisen, daf3 die Anwesenheit von Hexosen
ebensowenig wie diejenige anderer reduzierender Substanzen, die Pen-
tosenbestimmung in ihrer Genauigkeit beeintrachtigt. Haufig wurde
allerdings beobachtet, dal das Furfuroldestillat des Pflanzenextraktes
eine fiir die colorimetrische Bestimmung duBerst stérende Verfarbung er-
litten hatte, die aber durch Zusatz von etwas Tierkohle zur Destillations-
fliissigkeit bei dem untersuchten Material vollig beseitigt werden konnte,
so daB die Colorimetrie auch in diesem Falle zur Anwendung gelangen
konnte.

Fir die Berechnung der kombinierten Reduktions- und Furfurol-
methode sei im folgenden ein Beispiel gegeben: Angenommen wir finden
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an Gesamtreduktion nach der Hydrolyse 0,243 mg Glukose (nach Tabelle
HAGEDORN-JENSEN). Die Vergarung lat an Reduktionswerten 0,093 mg
Glukose (= Pentosen + reduzierende Substanzen) tibrig. Durch Sub-
traktion dieser beiden Werte erhalten wir die Hexosen == 0,150 mg. Die
Furfurolbestimmung liefert an Pentosen 9,950 mg, die nach der Kurve A
(Abb. 3) einem Titrationswert von 1,75 ccm NaoS,0; entsprechen. Dieser
Wert liefert nach der HacEDORN-JENSENschen Tabelle 0,043 mg Glukose
(= Pentosen). Durch Subtraktion von dem nach der Vergirung gefun-
denen Wert wird dann die Menge reduzierender Substanzen ermittelt
= 0,050 mg (in Glukose nach Tabelle HAGEDORN-JENSEN ausgedriickt).

VII. Die Trennung der Kohlehydrate.

Die Trennung der Sidrke von den iibrigen Zuckern bereitet insofern
keine Schwierigkeit, als dieses Kohlehydrat allein im extrahierten
Pflanzenriickstand verbleibt. Das Material wird mit Wasser aufgenom-
men und die Stirke darin gequollen. Gast (1. c.) zieht vor der eigentlichen
Behandlung das Material zur Entfernung wasserloslicher Substanzen 1 bis
2 Tage lang unter Thymolzusatz mit kaltem destillierten Wasser aus.
BisH (L. ¢.) kocht das mit Wasser aufgeschwemmte Material 30 Sekunden
lang. Im allgemeinen wird etwas linger gekocht, und zwar 1/, bis
3/, Stunde (THOMAS, 107 und Davis-Daish, 21). Smmyow (L. ¢.) dagegen
verkleistert die Starke durch 3/,stiindiges Erhitzen bei 700. Er vermeidet
eine hohere Temperatur, um das Lisen von Hydropektin zu verhindern
(vgl. S. 612).

Im Extrakt befinden sich die Mono-, die Disaccharide und die Pen-
tosen. Die Anfangsreduktion erfafit also die Glukose, die Fructose, einen
Teil der Maltose (Eigenreduktion), die Pentosen und die reduzierenden
Nichtzucker (I). Einige Schwierigkeit bereitet die Trennung der Saccha-
rose und Maltose: Die nach der Bestimmung der Anfangsreduktion fol-
gende Hydrolyse soll die Saccharose quantitativ umwandeln, darf dabei
aber nicht die Maltose angreifen. Davis u. Daisu (18, 20) verwerfen die
HCI-Hydrolyse bei 700, da hierbei auch Maltose hydrolysiert und Pen-
tose zerstort werden soll (vgl. die eigenen Untersuchungen). Sie empfeh-
len entweder 10%ige Zitronensiure oder maltasefreie Invertase. Im
Gegensatz hierzu steht die Methode von TOLLENAAR, der mit KLUYVER
(59) festgestellt hat, daBl die Zitronensiuremethode zu unrichtigen Er-
gebnissen fithrt, wihrend die HERzFELDsche HCl-Methode durchaus gute
Resultate liefert. TorLLENAAR, dessen Methode mehrfach iibernommen
wurde, z. B. von Smir~ow (98), hydrolysiert die Saccharose mit 2%iger
Salzsédure 5 Minuten lang bei 70°. ScEHRODER u. HORN (1. ¢.) invertieren
dagegen wieder mit 4%iger Zitronensiiure 20 Minuten lang auf dem
kochenden Wasserbade. GasT bevorzugt die Saccharosebestimmung
durch maltasefreie Hefeinvertase von Succharomyces Marxianus und ver-
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wendet nur zur Kontrolle gelegentlich die Hydrolyse mit 5% iger Zitronen-
saure.

Die Maltose erfordert eine intensivere Hydrolyse als die Saccharose,
jedoch ist dabei auf die durch Sduren leicht zerstérbare Fructose Riick-
sicht zu nehmen. BrRowx u. MoRrzis (13) kochen mit n/1 HCI 3 Stunden
lang; andere Autoren haben die Kochdauer verkiirzt, z. B. SCHRODER u.
Horn auf 1/, Stunde. TorLrENaAR hat gefunden, daB hierbei grofe
Mengen Fructose zerstért werden und hydrolysiert daher 24 Stunden
lang mit 2,5%iger Salzsiure bei 700 und findet auf diese Weise etwa 95%
Maltose wieder (vgl. dazu S. 606). SPOEHR invertiert nur mit 0,2%iger
HC1 3 Stunden lang bei 80°. Einen anderen Weg schligt Gast ein: Er
isoliert die Maltose durch Vergiren der anderen Zuckerarten mit den mal-
tasefreien Hefen Torula pulcherrima und Saccharomyces Marxianus, die
Maltose nicht angreifen. Die Vergirung dauert allerdings 17-—19 Tage.

Die Zunahme der Reduktion nach der ersten Hydrolyse (4) ergibt
also die Saccharose (11), die Zunahme nach der zweiten Hydrolyse (B) die
restliche Maltose (b), durch die infolge der konstanten Maltoseeigenreduk-
tion (Maltose a) auf die Gesamtmaltose (I1I) geschlossen werden kann.
Durch die Saurezerstorung wird die Fructose (IV) gefunden. Nach der
Vergirung bleiben Pentosen und reduzierende Nichtzucker (V) zuriick,
deren Trennung durch die Furfurolbestimmung vorgenommen wird (VI).
Die Differenz zwischen der Anfangsreduktion (I) und der nach der Ver-
garung (V) zeigt die Reduktionswerte von Glukose, Fructose, Saccharose
und Maltose (@ und b) an, woraus Glukose errechnet werden kann, da die
drei anderen Zucker ja bekannt sind. Folgendes Schema gibt die einzel-
nen Phasen der Trennung wieder, auf welches sich die Zahlen und Buch-
staben im obigen Text beziehen: ‘

I. Anfangsreduktion = Glukose, Fructose, Maltose ¢, Pentosen, redu-

zierende Nichtzucker.
II. Hydrolyse A = Glukose, Fructose, Maltose @, Pentosen, reduzie-
rende Nichtzucker, Saccharose.
Also: IT—I = Saccharose.
II1. Hydrolyse B = Glukose, Fructose, Maltose, Pentosen, reduzierende
Nichtzucker, Saccharose, Maltose b.
Also: III—II — Maltose b, daraus Maltose @ und Gesamtmaltose.
IV. Saurezerstorung = Glukose, 1/, Saccharose, Gesamtmaltose, Pen-
tosen, reduzierende Nichtzucker.
Daraus = Fructose.
V. Vergiarung — Pentosen, reduzierende Nichtzucker.
Also: I—V = Glukose, Fructose, Maltose a.
Daraus = Glukose.
VI. Furfurolbestimmung von V = Pentosen.
Restreduktion = reduzierende Nichtzucker.
Planta Bd. 13. 41
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Berechnung der Kohlehydrate aus Tabelle 34.

1. Nr. 5—4 = Saccharose = 0,102 g Glukose.

2. Nr. 6—4 = 25% Maltose = 0,026-4 = 0,104 g Glukose (100% Maltose).

3. Nr. 7—6 = Saccharose = 0,101 g Glukose.

4. Nr. 7—5 = 25% Maltose = 0,025-4 = 0,100 gr. Glukose (100% Maltose).
5. Nr. 7—8 = Fructose +50% Saccharose = 0,146—0,051 = 0,095 g Fruc-

tose.

6. Nr. 10 = 0,102 g Pentosen.

7. Nr. 9—10 = 0,012 g reduzierende Substanz.

8. Nr.4—9 = Maltose, Fructose, Glukose = 0,285—0,095 Fructose minus 0,104
Maltose (Glukose) = 0,086 g Glukose.

9. Nr. 13+ (9—10) = gesamte reduzierende Substanz = 0,021.

Analysenergebnisse der Tabelle 34.

Nr. Kohlehydrate Gewicht rG]ukosewert Gefunden 9,
g ! g g
L |Glukose . . . . . .. .. .. 01 = 01 0,086 —14
2. (Fructose. . . . . . . . . .. 01 | 01 0,095 -5
3. |Saccharose. . . . . . . . .. 01 | 0,105 0,102 -3
4. | Maltose . . . . . . . .. .. 0,1 . 0,105 0,104 + -1
5. | Stirke. . ... 01 . 0100 | 009 | — 4
6. ' Arabinose . . . . . . . . ) 01 - 0,102 i + 2
7. lSand (reduzierende Substanz) | ca. 2,0 — 0,021 —

VIIIL Die Isolierung der Zucker aus dem Pflanzenmaterial.

Die chemische Bestimmung der Kohlehydrate macht keine Schwierig-
keiten, sofern sie in reiner Form vorliegen. Eine vollkommene Reinigung
der aus Pflanzenmaterial gewonnenen Zucker ist ohne erhebliche Verluste
jedoch nicht durchzufithren. Man muf} also mit gewissen Verunreini-
gungen rechnen, und das Ansprechen dieser Verunreinigungen auf die ver-
schiedenen Reaktionslosungen entscheidet vielfach tiber deren Brauch-
barkeit.

Die leichte Verarbeitung der Kohlehydrate im Atmungsstoffwechsel
dréngt auf eine rasche Analyse des abgenommenen Materials, das in ge-
wissen Féllen durch Zerschneiden (SPoEHR), durch Mahlen oder durch
Reiben unter Sandzusatz zerkleinert wird. Die sofortige Verarbeitung
ist jedoch bei grofleren Serienuntersuchungen nicht immer moglich. Es
ist daher die

Notwendigkeit der Konservierung des Materials.
nicht zu umgehen.

Dazu ist vor der Konservierung das 4btsien der Enzyme erforderlich,
was durch erhdhte Temperatur oder durch Giftstoffe erreicht werden kann.

SPoEHR bringt die zerschnittene Substanz in einen HeiBBluftapparat
und trocknet 1/, Stunde lang bei 989. Durch diese Temperatur glaubt

41*
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er die Wirksamkeit der Enzyme sofort vernichtet zu haben. Gasrt bringt
die Blatter 7—10 Minuten in einen kochenden Dampftopf.

Davis u. Darsm (21) {ibergiefien das Material mit kochendem 96%igen
Alkohol, dem gegen etwaige Saccharoseinversion etwas NH; zugesetzt
ist. Ahnlich behandeln Tuomas u. DurcHir (l. ¢.) ihr Material: in
75%igem Alkohol, der zwecks Entfernung der Siuren und Aldehyde tiber
KOH destilliert und mit Calciumcarbonat versetzt ist, wird das Material
einige Zeit gelegt, dann mit demselben Alkohol gewaschen und getrocknet.
Von anderen Autoren werden Ather und Chloroform empfohlen.

Parkin (80), der keine Verinderungen im Kohlehydratgehalt fest-
gestellt hat, halt eine Behandlung vor dem Trocknen nicht fiir notwendig.
Dieses abweichende Ergebnis ist aus der Verschiedenheit des Materials
zu erkliren, denn Pflanzen, die keine fermentierbaren Zucker enthalten,
koénnen keine Differenzen in der Analyse aufweisen.

Die Konservierung des so vorbehandelten Materials geschieht ent-
weder durch Trocknen des Pflanzenmaterials oder durch Aufbewahrung
unter Alkohol.

Das Trocknen geschieht bei THOMAS u. DUTCHER bei einer Tempera-
tur von 700 ; ToLLENAAR wendet 1000 an, und SPOEHR trocknet 24 Stunden
lang bei 98°. Die von den meisten Forschern angewandte Temperatur
liegt bei 709. Sie scheint auch die geeignetste zu sein, denn niedere Tem-
peraturen, die kaum angewandt werden, fallen mit dem Optimum der
Enzymwirkung zusammen, wahrend bei Anwendung hoherer Tempera-
turen die Gefahr besteht, daf einige Pflanzenbestandteile zersetzt werden
und damit von EinfluB auf die Kohlehydrate und deren Bestimmung
sind. Eine eventuelle Vertreibung flichtiger reduzierender Substanzen
(Phenole) bei erhohter Temperatur wire dagegen fiir die Analyse von
Vorteil. Der Disaccharidspaltung beugt man, besonders in stark sauren
Pflanzen, dadurch vor, dall man vor Beginn der Trocknung eine Abstu-
fung durch Zusatz von Calciumcarbonat zum Schutze der praformierten
Disaccharide vornimmt.

Hauptsichlich in neuerer Zeit haben aber mehrerc Forscher das
Trocknen unterlassen. SmirNow (1. ¢.) z. B. hilt die Verarbeitung von
Frischsubstanz fiir ratsamer, da ,,im Material beim Trocknen eine Reihe
von Veranderungen als Folge des Fermentgehaltes moglich ist. Dieser
Forscher iibergiel3t das Material mit siedendem Alkohol und bewahrt es
so bis zur Analyse auf. Auch BELvAL (4) und ScEUMACHER (1. ¢.) sehen
vom Trocknen des Materials ab. — Zwei Nachteile dieser Konservierungs-
art miissen jedoch hervorgehoben werden: Kine Bezugnahme der Ana-
lysendaten auf das Trockengewicht diirfte im allgemeinen infolge der
Schwankungen im Feuchtigkeitsgehalt der Pflanze exakter als auf das
Frischgewicht sein. AuBerdem ermdglicht die getrocknete Substanz ein
Aufbewahren fiir lingere Zeit, wihrend frisches Material sofort verarbei-
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tet werden sollte. Eine Aufbewahrung des Materials in Alkohol ist nur
dann zu empfehlen, wenn die Extraktion spater mit Alkohol vorgenom-
men werden soll, da seine restlose Entfernung aus dem Material umstind-
lich und schwierig ist.

Es galt zuerst festzustellen, welches Verfahren vor der eigentlichen
Konservierung das Abtdten der Enzyme am sichersten gewahrleistete, da
bei AuBerachtlassung dieses Momentes unbestreitbar eine Vermehrung
des Kohlehydratgehaltes nachgewiesen werden konnte. So zeigte z. B.
Pflanzenmaterial (gleichartige Stiicke eines Clivia-Blattes), das sofort
frisch mit kaltem Wasser extrahiert nach 5minutiger Hydrolyse mit
2,5%iger Salzsidure ausnahmslos eine prozentuale Zunahme der Anfangs-
reduktion aufwies (etwa 110%), also reich an Saccharose war, eine geringe
Zunahme, wenn die Wirkung der Fermente unbeachtet gelassen, d. h.
wenn allméhlich getrocknet wurde. Dabei wurde entweder etwa 20% der
vorhandenen Saccharose hydrolysiert oder eine entsprechende Menge
Zucker abgebaut (Tabelle 35). Bemerkt sei, da die in dieser und den
folgenden Tabellen wiedergegebenen Werte die Reduktion in Glukose um-
gerechnet ausdriicken.

Tabelle 35.
Frisches Material ' Getrocknetes Material
S B T e s
Reduktion Hydrolyse Erhshung Reduktion | Hydrolyse ErhShung
mg mg mg mg J mg mg
1. | 14 29 | 107 3.4 6,5 91
2. 0,8 1,7 112 2,6 4,9 88
3. 2,6 5,6 111 2,9 5,6 93
4, 1,2 2,5 109 1.4 | 2,7 23

Es zeigt sich also, dal die, wie schon erwdhnt (S. 625), bei Serien-
untersuchungen leider nicht immer mégliche sofortige Verarbeitung des
frischen Materials am empfehlenswertesten ist. Um nun beim Konser-
vieren des Materials die Enzymwirkung auszuschalten, wurde die Brauch-
barkeit der von verschiedenen Autoren empfohlenen Abtétungsmethoden
nachgepriift: Sowohl sofortige hohe Temperatur als auch Giftstoffe
(Ather, Alkohol) vernichten die Wirkung der Enzyme. Am giinstigsten
scheint mir das sofortige Erhitzen auf etwa 98—100° zu sein, bei welcher
Temperatur eine Zerstérung von Kohlehydraten nicht zu befiirchten ist.
Ist jedoch das Pflanzenmaterial stark sauer, so ist die Substanz vor der
Trocknung durch Zerreiben mit Calciumcarbonat zu neutralisieren oder
aber die Anwendung eines Giftstoffes vorzuziehen. Ich habe von der An-
wendung von Alkohol oder dhnlichen zuckerlésenden Fliissigkeiten ab-
gesehen, um einen rein wisserigen Extrakt herstellen zu kénnen, was bei
Anwendung von Alkohol aus dem oben und auf S. 630 erliuterten Grunde
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nur schwer moglich ist; Ather bietet dagegen den Vorteil des leichten Ver-
dunstens. In Tabelle 36 sind die Versuche mit verschiedenen Abtétungs-
arten wiedergegeben.

Tabelle 36.

Frisches Clivia- Im Trockenschrank Nach !/,stiind. Eintauchen in
Blattmaterial 1/, Std. bei 98° getrocknet wasserfreien Ather
T T o T T T - T e
NT. An- | Red. n. An- |Red. n.| ... Reduktion |
fangs- | d. Hy- };)/;" fangs- ‘ d.Hy- | };)/;’ rlzl(liﬁll?ffi-n i nach der i o
Redukt. | drolyse hiéhung Redukt.‘ldrolyse!hahung Hydmlysei Frhohung
mg mg mg } mg mg [ mg [
| ' i
L 16| 27| M 25 | 43 1 T2 22 37 \ 68
| | : i I
2. 1,3 0 22 69 14 | 24 71 1,1 LY | 73
| | i
3.1 21| 36 71 21 1 36 | 71 1,7 2,9 75
i i !
4. | — | — I — 19 33 T4 S -

Nach dieser Vorbehandlung kann das Material bis zur Gewichtskon-
stanz getrocknet, dann gepulvert und im Exsiccator aufbewahrt werden.
Noch nach etwa 2 Monaten wurden bei einem derartigen Materialpulver
die gleichen Kohlehydratwerte gefunden; iiber eine unverinderte Auf-
bewahrung wihrend mehrerer Jahre, die einige Forscher ohne Bedenken
empfehlen, besitze ich keine KErfahrung; in praxi diirfte dies wohl auch
ohne Bedeutung sein. Ebenso halte ich ein Sterilisieren des gepulverten
Materials, wie es TOLLENAAR vorschliagt, in den ersten Monaten nicht fir
notwendig, da ich bei Aufbewahrung im Exsiccator auch an nicht steri-
lisiertem Material keine Verinderungen feststellen konnte. — Die giin-
stigste Trocknungstemperatur liegt zwischen 709 und 1000, innerhalb
deren ich keine Verdnderungen bemerkt habe. Erst dariiber hinaus (etwa
1109) treten Differenzen in dem von mir untersuchten Material auf
(Blatter von Acer negundo, Helianthus annuus, Nicotiana tabacum), die
sich teils in einer Erhohung, teils in einem Riickgang der Anfangsreduk-
tion bemerkbar machten (Tabelle 37). Bei wenig sauren Pflanzen ist eine

Tabelle 37.

N | Matertal 00800 1000 1100 1259

| mg . mg : mg | mg | mg
1. | Nicot. tabac. . .| 53 = 51 56 39 38
2. \ ” I S ¥ 50 52 35 . 37
3. ‘ Helianth. ann. . . 2,3 1,9 2,1 14 1,7
4. . w21 20122 16 | 14
5. Acer negundo . . 3,6 3,8 3,7 | 4,5 44

Anfangsreduktion von 0,1 g Trockensubstanz gleichartiger Teile eines Blattes.

Trocknung bis zu 100° ohne Einfluf}, dagegen sinkt bereits bei 1100 die
Reduktionsfihigkeit ganz bedeutend (etwa 50%). Bei stark sauren Pflan-
zen steigt sie im Gegensatz dazu gerade bei diesen hohen Temperaturen
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betrichtlich an, was wohl mit der Hydrolysierung von Polysacchariden
im Zusammenhang stehen diirfte.

Die Konservierung des Pflanzenmaterials durch Aufbewahren in
Alkohol weist verschiedene auf S. 626 erwiahnte Nachteile auf, die eine
Anwendung nicht ratsam erscheinen lassen. Zu untersuchen war jedoch,
ob Veranderungen im Kohlehydratgehalt bei unter Alkohol aufbewahr-
tem Pflanzenmaterial vor sich gehen. Das bis zu 2 Wochen in 96%igem
Alkohol (unter Zusatz von etwas NH; gegen etwaige Saccharoseinver-
sion) aufbewahrte Material wurde durch Destillation im Vakuum vom
Alkohol befreit, gegen Ende der Destillation zerkleinert, mit Wasser ver-
setzt und der noch vorhandene Alkohol restlos verdampft. Vom extra-
hierten Material wurde die Anfangsreduktion bestimmt, die in allen
Fallen die gleiche Reduktion anzeigte (Tabelle 38). Ob eine noch lingere

Tabelle 38.

| Sofort Nach \ Nach Nach Nach
Nr. Ptflanzen-Material bestimmt } 24 Std. 48 Std. 1 Woche | 2 Wochen

‘ mg | mg | mg mg mg

| ‘ |

| '
1. Nicot. tabac. . . . 48 i 47 49 48 5,0
2. | Helianth. ann. . . 32 | 3,9 3.4 3,2 3,6
3. } Nicot. tabac. 6,6 | 6,5 6,8 6,6 6,8

Anfangsreduktion von 1g Frischsubstanz gleichartiger Teile eines Blattes.

Aufbewahrung unter Alkohol eine allmahliche chemische Umsetzung ver-
schiedener Substanzen, die auf die Reduktion von Einflu} sein kénnten,
zur Folge hat, mag dahingestellt bleiben, da auch hier eine lingere Auf-
bewahrung kaum in Frage kommt.

Die Aufarbeitung des Materials.
1. Die Extraktion.

Im allgemeinen findet die Extraktion durch Alkohol statt, dessen Kon-
zentration bei den einzelnen Autoren wechselt. DAvVIS, DAISH u. SAWYER
(23) extrahieren mit 95%igem Alkohol in einem Soxlethapparat 10 bis
18 Stunden lang. Den Extrakt verwenden sie zur Bestimmung von Dex-
trose, Lavulose, Saccharose, Maltose und Pentosen und bewahren ihn bis
zu 6 Monaten auf. Der getrocknete und gepulverte Riickstand dient zur
Starkebestimmung. Ebenfalls im Soxleth mit 75%igem Alkohol extra-
hieren THOMAS u. DUuTcHER (108) bis zur Farblosigkeit des Alkohols.
Gast 146t sein Material 5—6 Tage lang in 80%igem Alkohol bei etwa 400
liegen. Nach dem Abgielen des Alkohols wird nochmals in der gleichen
Weise 24 Stunden lang extrahiert. Zuletzt wird auf der Nutsche ab-
gesaugt und mit heiBem Alkohol nachgewaschen. Die vereinigten Aus-
ziige enthalten die Mono- und Disaccharide. SPoEHR mischt das Blatt-
pulver mit Calciumcarbonat zur Neutralisation der Pflanzensauren und
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erhitzt mit 96%igem Alkohol zweimal je 3 Stunden lang. BELVAL glaubt,
daf 60%iger Alkohol zur Extraktion am giinstigsten ist.

Von dieser Extraktionsweise erhoffte man zwel Vorteile, namlich die
Trennung der loslichen Kohlehydrate von der Starke und die Trennung
der Zucker von verschiedenen stérenden Substanzen (Iiweill, Pektin,
Schleim). Diesen Vorteilen der alkoholischen Extraktion steht aber ein
Nachteil gegentiber, ganz abgesehen davon, dafi die Vorteile auch auf
andere Weise erreicht werden konnen: Die notwendige Abdestillation des
Alkohols bei niedriger Temperatur im Vakuum ist umstéindlich und hat
meistens Substanzverlust zur Folge.

Der Alkohol 148t sich aber ebensogut durch Wasser ersetzen, denn
erstens ist die in der Pflanze deponierte Stirke in kaltem Wasser unlos-
lich, und zweitens besitzen wir bei der wasserigen Losung eine wirksame
Reinigungsmoglichkeit durch Fillen mit Schwermetallsalzen und durch
Adsorption an Kohle. ScHRODER u. HORN (1. ¢.) nehmen daher auch die
Extraktion mit Wasser in folgender Weise vor: Das Material wird unter
Bariumcarbonatzusatz dreimal 5 Minuten lang gekocht. Nach dem ersten
und dritten Kochen bleibt der Extrakt !/, Stunde, nach dem zweiten
Kochen 12 Stunden stehen. Diese Extraktionsmethode hat TOLLENAAR
bei seinen Untersuchungen im Tabakblatt ibernommen.

Die Unterschiede in der Dauer der Extraktion und in der Temperatur
des Losungsmittels erklaren sich aus den verschiedenen Lésungsmitteln
selbst und nicht zuletzt aus dem angewandten Material und dem Grad
seiner Zerkleinerung.

Die Frage, ob frischem oder getrocknetem Material zur Verarbeitung
der Vorzug zu geben ist, wurde dahin entschieden (8. 626/627), dal} die so-
fortige Extraktion des frischen Materials die sicherste Gewéhr fiir genaue
Ergebnisse bietet. In diesem Falle wird die frische Substanz in einem
Glasmérser unter geringem Calciumcarbonatzusatz gut zerrieben und mit
der Extraktionsfliissigkeit aufgeschwemmt. Es war nun zu untersuchen,
auf welche Art und Weise und mit welchem Lisungsmiitel die Extraktion
der Kohlehydrate aus Pflanzenmaterial am vollkommensten durch-
gefithrt werden kann.

Bei den beiden in Frage kommenden Extraktionsmitteln, namlich
Alkohol und Wasser, waren die Vor- und Nachteile der Alkoholextraktion
und deren eventuelle Ersetzbarkeit durch die Extraktion mit Wasser zu
priiffen. Fassen wir die Moglichkeit ins Auge, auch durch eine Wasser-
extraktion die Stdrke von den iibrigen Kohlehydraten zu trennen, so
zeigt es sich, daB tatsichlich durch kurzes Aufkochen der Substanz mit
Wasser und anschliefendes langeres Stehenlassen alle Pentosen, Mono-
und Disaccharide, aber keine Stirke gelést werden. Ich habe mich dabei
des von ToLLENAAR beschriebenen Verfahrens bedient. (Siehe oben.)

Zuerst wurden Versuche an reinen Kohlenhydraten vorgenommen:
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Reinste Weizenstdrke wurde in verschiedener Losungsfliissigkeit nach der
ToLLENAARschen Methode behandelt. Nach der Filtration durch ein ein-
faches Filter wurde das Filtrat durch Abdampfen vom Alkohol befreit,
nach dem bei der Stirke beschriebenen Verfahren hydrolysiert und fol-
gende Werte gefunden: Tabelle 39. Der emulsionsartige Charakter der

Tabelle 39.
1. \ 2. 3. f 4, 5.
96% Alkohol | 709% Alkohol 50% Alkohol | 30% Alhohol Wasser
2% } % 5% , 30% [ 44%

Losungen in Kolumne 4 und 5 lie8 nicht auf eine Losung der Stérke
schlieBlen, so daB die Filtration durch ein gehidrtetes Deltafilter (Firma
SCHLEICHER u. ScHULL Nr. 589) mit Hilfe
einer Saugpumpe vorgenommen wurde. Es
ergaben sich dann die in Tabelle 40 wieder- 30% Alkohol Wasser
gegebenen durchaus brauchbaren Werte, die otwa 1% 1,4%
beziiglich der Stidrketrennung den KErsatz . 2% | 0,9%

des Alkohols durch Wasser rechtfertigen.

DaB die #%brigen Zucker sich ohne weiteres nach dem ToLLENAARschen
Verfahren losen wiirden, war zu erwarten und wurde durch eine Analyse,
in der Glukose, Fructose, Saccharose, Maltose, Xylose und Arabinose ge-
mischt, wie beschrieben gelést und hydrolysiert wurden, bestatigt. —
Analysengemische von Glukose, Saccharose und Maltose mit Stéirke lie-
ferten die in der Tabelle 41 wiedergegebenen Resultate.

Tabelle 40.

Tabelle 41.
Nr. Angewandte Kohlehydratmenge Gefunden nach der Totalhydrolyse o
! mg mg °
0,120 Saccharide
1 0,040 Stirke 0,112 93
0,150 Saccharide
2. > 0,143 95
0,050 Stirke ’
0,225 Saccharide
8 0,075 Stirke 0,203 9%
0,300 Saccharide i
. ’ * 4
4 0,100 Stirke } 0,283 9

Nach diesen giinstigen Ergebnissen wurden Versuche an Pflanzen-
material vorgenommen. Stirkehaltiges Blattpulver (durch die Jodprobe
nachgewiesen) verschiedener Pflanzen wurde teils mit 96%igem Alkohol,
teils mit Wasser nach der ToLLENAARschen Methode extrahiert. Daf} von
96%igem Alkohol ebenso wie von Wasser alle Kohlehydrate auller Stirke
gelost werden, zeigten einfache Versuche dieser Art. Wenn nun sowohl
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die Reduktion des Extraktes als auch die des extrahierten Riickstandes
nach Abzug der Reduktion der reduzierenden Nichtzucker, die durch
Vergirung ermittelt wird, im alkoholischen und wisserigen Extraktions-
verfahren gleiche Werte geben, so wird durch beide Extraktionsfliissig-
keiten die gleiche Kohlehydratmenge extrahiert. Und dies ist in der Tat
der Fall, wie die Analysen der Tabelle 42 zeigen, von denen aus zahl-
reichen, teils anderen Zwecken dienenden Bestimmungen nur einige Bei-
spiele angefiihrt seien.

Tabelle 42.
1| 2 N L 5 ‘ 6 7 8 | 9
S . N ! | N 7 \'ergﬁ»i )
& Anfangs- i Reduktion Yergirung Extr. | rung
23 reduktion | Pach der ‘ nach der hydr. | nach .
Nr Pflanzen- 2 e Totalhydrolyse Totalhydrolyse pgek.| der Stirke
. material s e e Le— - - stand Hydm-‘
alk.  wiss. | alk. | wiss | alk. I wiiss. © T lyse
g mg | mg | mg | mg | mg ‘ mg ' mg mg ‘ mg
! ! ! | i | |
1. |Nicot. tabac. .| 0,5 — | 13,6 — 147 — 31 ‘ 885 1,1 | 1,75
2 . . 05 (21,6 — 1225 — [10,T| - 83 |14 69
3. Helianth.anm. 10 | — 264 — 280 — 101 87 |02 85
4. ‘ - » ! 1,0 {192 P [20,9 | — ( 320 — ;85 109 7,6
5.J ” s ! 05 — 139 — 164 | — 108 229 | 14 215
I I i
6. .1 0550 — 80 — 23 — 234 |21 213

Die vorstehenden Versuche beweisen, dall die Stirke nach dem
TorLENAARschen Verfahren nicht extrahiert wird, wahrend alle iibrigen
Zucker restlos gelost werden. Damit ist der wichtigste Vorteil, den die
Alkoholextraktion bietet, hinfallig, und durch die Wasserextraktion wird
der Nachteil der zeitraubenden Alkoholdestillation umgangen.

Und noch etwas ergibt sich aus den Analysen in Tabelle 42: Es trifft
durchaus nicht immer zu (entgegen der Annahme einiger Forscher), dafl
durch die Alkoholextraktion die Menge der reduzierenden Nichtzucker
im Extrakt beschrinkt wird. Denn wie Nr. 2 (Nicotiana tabacum) zeigt,
ist gerade in diesem alkoholischen Auszug die Restreduktion grofler als
im wésserigen.

2. Die Reiniguny.

Wie schon wiederholt erwihnt wurde (Einleitung u. a.), enthélt der
Pflanzenauszug eine Anzahl reduzierender Nichtzucker, fiir deren Ent-
fernung oder quantitative Erfassung gesorgt werden mul}. Vor allem
kommen hier Glukoside, Phenole, Pflanzenbasen und organische Sauren
in Frage; haufig gehen auch noch Schleim und Eiweif mit in Losung.
Besonders sind drei Punkte zu beachten: 1. Die tatsichlich restlose Ent-
fernung aller Nichtzucker. 2. Die vollkommene Erhaltung der Kohle-
hydrate und 3. die spétere Entstehung reduzierender Substanzen.

Bemerkenswert ist die Atherextraktion von Gasr, die iibrigens auch
Horpex (L. ¢.) zur Entfernung reduzierender Substanzen im Blut und
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Harn verwendet. Dieser Autor 146t das getrocknete Material im Soxleth-
apparat 5—86 Tage lang mit Ather extrahieren und entfernt damit haupt-
sachlich Fett, Chlorophyll und organische Siuren. Ich habe diese Me-
thode unabhéngig von (GasT, dessen Arbeit mir erst kiirzlich zuginglich
wurde, mit Erfolg angewandt. Ein groBer Teil reduzierender Substanzen
und anderer stérender Stoffe wird auf diese Weise entfernt. Zu bemerken
ist, daB zur Extraktion nur absolut wasserfreier Ather verwendet werden
darf, da schon ein geringer Wassergehalt den gréften Teil der Kohle-
hydrate 16st (vgl. S. 634). Das so behandelte Material wird dann erst der
Extraktion unterworfen. Die alkoholischen Extrakte werden von allen
Forschern unter vermindertem Druck abdestilliert und mit Wasser wie-
der aufgenommen. Hohe Temperatur mull dabei vermieden werden, da
sonst Saccharose leicht invertiert wird (DaAvis, DATSH u. SAWYER, 23).
Da der feste Riickstand leicht der Gefilwandung anhaftet, empfiehlt
ScHUMACHER die Zugabe von ausgeglithtem Sand. BRIEDEL u. ARNOLD
(12) extrahieren fettige und harzige Bestandteile nach dem Abdampfen
des Alkohols mit kochendem Essigéither. Zur Ausfillung der Nichtzucker
bedient man sich verschiedener Metallsalze, wie z. B. Bleiacetat, Blei-,
Quecksilber-, Calciumearbonat oder -nitrat, deren UberschuBl mit H,S,
Natriumcarbonat, -bicarbonat oder -sulfat wieder entfernt werden muB.
Roxna (84) fithrt eine ganze Reihe Reagentien zur Fillung von Eiweill und
anderen Substanzen an. Evawns (L. ¢.) priift mehrere Losungen (Pb und
Fe) als klarende Agentien und stellt im allgemeinen bei den verschiedenen
Salzlosungen gleiche Wirkung fest. Erwihnt sei noch die Fallung mit
12%iger Silico-Wolframsiure, die MoTHES (74) mit gutem Erfolg an-
gewandt hat. Vorziigliche eignet sich Kohle zur Entfarbung und Klarung
der Losung (SpoeHR). Ich selbst habe damit eine starke Verminderung
der reduzierenden Substanzen feststellen kénnen. Bei tiichtigem Nach-
waschen findet kaum eine Adsorption von Kohlehydraten statt (vgl.
S. 636). Durch die Metallsalzfallung werden nicht selten geringe Mengen
von Kohlehydraten mit ausgefillt (Gast). Evans dagegen hilt die
Zuckerausfillung durch basisches Bleiacetat fiir sehr gering. Zum glei-
chen Ergebnis kommen Davis u. Darsu (19, 20) bei Beachtung gewisser
VorsichtsmaBregeln.

Diese teilweise umstandlichen Reinigungsmethoden erfassen selbst-
verstéandlich nicht restlos alle reduzierenden Substanzen. Eine quantita-
tive Bestimmung dieser Nichtzucker ist daher neben der Féllung un-
bedingt vorzunehmen. Die Mdoglichkeit hierzu besteht durch Vergéren
aller bis zur Glukose hydrolysierten Zucker. Die nicht vergérbaren Pen-
tosen werden durch Kombination zweier verschiedener Bestimmungs-
methoden ermittelt (siehe S. 618). SomocY1 (101) empfiehlt eine 10%ige
Hefesuspension, welche schon in kurzer Zeit bei 280 die Glukose vergart.
Die Eigenreduktion der Hefe, auf die HosT u. HATLEHOL (l. ¢.) hinweisen,
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wird durch Bestimmung eines Blindwertes eliminiert. Eine andere, bis-
her leider noch nicht geloste Schwierigkeit, auf die die genannten Forscher
ebenfalls hinweisen, besteht in der spateren Bildung reduzierender Sub-
stanzen infolge hydrolytischer oder chemischer Spaltung vor oder wah-
rend der Gérung.

Pflanzenbestandteile wie Fett, Chlorophyll und andere Farbstoffe,
die sowohl bei der Alkoholextraktion (nach dem Abdampfen) als auch in
der wasserigen Losung durch Zusammenballen und Kleben an der Gefafi-
wandung storend wirken und das quantitative Erfassen der Kohle-
hydrate beeintrichtigen, entfernt man mit gutem Erfolg durch eine
vorausgehende etwa 24stiindige Extraktion im Soxlethapparat mit ab-
solut wasserfreiem Ather. Auf die vollige Wasserfreiheit des Athers ist
ganz besonders zu achten, da, wie Versuche mit reiner Glukose zeigten,
schon ein auBerst geringer Wassergehalt des Athers hinreicht, um die
Zucker quantitativ zu extrahieren, wiahrend vollkommen wasserfreier
Ather keines der untersuchten Kohlehydr&te 16st (Tabelle 43).

Tabelle 43.
Material Nach 12stiind. | Nach 24stiind. | Nach 48stiind.

Nr. Materia i Ather Extraktion ‘ Extraktion i Extraktion

g I ‘ g ' g
1. |0,1 Glukose . . .! H,O-haltig \ 0,096 L 0,093 —
2. 10,1 " .. . H,Ofrei 0,0002 0,0003 . 0,0002
3. iO,l Maltose . . .~ . . 0 0,0003 ! 0,0001
4. 0,1 Stérke . . . . ' ! 0,0001 ' 0,0005 | 0
5. 10,1 Arabinose . . ” . 0,0004 0,0003 |  0,0001

Die Entfernung dieser stérenden reduzierenden Nichtzucker durch die
Atherextraktion findet ihren Ausdruck in einem betriachtlichen Abriicken
der Restreduktion des extrahierten gegeniiber derjenigen des unbehandel-
ten Materials (je nach verwendetem Pflanzenmaterial bis zu 50% der ge-
samten Restreduktion). Hierzu Tabelle 44.

Tabelle 44.

| Trocken- Anfangs- Reduktion nach

Nr. Material | gewicht | Ather reduktion ! der Vergirung
g | mg mg
1. | Helianth.ann.. . . ‘ 10 | oxtrabiert | 6,9 1,6
2. . . ‘ 1,0 ‘ nicht extrahiert 10,3 : 3,3
3. | Nicot. tabac. ‘ 1,0 extrahiert 9,5 3,6
4, - v ... Lo nicht extrahiert 13,9 i 7,1
5. | Rheum. . . . . . | 05 extrahiert 23,4 | 8,1
L L 05 !nicht extrahiert | 342 187

Gelegentlich wurde der Atherextrakt destilliert, mit Wasser auf-
genommen und das Reduktionsvermdgen bestimmt, das, verglichen mit
der Reduktionskraft der Nichtzucker vom wdsserigen Auszug desselben
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Materials, auch etwa 50% ausmachte und somit die Befunde der Ta-
belle 44 bestitigte. Eine Vergiarung dieses mit Wasser aufgenommenen
Atherextraktes zeigte keine Abnahme der Reduktion, ein Beweis, daB

keine vergirbaren Zucker extrahiert waren (Tabelle 45). — Die Reduk-
Tabelle 45.

Trocken- | Redukt. des Redukt. nach | Anfangsred. des | Redukt. nach

NT. Material | gewicht | Atherextraktes |der Vergirung| wissr. Extrakt. | der Vergiirung
1 g i mg mg mg mg

. | | |

1. Helianth. ann.) 1,0 1,8 ‘ 1,9 7.4 1,6
: . " } 0,5 08 09 3,6 1,1
3. . s | 05 L2 11 3,8 1,3

tion des Atherriickstandes war nach 24 und 48 Stunden gleich, nach
12 Stunden etwas geringer (Tabelle 46).

Tabelle 46.
i Trocken- | 12 Stunden 21 Stunden 48 Stunden

NT. Material | gewicht |Atherextraktion |Atherextraktion | Atherextraktion

i g ‘ mg mg mg

|

1. | Helianth. ann.. . . 05 | 05 0,9 0.8
e X 2 X 1,0 0,9
3. » o e e e 0,5 ‘ 0,6 0,9 0,9
4. . oo e . 0,5 ‘ 0,4 0,8 1,0

Eine restlose Entfernung aller reduzierenden Substanzen ist nicht
moglich. Die Ausfallung mit Metallsalzen, von denen die mannigfaltig-
sten Verbindungen vorgeschlagen werden, erfillen ihren Zweck nur un-
vollkommen. Ein groBer Teil der gebriuchlichen Metallverbindungen,
wie z. B. Pb, Hg und Fe ist wegen ihrer Umsténdlichkeit (Einleiten von
H,S) oder wegen ihrer Giftigkeit (bei der Géarung, siehe S.637) oder
schliefflich wegen ihrer Fahigkeit, mit dem HAGEDORN-JENSENschen Re-
aktionsgemisch stérende Verbindungen einzugehen, unbrauchbar. AuBer-
dem habe ich eine merkliche Verminderung der Reduktion nicht fest-
stellen konnen. Die giinstigsten Ergebnisse lieferte die von MoTHES
empfohlene 12%ige Silico-Wolframsédure, die besonders auch Pflanzen-
eiweill, wie Versuche in vitro zeigten, fallt und dadurch die Reduktion
herabsetzt. Als ein vorziigliches Entfarbungs-, Klarungs- und Rei-
nigungsmittel wurde jedoch die Kohle (MERcKsche Tierkohle) erkannt
(Tabelle 47).

Vergleichen wir die Befunde der Tabelle 47 mit denen der Tabelle 44
(es handelt sich um dasselbe Material), so entspricht die Adsorption recu-
zierender Substanzen an Kohle etwa der von Ather extrahierten Menge
reduzierender Substanzen. Die durch Ather erfaSbaren reduzierenden
Substanzen sind also nahezu durch Kohle zu entfernen. Die etwas zeit-
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Tabelle 47.

i Trocken- VAnfangsrgduktion Reduktion

! . : © Tillungs- : - | nach der

Nr. Material | gewicht mittel mg Vergiirung
g 1 ! 2 mg
1. | Helianth. ann.. . . 0,5 — 5,4 5,3 1,9
2. " b e e 0,5 Cale. carb. 5,2 ) 5,1 1,8
3. 2 b e 0,5 Pb. carb. 51 5,1 —
4. . w .. .| 05 | Sil-Wo.-Sr. 47 48 1,3
5. . P N (X1 Kohle | 39 | 39 0,8
6. | Nicot. tabac. . . . L0 — o137 | o1sa 6,5
70 ... L0 | Cale.carb, 134 | 135 6,6
81 . . ...l 10 Pb. carb. | 13,6 \ 134 | —
9.0 ., . ... 1,0 | Sil-Wo-Sr. = 12,3 | 12,3 5,3
1., », , ... 10 | Kohle | 116 | 11,5 438

raubende Atherextraktion ist daher vollwertig durch die Kohlebehand-
lung zu ersetzen.

Bei tiichtigem Nachwaschen mit heilem Wasser betrigt der Verlust
an Kohlehydraten durch die Adsorptionskraft der Kohle héchstens 1%
der angewandten Zuckermenge. Den Befund von Gast, dafi durch die
Metallsalzfallung Kohlehydrate mit ausgefallt werden, konnte ich durch
meine Versuche an reinen Zuckern nicht bestitigen, vorausgesetzt, daf3
gut mit heilem Wasser nachgewaschen wurde. Ein Verlust an Kohle-
hydraten ist also weder durch die Metallsalzfallung noch durch die Kohle-
filtration zu befiirchten (Tabelle 48).

Tabelle 48.
| i | Gefunden
Nr. | Material | Rc$;tg;:31gs~ "“g
mg i 1 2

1. ‘0,1 Glukose . . .  Kohle | 0,098 0,099
2. .02 s (0,199 0,200
3. 0,2 Fruktose . . . . ‘ 0,198 0,199
4. 0,1 Stirke . . . . " | 0094 | 0,003
5002 ., ... Sil-WoSr. 0095 | 0094
6. 0,1 Glukose . . .. » 0,099 0,099
7. 10,2 Fruktose . . . . ‘ 0,200 0,201
8. | 0,1 Glukose . . .| Pb. carb. 0,100 i 0,099
9. 102 . . .. Ca. carb. 0,198 | 0,199
10. |02 Starke . . . . , 0,189 | 0,191

Zu erwahnen ist noch, dafi die Fallungsmittel etwa messerspitzen-
weise (bzw. etwa 5 ccm) auf 100 ccm Fliissigkeitsmenge unter Umriihren
und Erwarmen zugesetzt wurden. Selbstverstandlich wurden die F&l-
lungsmittel auf eine etwaige Eigenreduktion nach ihrer Filtration, so-
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weit sie mit dem HacEDORN-JENsENschen Reaktionsgemisch selbst keine
Verbindungen eingingen, untersucht. Das Ergebnis war bei Calcium-
carbonat, Silico-Wolframsidure und Kohle negativ; dagegen reduzierten
Tannin und Merkurosalze. Die meisten Hg- und Pb-Salze gehen mit dem
HaceEporRN-JENSENschen Reaktionsgemisch Verbindungen ein.

Die notwendige quantitative Erfassung der reduzierenden Nichtzucker
wurde erreicht durch Vergiren aller anwesenden Kohlehydrate (aus-
genommen die Pentosen, deren Trennung von den reduzierenden Sub-
stanzen auf S. 618 besprochen ist) und anschlieBender Reduktionsbestim-
mung. Eine etwa 10%ige Suspension frischer Brauereihefe, die im Eis-
schrank aufbewahrt etwa eine Woche lang ihre Garfahigkeit behilt,
wurde fiir die Garungsversuche verwandt. Bei allen Analysen wurde ein
Blindwert ermittelt, da die Hefe eine bei den verschiedenen Ansatzen
schwankende Eigenreduktion zeigte. Die Vergidrungen wurden zuerst an
reiner Glukose, Fructose, Saccharose und Maltose vorgenommen, wobei
die Temperatur, die Dauer, die Zucker-, die Hefe- und die Fliissigkeits-
menge variiert wurden. Es ergab sich bald, da die Vergidrung nur dann
eine vollkommene war, wenn das Gemisch etwa alle 10 Minuten solange
geschiittelt wurde, bis die am GefidBboden abgesetzte Hefe mit dem
Wasser wieder eine gleichméfige Suspension erreichte. Bei Unterlassung
dieser MaBlnahme war selbst bei merklich lingerer Girungsdauer keine
vollkommene Vergirung zu erreichen. Bei einer Temperatur von etwa
379 wurde innerhalb von 23/, Stunden 200 mg Zucker in 30 ccm Wasser
mit 5 ccm obiger Suspension bei 10minutigem Schiitteln restlos vergoren.
Dal3 diese Vergirung ohne weiteres auf Pflanzenextrakt iibertragen wer-
den konnte, zeigen die Ergebnisse der Tabellen 42, 47 u. a.

Eine Schwierigkeit jedoch war noch zu beheben: Eine zur Hydrolyse
mit HCl und zur darauffolgenden Neutralisation mit NaOH versetzte
Fliissigkeit, die also NaCl enthilt, wirkt auf Hefe derart schidigend, da83
keine Vergirung stattfindet. So blieben in 2%iger NaCl-Losung schon
30% Glukose unvergoren. Bei Verwendung einer Trockenhefe, die neben-
bei bemerkt eine sehr hohe Eigenreduktion zeigte, wurde das gleiche Er-
gebnis erhalten. Uberhaupt keine Vergirung trat ein bei Anwesen-
heit verschiedener Schwermetallsalze, wie z. B. Pb und Hg, weshalb diese
Verbindungen zur Fillung reduzierender Substanzen nicht verwendet
wurden (vgl. S. 635). Die Hydrolyse wurde in solchen Féllen nicht mit
Salzsidure, sondern mit Schwefelsdure vorgenommen (siehe S. 601), neu-
tralisiert mit Ba(OH), und der Niederschlag exakt abfiltriert; die Ver-
girung ist dann vollstindig. — Eine Schidigung der Hefe bei Gegenwart
eines Acetatpuffers vom p, 4,9, der bei der Inversion mit Takadiastase
zugesetzt wird (S. 604), war in keinem Falle festzustellen.

Kénnen wir die Féllung und quantitative Bestimmung der reduzieren-
den Nichtzucker erfolgreich durchfiihren, so ist trotzdem immer noch die
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Méglichkeit vorhanden, da8 infolge hydrolytischer oder chemischer Spal-
tung im Verlauf der Analyse reduzierende Nichtzucker entstehen. Leider
ist der Vorgang nicht so selten: Des 6fteren wurde nach der Vergirung
eine Erhohung anstatt eine Erniedrigung der Reduktion festgestellt. Vor
allem kommen hier wohl Glukoside in Frage, deren Verhalten nach Saure-,
Ferment- und Hefebehandlung gegeniiber dem HAGEDORN-JENSENschen
Reaktionsgemisch an einigen Vertretern untersucht und in Tabelle 49

Tabelle 49.

| = - : " . { . |
| Allein ‘220/1;{ MOl z?lft}{ddzgtzt}({iél 1\11; 1‘:1:1?;1.- .
Nr. Name titriert | "hei 900 bei 339 | bei 700 Diastase  sin | Bef
% 1% 0w % 1 % % | %
1. Taka-Di&sbase! 50 - — — — -
2. | Emulsin. . } 6 i — — = = e =
3. Amygdalin ., 9 0 12 83 4 75 45
4. Arbutin. . . 8 8 | 88 139 100 82 85
5. |Coniferin . .. 0 | 8 25 105 | 4 16 0
6. | Helicin . . .1 0 2 1 4 | 59 | 33 | 54| 0
7. | Phloridzin. . | 80 80 | 84 92 | 7 82 | 80
8 |Salicin . . .| 0 | 05! 5 . 8 | 9 12 | 32

wiedergegeben ist. Die Hydrolyse der Glukoside wurde nach der von
TorLENs (110) gegebenen Vorschrift ausgefiihrt (siehe auch CzarEx, 15).
Das Ergebnis der Untersuchungen kénnen wir dahin zusammenfassen,
daBl die Reduktionsmethoden die Zuckerbestimmungen in Gegenwart
groflerer Mengen verschiedener Glukoside wegen deren ungleichen Ver-
haltens gegen Siure- und Fermenteinwirkung sehr unsicher und zum
Teil irrefithrend sind. Die quantitative Isolierung und Bestimmung von
Glukosiden aus Gemischen mit Kohlehydraten ist ein noch ungeldstes
Problem, das eine eingehende besondere Untersuchung erforderlich
macht.

Daneben treten in den verschiedenen Pflanzen natiirlich auch noch
andersartige reduzierende Substanzen auf. Man hat daher von Fall zu
Fall bei dem jeweils zu untersuchenden Pflanzenmaterial sein Augen-
merk auf derartige Substanzen zu lenken und diese bekannten, fiir jede
einzelne Pflanze spezifischen Stoffe durch besondere Verfahren zu elimi-
nieren oder quantitativ zu erfassen. Ich habe eine Reihe reiner, im Handel
erhéltlicher und in der Pflanze vorkommender Substanzen beziiglich
ihrer Reduktionskraft auf das HAGEDORN-JENSENsche Gemisch nach der
iiblichen Reinigung durch die Fallungsmethode gepriift und gebe in der
Tabelle 50 die Ergebnisse wieder. Von den Substanzen wurde durchweg
eine 0,02%ige Losung hergestellt und bestimmt. Zu den hohen Reduk-
tionswerten des Glyoxals, der Glycerinsdure und der Brenztraubensiure
ist zu bemerken, daff Glyoxal und Glycerinsdure als Stoffwechselprodukte



kleinster Mengen biologisch wichtiger Zuckerarten. 639

Tabelle 50.

Reduktions-Kraft in %
Nr. Substanz der angewandten Substanz in
i Glukose ausgedriickt

1. Apfelsiure (1-drehend) . . . . . 0
2. Alanin . . . . . ... L. L. 0
3. Alkohol (96%) . . . . . . . . . 0,01
4. Arginin., . . . . .. ... L. 5,5
5. | Asparagin. . . . . ... ... 0
6. Asparaginsdure . . . . . . . . 0
7. Benzaldehyd . . . . . . . . . 10
8. Benzoeséure. . . . . . . . . . 0
9 Bernsteinsgure . . . . . . . . 0
10 Brenztraubensgure . . . . . . . 48
11 Chinasdure . . . . . . . . .. 0
12. Dioxyphenylalanin. . . . . . . Ausfillung
13. EiweiB . . . . . . . ... .. 9
14. Glutaminsdure. . . . . . . . . 7
15. Glyzerinsdure . . . . . . . . . 21
16. Glykonsdure . . . . . . . .. 0
17. Glyoxal. . . . . . . ... .. 80
18. . Glyoxylsgure . . . . . . . .. 7,5
19. . Lavulinsdure . . . . . . . .. 0
20 Leucin . . . . . e e e e etwa 7,5
21. Maleinsiure . . . . . . . . . . 0
22. Mesoxalsdure . . . . . . . .. 6
23. | Oxalessigsdure. . . . . . . . . : 13
24. ‘ Oxaminsdure . . . . . . . . . 0
25 Protokatechusdure . . . . . . . Ausfillung
26 Tolwol . . . . . . . . . ... | 0,30
27. ' Zuckersdure. . . . . . . . . . } 0

der Pflanze nicht bekannt sind, Brenztraubensiure dagegen wegen der
leichten Angreifbarkeit durch Carboxylase nie angehauft im Pflanzen-
koérper vorkommt.

In diesem Zusammenhang sei auch in der gleichen Tabelle (50) die
reduzierende Wirkung des zum Extrakt als Antiseptikum zugegebenen
Toluols und des bei der Gdrung entstehenden und als Extraktionsmittel
verwendeten Alkohols wiedergegeben. Sowohl Toluol als auch Alkohol
wirken erst in stirkerer Konzentration reduzierend, so daB diese Reduk-
tion unbeachtet bleiben kann, da Toluol ja nur tropfenweise zu groBen
Fliissigkeitsmengen zugesetzt wird und seine Loslichkeit in Wasser aufer-
ordentlich gering ist. Die bei der Girung entstehenden Alkoholmengen
sind duBerst gering und konnen wie der zur Extraktion verwendete Alko-
hol durch Vakuumdestillation leicht entfernt werden. — Von Alkohol
und Toluol wurden 2%ige Verdiinnungen bereitet und untersucht.

Planta Bd. 13. 42
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VI. Zusammenfassung und SchluBbetrachtung.

Im vorstehenden wird eine Methode zur quantitativen Erfassung
kleinster biologisch wichtiger Kohlehydrate empfohlen. Die HAGEDORN-
JENsENsche Mikromethode zur Blutzuckerbestimmung wurde fiir die
Bestimmung der wichtigsten Kohlehydrate im Pflanzenmaterial als am
geeignetsten erkannt und fiir die Analyse der einzelnen Zucker abge-
andert.

Die Bestimmung der Glukose kann bei Beachtung einiger technischer
Anderungen an der Methode selbst am Pflanzenmaterial direkt vor-
genommen werden. Die Fructose reagiert auf das HAGEDORN-JENSEN-
sche Reaktionsgemisch in gleicher Weise wie die Glukose und kann aus
Zuckergemischen nach der Zerstérung mit Salzsiure bestimmt werden.
Die Abhéngigkeit der Saurezerstérung von der prozentualen Zusammen-
setzung des Glukose /Fructosegemisches ist eingehend untersucht worden
und mufBl bei Berechnung der Komponenten beriicksichtigt werden.
Saccharose, Maltose und Stirke wurden nach der Siure- oder Ferment-
hydrolyse mit der gleichen Methode ermittelt. Hierbei wurde der exak-
ten Trennung dieser Zucker besondere Beachtung geschenkt. Fir die
beiden Pentosen Arabinose und Xylose, die das HAGEDORN-JENSENsche
Reaktionsgemisch ebenfalls reduzieren, wurden die Reduktionswerte fest-
gestellt. Die Trennung der Pentosen von den Hexosen geschieht durch
Vergiren, diejenige von den reduzierenden Substanzen durch die ab-
gednderte colorimetrische Furfurolbestimmung nach YovNeBOoURG. Die
Vorbehandlung des zu untersuchenden Pflanzenmaterials und die Isolierung
der Kohlehydrate daraus ist Gegenstand eingehender Untersuchungen ge-
wesen, als deren wichtigstes Ergebnis neben der Ather- und H,O-Extrak-
tion des getrockneten oder frischen Materials die Bestimmung der redu-
zierenden Nichtzucker durch die biologische Methode in Form der Ver-
garung durch Hefe gewertet werden kann. Dies bedeutet unbestreitbar
einen Fortschritt in der Trennung der reduzierenden Substanzen von den
tatséchlichen Zuckern. Fast alle bisherigen Kohlehydratbestimmungs-
methoden haben ja diese sogenannten Nichtzucker wenig oder gar nicht
beriicksichtigt, sind daher unsicher und ihres Wertes beraubt. Dagegen
ermdglichte die neuausgearbeitete Methode eine zuverldssige Bestim-
mung der wichtigsten Kohlehydrate wenigstens bei einigen besonders ge-
eigneten Pflanzen, wie Begonia semperflorens und Ozalis tetraphylla.

Leider bleibt trotzdem eine bedauerliche Unsicherheit bestehen. Denn
héufig wurde nach der Vergirung anstatt einer Erniedrigung eine Er-
hohung der Reduktion festgestellt, eine Tatsache, die vor allem auf den
EinfluBl der Glukoside auf das Reaktionsgemisch und die Veriinderlich-
keit derselben durch die angewandten Methoden hindeutet. Diese Schwie-
rigkeiten zu beseitigen wird die Aufgabe weiterer Untersuchungen sein,
die am hiesigen Institut bereits auch in Angriff genommen worden
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sind. Die vorliegende Arbeit ist nur als ein erster Vorsto$ auf dieses
Ziel hin zu betrachten.

Die vorliegende Arbeit wurde in den Jahren 1927—1929 im Botani-
schen Institut der Universitit Leipzig ausgefiihrt. Sie entstand auf An-
regung und unter bestindiger Leitung meines verehrten Lehrers, des
Herrn Professor Dr. RUHLAND, dem ich dafiir, sowie fiir das rege Inter-
esse, das er meiner Arbeit zuteil werden liel, Dank sagen mochte. In be-
sonderem Mafe bin ich ferner Herrn Privatdozent Dr. WETZEL fiir seine
wertvollen Ratschlige zu groem Dank verpflichtet.
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Lebenslauf.

Ich wurde am 19. August 1898 in Léderburg bei StaBfurt als Sohn des prakt.
Arztes Sanititsrat Dr. WiLHELM LEEMANN und dessen Ehefrau Minna geb. HeGE-
waLD geboren. Nach Absolvierung des Piadagogiums zum Kloster U. L. Fr. zu
Magdeburg wurde ich zum Heeresdienst beim Infaterie-Regiment Nr. 66 zu
Magdeburg eingezogen. An der Westfront wurde ich im Jahre 1918 zum Offizier
befordert und im.Jahre 1919 bei Auflésung der alten Armee entlassen. Darauf
trat ich in die Phonix-Apotheke zu Magdeburg als Praktikant ein. Nach Ab-
legung des pharmazeutischen Vorexamens im Jahre 1921 war ich als Assistent in
mehreren Apotheken und Fabriken innerhalb des Deutschen Reiches titig.
Infolge der Inflation konnte ich nach dem Ableben meines Vaters erst im Winter-
semester 1924/25 an der Universitat zu Bonﬁ das pharmazeutische Studium be-
ginnen, das ich in Leipzig vollendete und im November 1926 mit dem pharma-
zeutischen Staatsexamen abschloB. Von dieser Zeit an wandte ich mich vornehm-

lich botanischen Studien zu.
OTTO0 LEHMANN.
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