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Uber den Einfluss von Aminosiuren
auf die Zuckerbestimmung

speziell nach der Methode von Potterat und Eschmann
sowie nach Hadorn und von Fellenberg

Von H. Hadorn und K. T. Biefer
(Laboratorium VSK, Basel)

I. Problemstellung

T aufel und Iwainsky ') haben tber den stérenden Einfluss der Aminosduren
bei der Zuckerbestimmung nach Luff-Schoorl?®), bzw. der Halbmikromethode
nach van de Kemer 3) berichtet.

Gewisse Aminosauren (Tryptophan, Tyrosin, Histidin), welche nach den
tblichen Klarungsmethoden im Filtrat verbleiben, konnen durch ihre Eigen-
reduktion gegentiber Luffscher Losung einen erhéhten Kohlenhydratanteil vor-
tauschen. Aber auch andere Aminosauren, welche sich gegentiber Luffscher Lo-
sung indifferent verhalten, erhohen die Reduktionswerte von Glucose in art- und
mengenspezifischer Weise. Je nach Aminosdure erhoht sich der Reduktionswert
von Glucose um 12 bis 41 %, wenn pro Aquivalent Glucose 6,8 Aquivalente
Aminosaure vorhanden sind. So ergaben beispielsweise 5,98 mg Glucosehydrat
+ 15,36 mg Glykokoll in 10 ml Reaktionsmischung nach Luff einen um 28,5 %/
zu hohen Glucosewert.

Bei Zuckerbestimmungen mit Barfoed’s Reagens nach Bleyer und Sichert )
hat lwainsky ®) festgestellt, dass ein Glykokollzusatz das Reduktionsvermogen
der Glucose stark herabsetzt. Bei Zuckerbestimmungen nach Fehling verursacht
Glykokoll nur ganz minime Fehler.

Der storende Einfluss der Aminosauren bei Zuckerbestimmungen wurde von
lwainsky so gedeutet, dass sich neben dem Kupfer-citrat-Komplex der Luff-
losung, bzw. dem Kupfer-Acetat-Komplex in der Barfoed-Losung neue Komplexe
zwischen Aminosdaure und Kupfer bilden. Diese Komplexe haben alle verschie-
dene Komplexbildungskonstanten. Durch die teilweise Uberfiihrung des komplex
gebundenen Kupfers der Luff- oder Barfoed-Losung in Aminosaure-Komplexe
wird eine Anderung des unter bestimmten Versuchsbedingungen empirisch fest-
gelegten Reduktionswertes bewirkt.

In der vorliegenden Arbeit soll nun untersucht werden, wie sich die ver-
schiedenen Aminosdauren auf die komplexometrische Zuckerbestimmung nach
Potterat und Eschmann %) auswirken. Interessehalber wurden auch einige Ver-
suche mit Fehlingscher Losung nach der titrimetrischen Methode Hadorn und
von Fellenberg 7) ausgefihrt.

Die neue Methode nach Potterat und Eschmann, welche sich durch grosse
Genauigkeit und gute Reproduzierbarkeit der Werte auszeichnet, hat sich bei der
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Untersuchung verschiedener Lebensmittel, wie Milchschokoladen, Milch, Honig
und Siissweinen, bereits mehrfach bewahrt.

Das Reagens besteht aus einer Kupfer-Komplexon-Losung in schwach alkali-
scher Losung, welche aus Natriumkarbonat, Kupfersulfat und Komplexon III in
annihernd stochiometrischen Mengen hergestellt wird (Komplexon III = Di-
natriumsalz-dihydrat der Athylendiamintetraessigsaure). In diesem Komplexon-
Reagens ist das Kupfer ziemlich stark komplex gebunden. Es ware demnach zu
erwarten, dass sich die Aminosduren weniger stark storend auf das Reduktions-
vermogen der Zuckerlosungen auswirken als beim Barfoed- oder Luff-Reagens.

II. Methode Potterat und Eschmann

1. Uersuche mit Invertzucker und Aminosdiuren

Die Versuche wurden analog angestellt, wie dies 7 dufel und [wainsky an-
gegeben haben. Zu einer aus reinster Saccharose durch schwache Inversion nach
Schoch ®) hergestellten neutralisierten Invertzuckerlosung wurden steigende Men-
gen der wasserigen Aminosaurelosungen, welche vorher schwach alkalisch
gemacht worden waren (Phenolphtalein rotlich) zugesetzt.

Je 5 ml Zuckerlosung wurden in einen Filterkolben nach Potterat-Eschmann
pipettiert und mit 1—5 ml Aminosaurelosung versetzt. Das Flissigkeitsvolumen
erganzte man mit Wasser auf 10 ml und gab 10 ml Komplexon-Kupfer-Reagens
zu. Anschliessend wurde vorschriftsgemass wahrend 10 Minuten gekocht, der
Kupferoxydulniederschlag nach dem Abkiihlen abfiltriert, in Salpetersaure gelost
und das Kupfer komplexometrisch titriert.

Die Resultate sind in Tabelle 1 angegeben. Zahlreiche der gepriften Amino-
sauren, wie Glykokoll, Alanin, Phenylalanin, Valin, Tyrosin, Tryptophan, und
Glutaminsdure verursachen nur eine ganz minime Erhchung des Reduktionsver-
mogens. So gibt beispielsweise ein Zusatz von 4,2 Aquivalenten Glykokoll auf
1 Aquivalent Invertzucker einen um rund 1 %0 zu hohen Wert, was bei den
meisten Analysen nahezu innerhalb der Fehlergrenze liegt. Bei der Methode
Luff-Schoorl dagegen erhéhen alle Aminosduren, selbst bei geringen Zusatzen,
die Resultate ganz betrichtlich, wie von Iwainsky gezeigt wurde. Die Komplexon-
Methode nach Potterat und Eschmann weist also gegeniiber derjenigen von Luff
auch in dieser Hinsicht Vorteile auf. |

Gewisse Aminosdauren, wie Histidin, Arginin, Cystin oder die Fleischbase
Kreatinin storen allerdings die Analyse sehr stark. Das Kupferoxydul fallt gelb,
sehr feinkornig, teilweise kolloidal aus und ldsst sich sehr schwer abfiltrieren.
Beim Auswaschen entstehen Verluste, indem ein Teil des Niederschlages kolloidal
durch das Filter lauft. Es war in diesen Fallen tiberhaupt nicht moglich, irgend-
welche reproduzierbaren Werte zu erhalten. Auffallenderweise sind es aus-
schliesslich Diaminosdauren oder kompliziertere Aminosduren mit mehreren N-
Atomen, welche diese Storung verursachen, wobei die aliphatische Diaminosaure
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Tabelle 1

Uersuche mit Invertzucker

Abweichung
Aminosiure Tt v&tgniififtk- Molverhiltnis
zucker oo Hexose zu Bemerkungen
Bezeichnung mg . e Zucke‘:};isung SESeR
1. Glykokoll 0 17,86 0 1:0 Cu20 normal
Molgew. 75,07 3,14 17,88 40,10 1:0,42 Cu20 normal
6,28 17,86 0 1:0,84 Cu20 normal
12,56 17,90 +0.92 1:1,68 Cu20 normal
18,84 17,98 +0,68 ] < 2.52 Cu20 normal
31,4 18,06 sl k18 1:4,22 Cu20 normal
2. Alanin 0 17,58 0 1:0 Cu20 normal
Molgew. 89,09 5.0 17,60 =1 1:0,58 Cu20 normal
15.0 17,79 +1,19 1:1,73 Cu20 normal
25,0 17,86 +1,59 1:2,88 Cu20 normal
3. Phenylalanin 0 17,16 0 1:0 Cuz20 normal
Molgew. 165,12 5,4 17,20 +0,23 1:0,34 Cu20 normal
10,8 17.24 +0,47 1:0,68 Cu20 normal
16,2 17,20 +0,28 11,62 Cu20 normal
27,0 17,24 +0,47 1:1,72 Cu20 normal
4. Valin 0 18,52 0 1:0 Cu20 normal
Molgew. 117,15 6,94 18,54 +0,11 1:0,58 Cu20 normal
13,88 18,60 +0,43 ISE7 s Cuz20 normal
20,8 18,60 40,43 1,73 Cu20 normal
34,7 18,72 +1,08 1:2,88 Cu20 normal
5. Tyrosin 0 17,61 0 10 Cu20 normal
Molgew. 181,18 3,6 17,61 0 1.:0,20 Cu20 normal
7,2 17,66 | +0,27 1:0,40 | Cu20 normal
10,8 17,70 +0.51 1:0,61 Cu20 normal
18,0 17,70 40,51 140,02 Cu20 normal
6. Tryptophan 0 17,61 0 1:0 Beim Auflsen des
Molgew. 204,22 4,9 1766 .| 0,27 1.:'@;25 Cuz20-Niederschlags
9,8 17,66 +0,27 1:0,50 in HNOs3 entsteht
14,7 17,70 | +0,51 1:0,75 eine grine Losung.
24.5 17,78 | +0,96 1:1,26 | Umschlag bei Titra-
tion ist weniger
scharf
7. Glutaminsaure 0 18,52 0 1:0 Cuz20 normal
Molgew. 147,13 7,0 18,60 +0,43 1:0,46 Cu20 normal
14,0 18,68 +0,86 1:0,92 Cu20 normal
21,0 18,64 +0,64 1:1,38 Cu20 normal
35,0 18,76 +1,30 I:2.31 Cu20 normal




Tabelle 1 (Fortsetzung)

L Abweichung
Am‘nosaure Invert- V?ln:n}:;g?:[q Molverh&ltnis
zucker i feisen Hexose zu Bemerkungen
. mg Zuckerldsung Aminosdure
Bezeichnung mg 0o
8. Lysin-2HCI 0 17,58 0 10 Cu20 normal rot
Molgew. 219,1 5,0 17,64 +0,34 1.;0.23 Cu20 normal rot
15,0 17,55 —0. 17 1:0,70 Cu20 normal rot
25,0 17,49 | —0,51 1:1,17 Cu20 normal rot
9. Histidin-HCI 0 7,58 0 -0 Cu20 normal rot
Molgew. 191,62 1,0 17,71 +0,74 1:0,05 Cu20 orange-rot;
j filtriert normal
2,0 16,54 | —5,98 1:0,12 Cu20 ockerfarbig,
lauft kolloidal
durchs Filter
5,0 1545 | —12,11 1 ;0,27 Cu20 ockerfarbig,
lauft kolloidal
durchs Filter
10. Arginin 0 16,63 0 1:0 Cu20 normal rot
Molgew. 174,21 1,0 16,50 —0,78 1:0,06 Cu20 braungelb;
nicht kolloidal
Cu20 ockerfarbig,
2,0 { ig};g —1,99 1:0,12 | 14uft beini Auslwa-
5 258 | _6.39 0. schen kolloida
5,0 15,58 6,32 1:0.31 ldurchs Filter
10,0 = — 1% 0,62 Cuz0 ockerfarbig,
nicht filtrierbar
11. Cystin 0 17,58 0 1:0 Cu20 normal rot
Molgew. 240,29 1,0 17,40 - | - ~-1.08 1:0,04 Cu20 normal, etwas
: dunkler
2,0 | 17,22 | —2,05 1:0,08 | Cu20 braungelb,
nicht kolloidal
Cu20 ockerfarbig,
6,0 15.12 —14,0 1:0,24 kolloidal, lauft teil-
10,0 | 14,17 | —19,¢ 1:0,40 | weise durch das
Filter
12. Kreatinin 0 17,58 0 1:0 Cu20 normal rot
Molgew. 113,10 1,0 17,65 | +0,40 1:0,09 Cu20 orangegelb,
filtriert normal
2,0 16,79 | —4,50 1:0,18 Cu20 orangegelb,
lauft kolloidal
durchs Filter
5,0 16,38 —6,83 1:0,45 Cu20 ockerfarbig,
lauft kolloidal
durchs Filter




Lysin eine Ausnahme macht. Vermutlich bilden die stark storenden Aminosauren
besondere Komplexe mit Kupfersalzen, was moglicherweise auf Grund ihrer
Konfiguration erklart werden konnte.

2. Uersuche mit Lactose

In analoger Weise wie mit Invertzucker wurden die Versuche mit Lactose
und Zusatz verschiedener Aminosauren durchgefithrt. Die Resultate, welche in
Tabelle 2 aufgefihrt sind, ergaben, wie zu erwarten war, ein ganz dhnliches Bild

Tabelle 2

Uersuche mit Lactose

Abweichung
Aminosdure Lactose | vom Reduk- | Molverhiltnis
wasser- tionswert L Bimedbwaded
frei der re.i'nen A;‘;;‘;z; :rue g
Bezeichnung mg mg Zucke;:fl:sung
1. Glykokoll 0 25,02 0 130 Cu20 normal
Molgew. 75,07 52 .4 25,02 0 1:9,55 Cu20 normal
31,4 25,02 0 1:5,78 Cu20 normal
2. Phenylalanin 23,5 25,08 <4=if).94 1 99 Cu20 normal
Molgew. 165,12 14,1 25,05 =012 1 Cu20 normal
3. Valin 21,1 25,19 +0,68 1:2,47 Cuz20 normal
Molgew. 117,15 12:7 25,18 +0,44 1:1,48 Cu20 normal
4, Tyrosin 18,5 25,02 0 1:1,40 Cu20 normal
Molgew. 181,18 10,8 24,97 (.90 1:0,84 Cu20 normal
5. Glutaminsaure 35,0 24,92 —0,40 l1:3,26 Cu20 normal
Molgew. 147,13 a0 25,00 —0,08 1:1,96 Cu20 normal
6. Histidin-2HCI 15,0 22,03 —11,9 1:1,32 schlecht filtrierbar,
Molgew. 228,09 lauft teilweise kol-
loidal durchs Filter
7. Arginin 14,8 — — I.1,32 lauft kolloidal
Molgew. 174,21 durchs Filter,
Niederschlag ocker-
farbig
8.. Kreatinin 10,0 — == 1:1,38 lauft kolloidal
Molgew. 113,10 durchs Filter,
Niederschlag ocker-
farbig




wie die Versuche mit Invertzucker. Die Aminosdauren Glykokoll, Phenylalanin,
Valin, Tyrosin und Glutaminsaure verursachen nur unbedeutende Fehler. Histi-
din, Arginin sowie die Fleischbase Kreatinin storen sehr stark. Die Kupferoxydul-
niederschlage vind mehr oder weniger kolloidal und nicht filtrierbar, so dass die
Bestimmung in den meisten Fallen gar nicht zu Ende gefiihrt werden kann.

8. Einfluss der Kldrung nach Carrez

Es sollte noch geprift werden, ob sich die stark stérenden Aminosauren durch
eine Klarung nach Carrez aus der Losung entfernen lassen.

In einem 50 ml-Messkélbchen wurden je 20 ml Invertzuckerlosung (= 83,15
mg) mit wechselnden Mengen Argininlésung (2,5—20 ml 1°%ige Losung) ge-
mischt. Zur Klarung gab man je 1 ml Carrez-Lésung I und II und hierauf
tropfenweise n- Natronlauge zu, bis Phenolphtalein eben schwach rétlich wurde.
Nach dem Autfillen mit Wasser und dem Filtrieren erschien die Losung farblos.
Im Filtrat wurden pH-Werte zwischen 6,9 und 7,9 gemessen. Je 10 ml dieses
Filtrates benttzten wir fir die Zuckerbestimmung nach Potterat und Eschmann.
Zum Vergleich wurde in analogen Mischungen, jedoch ohne Kldarung, die Zucker-
bestimmung ebenfalls durchgefihrt.

Tabelle 3
Zuckerbestimmung in Gegenwart von Arginin vor und nach der Klirung
mat Carrez-Lisung

In je 10 ml Lésung Ohne Klarung Nach Carrez-Klarung
Arginin- fund funden
Invert- mono g? ue len relativer g? ¢ relativer
zucker hydro- nvir . Fehler Bemerkungen ‘nvir 5 Fehler Bemerkungen
ms Chlorld ZUuckKer /o ZUCKer 0/
G m3 mg ' mg
16,63 0 16,63 0 (‘uz0 rot, normal = i —
16,63 5 15,8 | —6,3 Cuz0 oekerfarkig, 16,71 +0,5 Cuz0 rof, normal
16,63 7 15,62 —6,1 liuft beim Auswaschen | 16,77 +0,8 (Cuz0 rot. normal
16,63 10 15:21 —8.5 kolloidal durch 16,77 +0,8 Cuz0 rof, normal
' las Filter
16,63 20 — —100 {uz0) gelb. teilweise 14,64 | —12 Cu-0 gelbbraun,
kolloisal. liuft durch [uft heim Auswaschen
tas Filter kolloidal durch
flas Filter
16,63 40 — —100 Cuz0 kolloidal, = —100 (nz0 gelb, Tiuft
nicht filtrierhar feilweise durch das
F”IP[‘, \[’f.\hl]ln
sehliessl:ch die Poren




Schon sehr geringe Mengen Arginin storen die Zuckerbestimmung erheblich.
So verursachen bereits 5 mg Arginin neben 16,63 mg Invertzucker einen relativen
Fehler von — 6,3 %/o. Durch eine vorhergehende Carrez-Klarung der Losung lasst
sich der Fehler beheben. Das Arginin wird offenbar zum grossten Teil entfernt.
Bei Anwesenheit grosserer Mengen Arginin, beispielsweise 20 mg auf 16,6 mg
Invertzucker, ist die Zuckerbestimmung nicht mehr durchfiihrbar, weil sich
kolloidales Kupferoxydul bildet. Die Klarung nach Carrez verbessert das Resultat
etwas, der Fehler ist aber bereits viel zu gross (— 12 %0). Wird die Argininmenge
weiter erhoht auf 40 mg, so 1st auch in der geklarten Losung keine Verbesserung
mehr festzustellen. Das Arginin wird demnach bei grosseren Konzentrationen
durch den Zink-ferrocyanid-Niederschlag nur unvollstindig entfernt, was leicht
verstandlich ist. da es sich bei der Carrez-Klarung um einen Adsorptionsvorgang
handelt.

4. Uersuche mit Caseinhydrolysat

Um zu untersuchen, wie ein kompliziertes Aminosauregemisch die Zucker-
bestimmung beeinflusst, haben wir ein Caseinhydrolysat hergestellt.

20 g Casein wurden mit 100 ml 20 %/siger Salzsdure wiahrend 12 Stunden am
Riuckflusskithler gekocht. Die Salzsaure wurde anschliessend im Vakuum ab-
destilliert und das Hydrolysat mit verdiinnter Natronlauge neutralisiert (pH =
3,5).Die dunkle Losung wurde zunachst mit 2 g Aktivkohle gekliart und dann
durch eine Saule filtriert, welche unten mit 2 g Silikagel und dariber mit 2 g
Aktivkohle beschickt war. Die filtrierte Losung verdinnten wir auf 500 ml. Die
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl ergab in 10 ml dieser Losung (entsprechend
0,4 g Casein) 47,2 mg N.

Fir die Zuckerbestimmung benutzten wir je 5 ml einer Invertzucker- bzw.
einer Lactoselosung, setzten steigende Mengen des Caseinhydrolysates zu und
erganzten mit Wasser auf 10 ml. Anschliessend gaben wir 10 ml Kupfer-Kom-
plexon-Reagens zu und kochten vorschriftsgemass wahrend 10 Minuten.

a) Ohne Carrez-Klirung

Das nur durch Aktivkohle und Silikagel filtrierte «ungeklarte» Casein-
hydrolysat stéri die Zuckerbestimmung ausserordentlich stark. Bereits 1 ml
dieser Losung entsprechend 4,7 mg N verursacht einen Fehler von — 25 % (Ta-
belle 4, Versuch 2). Das Cu20 fallt hellgelb, z.T. kolloidal aus und lauft leicht
durch das Filter. Bei Anwesenheit grosserer Mengen dieses «ungeklarten» Casein-
hydrolysates fallt gar kein Cu2O mehr aus, das Reaktionsgemisch verfarbt sich
lediglich grin (Versuche 3 und 4). Zuckerbestimmungen sind somit bei Gegen-
wart eines derartigen Eiweisshydrolysates praktisch unmoglich.

b) Nach Carrez-Kldrung

In der Praxis werden die Losungen vor der eigentlichen Zuckerbestimmung
in der Regel nach Carrez geklart. Wir fihrten daher in obigem Caseinhydroly-
sat ebenfalls eine solche Kldarung durch.
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40 ml Caseinhydrolysat wurden in einem 50 ml-Messkolben mit je 2 ml
Carrez-Losung I und II versetzt, dann wurde n-NaOH zugegeben, bis Phenol-
phtalein schwach rotlich, und filtriert. 1 ml dieses «geklarten» Caseinhydroly-
sates entspricht 0,8 ml der ungeklarten Losung. Das «geklarte» Filtrat stort die
Zuckerbestimmung viel weniger stark, was aus den Resultaten der Tabelle 4
ersichtlich ist. Der Kupferoxydulniederschlag fallt zwar orangerot oder citron-
gelb aus und hat die Neigung, beim Auswaschen kolloidal durch das Filter zu
laufen. Bei kleinen Zusatzen (1 ml) dieses geklarten Hydrolysates werden richtige
Werte gefunden (Versuche 5, 10, 11). Bei grosseren Zusatzen (5 ml) konnen merk-
liche Verluste eintreten, wie dies bei Versuch 7 mit Invertzucker der Fall war.

Tabelle 4
Lainfluss von Caseinhydrolysat auf die Zuckerbestimmung
nach Potterat und Eschmann

Versuche mit je 5 ml Invertzuckerlésung, enthaltend 18,96 mg

Invert- Gef. Al
N zucker- Casein- Invert- ol Aussehen des Cu20-Niederschlages
2 lt’)sulng hydrolysat zucker weilnc.)%ng und Beobachtungen
m mg i
1 5 0 18,96 0 Cuz20 ziegelrot
2 5 1 ml ungeklart| 14,19 | —25 gelber Niederschlag, welcher teil-

weise durch das Filter lauft
Es entsteht kein Niederschlag,

3 5 8 ml ungeklart — —100 (A ;-5 4 p
4 5 % ml ungeklait _ —100 Lf:ecllgﬂécsl:mc;unkelgrune Verfarbung
5 5 1 ml geklart 18,81 | —0,8 gelboranger Niederschlag

R Iber Niederschlag, mit Tendenz
6 5 3 ml geklirt 18,43 [-—2.8 |L8% g :
7 5 5 mil geldést 1797 | —5.9 Igsxﬂlﬁ;s]waschen durch das Filter

Versuche mit je 5 ml Lactoselésung, enthaltend 25,02 mg Lactose (wasserfrei)

Lac_ Gef. Ab'
N tose- Casein- Lactose ik Aussehen des Cu20-Niederschlages
ke 16sung hydrolysat (wasserfrei) iI:DE g und Beobachtungen
ml mg ’
8 5 0 25,02 0 Cu20 zieglrot
9 5 5 ml ungeklart — —100 | kein filtrierbarer Niederschlag
10 q 1 ml geklart 24,97 | —0,2 Cuz20 orangerot
11 5 2 ml geklart 2481 | —0,8 Cu20 citronengelb
12 5 5 ml geklart Dot (A R o) L Cuz0 citronengelb
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Beim analogen Versuch 12 mit Lactose wurde dagegen ein etwas zu hohes
Resultat gefunden.

Durch die Carrez-Klarung werden die storenden Aminosdauren nur unvoll-
standig und vermutlich nicht in genau reproduzierbarer Weise entfernt, so dass
bei Gegenwart grosserer Mengen Eiweisshydrolysat die Zuckerbestimmung trotz
der Klarung nicht zuverlassig gelingt.

III. Einfluss der Aminosauren auf die Zuckerbestimmung
nach Hadorn und von Fellenberg

Die titrimetrische Zuckerbestimmung nach Hadorn und von Fellenberg 7),
welche mit Fehling-Losung arbeitet, ist in unserem Laboratorium seit Jahren fiir
die Zuckerbestimmung in den verschiedenartigsten Lebensmitteln beniitzt wor-
den, ohne dass je auffallende Storungen beobachtet worden wiren. Es wurde
nun interessehalber der Einfluss einiger stark storender Aminosauren untersucht.

Die Zuckerbestimmungen wurden in Reagensglasern mit je 10 ml einer
Lactoselosung (enthaltend 10,0 mg Lactosehydrat) und steigenden Mengen der
Aminosauren durchgefthrt. In 1 ml Aminosaurelosung waren jeweils 4 mg der
betreffenden Aminosaure enthalten. Das Volumen der Mischung wurde mit
Wasser auf 20 ml erganzt, 5 ml Fehling-Mischung zugesetzt und in siedendem

Tabelle 5
Einfluss einiger Aminosduren auf die Zuckerbestimmung
nach der Methode Hadorn und von Fellenberg

Lactose-
Aminosédure mg g:fyuir:ll;n Fienhl],;r Bemerkungen
mg
|
Tryptophan 0 10,0 0 Niederschlag rot
4 10,55 +5.,5 Niederschlag orange
20 11,45 +14,5 Niederschlag gelb
40 13,20 +22 Niederschlag gelb
Arginin- 0 10,00 0 Niederschlag rot
mono-hydrochlorid 1 10,00 0 Niederschlag gelb-rotbraun
20 10,20 2 Niederschlag gelblich
40 8,80 —12 Niederschlag gelblich,
die uberstehende Losung ist
nach dem Zentrifugieren
schwach trib
Histidin- 0 10,00 0 Niederschlag rot
mono-hydrochlorid 4 9,00 —10 Aussehen normal
20 3,47 75 Niederschlag gelb,
uberstehende Losung trib
40 0 —100 kein Niederschlag,
Losung klar
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Wasserbad erhitzt. Das ausgeschiedene Kupferoxydul wurde abzentrifugiert und
vorschriftsgemass titriert.

Die Resultate, aus welchen deutlich ersichtlich ist, dass die gepriiften Amino-
sauren auch bei dieser Methode stark storend wirken, sind in der Tabelle 5 zu-
sammengestellt. Der Fehler ist je nach Aminosidure und je nach Menge positiv
oder negativ und die Resultate sind nicht ohne weiteres verstandlich. Ein Zusatz
von Tryptophan verursacht in allen I‘allen zu hohe Resultate. Der Fehler wird
grosser mit steigender Tryptophanmenge. '

Bei Arginin storen kleine Mengen nicht, bei einem grosseren Zusatz von
20 mg auf 10 mg Zucker fallt das gebildete Kupferoxydul statt schon ziegelrot
gelblich aus. Die Lactosewerte sind etwas zu hoch. Bei noch griosserem Arginin-
zusatz bleibt ein Teil des Kupferoxyduls kolloidal in der tberstehenden Losung
und lasst sich nicht abzentrifugieren, so dass Verluste und folglich zu niedrige
Werte resultieren. ‘

Bei Zusatz von Histidin werden stets zu niedrige Werte gefunden. Sind 40 mg
Histidin neben 10 mg Lactose vorhanden, so wird tiberhaupt kein abzentrifugier-
barer Niederschlag von Kupferoxydul gebildet.

IV. Erklarung der Aminosaure-Wirkung

Der storende Einfluss von Aminosduren, bzw. Eiweisshydrolysaten bei der
Zuckerbestimmung beruht auf zwei verschiedenen Wirkungen. Erstens haben
Aminosdauren die Eigenschaft, das Reduktionsvermdgen der verschiedenen
Zuckerarten mehr oder weniger stark zu erhohen. Dies beruht nach Tdaufel und
lwainsky auf der Bildung von Kupfer-Aminosiure-Komplexen. Die zweite
Wirkung ist mehr kolloidchemisch, sie erstreckt sich auf die Teilchengrosse des
ausfallenden Kupferoxyduls. Reine Zuckerlosungen reduzieren die Kupfer-
Komplexon-Lésung zu einem dunkelroten, ziemlich grobkornigen Kupferoxydul,
welches sich leicht abfiltrieren und auswaschen ldsst. Bei Gegenwart gewisser
kompliziert gekauter Aminosduren fallt das Kupferoxydul, wie bereits erwahnt,
sehr feinkornig, orangegelb bis zitronengelb oder ockerfarbig aus. Der Nieder-
schlag ist nahezu kolloidal und lauft teilweise, in extremen Fillen vollstindig,
durch das Filter, so dass betrachtliche Verluste entstehen.

Es ist daher leicht verstandlich, dass 7 dufel und lwainsky, welche die Me-
thode Luff-Schoorl beniitzt haben, bei Aminosidurezusatz stets zu hohe, aber nie
zu niedrige Resultate gefunden haben. Bei der Methode Luff-Schoorl wird be-
kanntlich nicht das ausgefallene Kupferoxydul bestimmt, sondern man ermittelt
den in der Losung enthaltenen Uberschuss an nicht reduzierten Kupfer (2) Ionen.

Jede Analysenmethode, bei welcher das Kupferoxydul abfiltriert oder aus-
zentrifugiert wird, muss unrichtige Werte liefern, wenn dasselbe kolloidal ent-
steht und sich nicht quantitativ abtrennen ldsst. Dies ist sowohl bei der Methode
Potterat und Eschmann als auch bei der Hadorn- und von Fellenberg-Methode
der Fall.
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Zusammenfassung

1. Der Einfluss einiger Aminosdauren und eines Caseinhydrolysates auf die komplexo-
metrische Zuckerbestimmung nach Potterat und Eschmann sowie auf die Hadorn-
und von Fellenberg-Methode wurde untersucht.

Zahlreiche Aminosduren storen die Zuckerbestimmung erheblich. Die Resultate er-

scheinen zunichst wenig Ubersichtlich, weil in manchen Fillen zu hohe, in anderen

Fillen zu niedrige Werte gefunden wurden.

3. Es konnte gezeigt werden, dass sich zwei verschiedene Fehler tberlagern. Das Re-

duktionsvermogen der verschiedenen Zuckerarten wird durch die Anwesenheit von
Aminosduren immer mehr oder weniger stark erhoht, Dieser positive Fehler ist
abhidngig von Art und Menge der Aminosaure.
Bei Anwesenheit gewisser Aminosiuren (z.B. Histidin oder Arginin) fallt das ent-
standene Kupferoxydul nicht schon kristallin aus, sondern es wird ein mehr oder
weniger kolloidaler Niederschlag gebildet, welcher bei der Methode Potterat und
Eschmann durch das Filter lduft. Bei der Methode Hadorn und von Fellenberg lésst
sich dieser Niederschlag nicht sauber abzentrifugieren. Nach beiden Methoden ent-
stehen aul diese Weise Verluste (negative Fehler).

4. Eiweisshydrolysate wirken ebenfalls stark stérend auf die Zuckerbestimmung. Durch
die ubliche Kldarung mit Carrez-Losung und Natronlauge kénnen die storenden Stoffe
zum Teil entfernt werden.

Falls die Aminosdurekonzentration in der Ausgangslosung nicht zu hoch war, kénnen
nach der Kldrung brauchbare Werte erzielt werden. Grossere Fehler entstehen erst,

wenn das ausgeschiedene Kupferoxydul beim Auswaschen kolloidal durch das Filter
lauft.

ro

Résumé

I. On a examiné l'influence de quelques acides aminés et d'un hydrolysat de caséine
sur le dosage des sucres par complexométrie selon Potterat-Eschmann, ainsi que par

la méthode de Hadorn-von Fellenberg. .

2. On a constaté que de nombreux acides aminés génent considérablement le dosage des
sucres, les valeurs obtenues étant tantot trop élevées, tantdt trop faibles.

3. On a pu montrer que l'action génante des acides aminés est due aux deux causes
suivantes:

a) une augmentation du pouvoir réducteur des sucres, variable suivant la nature et
la quantitc des acides aminés;

b) la précipitation de l'oxydule de cuivre sous forme plus ou moins colloidale qui
passe ainsi au travers du filtre (Potterat-Eschmann) ou se laisse mal centrifuger
(Hadorn-von Fellenberg).

4. On a observé que la défécation usuelle, selon Carrez, ne permet pas d'éliminer com-
plétement les substances génantes. Si la teneur initiale en acides aminés n’est pas
trop élevée, on obtient cependant des résultats valables.

Summary

It has been found that various amino acids interfere with the determination of the
sugars according to Potterat-Eschmann (complexometry) or Hadorn-von Fellenberg. The
interference is caused by an increase of the reduction power of sugars and by the for-
mation of a Cu20 more or less colloidal. The clarification, according to Carrez, does
not completely remove the amino acids.

14



Literatur

1) K. Tiufel und H. [wainsky, Ztschr. analyt. Chemie 136, 31 (1952).

2) N. Schoorl, Chem. Weekblad 26, 130 (1929); Z.U.L. 57, 566 (1929).

3) Halbmikroaustihrung J. H. van de Kamer, Chem. Weekblad 39, 585 (1942).

) K. Sichert und B. Bleyer, Ztschr. analyt. Chem. 107, 328 (1936).

) H. lwainsky, Z.U.L. 100, 173 (1955).

8 M. Potterat und H. Eschmann, diese Mitt. 45, 312 (1954).
M. Potterat, Revue internationale de la Chocolaterie 10, 1 (1955); Zucker und Siiss-
warenwirtschaft 8, 46 (1955).

) H. Hadorn und Th. von Fellenberg, diese Mitt. 36, 359 (1945).

8) W. Schoch, diese Mitt. 42, 242 (1951).

(i)

Recherche des colorants artiticiels
dans les denrées alimentaires et identitication

des colorants par chromatographie sur papier.
1) vins, vermouths, apéritifs, liqueurs, sirops et limonades

Par . Deshusses et P. Desbaumes

(Laboratoire cantonal de chimie, Geneve)

I’addition de colorants artificiels aux vins est une falsification qui est deve-
nue fort rare de nos jours. Il est indispensable cependant de vérifier si les vins
n'ont pas subi une telle addition. Pour la recherche des colorants artificiels dans
les vins, la méthode suivante est signalée dans le Manuel suisse des denrées
alimentaires !).

Ajouter 2 ml de bisulfate de potassium a 10 %o a 20 ml de vin et un fil de
laine de 10 cm de long (ou plus petit si la coloration est faible). Chauffer le vin
pendant 10 minutes dans un bain-marie bouillant. Si la laine non mordancée ne
se colore pas, le vin ne contient pas de colorants artificiels. En cas contraire,
faire bouillir le fil de laine avec de I'eau. Si la coloration de la laine pérsiste
nettement, le vin doit étre considéré comme coloré artificiellement: toutefois,
une coloration rose sale de la laine ne doit pas étre pris en considération. S’il
s'agit d'identifier le colorant, on sépare le colorant de la laine au moyen d’am-
moniaque a 1 %o, puis on fixe a nouveau le colorant sur du coton ordinaire,
coton mordancé, laine mordancée, etc.

La Pharmacopée helvétique ), 5¢me édition, indique une méthode qui n’est
guere préférable a la précédente:

Etendre 10 ml de vin a 50 ml avec de I'eau; ajouter 1 ml de bisulfate de
potassium a 10 °/o et faire bouillir 5 minutes avec quelques fils de laine blanche.
La laine ne deit pas se colorer — ou se colorer a peine —. Dans aucun cas, elle
ne doit rester colorée apres avoir été bouillie dans de 'eau.
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