Zur kolorimetrischen Methode der Bestimmung der Molekular-
groRe von Polysacchariden.
Von

l)r. Leonhard Wacker,
Chemiker am pathologischen Institut der Universitdt Minchen.

(L)or Redaktion zugegangen am 5. Februar 1JI1 )

Die Farbstoffbildung aus Kohlenhydraten und p-Phenyl-
hydrazinsulfosdure bei Gegenwart von Natronlauge ist ein Autoxv-
dationsvorgang, dem wahrscheinlieh eine primare Reaktion wie
Hydrazon- oder Osazonbildung vorangeht. Sie ist insofern
interessant, als molekulare Kohlenhydratmengen konstante

Parbstarke »u liefern, sodall man aus der Intensitat der Farbe
vor und nach der Inversion einen Ruckschlul3 auf die Anzahl der

im Polysaccharid verkuppelten Hexose-Einheiten ziehen kann.

Gleiche Gewichtsmengen von Polysacchariden verschie-
dener Molekulargrof3e liefern nach der Inversion theoretisch
nahezu gleiche Ausbeute an Hexose, dementsprechend zeigt
mich das Experiment der Farbstoffbildung, dal3 gleiche Gewichts-
Lengen von Polysacchariden nach erfolgter Inversion gleich
tarbstarke Reaktion liefern, wahrend die nicht invertierten
Polysaccharide um so viele Male schwacher sind, als die
Anzahl Hexosen betragt, aus denen sich das Polysaccharid-
molekil zusammensetzt. Es liefern beispielsweise 100 Teile
t ines Dextrins mit 4 Hexosen [(C6H1005)4H40J nach der Inversion
108,1 Teile Traubenzucker (4C6H1206), wahrend aus einem
Polysaccharid mit 10 Hexosen theoretisch 109,8 Teile Hexose
entstehen. Der Unterschied in der Ausbeute an Hexose zwischen
beiden Polysacchariden ist sehr gering (1,7 °/0). Die aus'gleiehen
Gewichtsmengen der Polysaccharide erhéltlichen Inversions-
produkte differieren somit beztglich der Farbstarke auch nur

um ein Unterschied, der bei der Farbreaktion kaum
erkennbar ist. Die Zunahme an Farbintensitat, welche die
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beiden erwadhnten Polysaccharide nach der Inversion gegentiber
der gleichen Traubenzuckermenge erfahren, betragt 8,1 bezw.
P.8" ,. entsprechend der Ausbeute an llexose aus den Poly-
sacchariden. Aus dem Gesagten ergibt sich, dall man bei
der kolorimetrischen Molekulargewichtsbestimmung nicht nétig
hat. die Farbstirke nach der Inversion festzustellen, solange
Produkte von der allgemeinen Formel (CAH100:;jnH20 in Frage
kommen, da die Intensitdt konstant ist bezw. mit steigendem
Molekulargewicht des Polysaccharids ganz wenig zunimmt. (Die
Dilferenz zwischen einem Polysaccharid von \ und 10 Hexosen
betrdgt nur 1,70 0.

Die konstante Farbstarke (im Mittel 100, bei Trauben-
zucker = 100, siehe Tabelle 11) der Polysaccharide nach der
Inversion dividiert durch die, je nach der GrolRe des Molekiils
variable Farbstarke wvor der Inversion ergibt die Molekular-
grolle d. h. die Zahl, welche friher als Inversionsquotient
bezeichnet wurde.

Gegenuber diesen Verhaltnissen nimmt die L&vulose eine
Ausnahmestellung ein, insofern als L&avulose und invertierte
lavulosehaltige Polysaccharide eine intensivere Farbreaktion
liefern, als die Theorie erfordert. Vielleicht steht diese Er-
scheinung mit dem Ketose-Charakter der L&vulose in Zusam-
menhang oder sie ist auf die Zerlegbarkeit durch Alkali zurick-
zufihren,

In dieser Zeitschrift!) habe ich jlingst eine kolorimetrische
Blutzuckerbestimmungsmethode beschrieben und erwahnt, dal
sich dieselbe vorzuglich zur Molekulargewichtsbestimmung
eignet. Ich habe daher die Farbstarke dquimolekularer Kohlen-
hydratmengen nochmals, gegen Traubenzucker als Typ, ver-
glichen und die Resultate in der folgenden Tafel | niedergelegt:

Die zum Vergleiche der Farbungen hergestellte Farbskala
ermdglicht, Unterschiede von 0,02 bis 0,05 mg Traubenzucker
oder &quimolekularer Mengen eines andern Kohlenhydrats zu
erkennen Dbezw. quantitativ nachzuweisen. Zur Herstellung
dieseivSkala verfahrt man wie folgt (loc. cit. S. 205): Zu 0,5.
1.0, 1,5 bis 8.0 ccm einer 0,01°/«igen Traubenzuckerlésung.

) L. Wacker. Diese Zeitschrift. Bd. LXVII, S. 1% (11)10).
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Die folgende Tabelle gibt die Farbstarke einiger Kohlenhydrate und
mehrwertiger Alkohole mit p-Phenylhydrazinsulfosdure verglichen
mit Traubenzucker.

Tabelle 1.

Farb-  Theo-

Anzanl oxrie F, retisch  Farh-
Konzen»  der der berech-  starke
tration verwen- Kohlen-  nete "4 der

delen liydrat-  Farb-  berech-

\nzabl

Xr. Name Kohlen- zen—~  Ver- in Kubik- gestetl»
_ _ glichen . zenti-  auf
liydrat- nieter ; mit  meter Trauben- C©"
|('jsung Kohlen- Trauben- 0.01 -0 Ver-

: zucker- Trauben- Zucker
in % hydrat- |5 nq zucker- | .. Blo Suche

lisung 0,01V  I8sung |

| Glycerin 0.01 1.0 2,2 — | ' L -
- 3.2 oM |
i 2.5 5.0 4,89 t
2 Arabinose 0.01 15 =2 1 121 !
-s O8.8 3.0 i
Mannit 001 + 25 0,2 2.47 251 5
4 Lavulose 001 | 25 , 35 % 925 + im 0
5 Inosil 0.01 2.5 T — 5
(i Galaktose 001 I 25 | 23 2,5 92 4
T Mannose 001 | 25 2,4 o<; 0,
S Maltose 0.02 25 4§ 2.3 | %o 92 6
tt  Milchzucker 002 j 25 ; 9. ' 25§ oo 3
10 | Rohrzucker 0.02 2.5 2.2 05 80 «
11 Raftinose 003 ] 25 I o0s | 25 + 100 7
12 Achroodextrin 0,01 i 25 | 27 —1 P
13 Erythrodextrin 0,04 25 ' 25 — 5
) i t | y
14 (natiJrSI.t(rjlcralﬁa(?nisch)i 0,07 | 2.5 2.8 N 08 f 2
15 Glykogen | 0,00 i 25 i 20 — -'3;
16 Gummi arabic.*j 0,14 25 2,4 — T

*) Die Bruchzahlen in der Farbstéarke. wie z. B. 2,2 oder 2,0, wurden
erhaben durch Vergleich mit der Skala einerseits und anderseits durch
Vergleich der verschiedenen Kohlenhydratfarbungen unter sich.

Das zu den Pentosanen zdhlende Gummi arabicum, in moglichst
reiner kauflicher Form, enthalt 2.61°/o Asche
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die auf 16 gleichweite Glaszylinder von 31 mm Durchmesser
verteilt und mit Wasser auf 10 ccm Flussigkeit ergénzt sind,
fugt man 2 ccm einer p-Phenylhydrazinsulfosaurelésung (ent-
haltend 0,04 g) und 2 ccm Natronlauge 33 % ig. Gegen diese
Skala vergleicht man 2,5 ccm der zu untersuchenden Kohlen-
hydratlésung, nachdem man vorher gleichfalls mit Wasser auf
10 ccm aufgefillt und die Reagenzien beigefiigt hat nach 4 stan-
digem Stehen unter haufigem Umschitteln.

Aus der vorstehenden Tabelle ergibt sich, daR die Kohlen-
hydrate bekannter MolekulargrolRe unter Nr. 6 bis 11 konstante
Farbstlrke, mit Schwankungen bis zu 11 = " liefern, sie zeigt
ferner die Ausnahmestellung der L&vulose, des Mannits und
des Inosits. Letzterer liefert als sekundarer Alkohol in dieser
Verdlinnung, gemald friherer Mitteilung, Uberhaupt keine Rot-
farbung. sondern reagiert erst in einer 10 fachen Konzentration.
Mannit ist ziemlich genau 2,5 mal starker, als die Theorie
erfordert, und die L&vulose ist 40°'0 zu stark.

Die Tatsache, dalR gleiche Gewichtsmengen invertierter,
IGvulosefreier Polysaccharide theoretisch gleiche Farbstarken
liefern, ergibt sich in Gbersichtlicher Weise aus der folgenden
Zusammenstellung.

Tabelle II.

|
" nf.cH1206 Awusbeute an 2,5 ccm invertierte

invertiertes invertiertem Kohlenhydratlésung

i - - -

n G*HIAY)H2) | Kkular- PoJv- Kohlenhydrat OOP/uig sind gleiche
: ; aus den Poly- Anzahl Kubikzenti-

[ ;:o( Mole-

. . [ . h
,_7, oo : f saccha- i sacchariden meter Traubenzucker-

. ¥ gewichf
| ride : in “u .] 18sung 0,01°/«ig

004 i 540 107.1 2.67

4 » «66 | 720 108.1 2.70
5 » 82« 1)00 108J 2,72
0 DUO | 1080 10h.1 2,73
7 » 1152 | 1250 ! 100,3 2,73
s » 1314 ; 1 MO 109.5 2,74
il * 147« | 1620 Vv 1007 274
10 um i i «kt - 100.8 O ms
20 » 3 258 3600 7 110.4 2.76

PK) v 1(5 218 18(KM) 110,0 2,7/
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2,5 ccm einer invertierten 0,01°/oigen Polysacrharidlésung
sind somit beziglich des FarbstolThildungsvermdgens theoretisch
gleich 2,67 bis 2.74 ccm einer 0,01 °/oigen Traubenzucker-
I6sung, je nachdem sich das Molekil aus 3 bis 10 Hexosen
zusammensetzt. Aus dieser geringen Differenz folgt, daR die
Inversion bei der Molekulargewichtsbestimmung in Wegfall
kommen kann, da ein Mittelwert (109 entsprechend 2,725)
zur Berechnung genugt.

Die praktischen Ergebnisse bei der Inversion gleicher
Gewichtsmengen verschiedener Polysaccharide sind in der Ta-
belle 1l wiedergegeben. Gleichzeitig wurden auch Trauben-
zucker und Lavulose auf Sdurebestandigkeit geprift. Weiter
enthélt die Zusammenstellung der Tabelle Il eine Umrechnung
der Farbstarke nach der Invertierung auf die .Substanzmengen
der Tafel | (molekulare Mengen).

Die fett gedruckten Zahlen unter Nr. 5—10 stellen
die Farbstarke von 2,5 ccm invertierter 0,01 °/oiger Poly-
saccharidlosung dar verglichen mit 0,01°/oiger Traubenzucker-
I6sung. Die ziemlich konstanten Werte nahern sich im Mittel
der Zahl 2,7. Demgegenuiber liefern L&vulose und lavulose-
lialtige Polysaccharide intensivere Farbungen (Nr. 1—3). Die
Intensitat der Farbung nimmt mit dem Llvulosegehalt des
Molekils abl).

Traubenzucker erweist sich als sdurebestandig, wahrend
Lavulose auch durch S&ure zersetzt zu werden scheint, da
die Farbstarke etwas zunimmt.

In der folgenden Tafel IV sind die mit der Hydrazin-
sulfosdure erzeugten Farbungen einiger Polysaccharide bei
Zugrundelegung gleicher Substanzmengen vor und nach der
Inversion gemaR den Ergebnissen nach Tafel | und Il ver-
gleichend zusammengestellt. Durch Division der Farbstarke Fir
vor der Inversion, in die Farbstarke F,, nach der Inversion,
wurde der Inversionsquotieut, d. h. die Anzahl Hexosen des
Polysaccharids berechnet. Fb ist die theoretisch berechnete

") Oie Lavulose und lavulosehaltigen Polysaccharide féarben sich
hei der Inversion nach Verfahren | gelb. Die Intensitat dieser Gelb-

farbung nimmt gleichfalls mit fallendem Lavulosegehalt ab.



us Leonhard Wacker.

Farbstarke einiger Polysaccharide (und Hexosen» nach der Inversion mit Salz-
saure, verglichen mit Traubenzucker in 0.01° *iger LOsung.

Tabelle 1.

Kon- Anzahl  Earpstarke  Mittlere Farb-  Umrechnung

zeint ra- Kﬂgirk- _des inver-  starke von ar%r?;ek:]ﬂggﬁ- In-
delr()?n- Zenti- tierten Poly- 25 ccm einer  Tapelle | ver-
NI Name ver- meter  saccharids  0.01 -uigen :
: ) inver- : -- Kon- Farb- SIOns-
tierten o+ verglichen  LOsung des ;
Lo6- E)eorlj-n mit Trauben- invertierten  Z€N- FSE?SE?] me-
SUNG  caccha-  zucker Poly- tration o, thod™
in % rids 0,01 0) saccharids in °u version
! Udvulose 0,01 2.5 4.3 |
5t 40 4.1 0.01 4.1 i
Rohrzucker 0.01 2,5 35 !
2.5 35 35 0.02 7.0 i
5., 7.0 I
Haltinose 0.01 2.5 3.3 1
oE 2.4%) o.H 0,03 | J|,W o
Traubenzucker 001 o4 21 2,0 001 | 26 |
Milchzucker 0.01 2.5 2.0 _ |
50 50 2.5 0,02 i 51 1
6 Mallose 0,01 %8 %g 26 0.02 59
Achroodextrin 0,01 2.5 2.7 2.7 0,04 108
8 Erythrodextrin  0.01 2.5 2.7 2,7 0,04 108 1
0 Starke (nalitrl.  0.01 2.5 2,8 1
Gemisch! 5.0 55 2.7 0.07 189 |
2.5 2,7 Ly
10 (ilykogen 0.01 2,5 3,0 1
50 53 2.8 0.09 252 1
11 Gummi arabicum 0.0t 2.5 2,5 1
5.0 53 2,5 014 36,0 :

") Zur Inversion wurden 2 verschiedene Verfahren eingeschlagen: 1. 0.1 g Poly-
saccharid wurden mit 25 ccm Wasser in 1,7 ccm konzentrierter Salzséure (ca. 38°)
8 Stunden im kochenden Wasserbad mit RickfluBkiihlung erhitzt und dann auf ! Liter
Flissigkeit verdinnt. 1L Vorschrift d. deutschen Zuckerindustriellen. (Siehe Elsnei
Praxis d. Chemikers. 8. Aut!., S. 858.) Unter denselben KonzontrationsVerhaltnissen
wie vorher, erhitzt man 5 Minuten lang auf 69° C.

#) Nicht vollstdndig invertiert. Vgl. Lip.pmann. «Chemie der Zuckerailvn»-
— Aull, S. 1010.

3) Hie Starke wurde vor der Inversion mehrere Stunden im Druckkolbchen au
JO;)0 erhitzt.
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Maibstarke der Polysaccharide nach der Inversion (d. h — 100,
wenn Traubenzucker = 100). Die Zahl 2,720 ist demnach die
mittlere berechnete barbstarke von 2.*) ccm einer invertierten

0,0t0/oigen Polysaccharidlésung / — 100.”\/ — 2,720\/ Durch
\ ' /

| nirec linung auf die Konzenlration (ler Kohleuhydratlosung erhalt

ni

man daraus Fb. Die Inversionsquotienten H'l und; sind
nahezu gleich, wodurch bewiesen ist, daR die inversion p}aktisch
in W egfall kommen kann. Die Inversionsquotienten sind in
Bruchzahlen angegeben, obschon naturlich nur ganze Hexose-
molekule in Frage kommen koénnen, In einer weiteren Rubrik
der Tafel 1V sind daher die betr. Bruchzahlen auf ganze Zahlen

auf- bezw. abgerundet.

Tabelle 1V.
Konzen- Anzahl T:
tration ¢ der invor- Inver-
der  ver- sions- th sions-  A\b-
Nr. Name Kohl<'n- (Sn; F F ¥*“U X 2,7251 110" | run-
i Hydrat- Kubik- |éant tienl | (langs-
lisungen zenti- F,. Xloo  Fb zanien

o meler il F, F,

Rohrzucker 0,02 25 22 70 31 5.15 212 0Ob

!
2 Milchzucker ; 002 : 25[25: 51 20! 515 21 2
3 Maltose 002 | 25 23 52 22| 5,15 2312
1  Raffmose 0.03 25 25 99 39 8,17 3;2| 3 (1)
Achroo- 0.01 25 27 108 1.0 1090 ! 1.0 1>,
dextrin ! | .
Erythro-
dextrin 001 ! 25 25108 13! 10,90 43 1
- Starke (natur-j "
ﬁeﬁ.%e‘n?sc )| 1™ 07 - 19.10 68 7
[
«  Glykogen' 009 i 25 129252 80.i 2452 84 j8-9

v : R N [ V/ XT ' ;
11 Achroo- und Erythrodextrin sind demnach von gleicher Mole-
kulargrolk». Vielleicht ist dies so zu deuten, dal Achroodextrin beim
Abbau von Starkecellulose und Erythrodextrin beim Zerfall von Granu-
lose entstent. Das Verhalten der beiden Dextrine, sowie der genannten
Markebestandteile gegen Jod wuirde darauf Hinweisen.
*I Das Glykogenmolekil ist gegeniber friheren Angaben kleiner.
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Die kolorimetrische Methode auf lavulosehaltige Puly-
saccharide (Nr. 1 u. 4) Ubertragen, kann aus erwahnten Griinden
bei der Inversion zu T&uschungen Veranlassung geben, da-
gegen verhalten sieh die nicht invertierten Kohlenhydrate (Rohr-
zucker und Raffmose) normal und passen in die Reihe hinein
(vgl. auch Tafel I, Nr. 10 und 11). Unter Zuhilfenahme der
fur Derivate des Traubenzuckers giltigen Mittelzahl (Fb) erhalt
man auch bei Rohrzucker und Raffinose den richtigen In-
versionsquotienten.

In einer friheren Mitteilung (loc.cit) habe ich die Zer-
legbarkeit der Polysaccharide unter dem Einfliisse der bei der
Methode verwendeten Alkalilauge besprochen. Diese Verhélt-
nisse habe ich eingehend geprift. (Vgl. Tafel V.)

Die Prifung der Alkaliempfindlichkeit wurde in der Weise
(lurchgefiihrt, dal die Kohlenhydratlésungen, in der bei den
Versuchen eingehaltenen Konzentration, ldngere Zeit der Ein-
wirkung von Natronlauge exponiert und dann gegen die gleiche
Menge eines frischen Ansatzes verglichen wurden, welche nicht
mit Lauge vorbehandelt worden war.

Aus den Versuchen geht hervor, dall bei einer kurzen
Einwirkungszeit der Natronlauge, welche etwa der Dauer der
Farbstoflbildung entspricht, die Veradnderung durch Alkali (mit
Ausnahme der Lavulose) gering ist. Bei langerer Einwirkung
findet eine Zerlegung der Kohlenhydrate statt, die dadurch ge-
kennzeichnet ist, dal die Farbintensitat zunimmt. Die Zer-
legbarkeit der Kohlenhydrate durch atzende und kohlensaure
Alkalien,l) schon ohne die Mithilfe von Fermenten, ist von
physiologischem Interesse, denn es ist vielleicht kein Zufall,
da der Organismus des Diabetikers gegeniber jenen Kohlen-
hydraten und &hnlichen Substanzen (L&vulose, Mannit), welche
die starkere Empfindlichkeit gegen die Alkalien zeigen, die
groRere Toleranz aufweist. Auch die Resistenz des Glykogens
gegen Alkali ist bemerkenswert.

Samtliches Glykogén des Handels ist stark durch Eiweil3 verunreinigt und
liefert daher eine zu groRRe Hexoseanzahl.

V L. Wacker. Das Glykogen und die Kohlenhydrate des Blutes.
Sitzungsberichte d. physikal.-medizin. Gesellsch. Wirzburg, Januar 1910 —
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Verhalten derHexosen und Polysaccharide gegen ca. 5>ige Natronlauge.

Tabelle V.
Konzen-  Anzani Ein- )
tration  der ver- wirkungs- arP-  Farb-
der wendeten  dauer starke stark«»
Nr. Name Kohlen-  Kubik- der  nach dem ohne Vor*

zentimet. 5°/oigen nn i behand-

hydrat- Kohlen-  Natron-  Kralluf

| 16sung hydral- lauge q . lung

Lo “ in °/o 16sung  giq.u.Min. er Lauge:mi( Lato
I Traubenzucker 0,01 2,5 1 15 2,8 25
L ' . 001 2,5 2 2,8 2,5
- 0,01 2,5 17 — 3.5 2.5
o001 93 a1 - o 1 e
2 Lavulose 0,01 2,5 — 28 4,5 3.8
0,01 2,5 1 15 55 | 3,5
0,01 2,5 17 — . u 3,8
0.01 2,5 41 — 34 - 3,5
3 Galaktose 0,01 2,5 2 2,0 24
0,01 2,5 17 — 3,5 2.4
0,01 2.5 41 — 3.5 2,4
N Mannose 0,01 2,5 17 — 3,0 2,4
0,01 2,5 41 — 3,2 2,4
Sr Maltose 0,02 2.5 2 2.4 22
0,02 2,5 17 — 4,0 2,3
0,02 2,5 41 — 52 2,3
< Milchzucker 0,02 97 9 21 2,8
| 0,02 2,5 1/ rf 43 2.5
| 0,02 2,5 11 — 5.5 2J)
7 Rohrzucker 0,02 2,5 "2 — 2,5 2,1
0,02 2,5 17 — 2,4 2,2
0,02 25 41 — 2,5 9,5
8 Raffmose 0,03 25 2 2,8 97
0,03 2,5 17 2,8 2,5
0,03 2,5 41 - . 30 2,5
Achroodextrin 0,01 2,5 2 3,1 2,7
0,01 2.5 15 4.9 2.7
10  Erythrodextrin 0,04 2,5 2 27 2,5
, 0,04 2,5 15' — 3" 2,5
11 Starke 0,07 2,5 2 — 3,3 2.8
0,07 2,5 14 8,7 2,8
V; 0,07 2,5 41 — 58 2,8
12 Glykogen 0,00 2,5 1 15 2,9 2,9
0,09 2,5 17- 2.9 2,9
0,09 9\ 41 — 27 2.9
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Interessant ist ferner, dall bei langerer Einwirkung (41
Stunden) der Lauge auf die Hexosen (vgl. Tafel V, Nr. 1,
2. 3 und \) sich die Farbintensitat ungefahr auf eine konstante
Zahl der Skala einstellt. Wahrend Lavulose gegen Alkali
sehr empfindlich ist, sind die lavulosehaltigen Polysaccharide
«Rohrzucker und Raffinose> gegen Alkalien ziemlich wider-
standsfahig *).

Die Veradnderung der Hexosen durch Laugen laRt sich im
Polarisationsapparat verfolgen und decken sich die Befunde

nach Tafel V mit den Resultaten der Untersuchung anderer
Autoren?).

Munchen, patholog. Institut der Univers., Februar 1911.

L Wacker und Kr. Poly, Untersuchungen tber den Kohlenhydratstuft-
wechsel. Deutsch. Archiv f. klin. Medizin, Bd. C, '1910, S. 571. Fest-
schrift auf v. Leube. Verlag von F. C. W. Vogel, Leipzig 1910.

) Li ppmann.t.hemie der Zuckerai ten (Braunschweig 1904). S. 231,
232. 1238. 1(540.

*) Ebendort, S. 330. 342.343, «15. 713.835.1475,154«. — A. Jolies,

Beitrdge zur Kenntnis der Kohlenhydrate. Zentralblatt d. gesamten Me-
dizin. Nr. 1, 1911.



