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Bericht Giber die 79. Jahresversammlung
der Schweiz. Gesellschaft fur analytische und angewandte
Chemie

am 29. und 30. September 1967 in Genf

Compte-rendu de la 79e Assemblée annuelle
de la Société suisse de chimie analytique et appliquée

les 29 et 30 septembre 1967 a Genéve

Teilnehmer - Participants
A. Gaste - Invités

Monsieur A. Chavannes

Président du Conseil d’Etat de la République et Canton de Genéve
Monsieur M. Aubert

Président du Conseil Municipal de la Ville de Genéve
Herr und Frau Dr. R. Burkard

Prisident des Verbandes der Kantons- und Stadtchemiker der Schweiz
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Monsieur le Professeur E. Cherbuliez, Genéve
Représentant du Comité Suisse de la Chimie et de la Société Suisse de
Chimie

Monsieur le Dr. I. Flament, Genéve

Herr Dr. W. Fresenius, Wiesbaden

Herr Prof. Dr. K. Hala¢ka, Brno

Herr Prof. Dr. O. Hégl

Priasident der Eidg. Weinhandelskommission und des Codex Alimentarius,
Bern

Herr Dr. Fr. Hoeke, Rotterdam
Monsieur V. Jans

Président de la Société des Experts-Chimistes de France, Paris
Monsieur le Professeur V. Lasalle-Saint-Jean, Bordeaux
Herr Dr. K. Méhler, Miinchen
Monsieur le Professeur D. Monnier, Geneve
Herr Dr. R. Morf, Basel, Generalsekretar der IUPAC
Monsieur et Madame M. Ney, Metz
Monsieur et Madame /. Ruffy

Délégué du Département fédéral de I'Intérieur, Chef du contrdle des den-
rées alimentaires, Service fédéral de I’hygiéne publique, Berne

Herr H. Schneider

Prisident der Gesellschaft Schweizerischer Lebensmittelinspektoren, Bern
Monsieur R. Souverain
Représentant du Service de la répression des fraudes, Paris

Herr und Frau Prof. Dr. H. Thaler, Braunschweig
Monsieur le Dr. Ch. Vodoz, Genéve
Herr und Frau Dr. K. Woidich, Wien

B. Ebhrenmitglied - Membre d’honnenr
Herr Prof. Dr. O. Hégl, Bern

C. 141 Einzel- und Kollektivmitglieder - 141 Membres individuels et collectifs
68 Damen - 68 Dames

Sur Dlinvitation de Monsieur Charles Berner, chimiste cantonal, notre Société
a tenu ses assises annuelles & Genéve pour la 5iéme fois depuis sa fondation. Nous
adressons tous nos remerciements 2 M. Berner et 4 ses collaborateurs pour nous
avoir regus avec un grand dévouement qui nous a permis d’apprécier tout le
charme de Genéve et ’hospitalité de son canton. Des dames nombreuses nous ont
fait ’honneur de se joindre a nous.

Nous exprimons aussi nos remerciements aux Autorités du canton et de la
ville de Genéve, pour leur accueil généreux, ainsi qu'a la Direction des Etablisse-
ments Firmenich pour la réception qu’elle nous a réservée. Enfin, notre gratitude
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va aux nombreuses Maisons mentionnées ci-aprés qui ont contribué par leur dons
a la réussite de notre assemblée annuelle.

Ateliers des Charmilles SA, Genéve

Chocolat Fjord, Chéne-Bourg

Ciment Portland SA, Vernier

Ciravegna & Co. SA, Genéve-Carouge

Cynamid European Research Institut, Genéve
Discount Bank, Genéve

Doria SA, Genéve

Firmenich & Co., Genéve

Givaudan SA, Vernier

Hispano Suiza Suisse SA, Geneve-Carouge
Laboratoire Sauter SA, Genéve

Laiteries Réunies, Geneéve

Lorsa SA, Geneve

Martini et Rossi SA, Meyrin

Minoteries de Carouge C. Sylvant SA, Genéve-Carouge
Minoteries E. Perollaz SA, Moulin du Rondeau, Genéve-Carouge
Minoteries de Plainpalais SA, Genéve

Pancosma SA, Genéve

Patek Philippe SA, Genéve

Pharmacie Principale de Tolédo et Co., Genéve
Profar SA, Genéve-Carouge

Rhoéne Poulenc, Genéve

Sapos SA Geneve

Société Générale de Surveillance, Geneve

Sopid SA, Genéve

Union Carbide Europa SA, Genéve

United Cigarettes Company Ltd., Geneve-Carouge
Vin Union, Satigny

1. Sitzung - liére Séance
Freitag, den 29. September 1967 - Vendredi, le 29 septembre 1967

Aprés la visite des Etablissements Firmenich le matin, notre président, M. le
Prof. Dr. A. Schiirch, ouvre I’assemblée annuelle en début d’aprés-midi a I’Aula de
PEcole de commerce:

Sehr verehrte Damen und Herren,
Liebe Kollegen,

Ich begriifie Sie alle herzlich zu unserer 79. Jahresversammlung, zu der uns
Stadt und Kanton Genf in grofiziigiger Weise Gastrecht bieten. Es freut mich
sehr, dafl wir dieses Jahr unsere Tagung in der Westschweiz abhalten diirfen.
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Sicherlich werden auch Sie alle diese Gelegenheit zur engeren Kontaktnahme mit
unseren westschweizerischen Kollegen zu schitzen wissen. Wie Sie aus dem Pro-
gramm ersehen, hat uns Herr Ch. Berner, Kantonschemiker, einige ganz besondere
Genlisse fiir unsere Tagung vorbereitet. Wir danken ihm und seinen Mitarbeitern
herzlich fiir die grofle Vorbereitungsarbeit, die sie geleistet haben.

Mein Dank gilt weiter unseren Referenten fiir ihre Bereitschaft, uns ihre For-
schungsergebnisse darzulegen. Zu ganz besonderem Dank bin ich Herrn Prof.
Cherbuliez fiir die Uebernahme des Hauptvortrages verpflichtet.

Schliefilich sei den Behdrden und der Industrie von Stadt und Kanton Genf
fiir ihre groflziigige Unterstiitzung unserer Tagung bestens gedankt.

Jahresbericht - Rapport annuel
1966 / 1967

Der Bericht iiber die 78. Jahresversammlung, die am 2. und 3. September 1966
in Basel stattgefunden hat, ist in Band 57, Heft 6 der «Mitteilungen» publiziert
worden. Da keine Bemerkungen dazu eingegangen sind, ist dieser genehmigt. Im
Namen aller Mitglieder danke ich unserem Sekretir, Herrn Dr. Miserez bestens
fiir die vorziigliche Abfassung des Berichtes und fiir die grofle Arbeit, die er im
Laufe des vergangenen Jahres fiir unsere Gesellschaft geleistet hat.

Mitgliederbewegung - Mouvement des membres

Im Verlaufe des vergangenen Jahres wurden folgende Mitglieder neu aufge-
nommen:

a) Einzelmitglieder:
Dr. Friedrich Conti, Fribourg
Dipl. Ing.-Agr. Armin Frey, Zollikerberg
Peter Halasz, Birsfelden
Dr. Joseph Jutz, Nidau
Jean-Claude Mathez, Neuchitel
Dr. Pierre Mivelaz, Martigny
Dr. Jacques Monnin, Neuchatel
Dr. Hans-Peter Thier, La Tour-de-Peilz
Ing. Chim. Jean Tiercy, Genéve
Dr. Jacques Vogel, Genéve
Dr. Karl Woidich, Wien

b) Kollektivmitglieder:

Conserves Estavayer SA, Estavayer-le-Lac
Brauerei A. Hiirlimann AG, Ziirich
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Ich heifle die neuen Mitglieder herzlich willkommen und hoffe, dafl sie aus
ihrer Mitgliedschaft bei uns nicht nur fachlich, sondern auch durch Ankniipfung
freundschaftlicher Beziehungen zu Fachkollegen bereichtert werden.

Seit der letzten Jahresversammlung sind drei Mitglieder verstorben:

Am 19. September 1966 verungliickte Ing. Chem. Fritz Féorg todlich in seinen
geliebten Biindneralpen, im Alter von 51 Jahren.

Am 25. September 1966 verschied alt Kantonschemiker Dr. Ernst Miiller,
Schaffhausen, im Alter von 85 Jahren. Er war seit 1910 Mitglied unserer Gesell-
schaft.

Nach schwerer Krankheit verschied am 3. Mirz 1967 Dr. Paul Steinegger,
Adjunkt der Gutsverwaltung und Eidg. landwirtschaftlichen Versuchsanstalt
Liebefeld-Bern im Alter von 61 Jahren.

Alle, die sie in voller Aktivitit gekannt haben, werden die drei verstorbenen
Kollegen in guter Erinnerung behalten. Nekrologe werden im Bericht iiber die
Jahresversammlung erscheinen.

Leider muf} ich Thnen weiter bekanntgeben, dafl ein mehrmaliger Gast un-
serer Gesellschaft, mit dem wir enge Beziehungen pflegen durften, Minister Dr.
H. Frenzel, Prasident des Rechnungshofes, Wien, verstorben ist.

Meine Damen und Herren, ich bitte Sie, sich zum Gedenken an unsere dahin-
gegangenen Kollegen und Freunde zu erheben. Danke.

Auch im vergangenen Jahr haben wir einige Austritte wegen Pensionierung
oder Wechsel des Arbeitsgebietes zu verzeichnen.

Es sind dies:

Corplan Associates Consultants to Management, Haag, Scheveningen
Dr. K. Eschle, Basel

Dr. O. Furrer, Koniz

Dott. M. Giriodi, Torino

Prof. Dr. O. Howald, ETH, Ziirich

H. Pulver, Liebefeld-Bern

M. R. Riitti, dipl. Ing. agr., Basel

Schweiz. Zentralstelle der Nabrungs- und Genufimittelwirtschaft, Bern

Der Vorstand hat diese Austritte genehmigt.

Der Mitgliederbestand stellt sich damit auf: 1966 1967
Ehrenmitglieder 7 7
Einzelmitglieder 300 302
Kollektivmitglieder 123 123

430 432

Von den Einzelmitgliedern entfallen 28 auf Freimitglieder, 246 auf Mitglieder
des Inlandes und 28 auf auslindische Einzelmitglieder. Unser Bestand hat somit im
letzten Jahr um 2 Mitglieder zugenommen.
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Es freut mich, heute drei unserer Mitglieder nach 35jihriger Mitgliedschaft
zu Freimitgliedern ernennen zu konnen. Es sind die folgenden Herren, die ich
bitte, falls sie anwesend sind, ihre Freikarten in Empfang zu nehmen:

Herrn G. Meyer, Chemiker bei Hero-Conserven, Lenzburg
Herr Dr. A. Schmal, alt Dir. der Versuchsstation schweizerischer
Brauereien, Hirzel ZH

Herr J. Stalé, Station fédéral d’essais agricoles, Lausanne.

Unsern neuen Freimitgliedern gratuliere ich herzlich und danke ihnen, dafl sie
unserer Gesellschaft so lange die Treue gehalten haben.

Zum Schlufy habe ich das grofle Vergniigen, unserem Freimitglied Herrn
E. Addor, La Rosiaz sur Pully, recht herzlich zu gratulieren. Seit 1906 in unserer
Gesellschaft, gebiihrt ihm als langjiahrigstem Mitglied fiir seine vorbildliche Treue
ganz besondere Erwihnung.

Herrn E. Vautier, Lausanne, ebenfalls Freimitglied, verdanken wir herzlich
sein Gliickwunschtelegramm, das er uns fiir die heutige Jahresversammlung zu-

kommen liefd. Beide Herren versichern wir unserer besten und freundlichsten
Wiinsche fiir die Zukunft,

. Nekrologe - Nécrologies

Ing.-Chem. Fritz J. Forg
(1915—1966)

Am 19. September 1966 verungliickte F. Forg todlich in seinen geliebten Biind-
nerbergen. Unserer Gesellschaft gehorte er seit dem Jahre 1959 an.

Am 16. Mai 1915 in Niirnberg geboren bestand er 1937 am Ohm-Polytech-
nikum in Nirnberg das Abschluflexamen als Ingenieur-Chemiker. Der zweite
Weltkrieg verunmdglichte ihm zunichst, eine Berufslaufbahn zu beschreiten. Mehr-
mals verwundet und zweimal verschiittet, kehrte er als Major aus dem Kriege
zuriick.

Zunachst arbeitete er als Praktikant in der bayrischen Milchversorgung in
Niirnberg, wo er bald die chemisch-bakteriologische Betriebskontrolle selbstin-
dig leiten konnte. Im Sommer 1950 organisierte er in der Nordmolkerei Deller
in Miinchen neben der Betriebskontrolle die Erzeugung einer keimarmen Milch.
Er war auch der Mitbegriinder der «Interessengemeinschaft milchwirtschaftlicher
Laboratoriumsleiter».

In den Jahren 1951/52 konnte er mit einem USA-Stipendium an der Uni-
versitit Wisconsin studieren, wo er den Grad eines «Master of science in public
health» erwarb.

Im Herbst 1955 kam er in die Schweiz, wo er die Leitung eines Laborato-
riums zur Entwicklung und zum Vertrieb chemisch-bakteriologischer Testmetho-
den begriindete. Seine erste Entwicklung war das Bactostripverfahren, ein in seiner
Einfachheit bestechender Test fiir den Colinachweis. Auch das Watorpapier
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zum Nachweis der Wasserverteilung in Butter fand weltweites Interesse. Zu-
sitzlich entwickelte er eine Reihe origineller Teste fiir medizinische, kriminalisti-
sche und lebensmittelchemische Untersuchungen. Aus diesem Laboratorium ent-
stand dann die ATESMO AG, die mit der Firma Macherey, Nagel & Co. in
Diiren zusammenarbeitet. Fiir die Weltgesundheitsorganisation entwickelte er
Teste fiir den Resistenznachweis auf verschiedene Insektizide. Im Jahre 1962 be-
griindete er die internationale Studiengemeinschaft fiir angewandte Tiipfelanalyse,
deren Vorsitz Prof. F. Feigl tibernahm.

Fritz Forg besafl die innere Unruhe des Forschers, die ihn immer zu neuen
Entwicklungen fiihrte. Daneben war er ein liebenswiirdiger, vielseitig gebildeter
Kollege.

Dr. Ernst Miiller-Hoessly. Schaffhausen
(1 882—1966)

Am frithen Sonntagmorgen des 25. September 1966, verschied in seinem 85. Al-
tersjahr alt Kantonschemiker Dr. E. Miiller-Hoessly an einer Herzkrise. Damit
hat sich das Leben eines Mannes erfiillt, der es verdient, dafl auch an dieser Stelle
seiner gedacht wird.

Ernst Miiller wurde als Sprof} eines alten Schaffhauser Geschlechtes am
16. April 1882 in Schaffhausen geboren. Bis zur Maturitdt durchlief er die Schulen
seiner Vaterstadt. Schon friih fiir die Naturwissenschaften begeistert, studierte er
Chemie bei den Professoren Lunge, Gnehm, Bamberger und Treadwell am Poly-
technikum in Ziirich, um darauf bei Professor Diels in Berlin zum Doktor zu pro-
movieren. Nach kurzer Tatigkeit in der Privatindustrie zog es ihn nach Schaff-
hausen zurlick, wo er am 1. Juli 1909 als Mitarbeiter von Professor Meister in
das kantonale Laboratorium eintrat. In Anbetracht des kleinen Kantons und der
beschrinkten Mittel fiihlte er sich zu sparsamer Amtsfithrung verpflichtet. Wih-
rend 43 Jahren widmete er sich, ohne geschulte Hilfskrifte, der Alltagsarbeit mit
voller Hingabe. Seine Beobachtungen im Laboratorium, die von seinem reichen
Wissen zeugen, veroffentlichte er in den Mitteilungen des Eidg. Gesundheitsamtes.
Aus seiner Feder stammen eine Reihe von Beitrdgen, wie: «Ueber die Bestimmung
von Salicylsiure in Konfitiiren», «Ein einfacher Saponin-Nachweis», «Ueber die
Berechnung des Wasserzusatzes bei Milchfilschungen», «Die Berechnung der
Milchtrockensubstanz», «Die Untersuchung geronnener Milch» und zahlreiche an-
dere interessante Arbeiten.

Der abstrakte Denker liebte zeitlebens das konigliche Schachspiel, das ihm
schon wihrend der Studienzeit verdiente Siegerehren eintrug. Im Jahre 1903
wurde er nach harten Kimpfen schweizerischer Schachmeister. Mit selten anzu-
treffender Selbstdisziplin widmete er sich ferner dem Sport. Er war einer der
dltesten aktiven Mitglieder der Bogenschiitzengesellschaft von Schaffhausen. Er
spielte regelmiflig Tennis, dem er wohl seine jugendliche Spannkraft verdankte.
Ein begeisterter Freund der Berge, bestieg er noch mit 68 Jahren den Matterhorn-
Gipfel. Auflerdem zihlte er zu den Schaffhauser Ski-Pionieren, die schon vor
Jahrzehnten dem damals noch neuen Sport eifrig huldigten.
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Fernerstehende mogen die lautere Gesinnung und die hohen menschlichen
Qualititen von Ernst Miiller nicht so leicht erkannt haben, weil sein schlichtes
Wesen ihn nicht in den Vordergrund riicken lieff. Er wirkte, jeder Ueberheblich-
keit abhold, mehr durch das Beispiel treuer Pflichterfiillung. Seine langjdhrigen
Staatsdienste, nebenbei auch an der Landwirtschaftsschule, sowie seine ehren-
amtliche Titigkeit als Aktuar der Liga gegen die Tuberkulose zeugen fiir seine
Verbundenheit mit der Heimat, mit Land und Leuten.

Die Frische seines Geistes und die nie versagende Spannkraft seines Wesens
sind ihm bis ins hohe Alter erhalten geblieben. So wird er im Andenken seiner Be-
kannten und Freunde weiterleben als ein Mann, der sich in all seinem Tun durch
den Adel seiner Gesinnung auszeichnete.

Dr. Paul Steinegger
(1905—1967)

Dr. Paul Steinegger, Adjunkt der Gutsverwaltung der Eidg. landwirtschaftli-
chen Versuchsanstalt Liebefeld, verschied am 3. Marz 1967 im Alter von 61 Jah-
ren. Der Verstorbene, geboren am 31. Dezember 1905 in Neunkirch (SH) erwarb
sich an der Kantonsschule Schaffhausen die Maturitit und anschliefend an der
Landwirtschaftlichen Abteilung der ETH das Diplom eines Ingenieur agronom.
Wihrend der Jahre 1930—1934 war er wissenschaftlicher Mitarbeiter der Eidg.
Versuchsanstalt fiir Obst-, Wein- und Gartenbau in Widenswil und erlangte in
dieser Zeit mit der Dissertation: «Zytologisch bedingte Ei- und Zygotensterilitit
bei triploiden Apfelsorten» den Titel Dr. sc. techn. Von 1934 bis 1952 amtierte
Dr. Steinegger als Hauptlehrer fiir Tierzucht an der landwirtschaftlichen Schule
Liestal, wo ihm wihrend der Kriegszeit die Leitung der kantonalen Zentralstelle
fiir Heu- und Strohversorgung iibertragen wurde und er als Beauftragter fiir die-
Schlachtvieh- und Fettversorgung verantwortlich war. 1953 erfolgte auf dem
Berufungswege seine Wahl zum Direktor der Schweiz. Gefliigelzuchtschule in
Zollikofen und Ende 1961 iibernahm er die Leitung der Schweinemastversuche
an der Gutsverwaltung Liebefeld. Paul Steinegger war von jung auf ein froh-
gemuter, sangesfreudiger und geselliger Mensch. Daneben war er ein ernster und
harter Arbeiter, der stets mit vollem Einsatz und grofler Begabung an die vielfil-
tigen Probleme herantrat, deren Bearbeitung ihm iibertragen war. In seiner Ta-
tigkeit war ein Wesenszug stets zu erkennen, ndmlich das Streben, mit seiner
Arbeit die Wahrheit zu finden und nicht personlichen Ruhm und Erfolg. Hatte
er neue Erkenntnisse gewonnen, die auf Grund des Experimentes und nach sorg-
filtigem Abwigen aller Umstinde als richtig und wahr gelten konnten, so stand
er unerschrocken zu dieser Wahrheit. In freier Rede verstand er es, seine An-
sichten freudig und mutig zu vertreten und seine Zuhorer zu fesseln. Auch nahm
er in Lehrmitteln und zahlreichen Berichten zu einschligigen Tagesfragen Stellung.
Hier seien nur erwihnt: Rindviehzucht (1. Aufl. 1943, 3. Aufl. 1953) Hiihner-
haltung als Nebenerwerb (4. Aufl. 1966). Ergebnisse der Schlachtqualitdtskontrol-
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le beim Schwein in «Neue Forschungs- und Untersuchungsergebnisse der Schweiz.
Tierproduktion 1965». — Nebst grofler Anerkennung, die ihm fiir ein erfolgrei-
ches Schaffen zu Teil wurde, blieben ithm Friichte der Mifigunst und des Neides
nicht erspart.

Vorstand — Comiteé

Der Vorstand erledigte die laufenden Geschifte des Jahres in 4 Sitzungen.
Die Gesellschaft war im vergangenen Jahr wie folgt vertreten:

— im Schweizerischen Komitee fiir Chemie (Achermann, Potterat, Schiirch);

— an der Generalversammlung der Schweizerischen Gesellschaft fiir Chemische
Industrie in Neuchatel (Potterat);

— an der Tagung des Schweizerischen Chemiker-Verbandes in Burgdorf (Hdgl);

— an der Versammlung der Schweiz. Chemischen Gesellschaft in Fribourg (Mi-
serez);

— an der 14. Konferenz der IUPAC (Cherbuliez als Prasident des Schweizeri-
schen Komitees fiir Chemie);

— an einer durch die Gesellschaft Deutscher Chemiker in Frankfurt organisier-
ten Diskussion iiber den Begriff Automation in der analytischen Chemie
(Simon).

Einer Einladung des Schweiz. Chemikerverbandes zum 4. Symposium {iber
makromolekulare Stoffe konnte leider nicht Folge geleistet werden. Wegen ande-
ren Verpflichtungen des Prisidenten konnte er auch nicht am 7. Kongrefl der
Association Internationale d’Expertise Chimique (AIDEC) in Paris teilnehmen,
zu der ihm Herr Jans eine Einladung zukommen lief}.

Kassabericht - Rapport du caissier

Ueber die Jahresrechnung 1966 berichtet der neue Kassier, M. Salvisberg, an-
hand einer an die Versammlungsteilnehmer abgegebenen Zusammenstellung.
Wichtigste Zahlen:

Postcheck-Saldo auf Ende 1965 Fr. 1982.95
Postcheck-Einnahmen 1966 Fr. 12 204.97

Fr. 14 187.90
Ausgaben 1966 Fr. 3984.05
Saldo-Vortrag Fr. 10 203.85
Gesellschaftsvermogen am 31. Dezember 1966 Fr. 34 610.80

Nach Verlesen des Berichtes der Revisoren Dr. M. Refard und Th. Stiheli-Weif§
wird die Rechnung von der Versammlung genehmigt und dem Kassier M. Salvis-
berg unter besonderer Verdankung Decharge erteilt.
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Jahresbeitrag - Cotisation annuelle

Der Vorstand schligt vor, den Jahresbeitrag auf gleicher Hohe wie letztes
Jahr zu belassen, d. h., auf

Fr. 20.— fiir Einzelmitglieder, Schweiz
Fr. 25.— fiir Einzelmitglieder, Ausland
Fr. 50.— (min.) fir Kollektivmitglieder

Der Vorschlag des Vorstandes wird einstimmig genehmigt.

Kommissionsberichte - Rapports des Commissions

Folgende Berichte wurden vor der Jahresversammlung zugestellt: Schweiz.
Komitee fiir Chemie (Prof. E. Cherbuliez); Internationale Union fiir reine und
angewandte Chemie (Dr. R. Morf); Schweizerische Lebensmittelbuch-Kommission
(Prof. Dr. O. Hégl); Schweizerische Milchkommission (O. Dénz); Kommission

fiir Seifen und Waschmittel (Dr. J. Jutz); Schweizerische Tabak-Kommission
(Dr. E. Romann).

Schweizerisches Komitee fiir Chemie - Comité Suisse de la Chimie

pour la période d’aofit 1966 a aolt 1967
Rapporteur: Prof. E. Cherbuliez, président, Genéve

. Composition. Durant la période sous revue, la composition du Comité a subi
deux importantes modifications par suite de Padmission de I’Association Suisse des
Chimistes (Schweizerischer Chemiker-Verband) & fin 1966, et de la Gesellschaft
Schweizerischer Mikroanalytiker, il y a quelques mois. Les sociétés nationales
suisses de chimie les plus importantes se trouvent ainsi toutes groupées au sein du
Comité Suisse de la Chimie.

Voici les représentants des sociétés affiliées (dont le président, s’il n’est pas
délégué au Comité, prend part aux délibération avec voix consultative):

Société Suisse de Chimie: MM. Cherbuliez (Geneve), Guyer (Zurich) et, comme
président de la société, M. Wettstein (Bile).

Société Suisse des Industries chimiques: MM. Barrelet (Zofingue), Sieber
(Attisholz) et, comme président de la société, M. Junod (Bile).

Société Suisse de Chimie analytique et appliquée: MM. Achermann (Neu-
chatel), Potterat (Berne) et, comme président de la société, M. Schiirch (Zurich).

Société Suisse de Chimie clinique: M. Roth (Geneve), président de la société.

Société Suisse de Biochimie: M. Martius (Zurich), président de la société.

Association Suisse des Chimistes: MM. Max Liithi (Berthoud), président de la
société, et Rutishauser (Attisholz).

Gesellschaft Schweizerischer Mikroanalytiker: président M. Lebner (Berne);
les deux délégués de cette société sont encore a désigner.
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lI. Activités nationales. En dehors des affaires courantes, liquidées soit par
correspondance avec les membres du Comité, soit par le président directement, le
Comité a tenu sa séance annuelle habituelle. Les décisions les plus importantes
concernent l'admission (déja mentionnée plus haut) de 1’Association Suisse des
Chimistes et de la Gesellschaft Schweizerischer Mikroanalytiker. D’autre part, le
Comité a constitué a cette séance sa delégation (6 délégués) a la XXIVe Confé-
rence de ’Union Internationale de Chimie Pure et Appliquée (UICPA) a Prague
et arrété sa position au sujet des divers points a I'ordre du jours de cette conférence.

I11. Affaires internationales. C'est avant tout la Conférence précitée de
I'UICPA, a laquelle la Suisse a pu prendre part avec les 6 délégués auxquels elle
a droit, qui retiendra notre attention. Nous nous contenterons de signaler les
décisions les plus importantes qui y ont été prises.

1. Le président en exercice, Prof. Klemm (Allemagne) étant arrivé au terme
de son mandat, c’est selon les statuts le vice-président, le Prof. Kondratiev
(URSS) qui assume la présidence pour deux ans, soit dés la fin de la XXIVe
Conférence (2 septembre 1967) jusqu’a la fin de la XXVe Conférence qui aura
lieu dans deux ans, et qui se réunira 3 Rome. Comme vice-président a été élu le
Prof. Rees (Australie).

2. Jusqu’a présent, les conférences ont toujours eu lieu au méme endroit et
en méme temps (soit pendant, soit immédiatement avant) que les congreés inter-
nationaux de 'UICPA. Pour des raisons d’économie, la prochaine et XXVe con-
férence — aux tAches administratives — se tiendra en Europe (Belgique), tandis
que le XXIIe congrés international aura lieu en Australie, tous deux en 1969.

3. Statut juridique et siége légal de P'UICPA. Jusqu'ici 'UICPA n’avait pas
de statut légal particulier, et son siége était nominalement & Paris. Il a été décidé
de transférer le si¢ge légal & Zurich — la localisation du secrétariat n’étant pas
encore fixée — et de constituer PUICPA en association internationale sans but
lucratif, ce qui lui conférera des avantages fiscaux.

4. M. Morf (Suisse) a été réélu pour un nouveau mandat comme secrétaire
général, de méme que le trésorier, M. Baylar jr. (Etats-Unis).

5. Collaboration UICPA et UIB (Union internationale de Biochimie). L’acti-
vité de 'UIB recouvrait indiscutablement en partie celle de la division de chimie
biologique de 'UICPA, malgre le collaboration qui s’était établie entre ces deux
Unions, telle p. ex. la commission mixte de nomenclature biochimique. La con-
férence a décidé la suppression de la division de chimie biologique de 'UICPA,
qui s’occupait des aspects chimiques proprement dits de la biochimie, ces aspects
pouvant étre étudiés par les divisions respectives de chimie organique, de chimie
analytique et de chimie macromoléculaire; cette derniére sera représentée a I'avenir
au sein de PUICPA par une division de chimie macromoléculaire dont la création
a été décidée a Prague.

6. Collaboration UICPA-Fédération Internationale de Chimie clinique. Ici
encore une collaboration plus étroite a été décidée, devant éliminer les doubles
emplois et permettre en méme temps & 'UICPA de financer, du moins en partie,
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certaines activités de la Fédération, notamment les travaux sur les méthodes ana-
lytiques. Le Bureau de PUICPA a été chargé de trouver une solution quant a la
forme de cette association, la division de chimie analytique de P'UICPA n’ayant
pas voulu créer en son sein une section de chimie clinique.

7. Problemes financiers. La situation de 'UICPA est toujours tendue en raison
de l’accroissement constant de son activité et de son désir de réaliser la parti-
cipation effective de chimistes qualifiés, quel que soit le lieu de leur résidence.
La création d’une catégorie de membres industriels «associés» a déja apporté un
certain allégement; un baréme de cotisations basé sur la valeur de la production de
I'industrie chimique des divers pays est a 'examen.

Activité de PIUPAC — aoiit 1966 a aotut 1967

Rapporteur: Dr. R. Morf, Secrétaire général, Bile

L’année 1966 ayant été une année sans conférence, c’est-a-dire sans assemblée
générale, notre activité s’est concentrée sur les Divisions, Sections et particuliére-
ment les Commissions spécialisées. Dans un rapport tel que celui-ci, il est diffi-
cile d’énumérer les activités d’aprés leur importance ou leur date. Pour cette
raison, je me référe donc a la structure de 'TUPAC et débuterai par 'activité du
Comité exécutif:

1. Le Comité exécutif, dont les membres sont recrutés dans trois continents,
ne s’est réuni qu’une fois, en avril dernier & La Haye, — ceci a la fois pour
des raisons financieres et dans le but également de ne pas trop déranger les
savants éminents qui le composent. La réduction du nombre des séances du
Comité exécutif entralne, comme conséquence immédiate, un accroissement
considérable de la correspondance émanant du Secrétariat.

Afin d’éviter d’énumérer les résultats, je me bornerai 2 mentionner, ci-apres,
Pordre du jour; c’est la maniére la plus bréve de donner une idée de I"ampleur
de sujets traités:

1. Finalization of the Agenda
2. Minutes of the last Meeting (Ziirich, 1966)
3. Associated Organizations and independent Sections
a) Comité International de Thermodynamique et Cinétique Electrochimi-
ques (CITCE) (already an Associated Organization)
b) European Federation of Chemical Engineers (already an Associated
Organization)
¢) International Congress on Catalysis
d) International Federation of Clinical Chemistry
e) Division on Biochemistry
f) CID (Comité International des Dérivés tensio-actifs)
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. Legal Status of IUPAC
. Applications regarding Membership: change in category - Canada
. Company Associates
. President’s Report
. Treasurer’s Report

g.
10,

Report of the Finance Committee
Budget and Day to Day Finances

. Continuation of Commissions; new Commissions
12;
13.
14.
15,
16.
17
18
19.
20,
21.

Sponsorship

Prague — Conference and Congress
Elections; number of Bureau Members
Circular letters (July 1966 — March 1967)
Publications

Developing countries

Co-operation with UNESCO
Co-operation with CEE

Place and date of next meeting

Any Other Business

(Le Secrétaire général se fait un plaisir de fournir, sur demande, le texte des
proces-verbaux).

2. Etant données les dépenses considérables que comporte une convocation des
23 membres constituant le Bureau de I’'Union (quelque 12 000 §), une réunion
du Bureau a été supprimée, ainsi que la réunion statutaire des présidents de
Divisions, pour des raisons d’économie.

3. Les Divisions

I.

Division de Chimie — Physique — Electrochimie

Le Président du Comité International de Thermodynamique et de Cinéti-
que Electrochimiques (CITCE), le Professeur N. Ibl de Zurich, a soumis
des propositions trés intéressantes en vue d’amorcer une activité plus fruc-
tueuse dans le domaine de I’électrochimie tout en laissant & 'ITUPAC la
priorité dans les matiéres traitant des définitions, des symboles, de la ther-
minologie et de la nomenclature. La coopération avec CITCE, a I’échelon du
Bureau des deux Associations, est en voie de réalisation.

Chimie macromoléculaire. Le Professeur O. Wichterle de Prague, Président
de la Commission de Chimie Macromoléculaire, expert éminent de renom-
mée mondiale, a proposé — compte tenu de I'importance de toutes les
substances de composition macromoléculaire — de créer une nouvelle
division des Sciences de produits de haute polymérisation. Cette Division
n’intéresse pas seulement toutes des Divisions de 'TUPAC mais égale-
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ment 'industrie chimique. Outre les problémes se rapportant a I'industrie
des matiéres plastiques, elles traitera des sujets touchant aux substances
macromoléculaires ayant une activité biologique.

Colloides et Surfaces. L’on vient de recevoir le premier projet du rapport
de cette Commission — rapport qui compte quelque 60 pages — pour
distribution et commentaires.

Radioactivité appliqguée. La Commission mixte de Radioactivité appliquée
a décidé, pour des raisons d’économie, de renoncer a toute réunion inter-
nationale et permettre ainsi de patronner, certes assez modestement, les
symposia organisés par I’Agence de ’Energie Atomique a Vienne.

Chimie minérale — Nomenclature de chimie inorganique

La Commission de Nomenclature de chimie inorganique vient d’élaborer
de nouvelles régles, déja imprimées sous forme d’épreuves, en nombre
trés limité.

Poids atomiques. La Commission des Poids atomiques va publier quelques
nouveaux chiffres pour les Poids atomiques. Les nouvelles méthodes appli-
quées ont permis une précision extréme.

Hautes températures et Réfractaires. La Commission des Hautes tempé-
ratures, réduite & peu de membres, a distribué des rapports trés appréciés —
rapports qui ont été compilés principalement par les membres du «Bureau
of Standards» de Washington.

Chimie organique — Nomenclature de Chimie organique

La Commission de Nomenclature de Chimie organique vient de pubiier le
livre bleu «Nomenclature of Organic Chemistry Section C» de quelque
260 pages. En voici la préface:

«Section C deals with the nomenclature of compounds with characteristic
groups containing carbon, hydrogen, oxygen, nitrogen, halogen, sulfur,
selenium, and/or tellurium. It thus supersedes almost all of Sections IV, V
and VII of the Lieges rules, and also the relevant parts of the later revi-
sion of Section VIL.»

Chimie clinigue. Le Docteur M. Sanz, Secrétaire de la Fédération de Chi-
mie clinique, et son futur Président, le Docteur M. Rubin, ont proposé
d’introduire une nouvelle activité dans ce domaine en plein essor; c’est
pour cette raison que l’on a entrepris des échanges de personnel entre la
Fédération Internationale de Chimie clinique et 'TUPAC. La Commission
de Chimie clinique — sous forme de section — se rattachera a la Division
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de Chimie analytique et recevra ainsi toute la stimulation souhaitable de
la part de la Division de Chimie analytique, laquelle est en pleine évolu-
tion technique.

. Chimie analytique

La Division de Chimie analytique, consciente de la tendance qui vise a
introduire des méthodes analytiques & la fois plus efficaces et plus exac-
tes dans toutes les spheres de la vie humaine, est de plus en plus stimulée
par le développement de la technologie et de la recherche en chimie. Cette
Division a consenti a coopérer avec celle de Chimie appliquée dans un
champ nouveau d’activité. Consciente aussi du développement rapide des
Sciences physiques, théoriques et appliqués et, étant donnée la nécessité
d'utiliser les possibilités d’automation, la Division de Chimie analytique
organise le XXTe congrés de Chimie Pure et Appliquée 2 Prague du 4 au
10 septembre 1967. Outre cette discipline centrée sur la Chimie analyti-
que les organiciens tiendront un symposium sur la Chimie des acides nuc-
léiques. Il est A relever également que le congrés de Prague traitera du
probléme relatif a la toxicologie moderne. Notons encore que la Division de
Chimie analytique manifeste un intérét trés vif et étudie tres efficacement
la détection des substances provoquant ou stimulant la croissance des cel-
lules cancéreuses.

Chimie appliquée

La Division de Chimie appliquée, dans sa coopération trés étroite avec
I'industrie chimique, a non seulement fourni des données trés importantes
aux agences spécialisées des Nations-Unies mais aussi, sous la direction de
son Président trés actif, le professeur René Truhaut, elle a conclu un con-
trat de coopération avec les autorités du Marché Commun a Bruxelles.

Apres la mise en ceuvre de la structure du travail, il s’agit surtout d’élabo-
rer des méthodes analytiques pour contrdler les critéres de pureté des
additifs aux aliments. Toute recherche sur I’environnement humain exige,
comme condition sine qua non, la connaissance exacte du dosage et de la
présence de toute substance, méme existant en quantité infime, dans [air,
les eaux etc. ... Aucune recherche dans ce domaine tres vaste ne saurait se
faire sans utilisation des méthodes analytiques.

En dépit des efforts incessants du Secrétaire général, il n’a pas encore été
possible de trouver I’assistance compétente indispensable pour garan-
tir le succés de notre collaboration avec les autorités du Marché Commun
a Bruxelles. Nous cherchons toujours un analyste compétent.

En ce qui concerne les activités des 9 Sections de la Division de Chimie
Sy ks b S ;
appliquée, je me réfere au rapport du Président de cette Division publié
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dans le Bulletin d’Information No 29. Je me permets d’ajouter seulement
que la création de la nouvelle Section des Eaux constituera, pour la con-
férence de Prague, un sujet d’une importance primordiale.

Le travail de base de la XX1IVe conférence de 'TUPAC, a Prague du 28 aofit
au 3 septembre, s’établit selon 'ordre du jour ci-apres:

CO N Oy U W=

&
10.
1.1
12.
13.

14.
13;
16.
17
18.
19.
20.

21
22

23.
24,

. Ordre du jour définitif

. Approbation du Procés-verbal (XXIIIe Paris)

. Nouvelles Organisations adhérentes, changement de catégories

. Annonce des candidats aux élections

. Date et lieu des élections

. Rapport statutaire du Président

. Rapport biennal du Trésorier

. Rapport du Comité financier. Examen de la méthode de financement et

de la structure des contributions de 'TUPAC — commentaires et recom-
mandations de la part de I'organisation adhérente des Etats-Unis d’Amé-
rique, ayant trait au rapport du Comité financier.

Budget pour 1968 et projet de budget pour 1969

Rapport des Présidents de Divisions

Publications

Rapport du Comité pour I’enseignement de la chimie

Approbation par le Conseil des décisions prises par le Bureau et le Comité
exécutif depuis la XXIIIe conférence

Elections

Statut juridique de P'TUPAC

Siége de 'TUPAGC, statut 4.3

Compagnies associées

Patronage

Organisations associées

Coopération avec les Agences des Nations-Unies et d’autres organisations
internationales '
Rapports des Présidents de Divisions sur I’activité future des Divisions
Détermination de la langue dans laquelle seront rédigés les documents
officiels — statut 5.405

Dates et lieu de la XX Ve Conférence et du XXIle Congres

Divers

D’ores et déja, il est 2 mentionner qu’a I’issue de la conférence I’Académicien,
V. N. Kondratiev, assumera les fonctions de Président de PTUPAC pour les années
1967 a 1969.
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Schweizerische Lebensmittelbuch-Kommission

Berichterstatter: Prof. Dr. O. Hégl, Bern

Der 1. Band des Schweiz. Lebensmittelbuches in 5. Auflage, in deutscher
Sprache, der zu Beginn des Jahres 1965 erschien, ist, soweit wir dies den Buch-
besprechungen und der Zahl der verkauften Exemplare entnehmen konnten, in
Fachkreisen gut aufgenommen worden. Ein Band, der als Ganzes erscheint, wird
aber stets der Gefahr ausgesetzt sein, dafl einzelne Teile schon bei der Publi-
kation tiberholt sind, da die Ueberarbeitung infolge der Drucklegung usw. nicht
bis zum letzten Augenblick nachgefiihrt werden kann.

Fiir den 2. Band, der sich mit den Untersuchungsmethoden fiir einzelne Le-
bensmittel befaflt, wurde deshalb, wie bekannt, die Form des Ringbuches ge-
wahlt. Sie hat den Vorteil, den Inhalt stets a jour zu halten, aber auch viele Nach-
teile, was wir an allen Werken, die in Form von Ringbiichern erscheinen, be-
obachten konnen: zu Beginn zahlreiche Liicken, langsames Auffiillen derselben
durch Nachtrige, organisatorische Schwierigkeiten beim Ersatz der Blitter, hohe
Kosten usw.

Wir haben darum davon abgesehen, jede einzelne Methode auf einem Blatt
zu publizieren, sondern beschlossen, jeweils erst dann mit dem Druck zu beginnen,
wenn ein ganzes Kapitel vorliegt.

Es diirfte zweckmiflig sein, einmal eine Uebersicht in personeller Hinsicht
iber die Mitarbeiter an dem Werk zu geben. Im Stillen wird hier eine gewaltige
Leistung vollzogen, die nicht groflartig honoriert ist, sondern aus Freude an der
Sache und aus Idealismus erfilllt wird. Wir sind es diesen Mitarbeitern, die
groflenteils Mitglieder dieser Gesellschaft sind, schuldig, dafy wir sie einmal in den
«Mitteilungen» nennen. Spiter ist es vielleicht schwierig, die Namen wieder zu
finden.

Die gegenwirtige Zusammensetzung der Schweizerischen Lebensmittelbuch-
Kommission ist im 1. Band gegeben. Unterdessen ist an Stelle von Herrn Dr.
M. Staub, Ziirich, Herr Dr. R. Miiller, Basel, getreten. Die Mitarbeiter an dem
publizierten 1. Band sind ebenfalls in diesem aufgefiihrt. Als Sekretir amtete Herr
Dr. A. Miserez.

Wie schon in fritheren Berichten an dieser Stelle erwihnt, sind am 2. Band
etwa 21. Subkommissionen am Werk, die in mehrere Gruppen zusammengefaflt
sind.

Als Gruppenobminner wirken die Herren:

Gruppe 1: Dr. W. Ritter, Liebefeld-Bern
Gruppe A: Dr. H. Forster, Ziirich
Gruppe B: Dr. H. Hadorn, Basel

Gruppe C: Dr. H. Rentschler, Widenswil
Gruppe D: Dr. R. Miiller, Basel
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Subkommissionen

Nr. Fachgebiet Vorsitz Mitglieder und Experten
1 Milch, Milchprodukte Dr. W. Ritter, Dr. H. Baumgartner, Bern
Liebefeld-Bern Dr. H. Hénnt, Bern
P. Schild, Bern
Dr. ]. Stein, Konolfingen
Dr. R. Walser (1), Riitti

2 Speisefette und -ole, Dr. H. Forster, Dr. W. Ritter,

Mayonnaise Ziirich Liebefeld-Bern
Dr. E. Schiipbach,
Steffisburg
Dr. H. U. Briigger,
Steffisburg

3 Fleischwaren, Suppen- bisher: Dr. M. Staub, Ziirich
priparate (in Neubildung begriffen)

4 Koérner- und Hiilsen- Dr. E. Ziegler, Dr. A. Krieger, Neuenegg
friichte, Zerealien, Zollikerberg M. Schnebli, Baden
Prefihefe, Back- Dr. K. Escher, Kemptthal
pulver usw. Dr. F. Borel, Widenswil

Dr. W. F. Dreyer,
Hindelbank

5 Diatetische Lebensmittel, Dr. H. Hadorn, Dr. H. Kramer, Belp
Teigwaren, Eier und Basel Dr. A. Krieger, Neuenegg
Eierkonserven Dr. M. Henzi, Frauenfeld

Dr. H. Rauch (1), Bern
Dr. E. Hirt, Belp

W. Ernstberger, Neuenegg
Dr. L. Capol, Bern

6 Obst und Gemiise, Frucht- Dr. H. Rentschler, Dr. A. Grob, Mirwil
safte, alkoholfreie Getrin- Waidenswil K. Braschler, Bern
ke, Gelées, Konfitiiren G. Meyer, Lenzburg

7 Honig, Zucker, Dr. J. Wicki, Dr. H. Hadorn, Basel
Konditoreiwaren Luzern K. H. Eschmann, Zug

Dr. W. Fivian, Aarberg
Dr. F. Adam (), Luzern

8 Trinkwasser, Eis, Dr. E. Wieser Dr. R. Burkard, Solothurn
Mineralwasser St. Gallen Dr. O. Thomann, Ziirich

9 Kaffee, Tee, Kakao, Dr. O. Schetty, Dr. J. Kleinert, Kilchberg
Schokolade Neuchatel E. Junker, La Tour-de-Peilz

Dr. P. Anker,
La Tour-de-Peilz

10 Gewiirze, Kochsalz Dr. R. Miiller, Prof. H. Fliick
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A. Massarotti, Lugano
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Schweizerhalle



Nr. Fachgebiet Vorsitz Mitglieder und Experten
11 Vin, Cidre, Substances Dr. F. Achermann, E. Capt, Lausanne
pour le traitement en cave Neuchatel Dr. H. Rentschler
Widenswil
Dr. J. Venetz, Sion
Dr. S. Janet, Ziirich
12 Spirituosen, Bier, Essig Dr. M. Potterat, Dr. H. Forster, Ziirich
Bern Dr. H. Pfenninger, Ziirich
13 Agents conservateurs, Dr. A. Ramuz, Prof. J. Deshusses, Genéve
édulcorants artificiels Lausanne Dr. R. Jahn, Bern
14 Gefifle fiir Lebensmittel, J. Studinger, Dr. H. Forster, Ziirich
Spielwaren Basel Dr. J. Biumler, Basel
15a  Textilien und dafiir Dr. G. Stamm, Dr. A. Lauchenauner, Horn
dienende Farben, St. Gallen K. Thierstein, Ziirich
Petroleum, Benzin
15b  Kosmetika, Reinigungs- Dr. H. Briischweiler, Dr. E. Jaag (t), Biel
mittel St. Gallen Dr. B. Lange, Basel
16 Tabak Dr. E. Romann, Dr. C. Motta, Aarau
Ziirich Prof. K. Grob, Wallisellen
Dr. Ch. Corbaz, Nyon
Dr. R. Monod, Lausanne
17 Gelier- und bisher:
Verdickungsmittel Prof. O. Hégl, Bern
(in Neubildung begriffen)
18 Kunststoffe Dr. E. Baumgartner, Dr. P. Fink, St. Gallen
Bern Dr. E. Fliickiger,
Liebefeld-Bern
Dr. E. Romann, Ziirich
Dr. M. Stanb, Ziirich
19 Schiadlingsbekimpfungs-  Dr. R. Miiller, M. Gruber, Dielsdorf
mittel Basel Dr. Weilenmann, Ziirich
20a  Farbstoff-Kommission bisher:
Prof. O. Hogl, Bern
(in Neubildung begriffen)
20b  Substances aromatisantes en formation
21 Bakteriologisch- bisher: Dr. T. Emmenegger, Basel

hygienische Fragen fiir
alle Lebensmittel

K. H. Eschmann, Zug
ad interim:
Dr. E. Wieser, St. Gallen

Dr. vet. U. Erez, Lugano
Dr. H. Liiénd, Ziirich

E. R. Merk, dipl. Ing. chem.
Frauenfeld

Dr. P. Ritter, Liebefeld

H. Schneider, Bern

Dr. O. Thomann, Ziirich
Dr. J. Wicki, Luzern
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Schweizerische Milchkommission

Berichterstatter: O. Dénz, dipl. ing. agr., Chur

Die Spezialkommission fiir amtliche Kontrolle der Milch und Milchrodukte
(Prasident Dr. J. Wicki, Luzern) nahm Stellung zum umfangreichen Entwurf der
Spezialkommission fiir hygienische Milchgewinnung iiber die Neufassung der
Vorschriften in der Lebensmittelverordnung (LMV) fiir Vorzugsmilch. Ferner
wurde beschlossen, den Butterartikel (Art. 93) der LMV neu zu bearbeiten, um
dahin zu wirken, die Moglichkeiten zu verringern, daff Butter, aus nicht pa-
steurisiertem Rahm hergestellt, unter die Bezeichnung Kiserei-, Sennerei-, Berg-
oder Alpbutter auf dem Tisch als Tafelbutter Verwendung findet. Im Jahre 1948
wurde der Begriff Doppelrahm aus der LMV gestrichen. Da vor allem in der
Westschweiz solcher Rahm, z. B. unter der Bezeichnung «Créme de la Gruyére»
in den Handel kommt, soll der Doppelrahm mit 45 °o Fett in der LMV wieder
aufgefithrt werden. Art. 73 der LMV schreibt u. a. vor, dafl eine Milch nur als
«pasteurisiert»> bezeichnet werden darf, «... wenn sie moglichst bald nach der
Gewinnung, spitestens aber nach 24 Stunden in geeigneter Weise erhitzt wird».
Da durch die Einrichtung von Tiefkiihlanlagen in den Milchsammelstellen, teil-
weise sogar auf Bauernhofen, die Milch in vielen Fillen nur noch einmal téglich
abgefiihrt wird, kann die Vorschrift «nach 24 Stunden» in vielen Grofimolkereien,
die ofters noch Milch ab Regulierstellen erhalten, nicht immer eingehalten wer-
den. Von der Ueberlegung ausgehend, dafl eine Milch, die dlter als 24 Stunden
ist, bei richtiger Behandlung, vor allem bei Einhaltung der geschlossenen Kiihl-
kette, die bessere bakteriologische Beschaffenheit aufweisen kann als eine unrich-
tig behandelte jlingere Milch, schligt die Kommission folgenden Abinderungsan-
trag vor. «Als ,pasteurisiert’ darf eine Milch nur dann bezeichnet werden, wenn
sie moglichst bald nach der Gewinnung, falls sie nicht tiefgekiihlt ist (unter 5°C),
spatestens nach 24 Stunden in geeigneter Weise erhitzt . .. »

In Zusammenarbeit mit dem eidgendssischen Veterindramt befafite sich die
Spezialkommission fiir hygienische Milchgewinnung (Prasident PD. Dr. H. Baum-
gartner, Liebefeld-Bern) mit dem bedeutungsvollen Problem der Schaffung eines
schweizerischen Eutergesundheitsdienstes. Im weitern wurde beschlossen, ein
Merkblatt iiber vorsorgliche Mafinahmen gegen Krankheitsiibertragungen durch die
Milch auszuarbeiten.

Es ist zu hoffen, daff die Arbeitsgruppe fiir die Revision des schweizerischen
Milchlieferungsregulatives ihren ersten Entwurf bis zum Herbst dieses Jahres
ausgearbeitet haben wird, so dafl noch verschiedene Gremien der Milchkommission
sich dazu duflern konnen.

Die Spezialkommission fiir Ernihrungsfragen (Pridsident PD. Dr. . C. So-
mogyi, Riischlikon) orientierte sich in Form eines Symposiums iiber den Kise als
Nahrungsmittel und iiber die biochemischen Vorginge bei der Kisereifung.

Wiederum umfangreich war die Mitarbeit am «Code des Principes concer-
nant le lait et les Produits laitiers» des «Comité mixte FAO/WHO».
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Schweizerische Tabakkommission

Berichterstatter: Dr. E. Romann, Ziirich

Im Berichtsjahr hatte die neu erginzte Kommission mit Vertretern der
«Commission scientifique de 1’Association suisse des fabricants de cigarettes» eine
gemeinsame Aussprache. Die letztgenannte Vereinigung unterbreitete einige Ab-
anderungsvorschlige betreffend die Beurteilungsgrundsitze und die Untersu-
chungsmethoden iiber Tabak und Tabakerzeugnisse im provisorischen Lebensmit-
telbuch, Band II. Die gemeinsamen Beratungen ergaben insofern eine Ueberein-
stimmung, als voraussichtlich gewisse Analysenmethoden dén internationalen
Standards angeglichen werden, damit die Resultate allgemein vergleichbar werden.

Die Interpretation der Ergebnisse muf} in einem spateren Zeitpunkt mit den
abzuindernden gesetzlichen Bestimmungen iiber Tabak und Tabakwaren in Ein-
klang gebracht werden.

Eine baldige Bereinigung des Kapitels «Tabak und Tabakerzeugnisse» im Le-
bensmittelbuch ist vorgesehen.

Kommission fiir Seifen und Waschmittel

Berichterstatter: Dr. J. Jutz, Biel

Das Berichtsjahr war durch verschiedene Abginge in der Kommission ge-
kennzeichnet. Die Herren Doktoren H. Sturm, E. Jaag und O. Wyler traten
nach Erfiillung ihrer Aufgabe aus. Der Berichterstatter konnte sich im Verlauf
der letzten Jahre von der hervorragenden Arbeit dieser geistigen Viter des Sei-
fenbuches iiberzeugen und mochte ihnen an dieser Stelle herzlichen Dank aus-
sprechen.

Damit hat sich die Kommission nach Erfiillung ihres Auftrages von 1938
praktisch aufgeldst.

Die Verkaufsstatistik des Seifenbuches zeigt, dafl sich keine Neuauflage auf-
driangt und in finanzieller Hinsicht kann bereits geerntet werden. Als eigentliches
Handbuch hat das Seifenbuch fiir schweizerische Verhiltnisse noch heute seine
volle Berechtigung. In den letzten Jahren hat sich allerdings im Rahmen des
CID (Comité international de la détergence) eine fruchtbringende Zusammen-
arbeit angebahnt, die auch der stiirmischen Entwicklung der Tenside und der
analytischen Methodik in den Arbeiten der CIA (Commission international
d’analyses) Rechnung trdgt. In einer allfilligen Neugestaltung des Seifenbuches
miifiten diese Arbeiten mitberticksichtigt werden, wobei eine Zusammenarbeit auf
internationaler Basis nicht ausgeschlossen wire.
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Verkauf des Buches «Seifen und Waschmittels 2. Auflage und Nachtrag 1963

1966 1967 Restbestand
(bis 1. 7.)
2. Auflage deutsch 34 37 154
franzosisch 14 9 783
Nachtrag  deutsch 6 0 285
franzosisch 1 1 83
Discussion

O. Dénz, rapporteur de la Commission du lait, fait remarquer que I’expression
«tiefgekiihlt» est employée par les laitiers pour une température inférieure a — 5 °C
mais voisine de cette température, alors que généralement on entend par la une
température d’au moins — 20 °C.

Prof. O. Hégl pense que les milieux laitiers de devraient pas utiliser I’expres-
sion «Tiefkithlanlagen» pour les installations destinées a refroidir le lait avant
sa livraison journaliére; «tiefgekiihlt» signifie bel et bien porté 2 une température
de — 18 °C au moins.

Dr. Wyler bittet mit Schreiben vom 2. August, von der Mitgliedschaft der
Seifen-Kommission entbunden zu werden. Er regt an, dafl auf die Weiterfiihrung
des Seifenbuches verzichtet werden solle. Er schligt vor, statt dessen in einem
internationalen Gremium von Seifenfachleuten an der Bearbeitung der Methoden
mitzuarbeiten.

Dr. Jutz, neuer Prisident dieser Kommission, duflert in einem Schreiben vom
23. August dihnliche Gedanken.

Vorschlag: Vom Riicktritt von Dr. Wyler aus der Seifenkommission wird
mit Bedauern Kenntnis genommen. Das gute Gelingen des Seifenbuches ist zu
einem betrichtlichen Teil seiner aktiven Mitarbeit zu verdanken. Im Namen der
Gesellschaft spricht der Pridsident Herrn Dr. Wyler die Anerkennung und den
Dank fiir seine langjihrige fruchtbare Titigkeit in der Seifenkommission aus.

Nach Auffassung des Vorstandes soll die Kommission fiir Seifen und Wasch-
mittel weiter bestehen bleiben. Wenn notig, ist sie zu ergianzen. Sie soll vor allem
Kontakt mit den bestehenden internationalen Gremien aufnehmen und versuchen,
mit diesen zusammenzuarbeiten. Die Jahresversammlung ist mit dieser Regelung
einverstanden.

Anschlieflend werden die Kommissions-Berichte einstimmig gutgeheifien.

Wahlen - Elections
Da keine Demissionen im Vorstand vorliegen, sind nur die Rechnungsrevisoren

neu zu wihlen. Der Vorstand schligt Thnen Wiederwahl der bisherigen Revisoren
Dr. M. Refardt und Th. Stiheli vor. Dieser Vorschlag wird einstimmig genehmigt.
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Festsetzung des nichsten Tagungsortes - Choix du lieu de la prochaine
assemblée

Monsieur le Dr. Y. Siegwart, chimiste cantonal 2 Brunnen, nous convie a venir
admirer I’année prochaine le berceau de notre pays («Innerschweiz») en tenant
nos prochaines assises dans cette région. Cette sympathique invitation est acceptée
par applaudissements et M. Siegwart remercie pour ’honneur qui lui est ainsi fait.

Verschiedenes - Divers

Die Statuten, die an der letzten Jahresversammlung angenommen wurden, sind
nun im Druck erschienen und allen Mitgliedern zugestellt worden.

Auf Anfrage des Schweizerischen Chemiker-Verbandes hat der Vorstand sich
damit einverstanden erklirt, dafl unsere Gesellschaft im Patronatskomitee fiir die
[LMAC 1968 figuriert.

Dr. R. H. Egli, Direktor der AFICO SA, schligt der Gesellschaft schriftlich
vor, neben der Jahresversammlung kleine Zwischensitzungen zu organisieren, die
der Diskussion neuer Entwicklungen auf dem Gebiet der analytischen Methodik
dienen sollen. Der Vorstand, der diesen Vorschlag zu Handen der Jahresver-
sammlung gerne entgegengenommen hat, beantragt Thnen:

1. Annahme des Vorschlages zur Durchfilhrung kleiner Fachtagungen iiber
spezielle Fragen der analytischen Methodik.

2. Wahl einer kleinen Kommission fiir die Organisation solcher Tagungen.
Vorschlag des Vorstandes fiir die Zusammensetzung dieser Kommission:
Dr. R. H. Egli, Prof. Dr. H. Neukom, Prof. Dr. W. Simon und der Président als
Vertreter des Vorstandes.

Die zwei vorgebrachten Vorschlige werden beide einstimmig gutgeheiflen.

Dr. Sulzberger vom Forschungsinstitut der Schweizerischen Aluminium AG
hat die Freundlichkeit, uns eine Broschiire iiber «Probleme der Methodik der
Fluor-Bestimmung in biologischem Material» vorzulegen. Der Prisident erteilt ihm
hierzu das Wort.

«Im Frithjahr 1966 fand im Forschungsinstitut der Schweizerischen Alumi-
nium AG in Neuhausen am Rheinfall ein Kolloquium iiber die Probleme der
Methodik der Fluor-Bestimmung in biologischem Material statt. Dieses Kollo-
quium wurde von der ALUSUISSE veranstaltet um Fachleuten aus der Schweiz
und Deutschland, welche auf diesem Gebiet titig sind, die Gelegenheit zu geben,
sich iiber die verschiedenen Probleme auszusprechen.

Es wurde allgemein der Wunsch geduflert, die in diesem Kolloquium gehalte-
nen Referate, welche sowohl analytische als auch physiologische Fragen behandel-
ten, einem grofleren Kreise zuganglich zu machen. Die ALUSUISSE hat es unter-
nommen, diese Referate in Buchform herauszugeben, um damit der Wissenschaft
auf diesem Gebiet zu dienen.
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Da wir der Ansicht sind, daff auch im Kreise der Schweizerischen Gesellschaft
fir analytische und angewandte Chemie ein gewisser Interessenkreis fiir diese
Publikation besteht, mochten wir die Gelegenheit dieser Tagung wahrnehmen um
Interessenten mit diesem Buch bekannt zu machen.

Zu diesem Zweck lege ich das Buch zur Einsichtnahme auf, sowie eine Bestell-
liste. Das Buch wird von der ALUSUISSE an Interessenten gratis abgegeben. Es
enthdlt folgende Referate:

— Zur Wasserdampf-Destillation des Fluors mittels einer verbesserten Apparatur
(Dr. H. J. Huber);

— Quelques problémes relatifs a ’analyse du fluor dans les tissus végétaux (Prof.
Dr. P. E. Pillet);

— Erfahrungen mit der Alizarin-Komplexon-Methode zur photometrischen Fluor-
bestimmung (Dr. R. Sulzberger);

— Fehlerméglichkeiten bei der Bestimmung von Fluor; Eliminierung der Fehler-
moglichkeiten und Durchfilhrung der Fluor-Bestimmung mit unserer weitge-
hend automatisierten Destillations-Apparatur (Dr. W. Oelschliger);

— Zur Problematik der Bestimmung eines biologisch zutreffenden F-Wertes von
mit Erde verunreinigten und durch Immission kontaminiertem pflanzlichem
Material (Dr. H. J. Huber);

— Ueber Fehlerquellen bei der Analyse und die Interpretation der analytischen
Ergebnisse (Dr. Ch. Kopp);

— Der Einflul von Verunreinigungen der Futterpflanzen auf den Fluor-Stoff-
wechsel der Tiere (Prof. Dr. W. Wéhlbier);

— Ueber den Gehalt des Bodens an Fluor, dessen Aufnehmbarkeit durch Pflanzen
und Tiere (Dr. L. Gisiger);

— Die Beeinflussung des Fluor-Gehaltes von Heu durch erdige Verunreinigungen
(Dr. Ing. E. Moser).»

Wissenschaftlicher Teil - Partie scientifique

La partie scientifique a été ouverte par M. le Professeur E. Cherbuliez de I'Uni-
versité de Geneve, dont la conférence «Progres récents de la chimie organique et
analyse: Principes immédiats de type nounvean — Méthodes nouvelles d’analyse»,
nous a révélé la richesse de la chimie organique dans la domaine des substances
que produit la Nature; le conférencier a démontré combien cette partie de la
chimie organique doit aux progrés des méthodes analytiques dont elle stimule le
développement. Le vendredi, la conférence principale fut suivie de quatre commu-
nications sur ’emploi de la chromatographie en phase gazeuse dans ’analyse, et le
samedi matin de six communications sur des sujets divers. La conférence principale
et les communications bréves se trouvent publiées ci-aprés.

Le banquet traditionnel du vendredi soir eut lieu dans les salons de I'Hotel
Richemond, aprés un apéritif offert par le canton et la ville de Geneve. Notre
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président souhaita avec grande courtoisie la bienvenue aux Autorités présentes
et aux nombreux hotes de Suisse et de I’Etranger; M. le Président du Gouvernement
genevois nous adressa ensuite d’aimables et spirituelles paroles. La partie récréa-
tive, agrémentée de productions, permit a chacun de terminer cette premiére
journée dans la cordialité.

Apres la séance du samedi matin, une course en autocar dans la campagne gene-
voise nous révéla tour a tour la densité du trafic en ville de Genéve, les richesses
du vignoble genevois et aussi des vallonnements inattendus. 1’hospitalité de la
Commune de Dardagny nous valut une halte trés appréciée a son Chateau et le
plaisir de déguster d’excellents crus de la région. Le temps passa trop vite. Un
diner d’adieux devait clore I’assemblée annuelle. Encore trés cordialement merci
a Monsieur Ch. Berner, chimiste cantonal, qui a si bien su nous recevoir a Genéve.

Je suis enfin particuliérement heureux d’exprimer 4 notre président, M. le Pro-
fesseur A. Schiirch, au nom de la Société et du comité des remerciements trés ami-
caux pour tout le travail qu’il a accompli durant ’année avec un dévouement et
une courtoisie dont nous voulons prendre exemple.

Le secrétaire: A. Miserez

Conférence principale: Professeur E. Cherbuliez, Université de Geneve.

Progrés récents de la chimie organique et analyse:
Principes immédiats de type nouveau — Méthodes nouvelles d’analyse

Lorsque la Société Suisse de Chimie Analytique et appliquée m’a fait le grand
honneur de me demander une conférence pour son assemblée générale, j’étais tres
embarrassé: je ne suis pas analyste; je suis tout simplement un organicien qui s’est
intéressé surtout aux substances chimiques définies qui peuvent jouer un réle dans
le chimisme des étres vivants, Le fait que je m’occupe de chimie organique depuis
bientdt 60 ans me permet de me rendre compte, peut-étre mieux qu’un autre, des
énormes progrés accomplis durant cette période non seulement dans la synthése
mais encore dans ’analyse. Et lorsqu’il s’agit d’étudier les corps produits par la
cellule vivante, on constate que ce sont les progrés dans les procédés d’isolement,
de séparation, de purification et finalement de détermination de la présence de
certains groupes fonctionnels — en un mot des procédés analytiques — qui ont
ouvert a la recherche des possibilités merveilleuses. Je parlerai d’abord de cer-
tains résultats dans I’étude des produits élaborés par la cellule vivante, ce qu'on
désigne d’un terme trés heureux mais tombé un peu en désuétude par les «principes
immédiats»; je terminerai par quelques remarques sur des progrés auxquels on
peut s’attendre dans le développement de certains procédés analytiques.
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[. Appliqués aux produits élaborés par la cellule vivante, aux principes immé-
diats, la recherche a révélé, grace au progrés de la chimie analytique, une richesse
extraordinaire dans les structures chimiques que la nature synthétise, et c’est de
toute une série de principes immédiats de type chimique inattendu que je parlerai,
qui possédent des structures chimiques connues par la synthése mais qu’on ne
s’attendait guére a rencontrer dans la nature.

1. Acides carboxyligues. — a) Orthoesters. Tout le monde connafit le réle con-
sidérable joué en biochimie par la fonction ester carboxylique ordinaire (v. p. ex.
les lipides). Or les chimistes ont préparé depuis longtemps des esters de la forme
hypothétique hydratée —C(OH); de la fonction carboxyle —COOH, par exemple
I'orthoformiate d’éthyle HC(OC:Hs)s, dérivés considérés jusqu’il y a peu de
temps comme étant exclusivement des produits de laboratoire. Mais tout récem-
ment on a pu établir la structure d’une toxine de certains animaux marins, la
tétrodotoxine (intéressante aussi en raison de son énorme toxicité dépassant celle
de 'acide cyanhydrique), et on y trouve un groupement diester cyclique (dilac-
tonique) d’une fonction orthocarboxylique, selon la formule suivante:

OH
|
PN
c \o 0
I ) | Tetrodotoxine,
g mde 7 /C\ formule partielle
\ Efc\c

Ce groupement est assez extraordinaire: tout d’abord c’est un dérivé ortho-
carboxylique; mais en plus c’est un diester, et ici la Nature est en quelque sorte
en avance sur la synthése, car on ne connait pas d’ester partiel d’une fonction
orthocarboxylique, un ester de ce genre se dissociant spontanément en alcool et
ester ordinaire, selon ’équation:

—C(OR),0H —» —COOR + ROH

La stabilité du groupement diester orthocarboxylique de la tétrodotoxine est
certainement due au fait que les deux fonctions ester, voisinant sur le méme atome

de C avec un groupe —OH libre, sont représentées par des cycles lactoniques

OH
oOR.?
seulement exceptionnellement, par cyclisation de la fonction éther, comme on la
rencontre dans les formes cycliques des pentoses et des hexoses, par exemple:

hexagonaux; cela rappelle la stabilisation des hémiacétals —CH isolables
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¢—o
H>C/ C OH Pyrano-aldohexose
i (formule schématique)
HO” \, o H
C——C

AR
OH H HO H

b) Acides gras. Selon le schéma classique, les acides gras estérifiant dans les
lipides des polyols (généralement le glycérol) sont caractérisés comme suit: acides
monocarboxyliques a chalne ouverte, non ramifiée, 2 nombre pair d’atomes de
carbone, possédant éventuellement une fonction OH, parfois une ou plusieurs
doubles liaisons (isolées lorsqu’elles sont multiples), et trés rarement des triples
liaisons. Grace notamment a la chromatographie en phase vapeur des esters
méthyliques, ce schéma étroit est débordé de partout: acides & nombre impair
d’atomes de carbone, squelette ramifié, voire cyclisé entre autres. Un représentant
particuliérement extravagant est la mycomycine:

HC=C—C=C—CH=C=CH—-CH=CH—CH=CH—CH,— COOH

Dans cet acide a nombre impair d’atomes de C on trouve encore deux triples
liaisons conjuguées entre elles et avec un groupement allénique, suivi de deux
doubles liaisons de nouveau conjuguées!

Quant aux acides gras ramifiés, citons d’abord quelques exemples de dérivés
dont la chailne comporte un carbocycle, ce que ’on peut considérer come le résultat
de la cyclisation d’une ramification unique. A c6té de I'acide chaulmoogrique
(18 C), exemple classique et connu depuis longtemps, on a découvert plus récem-
ment des corps tels que les acides lactobacillique et sterculique, a chaine de 19 C
comportant a une certaine distance des extrémités un cycle trigonal pouvant méme
comprendre une double liaison:

—_(CHz)z—COOH

acide chaulmoogrique .

— N\H
<-—--—(CH2)5—CH3
——(CH,)y—COOH

acide lactobacillique

acide sterculique

<'|' —(CH,);—CHj
——(CH,),—COOH

A cbté de ces acides cycliques dont on peut considérer la chalne comme possé-
dant une unique ramification, nous trouvons toujours dans les acides gras, des
substances & chaine ouverte mais portant des groupes méthyle multiples a espa-
cement régulier, chalnes caractérisant les terpénes aliphatiques. Les acides phyta-
nique (a 20 C) et pristanique (2 19 C) en sont des exemples:
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- acide phytanique
¢ C < & ou tétraméthyl-

| | | | 3y s 11,158
¢—-Cc-Cc-Cc-Cc—-C—-C—-C—C—C—C—C—C—C—C—COOH ARy i
hexadécanoique

Si la chalne est raccourcie du coté de la fonction carboxyle par perte de 1 C,
nous passons du squelette tétra-isoprénique a 20 C a celui de I’acide pristanique ou
2, 6, 10, 14-pentadécanoique a 19 C:

€ e C 2
' | acide pristanique

| | | |
I M o T W M o DT <, MU o A0 Y IR, IO M, N0 QB (13 ) |

Ces deux acides sont en méme temps des exemples frappants de 'efficacité des
procédés modernes de séparation et d’analyse structurale physicochimique: en
effet, dans les microorganismes, dont on les a isolés, on les trouve a des con-
centrations de l'ordre de 0,1 p.g/g, soit 0,1 ppm, et ils constituent environ 1/10*
des acides gras isolés!

2. Dérivés acétyléniques. Cest & Bobhlmann que revient le mérite d’avoir
montré que les dérivés A triple liaison sont fort répandus, surtout dans le regne
végétal; on en connait actuellement plus de 400. Ce qui est surprenant, c’est la
trés grande variété de types structuraux qu’on y trouve: les liaisons acétyléniques
(une seule ou plusieurs, conjuguées ou non) peuvent étre associées a des doubles
liaisons (cette description vaut aussi pour la mycomycine déja mentionnée) ainsi
qu'a des systemes hétérocycliques furanniques, thiophéniques ou éthyléneoxy-
diques. Parmi la diversité des ces types, ceux a liaison triples multiples sont par-
ticuliérement inattendus. En voici quelques exemples:

H;C—CH=CH—[C=C],—CH=CH, CeHs—[C=C]3—CH;
trans
1 2
S N
O O
3 4
H;C—CH—=CH—[C=(C],—CH—CH, H;C—CH—CH—-—[C=C],—CH=CH,
N7
O OH HOF
cis 5 7
trans 6
H3C—[CEC]5—~CH—(’:H2 H3C—CH:CH—[CEC}4—CH—(I3H2
OH OH OH OH
8 trans 9
cis 10

436



3. Oses. Comme ce fut le cas pour les acides gras des lipides, les oses ont été
caractérisés pendant longtemps par une définition-type qui s’est trouvée étre
beaucoup trop étroite vis-a-vis de la richesse de la nature: a coté des oses classi-
ques a chaine carbonique ouverte, non ramifiée, avec une unique fonction car-
bonyle (sur le ler ou le second C) et avec une fonction hydroxyle sur chacun des
autres C dans la forme non cyclisée, on connait depuis quelque temps déja des
sucres qui font exeption A chacune de ces caractéristiques, sauf l'unicité de la
fonction carbonyle. Et l1a encore, une exception est connue maintenant; il s’agit
de la calotropine (voir formule), hétéroside dérivant d’un didésoxyaldohexose
portant sur le carbone 2 une seconde fonction carbonyle, ce qu'on ne connaissait
que comme produits de synthése in vitro sous la forme des osones (produits d’hy-
drolyse des osazones).

0
OH
HCO
OH
I
0 I
: OH
H—(ll H?=O
?:O C=0
|
H—(IZ—OH ?HOH
CH, O CHOH
I I
H~€: CHOH
I
CHy CH, OH
Calotropine Hexosone

4. Dérivés renfermant des oligoéléments. On comprend de mieux en mieux
le role essentiel que jouent en biochimie les oligoéléments, souvent présents sous
forme de complexes a propriétés enzymatiques. En général il s’agit de métaux
oligodynamiques, mais un groupe de travail de I’Ecole polytechnique fédérale
(prof. Prelog) vient de découvrir un antibiotique caractérisé par la présence de
bore complexé, la boromycine (I) trouvée dans un streptomyceéte. La structure de
ce corps n’est pas encore complétement élucidée; voici ce qu'on en sait: il s’agit
probablement d’un macrolide polyhydroxylé et contenant un reste de D-valine,
macrolide se comportant -—— probablement par I'intervention de trois OH a topo-
graphie appropriée et du reste NH: valinique — comme un ligand quadridenté
complexant une molécule d’acide borique selon le schéma suivant:
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BOROMYCINE

H
|
(CHy),CH—C NH, + COOH OH
| ! | |
co B H—C—NH, + H B~ Na+
| DR l | /1N
fiie 0 G0 e 1 GHGHR © 0"0 0 m
bl s |
I

C%‘C(; C|3
:

C1aH72015NB + H,0 + NaOH = C;H,;0,N + CyHgyO45BNa
+ 3 H,0 l (hydrol)
NaOH ‘I" H3B03 + anHﬁﬁOm

Par hydrolyse alcaline (voir schéma) il y a élimination de la molécule de
D-valine et formation d’un acide boro-organique complexe isolable comme sel
monosodique (II). Ce qui est intéressant dans ce premier dérivé boro-organique
naturel connu, c’est la stabilité étonnante de ce complexe qui résiste a un traite-
ment alcalin, voire 2 un acide faible (acide acétique); I’acide borique est cepen-
dant libéré par I'acide chlorhydrique concentré ou au contact de résines (Dowex
50 W). Grace a la stabilité du complexe, le microorganisme est capable de fixer
sous forme de boromycine pratiquement insoluble dans 1’ecau, I'acide borique
méme présent en concentration tres faible: dans le milieu de culture, le bore —
qui provenait exclusivement de la farine de soya utilisée et en contenant comme
impureté — se trouvait & une concentration de l'ordre du mg par litre.

5. Dérivés organiques du phosphore. Ici encore, la biochemie récente a
montré toujours plus clairement le rble énorme que joue cet élément dans les
phénoménes de la vie. Quant a sa forme, a c6té de P minéral oxydé au maximum
(phosphates, polyphosphates), il s’agit pratiquement toujours d’esters ou d’amides
de Pacide phosphorique (par exemple dérivés phosphoriques dans les fermen-
tations alcoolique et lactique, acides nucléiques). Ce n’est que depuis peu d’années
qu’on connalt des dérivés phospho-organiques proprement dits, naturels, a liai-
son P-C, et notamment des acides phosphoniques. Citons ici, a titre d’exemple,
I’acide amino-2-éthyl-phosphonique que 'on peut considérer comme I’analogue
phosphoré de la taurine ou de la f-alanine (voir formules), ou I'acide alanine-§-
phosphonique.

(HO).?(O)P""‘CH;;_'CHQ““NH:! HO3S—'CH2—CH2—NH2 Taurine
Ac. aminoéthyl-phosphonique HO.C—CH,—CH,—NH, fB-Alanine

CH;(CH,),CH=CH—CH—CH—CH, —O—I|’(O)-——-CI-12CH2ItIH3
L]
OH NH ( a

|
COR

Aminoéthylphosphonate-céramide (?)
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Découverts dans des animaux marins d’abord, d’eau douce ensuite, ces corps
jouent peut-étre un role encore insoupgonné; en effet, chez Tetrahymnis pyriformis,
par exemple, 13,1 %o du phosphore organique est non phosphorique et se trouve
soit sous forme d’acides phosphoniques libres soit sous forme de phosphonolipides,
pour lesquels des formules telles que celle de 'aminoéthylphosphonate-céramide
indiqué sont proposées. Découverts par analyse différentielle (P organique total —
P minéralisable par hydrolyse compléte), ces corps peuvent étre révélés assez
facilement par ce méme procédé, mais la séparation d’individus chimiques purs
est souvent fort délicate, puisque les techniques de chromatographie, sur couche
mince par exemple, utilisées ne donnent pas toujours des résultats satisfaisants.
[l y ala un champ a exploiter encore au point de vue analytique.

6. Acide u-aminés. Notre promenade parmi les curiosités de la nature ne nous
a pas encore fait passer par le jardin des matiéres protéiques et de leurs compo-
sants principaux, les acides u-aminés. Ici encore, il v a une riche moisson de choses
inattendues. Par exemple, la O-diazoacétyl-sérine (azasérine), un ester de l’acide
diazoacétique (acide découvert par Curtius en 1886 et considéré comme un produit
exclusivement de synthése in vitro) avec la fonction alcoolique de la sérine; ce
n’est d’ailleurs pas l'unique dérivé diazoique trouvé dans ce groupe, puisqu’on
connait encore la diazo-6-oxo-5-norleucine, qui réunit dans sa structure une fonc-
tion carbonyle a c6té du groupe trés rare diazo, également une curiosité parmi les
acides a-aminés naturels. Parmi les acides aminés et leurs dérivés, on trouve encore
des corps a cycles inattendus, tels que Iacide azétidinecarboxylique et la cyclo-
sérine:

N,CH—COOC,Hj ester diazo-acétique (Curtius, 1886)
/COOI—I
N,CH—COOCH,—CH O-diazoacétyl-sérine (azasérine)
\NH,
/COOI—I
N,CH—CO—CH,—CH,—CH diazo-6-ox0-5-L-norleucine
\NI—L,
CH,
7N . .
CH, CH-COOH acide azétidinecarboxylique-2
%0 e
NH
H,N—CH——CO HzNCH.—(I:O
|
CH; NH cyclosérine CH, OH sérine
N N
O OH

Un groupe trés intéressant au point de vue biologique est constitué par ce
quon appelle des acides aminés «analogues», c’est-a-dire des corps qui se distin-
guent d’un acide aminé «normal» par le remplacement d’un atome (ou d’un petit
groupe d’atomes) par un autre, généralement de volume pas trop différent, ce qui
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conduit a des molécules dites isostéres et qui, souvent, ont in vivo des effets anta-
gonistes tres frappants vis-a-vis des acides normaux dont ils sont des «analogues».
Le tableau 1 suivant comporte dans la colonne de gauche un certains nombre

Tablean 1

Acides a-aminés «analogues»

CHy—S—CH,—CH,—CH(NH;)—
COOH

méthionine

HS—CH,—CH(NH,)—COOH

cystéine
CH—S—S— CH,

(|3H(NH2) (IZH(NI—Ig)

COOH COOH
cystine

H,N—C—NH-CH,—CH,—
I
NH

CH,—CH(NH,)—COOH
arginine

HO—< )—CH,—CH(NH,)—COOH

tyrosine

(HO)

proline
(hydroxyproline)
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CH—CHy~—CH,;—CH,—
CH(NH,)—COOH

norleucine
CH;—CH,—S—CH,—CH,—
CH(NH,)—COOH

éthionine
CHg—Se—CHy—CH,—
CH(NH,;)—COOH
sélénométhionine
HSe—CH,y—CH(NH,)—COOH
sélénocystéine

CHQ—' CHg——SG—CHg

C|I—I(NH2) ([ZH(NHg)

|
COOH COOH

sélénocystathionine

H;N—C—NH—O—CH,—CHy—
l
NH

CH(NH,)—COOH
canavanine

=
HO—\«_N/

(hydroxy-5-pyridyl-2)-alanine

—CH,—CH(NH,)—COOH

/NH H

H X

\cH,” “COOH
acide L-azétidinecarboxylique-2

H
)Y
P — " \COOH

CH, méthyléne-4-DL-proline



H
X
— COOH
acide L-pipécolique
_NH

X
COOH

acide déhydro-4,5-L-pipécolique

CH;—CH—CH,—CH(NH,)—COOH CH3;—CH—CH,—CH(NH,)—COOH

| |

CH; OH
leucine acide g-amino-v-hydroxy-valérianique
CH;;—CHE—(%H—CH(NHQ)—COOH CHy;=C—CH—CH(NH,)—COOH

\_\. ’_(/‘
CHj CH,

isoleucine a-(méthylénecyclopropyl)-glycine

CH2::.C\—C/H—CHg—CH(NI—Ig)—COOH

CH,
B-(méthylénecyclopropyl)-alanine
‘—>/COOH ‘~—><COOH
= \NHr_) '—"—\\‘ NH2
"NO,
acide amino-1-cyclopentanecarboxylique acide amino-1-nitro-2-cyclopentanecarbo-
xylique

d’acides aminés normaux et, 2 droite, des substances «analogues» toutes décou-
vertes dans la nature. On y trouve méme un dérivé nitré aliphatique, I’acide
amino-1-nitro-2-cyclopentanecarboxylique, type déja plus rare pour le chimiste
organicien que le groupe nitro aromatique représenté dans la nature par le chlor-
amphénicol connu depuis longtemps.

Un cas particulier fort intéressant est constitué par les dérivés résultant du
remplacement, dans un acides aminé soufré, du soufre par du sélénium. Avec
des distances interatomiques respectivement de 1,84 A pour C—S et de 1,98 A
pour C-Se, lisostérie est suffisamment réalisée pour expliquer 'effet antagoniste
des dérivés a sélénium vis-a-vis de ceux a soufre, et il se trouve que dans cer-
taines régions au sol suffisamment sélénifére — par exemple, dans certaines régions
en Australie — ce sélénium est incorporé par les plantes dans leurs acides aminés
et leurs protides. Comme ces protides séléniés sont trés toxiques pour les mammi-
féres, ces acides aminés séleniés ont causé de trés grandes pertes aux éleveurs de
moutons. Toute 1’étude de ce probléme efit été irréalisable sans la précision des
méthodes analytiques d’isolement de composants et de dosage!
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7. Dérivés fluorés. Le fluor joue un certain role biologique comme composant
de la partie minérale des os et des dents. On sait aussi qu'une quantité de dérivés
fluorés de substances organiques a activité biologique marquée sont intéressants
en raison de leurs propriétés pharmacologiques: les dérivés fluorés peuvent étre
plus actifs que les corps non fluorés; ils présentent aussi parfois des propriétés
antagonistes. Toutefois, aucune des substances fluorées étudiées jusqu’a présent
n’a été rencontrée dans la nature. Clest dans ce contexte qu’il me semble inté-
ressant qu’on a trouvé tout récemment dans certaines fluorines des hydrocarbures
aliphatiques fluorés tels que CH3F, CH,F,, CHF;, C;HF». L’identification de
ces composés, qui sont dégagés en de trés petites quantités par ces fluorines dans le
vide a chaud, n’a du reste été possible que grice aux méthodes spectroscopiques
modernes, notamment la spectrographie de masse.

II. Méthodes nonvelles d’analyse. La revue succincte qui précéde était dé-
stinée 2 montrer la diversité étonnante des structures chimiques élaborées par la
nature, méme dans le domaine des molécules en somme assez petites. Ce que cette
revue n’a pas mis en évidence, c’est le fait que ces résultats n’ont pu étre acquis
que grace aux méthodes toujours plus efficaces et toujours plus sfires que la
chimie analytique dans le sens le plus large met a la disposition des chercheurs.
Comme exemples de leur efficacité je voudrais citer seulement deux recherches
dans des domaines auxquels aucune allusion n’a été faite plus haut. Dans le
goudron de houille, on a pu identifier 413 composés avec certitude, la présence de
62 autres étant rendue trés probable. Dans [’association directe de la chromato-
graphie en phase vapeur a la spectrométrie de masse, on a un procédé a la
fois plus sensible et plus rapide que ce que peut fournir soit 'un soit 'autre de
ces deux procédés appliqués isolément. C’est ainsi qu’avec 3 chromatographies en
phase vapeur-spectrographies de masse combinées, on a pu identifier dans la
fumée de cigarettes 68 corps et rendre trés probable la présence de 11 autres, a
coté de 32 supplémentaires dont on a pu établir la formule brute et de 39 sub-
stances caractérisées au moins par leur poids moléculaire. Voila des performances
qui ouvrent des horizons magnifiques. — Une méthode trés prometteuse, tout a
fait nouvelle et qui n’en est qu’a ses débuts, me semble étre la spectroscopie élec-
tronique, qu’'un groupe du professeur Sieghbahn (Upsala) développe depuis deux
ans. Elle est basée sur le fait que le déplacement des lignes électroniques d’un
élément, observé avec des électrons Auger et des photo-électrons produits par des
rayons X, est fonction du degré d’oxydation d’un élément déterminé au sein d’une
molécule, donc fonction de son mode de liaison. C’est ainsi que dans le benzoate
de sodium, on a pu constater la présence de 1 C d’une espéce donnée, et de 6 C
semblables d’une espece différente: ce sont respectivement le C de la fonction car-
boxyle et les 6 C du noyau aromatique. Cette méthode de différenciation d’atomes
du méme élément, mais se trouvant dans des états d’oxydation différents, a
déja été appliquée au soufre; elle semble devoir s’appliquer aussi a 'oxygéne et a
Pazote, et d’autres éléments suivront certainement. Ce sera un outil magnifique
pour l'organicien obligé de travailler avec des quantités de substances de plus en
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plus petites. — Qu’il me soit permis finalement de faire allusion a un perfec-
tionnement éventuel de la chromatographie sur couche mince, proposé par mon
laboratoire (p. ex. Br. Baehler, Pharmaceut. Acta Helv. 39, 457 [1964]) et applicable
aux substances pouvant étre sublimées sans altération. Par sublimation, on fait
passer du chromatogramme, développé par exemple sur couche mince de silice,
sur une plaque réceptrice placée a tres faible distance de la plaque chromato-
graphique, les produits présents dans les diverses taches; on obtient ainsi une sorte
de décalque du chromatogramme, décalque contenant les taches dans la disposition
spatiale du chromatogramme; ce décalque permet de déterminer les Rf, sans
intervention d’agents révélateurs qui souvent altérent les substances; il permet
encore d’observer les formes cristallines éventuelles des produits sublimés, ainsi
que d’effectuer des réactions microchimiques sur du verre comme support. Il
nous a semblé que ce procédé mériterait d’étre développé.

K. Méhler (Deutsche Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie, Miinchen), ge-
meinsam mit O. L. Mayrbofer (1)

Integration von gaschromatographischen Fraktionen mit Diinnschicht-
platten

Zusammenfassung

Nitrosamine sind physiologisch auflerordentlich interessante Stoffe, da sie
bereits in sehr kleinen Mengen Tumore und Krebs erzeugen konnen. In Abhin-
gigkeit von der Struktur der Alkyl- oder Arylgruppen werden manche Organe spezi-
fisch befallen. Es ist daher zu priifen, ob in Lebensmitteln durch einen Zusatz
von Nitrit bzw. Nitrat oder als Folge einer Behandlung mit Rauch oder Ab-
gasen Nitrosamine auftreten konnen. Ein eventueller Gehalt kann nach bisheri-
gen Ergebnissen (2) nur unter 1 p.p.m. liegen. Spezifische Eigenschaften der Nitro-
samine mit kurzen Alkylketten, wie hoher Dampfdruck, Loslichkeit in Fett und
Wasser, erschweren die Isolierung, Begleitstoffe der Lebensmittel die Identifizie-
rung. Eine weitere Auftrennung der Neutralfraktion ist durch Gaschromatographie
moglich, jedoch miissen die Fraktionen zusitzlich identifiziert werden. Hierzu
werden sie auf Diinnschichtplatten aufgefangen und durch mehrmaliges Auftra-
gen an der gleichen Plattenstelle aus mehreren Trennungen angereichert. Jandk (3)
und Kaiser (4) haben das Verfahren mit beweglichen Platten beschrieben, die das
ganze Spektrum aufnehmen und nur einmal eingesetzt werden konnen. Die sta-
tionire Anwendung der im vorliegenden Fall mit Kieselgel beschichteten Platte,
begrenzt durch die Aufzeichnung des Wirmeleitfahigkeitsdetektors, erlaubt dage-
gen eine Integration der gleichen Komponente. Das Verfahren diirfte einer all-
gemeinen Anwendung zuganglich sein, da nicht nur das Plattenmaterial variiert
werden kann, sondern unter Umstinden schon wihrend des Auffangens auf der
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Platte Reaktionen vorgenommen werden konnen. Tumlinson und Mitarbeiter (5)
fangen z. B. Carbonyle mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin als Hydrazone auf. Die
angegebene Methodik versetzt uns in die Lage, Dimethyl-, Diithyl- und Di-n-
propylnitrosamin auch im p. p. b.-Bereich zu isolieren und zu identifizieren. Ueber
weitere Untersuchungen an Lebensmitteln werden wir zu gegebener Zeit an an-
derer Stelle berichten.
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O. Wyler, Laboratorium des Eidg. Veteriniramtes, Bern

Anwendung der Gas- und Diinnschichtchromatographie zur Ueberpriifung
der Naturreinheit von Gewiirzextrakten und dgl.

In den letzten Jahren sind auch in unserem Lande in steigendem Mafle Ge-
wiirzextrakte als Hilfsstoffe bei der Fleischverarbeitung, aber auch auf anderen
Gebieten der Lebensmittelindustrie, anstelle der Naturgewiirze, zur Anwendung
gelangt. Damit zeichnet sich eine Tendenz ab, welche vor 5—10 Jahren in den
Vereinigten Staaten von Amerika begonnen hat und sich dann nach England und
Deutschland und weiteren europdischen Landern ausdehnte.

Zunichst ist einmal der Begriff «Gewlirzextrakt» zu prizisieren und gleich-
zeitig abzukldiren, warum Naturgewlirze mit ihren so kostbaren Eigenschaften
ersetzt werden sollen. Auch sind die Anforderungen, welche der Verbraucher
und der Gesetzgeber an derartige Erzeugnisse zu stellen hat, festzulegen.

Gewdiirze sind seit altersher Bestandteile unserer Lebensmittel. In die gleiche
Kategorie fallen auch die aromatischen Kiichenkriduter und -blitter sowie gewisse
Wurzelarten und Knollen. Gewdhnlich geben pulverisierte oder auch getrocknete
sowie unzerkleinerte Rohmaterialien, insbesondere auch die Blattgewliirze relativ
rasch die leichter fliichtigen charakteristischen Bestandteile an die Umgebung ab,
oder verindern durch andere, zum Teil biologische Vorginge ihre Wirkkraft.
Dazu kommt noch, daf} viele Gewiirze in grofler Zahl unerwiinschte Keime ent-
halten, welche die Lebensmittel, wie Wurstwaren und dgl., in ihrer Haltbarkeit und
auch in ihren iibrigen Eigenschaften ungiinstig beeinflussen. Man hat wohl versucht,
diesem Uebel, wenigstens teilweise, durch Begasung von Gewlirzpackungen mit
keimtotenden Mitteln, wie Aecthylenoxyd, zu begegnen; eine absolute Keim-
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fretheit konnte aber damit nicht erzielt werden. So fiithren z. B. zuriickbleibende
Hefearten bei Dauerwiirsten zu Fehlgarungen und damit zu Fehlerzeugnissen (1).
Mit der Verwendung von Gewiirzersatzmitteln in Form von Gewiirzextrak-
ten kann solchen Nachteilen der Naturgewiirze wenigstens teilweise begegnet
werden. Dabei stellt sich aber die Frage, ob es moglich sei, in technischem Maf3-
stabe Gewlirzextrakte herzustellen, welche die wesentlichsten und charakteri-
stischsten Aromabestandteile der Naturprodukte noch enthalten, und ob diese Er-
zeugnisse den Verbrauchern in einer geeigneten Form zugefiihrt werden konnen,
die auch eine leichte Dosierung und eine sinngemifle Anwendung bei der Her-
stellung ihrer Produkte zuliflt. Heute darf festgestellt werden, dafl diese Frage
befriedigend gelost werden konnte, indem die Industrie in der Lage ist,

a) konzentrierte fliissige oder pastose Gewlirzextrakte fiir den Groflverbraucher
und

b) verdiinntere Priparate in Form von fliissigen oder pulverférmigen Massen,
mit Wasser, Saccharose, Traubenzucker, Kochsalz und dgl. als Triagersubstan-
zen fiir den Kleinverbraucher herzustellen.

Da die Eidg. Fleischschauverordnung vom 11. Oktober 1957 die Verwendung
von Gewiirzersatzmitteln bei Fleischwaren, worunter lebensmittelrechtlich auch
die Gewiirzextrakte fallen, nicht vorsieht, veranlafiten wir im Jahre 1964 die
Eidg. Ernahrungskommission, zur Frage der Zulassung solcher Priparate als
Zwischenprodukte und Hilfsstoffe fiir die Fabrikation von Fleischwaren Stellung
zu nehmen. Diese kam unter gewissen sichernden Vorbehalten zu einer Befiir-
wortung, wobei diese Stoffe in gleicher Weise wie andere Hilfsstoffe der Fleisch-
warenfabrikation der Bewilligungspflicht durch das Eidg. Veteriniramt zu unter-
stellen seien.

Als eine der sichernden Mafinahmen galt vor allem der Nachweis der natiir-
lichen Herkunft und der Abwesenheit kiinstlicher, z. B. verstarkender Zusitze
oder synthetischer Priparate. Damit wurde uns die Aufgabe {iberbunden, Kon-
trollmethoden bereitzustellen, welche mit einiger Wahrscheinlichkeit die einwand-
freie Beschaffenheit solcher Produkte nachweisen lassen. Gleichzeitig galt es auch,
die Stabilitit und Lagerfestigkeit der Extrakte zu priifen und festzustellen, ob
sie die wesentlichsten Charakteristiken der Ausgangsgewiirze aufwiesen, was im
Sinne von Art. 327 der Eidg. Lebensmittelverordnung eine Vorbedingung fiir
deren Zulassung als Gewiirzersatzmittel darstellt.

Jedermann, welcher sich mit derartigen komplexen Gemischen zu befassen
hat, weiff, daf} ein solcher Nachweis sich nicht mit einfachen Mitteln durchfiihren
liflt und dafl auch dann noch gewisse Filschungsmoglichkeiten bestehen bleiben.
Es ist aber auch bekannt, daff es mit modernen analytischen Verfahren, z. B.
anhand nachgewiesener Riickstinde, oft gelingt, festzustellen, ob ein Produkt als
Ganzes oder mindestens teilweise natiirlicher Herkunft sei oder nicht. Es wiirde
zu weit fithren, hier die verschiedensten, teilweise streng geheim gehaltenen Her-
stellungsverfahren fiir Gewiirz- und Kiichenkrduterextrakte zu beschreiben. Je-
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doch mufl festgehalten werden, dafl sich bei den Gewiirzextrakten zwei Haupt-
komponenten unterscheiden lassen, welche auf die Herstellungsverfahren fiir
solche Produkte zurtickzufiihren sind:

a) Die aetherischen Oele, enthaltend vorwiegend die wichtigsten wasserdampf-
fliichtigen Bestandteile der Gewiirze.

b) Die Resinoide, d.h. die Extrakte aus den Riickstinden der Wasserdampf-
destillation oder auch Direktextrakte, welche Bestandteile enthalten, die an
der Aromabildung mindestens abrundend beteiligt sind, oder auch Produkte,
welche z. B. aus den Prefl-Siften oder dgl. gewisser Rohmaterialien gewon-
nen werden und naturgemiafl weniger fliichtige Bestandteile enthalten. An-
hand eines Gaschromatogrammes ist leicht festzustellen, dafl die Resinoide
meistens nur schwerfliichtige Bestandteile enthalten und im Diinnschicht-
chromatogramm kommt zum Ausdruck, daff es sich dabei vorwiegend um
hohermolekulare Stoffe handelt, mit niedrigen R p-Werten.

Solche grundlegende Beobachtungen mufiten auch bei der Ausarbeitung von
Prifmethoden berticksichtigt werden.

Der Nachweis der Naturreinheit von Gewiirzextrakten erfolgt mit Vorteil
durch gleichartige Vergleichsuntersuchungen mit authentischen, aus analogen
Gewlirzen selbst hergestellten Extraktpriparaten. Ein gewichtiger Faktor zur
Identifizierung fallt indessen weg, namlich die artspezifische Struktur der Pflanze
mit ihren eindeutigen mikroskopischen Bildern. Die klassisch-analytisch-chemische
Prifung mit Hilfe der Oxydationsmethode nach vorheriger Wasserdampfdestil-
lation oder Diffusion (2) gibt zwar Auskunft iiber die Gesamtheit der aetheri-
schen Oele, aber bietet keinerlei Gewiahr fiir die natiirliche Herkunft eines Er-
zeugnisses und {iber dessen Reinheit. Anderseits verlangt die Degustation, welche
oft zu sehr aufschlufireichen Resultaten fiihrt, ein Spezialistentum, tiber welches
die meisten Kontroll-Laboratorien nicht verfiigen. Auflerdem bestehen heute
Mboglichkeiten, Mischungen von synthetischen oder halbsynthetischen Komponen-
ten so auszuarbeiten, dafl der Laie oft kaum in der Lage ist, kiinstliche Gemische von
natiirlichen Priparaten zu unterscheiden. Oft sind aber auch die kinstlich er-
zeugten Gewiirzersatzmittel im Preise bedeutend vorteilhafter als die analogen
natiirlichen Gewiirzextrakte.

Eine erste Moglichkeit zur Feststellung von Einzelkomponenten besteht in der
Aufnahme von Papier- oder Diinnschichtchromatogrammen, welche zur Triage
und ersten Charakterisierung einzelner Pridparate dienen konnen. Ueber die
Mengenverhdltnisse sagt jedoch diese Methode wenig oder gar nichts aus. Be-
stimmte Flecken aber geben Aufschluff {iber das Vorhandensein von nur in na-
tiirlichen Produkten enthaltenen Komponenten. Dies sei an zwei Diinnschicht-
chromatogrammen dargelegt, (Abbildungen 1 und 2), ohne auf Einzelheiten ein-
zutreten. Wesentlich ist aber der Zustand der Ausgangsgewiirze. Ueberlagerte oder
gealterte Gewdlirze geben in den wenigsten Fillen einwandfreie Gewiirzextrakte.
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Pleffer NEI_. [ EUE]ENOL
blc | d

Abbildung 1 Abbildung 2
Pfeffor, frisch und gealtert Nelken, frisch und gealtert
a), b) mit 0,25 «l Feststellung des RF von Eugenol
¢), d) mit 0,50 nl a) b): 0,50 ul;e): 0,25 ul;d): 0,5 ul

Die dunkel gezeichneten Sechsecke, welche zur Bildung von Briicken, mit anschlieBenden Banden,
dienen, sind aus der Schicht augespart. Die Startpunkte befinden sich am Eingang zur Briicke.

Zur Herstellung der Vergleichsextrakte destillierten wir die pulverisierten
Naturprodukte mit auf 125 © {iberhitztem Wasserdampf wihrend ca. *% Stunde
und extrahierten die iibergetriebenen aetherischen Oele mit Pentan oder noch
besser mit Dichlormethan, wobei die Hauptmenge des zuriickbleibenden L&sungs-
mittels bei Zimmertemperatur durch einen dariiber hinwegstreichenden Luftstrom
wieder entfernt wurde. Diese Methode hat sich fiir Untersuchungszwecke besser
bewihrt als das bisherige Verfahren der stundenlangen «quilenden» Destillation
mit 100gradigem Wasserdampf, wobei zwangslaufig Umsetzungserscheinungen und
groflere Verluste von aetherischen Oelen und anderen Bestandteilen eintreten
miissen.
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Die Schicht der Diinnschichtplatten besteht aus Kieselgel-G (0,3 mm); sie
wird in Briicken und Bahnen eingeteilt (vgl. Abbildungen 1 und 2). Diese Metho-
dik hat den Vorteil, dafl die einzelnen Flecken mdoglichst konzentriert bleiben,
was eine hohere Empfindlichkeit erreichen lifit; auflerdem erlaubt dieses Vor-
gehen gute Vergleichsmoglichkeiten mit authentischen Mustern. Durch Zugabe
von 1% Reisstirke kann die Schicht mechanisch besser stabilisiert werden; aller-
dings verlangsamt sich dabei die Laufzeit etwas (ca. /4 lingerer Zeitaufwand).
Als Laufmittel verwendeten wir mit Vorteil ein Gemisch von Hexan-Aethyl-
acetat, 9 : 1, und zur Sichtbarmachung diente Vanillin/Aethanol/Schwefelsdure
conc., 3/100/5; dieses Reagens erzeugt eine Vielfalt artspezifischer Flecken.

Es mufl, als Zwischenbemerkung, festgehalten werden, daff die hier be-
schriebenen Reaktionen und Identifizierungsmethoden groflenteils empirischer
Natur sind und vorderhand auch nicht mehr sein wollen. Die Identifizierung
einzelner Flecken bei Diinnschichtchromatogrammen und einzelner Peaks in Gas-
chromatogrammen ist fiir die routinemiflige Untersuchung derartiger Priparate
nicht absolut notwendig und erscheint auch nicht angezeigt, im Hinblick auf
den Zweck der Untersuchung, einer raschen und moglichst sicheren Orientierung
iiber die Natur des Untersuchungsgutes; der Zeit- und Arbeitsaufwand wiirde
beim Eintreten in Details zu umfangreich und tiber den Rahmen einer Routine-
untersuchung hinausgehen. Immerhin ist es nicht ausgeschlossen, dafl aus der
Praxis heraus mit der Zeit einzelne Flecken und Peaks doch identifiziert werden
konnen. Dieses Vorgehen entspricht iibrigens auch einem Vorschlag von Hulst-
kamp und Miserez in ihrem, anlifllich der letzten Jahresversammlung vorgetra-
genen Exposé iber die Gaschromatographie von Himbeer-Aroma (3). |

Wie bereits angedeutet, vermittelt die Diinnschichtschromatographie allein
zwar gewisse Anhaltspunkte tiber die Natur des betreffenden Gewiirzextraktes,
kann aber fiir sich allein keine befriedigende und erschopfende Auskunft tiber die
natiirliche Herkunft eines solchen Materials geben. Dazu bendtigen wir noch
Kombinationen mit anderen Untersuchungsverfahren. Es war naheliegend, die
Gaschromatographie mit ihren verschiedensten Moglichkeiten dazu heranzuziehen.
Zunichst war einmal rein statistisch festzustellen, wie weit sich Gewiirzextrakte
zum Teil unbekannter Herkunft oder verschiedenen Ursprungs, iiberhaupt unter-
einander vergleichen lassen, selbstverstindlich unter Einhaltung gleichbleibender
Bedingungen. Die Natur scheint in dieser Beziehung gewissen Gesetzmifligkeiten
unterworfen zu sein, indem Pflanzen gleicher Spezies, wenn auch anderer Her-
kunft, unter sich mehr oder weniger vergleichbare Kurvenbilder ergeben, und
somit mogliche Verfilschungen in den meisten Fillen erkennen lassen. Dazu
dient Abbildung 3 als Beispiel, wo Gaschromatogramme von natiirlichem und
von verfilschtem Korianderdl, das sich grobsinnlich kaum vom natiirlichen un-
terscheiden laf}t, einander gegeniibergestellt werden. Wihrend das natiirliche Oel
eine grofle Zahl Nebenpeaks aufweist, welche offenbar die Ursache fiir gewisse
organoleptische Feinheiten und Nuancen im echten Produkt sind, finden wir im
Gaschromatogramm der verfilschten Ware aufler Losungsmittelkomponenten in
erster Linie einen Hauptpeak, jedoch bedeutend weniger Nebenpeaks.
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Als ein Beispiel verschiedener Pflanzenspezies mit dhnlichen Geschmacks-
richtungen mogen Gaschromatogramme in Abbildung 4 von Ceylon-Zimt (Cin-
namomium ceylanicum Breyne) und von Chinazimt (Cinnamomium cassia Blume)
dienen, aus welchen vor allem eine Vielzahl von Komponenten beim kostbareren
Ceylon-Zimt und die relative Armut an Komponenten im weniger gesuchten
China-Zimt hervorgeht; nach Angaben von Fachleuten diirfte neben der Ver-
schiedenheit der Spezies auch das Alter der Pflanzen eine Rolle spielen.
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Daf indessen bei der technischen Verarbeitung einzelne Bestandteile notge-
drungen verloren gehen miissen, zeigen Vergleiche von Gaschromatogrammen zwi-
schen einem sorgfiltig laboratoriumsmiflig und einem technisch gewonnenen
Thymianextrakt (Abbildung 5), wo festzustellen ist, dafl vor allem bei den
niedrigsiedenden Fraktionen gewisse Verschiebungen in der Menge und in der Art
der Zusammensetzung eintreten, ohne dafl sich dies geschmacklich ohne weiteres
nachteilig auswirken wiirde.
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Als weiteres Problem stellt sich die Frage des Verhaltens von Gewiirzextrak-
ten und von Naturgewiirzen wahrend der Lagerung unter verschiedenen Be-
dingungen.

Es ist bekannt, daf} Pulvergewlirze und Blattgewiirzpflanzen, aber auch un-
zerkleinerte Naturgewlirze verhdltnismiflig rasch einen Teil der feinen fliichtigen
und leicht oxydierbaren Bestandteile verlieren, die in erster Linie charakteristisch
fir die betreffenden Gewiirzarten sind, sofern sie nicht unter strengen sichernden
Bedingungen, z.B. in neutraler Gasatmosphdre unter Druck, gelagert wurden.
Die Hersteller von Gewiirzextrakten andererseits versichern, daff derartige Ver-
luste unter normalen und praktisch durchfiithrbaren Lagerverhiltnissen bei ihren
Produkten nicht oder nur unwesentlich feststellbar sind. Unsere bisherigen Lager-
versuche, welche zur Zeit noch teilweise im Gange sind, scheinen aufgrund bis-
heriger degustativer und gaschromatographischer Priifungen im allgemeinen eine
Bestitigung dieser Angaben zu ergeben; es mag aber verfritht erscheinen, heute,
nach 5monatigen Lagerversuchen, schon ein abschlieflendes Urteil zu bilden. So
fanden wir bei einer Anzahl von Extrakten nach Lagerung von 5 Monaten bei
Zimmertemperatur und bei Kiihlschranktemperatur, daf} ihre gaschromatographi-
schen Charakteristiken nur wenig verandert wurden, wihrend analoge Pulver
von Naturgewliirzen weitgehenden Verinderungen unterworfen waren. Immerhin
mufiten bei einigen Extrakten doch Umsetzungen festgestellt werden, welche
u. E. mehr inneren Kondensationen, Umlagerungen oder Oxydationen zugeschrie-
ben werden miissen als Verlusten infolge Verdampfung: dies wire auch reak-
tionskinetisch einigermaflen verstindlich. Derartige Vorginge werden in der
pflanzlichen Zelle unter dem Einfluff vorhandener natiirlicher Antioxydantien
und Antifermente sowie infolge des Zell-Abschlusses weniger in Erscheinung tre-
ten. So stellten wir bei Thymian-Extrakten deutliche Verdnderungen fest (Ab-
bildung 6), wobei beim Vergleich der Kurven der frischen und gelagerten Pro-
dukte die etwas verschobenen Retentionszeiten ohne weitere Bedeutung sind.

Gewisse Erfahrungen aus der Praxis des Handels mit Gewiirzextrakten haben
gezeigt, dafl hin und wieder unseriose Unternehmer die durch Alterung verloren
gegangenen Komponenten bei Gewiirzen durch Zusitze von synthetischen Pro-
dukten «korrigierten». Wir suchten in der Folge nach Erkennungsmoglichkeiten
zum Nachweis gealterter und wieder aufgefrischter Priparate. Am Beispiel von
Kiimmel (Abbildung 7), bei welchem infolge Alterung vor allem die d-Limonen-
Komponente stark abgebaut und auch oxydativ verindert wurde, konnten wir
feststellen, dafl dabei gewisse «Oxydationspeaks» (als unbekannte Komponenten
bezeichnet) auftreten, welche zwar degustativ im aufgefrischten Produkt kaum
nachweisbar sind, hingegen gaschromatographisch ohne weiteres festgestellt wer-
den konnten. Auch Pfeffer, bei welchem die natiirliche 1-Phellandrenkomponente
(mit 3 auftretenden Peaks) groflenteils bei der Alterung verschwindet, zeigt bei
den hoheren Fraktionen des Gaschromatogramms neu auftretende Peaks, ebenso
Piment.

Wie schon friiher festgestellt, betrachten wir keineswegs die Diinnschicht- und
die Gaschromatographie als Universalmittel zum Nachweis einer Vollwertigkeit
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oder einer Verfilschung von
Gewtirzextrakten. Sie sollen
in dieser Mitteilung nur als
interessante Beispiele in den
Vordergrund gestellt werden,
auf deren Grundlage eine
Beurteilung moglich ist. In
der Lebensmittelchemie darf
man sich bekanntlich nie
stur an bestimmte systema-
tische  Arbeitsvorschriften
klammern, sondern muf bei
der Durchfiihrung derartiger
Untersuchungen  beweglich
bleiben und auch weitere
analytische und physikalisch-
chemische Moglichkeiten er-
schopfen. So versagt z.B.
die Gaschromatographie als
Beweismittel bei jenen Ge-
wiirzen und Kiichenkriu-
tern, welche wenig oder gar
keine fliichtigen Bestandteile
enthalten, wie die Kiichen-
zwiebel oder verschiedene
Paprika-Arten. Wahrend das
Diinnschichtchromatogramm
von Gemiise-Paprika ein
ganzes Spektrum verschie-
denster Farbstoffe aufdeckt,
die allerdings nach ihrer Auf-
trennung zum Teil schon
nach kurzer Zeit an der Luft
verblassen, gibt das Gas-
chromatogramm  sozusagen
keinen Aufschlufy iiber die
Beschaffenheit der Ware.
Hier miissen andere Hilfs-
mittel herangezogen werden:
wir haben Absorptionsmes-
sungen im UV- und im sicht-
baren Licht vorgenommen

(Abbildung 8).

Der wirksame Bestandteil von Paprika, das Capsaicin, zeigt ein charakteristi-
sches Transmissions-Maximum bei 250 mp. und ein Minimum bei 280 my.; weitere
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natiirliche Bestandteile von Paprika ergeben ein charakteristisches Minimum bei
460 my. Wellenlinge. Auch die IR-Spektrographie eroffnet weitere Moglichkeiten.

Bei der Bearbeitung dieses Gebietes erdffnet sich dem analytisch arbeitenden
Chemiker ein neues und interessantes Tatigkeitsfeld, {iber welches bis heute leider
recht wenig in der Oeffentlichkeit bekannt ist. Ein systematisches Studium dieses
fiir die Lebensmittelproduktion wichtigen Gebietes wiirde in gleicher Weise sowohl
der einschligigen Industrie als auch der Analytik wertvolle neue Hinweise geben.

Den Firmen Dragoco, La Tour-de-Peilz/Holzminden und Griffith Laboratories,
Chicago/Union sei an dieser Stelle fiir die freundliche Ueberlassung von Mustern und
Reinpriparaten bestens gedankt; ebensolcher Dank gebiihrt meinen Mitarbeitern, den
Herren Peter Uebersax und Walter Kiinzler.

Zusammenfassung
Anhand einiger charakteristischer Beispiele wird gezeigt, dafl es in vielen Fillen

moglich ist, mit Hilfe moderner physikalisch-chemisch-analytischer Arbeitsmethoden die
Naturreinheit bzw. die Verfilschung von Gewiirzextrakten nachzuweisen. Mit analogen
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Methoden kann auch die groflere Stabilitat bei der Lagerung von Gewiirzextrakten gegen-
iber einigen Naturgewiirzen festgestellt werden.

Résumé

Il est démontré par quelques exemples caractéristiques qu’il est possible par des méthodes
analytiques modernes de nature physico-chimique de prouver la présence de falsifications
ou la provenance naturelle de certains extraits d’épices. Par des procédés similaires on a
pu constater que beaucoup d’extraits d’épices sont plus stables a ’entreposage que les épices
originales.

Summary

It is shown by some characteristical examples, that by modern physico-chemical ana-
lytical proceedings it is possible to prove falsifications or the natural provenience of
certain spice-extracts. By analogical methods can be demonstrated that spice-extracts are
in general more stable during storage than natural spices.

Literatur

1. Kniewallner K. und Haas J.: Fehlfabrikate durch Hefen bei Rohwiirsten. 10. Europ.
Meeting der Fleischforscher, Roskilde 1964.

Schweiz. Lebensmittelbuch, 4. Aufl. (1937), S. 253; 5. Aufl. im Entwurf: Kap. 37/5.
3. Hulstkamp J. et Miserez A.: Mitt. 57, 461 (1966).

ba

J. Vogel et Ch. Berner, Laboratoire cantonal de chimie, Genéve

Différenciation des blés tendres et des blés durs par chromatographie
en phase gazeuse

La recherche et la détermination quantitative d’une adjonction de blé tendre
dans les produits ne devant en principe contenir que du blé dur est un probléme
analytique difficile et ceci principalement pour deux raisons:

Tout d’abord, la teneur en palmitate de sitostérol qui est un des constituants
de Pinsaponifiable de la matiére grasse entrant en jeu lors de la détermination sui-
vant les méthodes analytiques de M. Matweef (1), de K. A. Gilles et V. L.
Youngs (2) et probablement de M. Brogioni et V. Franconi (3) varie dans de larges
limites suivant les espéces considérées (4). S’il est possible, en mélangeant dans des
proportions différentes un blé dur et un blé tendre de qualités déterminées, d’ob-
tenir de relativement bonnes courbes d’étalonnages, il n’en va plus du tout de
méme lorsqu’on utilise pour les différents mélanges des qualités variées de matieres
premiéres.
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D’autre part, la répartition du palmitate de sitostérol & I'intérieur du grain
va en diminuant a partir du centre vers I'extérieur, de sorte que le taux de blut-
tage intervient tres certainement comme deuxiéme variable dans les données du
probléme.

Il découle de ceci qu’il n’existe pas actuellement de méthode analytique per-
mettant de donner avec une précision rigoureuse le pourcentage de blé tendre qui
a été ajouté 2 du blé dur. Dans une série d’analyses, on constate qu’un certain
nombre de résultats sont exacts ou relativement bons, alors que d’autres présentent
des écarts pouvant aller jusqu’a 50 %o sans que la technique opératoire elle-méme
soit en cause (ces écarts se reproduisent si ’on répete I’analyse). C’est ainsi que
certains blés donnent avec la méthode Brogion: des résultats les faisant classer
comme durs alors qu’ils doivent étre classés comme tendres sans hésitation selon la
méthode de Matweef (exemple le Manitoba); la réciproque est également vraie
(exemple le Generoso (4).

La seule fagon d’obtenir un résulat siir serait de disposer des matiéres premiéres
utilisées.

Nous 1insisterons donc sur le fait que dans le cas d’une expertise, il est absolu-
ment indispensable de rassembler le maximum de données analytiques différentes
avant de pouvoir tirer une conclusion. Les principales méthodes a disposition
actuellement sont celles qui ont été mises au point par M. Matweef, par K. A.
Gilles et V. L. Youngs, par M. Brogioni et V. Franconi et par A. Jaforte et
A. Cavallaro (5).

La méthode de M. Matweef

Elle consiste a extraire ’ensemble des stérols par ’acétone, puis a séparer le
palmitate de sitostérol par cristallisation 3 —4,5 © dans des conditions strictement
déterminées. On effectue ensuite le dosage par la réaction de Liebermann. La
méthode est délicate et nécessite la disposition d’une enceinte froide thermostatisée,
ainsi que d’une autre enceinte dans laquelle on puisse travailler de maniére adé-
quate.

La méthode de K. A. Gilles et V. L. Youngs

Méthode basée également sur la présence de palmitate de sitostérol. On effectue
une extraction des lipides par agitation a l'aide d’éther de pétrole. Apres fil-
tration, [’éther de pétrole est évaporé et le résidu lipidique déposé sur plaque de
Kieselgel G. On chromatographie en utilisant comme solvant le tétrachlorure de
carbone et on révéle les spots par I’acide sulfurique a 50 %o et chauffage. Le pal-
mitate de sitostérol donne un spot trés net ayant un Rf de 0,8 environ. En déposant
une série de spots étalons sur la méme plaque, on peut obtenir une bonne approxi-
mation de la teneur en blé tendre de I’échantillon a contrbéler. Comme I'indi-
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quent les auteurs, un densitométre peut éventuellement étre utilisé pour préciser

les résultats, mais il oblige a passer par 'intermédiaire d’une reproduction photo-
graphique.

La méthode de A. Jaforte et A. Cavallaro

Les lipides extraits des produits de la mouture par I'acétone sont separés en
deux fractions sur une colonne d’acide silicique, la premiére étant éluée par un
mélange d’éther éthylique et d’éther de pétrole, la seconde par I’acétone. Le rap-
port pondéral de ces deux fractions permet de différencier entre eux les blés ten-
dres et les blés durs. Une semoule ou une pate est considérée comme ne contenant
pas de blé tendre lorsque le rapport est égal ou supérieur a 2.

Cette méthode simple et relativement rapide nécessite peu de matériel, mais

comme nous le verrons par la suite, elle ne peut, moins que toute autre, étre utilisée
seule.

La méthode de M. Brogioni et V. Franconi

Les lipides du blé sont extraits a ’acétone par contact et agitation intermittente
durant 24 heures. On reléve le spectre infrarouge de ces lipides mis sous forme de
film mince entre deux lames de chlorure de sodium. On mesure ensuite la sur-
face de la bande & 9,1—9,3 microns. Cette surface est d’autant plus grande que
la proportion de blé tendre augmente dans le mélange. Il y a également évolution
dans la forme et dans la longeur d’onde du maximum d’absorption. Dans une
version modifiée de cette méthode, Brogioni propose d’effectuer la spectrophoto-
métrie IR en solution dans le tétrachlorure de carbone et de déterminer le rapport
des bandes a 8,6 et 9,1 microns. Ce rapport, divisé par le pourcentage de cendres,
doit donner un chiffre supérieur a 8,5. Ce chiffre peut descendre jusqu’a 2,5 dans
le cas d’un produit ne contenant que du blé tendre.

Lors d’une étude sur I'application analytique de cette méthode, P. A. Sturm,
R. M. Parkburst et W. A. Skinner (6) ont montré que la modification de la mé-
thode originale ne présente pas d’avantages particuliers et qu’il est préférable de
s’en tenir au procédé le plus simple. Ces auteurs, par contre, ont proposé de me-
surer les surfaces d’une fagon différente de celle de Brogioni. Ils tracent des
droites de base partant de longueurs d’onde bien déterminées et, comme Brogiont,
établissent le rapport des surfaces des deux bandes ainsi délimitées. L’avantage
de prendre pour base des déterminations la valeur de ce rapport n’est pas évident,
car 'on constate sur une série d’analyses des écarts considérablement supérieurs
a ceux que présentent la bande de 9,1 microns seule. Pour un Durum 1 par exem-
ple, les valeurs extrémes de la surface du pic a 9,1 microns sont de 0,94 et 1,04 sq.
in., alors que celles du rapport sont de 0,276 et 0,361.

Ces auteurs montrent également que I’addition de lipides étrangers sous forme

d’huiles végétales diverses permet de masquer dans une certaine mesure [’addition
de blé tendre.

456



Détection d’une addition de blé tendre par chromatographie en phase gazeuse

Dans le but d’obtenir un élément d’appréciation supplémentaire lors de 1’ana-
lyse d’une semoule ou d’une pite alimentaire, nous avons pensé 4 examiner le
comportement en chromatographie gazeuse de la matiére grasse extraite. Nous
avons alors constaté que dans les conditions opératoires indiquées ci-dessous, les
lipides extraits a 1’aide d’éther de pétrole d’une semoule de blé tendre présentent
un pic important ayant un temps de rétention de 5 minutes. Ce pic est également
présent dans la matiére grasse provenant de blé dur, mais dans une proportion
beaucoup plus réduite. Nous avons également examiné les acides gras obtenus par
I’hydrolyse de ces lipides, mais nous n’avons pas pu mettre en évidence une diffé-
rence appréciable dans ce domaine.

Dans le but de standardiser les valeurs fournies par la chromatographie en phase
gazeuse, nous avons tenté de rapporter la surface du pic considéré a la quantité
totale de matiére grasse extraite. Nous avons immédiatement constaté qu’il n'y a
pas de relation définie entre ces deux valeurs. C’est ainsi que des semoules pré-
sentant a 'examen IR et A la chromatographie gazeuse les mémes caractéristiques,
soit de blé dur, soit de blé tendre, donnent souvent des extraits pondéraux de ma-
tiere grasse nettement différents. Il devient ainsi malheureusement impossible de
rapporter la surface du pic obtenu a une quantité donnée de matiere grasse.
L’exemple suivant illustre cette constatation:

L’analyse de deux semoules provenant d’'un méme lot de blé dur, soit un fin
finot spécial contenant une majorité d’éléments provenant du centre du grain
et un fin finot ordinaire no 2 contenant une proportion plus grande d’éléments
venant de la partie externe du grain, nous a donné les valeurs suivantes:

Surface du pic Poids de lipides extraits
Fin finot spécial 2,4 cm? 53,2 mg
Fin finot ordinaire no 2 2,2 cm? 94,1 mg

Si 'on rapportait la surface du pic 2 la quantité totale de matiére grasse
extraite, on pourra1t conclure que la quahte de la deuxiéme semoule est bien supé-
rieure en ce qui concerne sa composition, ce qui n’est pas le cas.

En fait, les chiffres obtenus s’expliquent trés bien. Comme nous le verrons
plus loin, la substance donnant le pic chromatographique a un gradient de concen-
tration qui va en diminuant vers ’extérieur du grain, ce qui n’est pas le cas pour
la matiére grasse. Le fin finot ordinaire, par un apport d’éléments externes du
grain, voit la teneur en lipides de son extrait augmenter et ceci sans augmentation
corrélative de la substance cause du pic chromatographique. On retrouve ansi les
constatations faites lors de I’emploi de la méthode Brogion: qui donne toujours
un résultat apparent meilleur pour une semoule de qualité inférieure,

Comme on pouvait s’y attendre, une extraction quantitative des lipides ne
permet pas non plus d’obtenir une constante. Des essais effectués dans ce sens
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en appliquant la méthode d’extraction de Terrier a ’alcool et a I’éther (7) et Pex-
traction précédée d’une hydrolyse acide ménagée ont été en effet sans résultats.

Identification de la substance donnant un pic en chromatographie gazeuse

Nous avons tout d’abord vérifié que cette substance n’est pas le palmitate de
sitostérol. En procédent suivant la méthode de Matweef mais en partant d’une
prise plus important permettant de purifier le plus possible le palmitate de sito-
stérol, nous avons établi que ce produit ne donne aucune pic chromatographique
dans nos conditions de travail. D’autre part, les lipides débarrassés du palmitate
de sitostérol montrent toujours la présence du pic inchangé. Ce pic est donc bien
dfi & un produit différent que nous avons cherché a isoler.

Si on soumet a I’hydrolyse la matiére grasse provenant d’une farine de blé
tendre (traitement par la potasse caustique 2n a reflux durant 1 heure) et
que I'on examine par chromatographie gazeuse le résidu insaponifiable réextrait a
[’éther, on constate que le produit cherché se retrouve intégralement. Il ne s’agit
donc vraisemblablement pas d’un ester (& moins qu’il ne soit d’une stabilité excep-
tionelle). Si par contre la réextraction est faite a I'aide d’éther de pétrole, on con-
state que le pic est beaucoup moins important. Cette différence de solubilité indi-
que que le corps cherché est probablement un alcool supérieur.

Pour isoler cette substance et en déterminer la nature, nous avons procédé a
des chromatographies préparatives sur couche mince. Aprés une série d’essais,
les meilleurs résultats ont été obtenus en effectuant la séparation en deux temps:

Lors d’une premiére opération, on chromatographie sur alumine G Merck
en utilisant comme solvant le mélange pentane-éther éthylique (80/20) et on re-
prend par grattage la bande de départ. Dans une deuxiéme opération, on chro-
matographie sur Kieselgel G Merck en utilisant comme solvant le mélange éther
éthylique-heptane-chloroforme (75/25/10). Le produit se retrouve alors sous forme
d’une bande jaune pale de Rf 0,1 environ.

Du produit ainsi séparé et purifié, il a été fait un spectre IR d’un part et
grace 2 I'obligeance de la Maison Firmenich & Genéve, un spectre de résonnance
magnétique et un spectre de masse d’autre part. Du spectre IR, on peut conclure
qu’il y a présence d’'un groupement —OH primaire et probablement de doubles
liaisons conjuguées.

Le spectre de résonnance magnétique indique la présence de chaines de —CH.
et d’un groupement —CHj en bout de chaine. Le spectre de masse assigne au pro-
duit le poids moléculaire de 252.

Il est donc tres vraisemblable que nous sommes en présence d’un alcool supe-
rieur en Cy; avec doubles liaisons conjuguées. Il y a en fait une trés forte ressem-
blance du spectre IR obtenu avec celui de I’hexadécadiénol 10 12,;e.

La synthése de cette substance étant extrémement complexe et sortant un peu
du cadre de cette étude, elle n’a pas été entreprise. Elle permettrait cependant de
vérifier ’exactitude des conclusions auxquelles nous sommes parvenus.

458



On peut se poser la question de savoir si cet alcool supérieur se trouve en
quantité plus grande dans le blé tendre que dans le blé dur ou s’il s’agit d’une
liaison plus au moins compléte selon le cas. En fait, c’est cette deuxiéme hypothese
qui semble la plus probable car si I'on examine les lipides extraits aprés un trai-
tement acide a ébullition, on constate que la différence entre blé dur et blé tendre

s’atténue considérablement.

Appareillage

Mode opératoire

Chromatographe a gaz «Aerograph Hi-Fl» modéle 600-C. avec détecteur 2

ionisation de flamme.
Moulin électrique
Tamis a mailles no V
Secoueuse
Evaporateur rotatif
Planimeétre

Réactifs

Ether de pétrole rectifié
Acétone rectifié
Chloroforme rectifié

Extraction des lipides

1. Réduire le produit a analyser en poudre fine passant au tamis no 5. Placer

10,0 g de poudre tamisée dans un poudrier rodé de 250 ml. Ajouter 40 ml de
solvant: éther de pétrole dans le cas des semoules, éther de pétrole-acétone
(80/20) saturé d’eau dans le cas des pAtes alimentaires. Secouer mécaniquement
durant 20 minutes.

< Laisser ensuite décanter quelques minutes la solution et verser sur un filtre
plissé. Laver le produit restant dans le poudrier avec deux fois 15 ml de sol-
vant en laissant décanter dans le poudrier la premiere fois et en versant le
tout sur le filtre la seconde fois. Les solutions réunies dans un ballon rodé de
250 ml sont évaporées sous vide a 50 © jusqu’a élimination compléte de ’eau
éventuellement présente et obtention d’un résidu huileux limpide.

. Bien refroidir le ballon sous I’eau courante et dissoudre le résidu dans 2 ml
de chloroforme en tenant le ballon bouché par le col pour éviter I’évaporation
partielle du chloroforme. La solution ainsi obtenue est préte pour la chromato-

graphie.

Traiter de maniére analogue une semoule, respectivement une pate fabriquée

a partir de blé tendre uniquement. On obtiendra ainsi une solution étalon per-
mettant, par comparaison, ’évaluation du produit analysé.
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Chromatographie gazeuse de extrait
Les conditions opératoires choisies sont les suivantes:

Colonne 1% de silicone SE-30 sur chromosorb W 80/100 mesh, longueur 5 ft,
diameétre /s inch.

Températures colonne = 220 °, injecteur = 300 °

Gaz porteur ~ Azote au débit de 50 ml par minute.

Injecter 2 pl de solution dans I’appareil. Opérer ensuite de méme pour la solu-
tion étalon.

La surface des pics respectifs obtenus est évaluée a I'aide d’un planimétre. Le
rapport de ces deux surfaces est fonction de la teneur de blé tendre dans le pro-
duit analysé

Figure 1
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Nous donnons ci-contre (fig. 1) le graphique que nous avons établi en portant
en ordonnées les rapports des surfaces de pics comparativement & un étalon type
de blé tendre (semoule ou pite) et en abscisses les proportions des mélanges cor-
respondants. Il représente une zéne moyenne des écarts tracée de part et d’autre
d’une droite théorique.

Resultats analytiques comparatifs des différentes méthodes
La méthode chromatographique sur couche mince de Gilles et Youngs n’ap-

pelle pas de commentaires particuliers. Elle permet une bonne orientation et un
contrdle supplémentaire des valeurs obtenues par les autres méthodes. Il est diffi-
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cile, dans le cas d’adjonctions modérées de blé tendre, d’en tirer une conclusion
certaine. Ne disposant pas d’un densitomeétre, nous ne ’avons utilisée que de ma-
niere qualitative.

La méthode Jaforte et Cavallaro illustre particulierement bien la difficulté
fondamentale du probléme, c’est a dire la diversité de constitution lipidique des
diverses especes de blé et sa répartition inégale a l'intérieur du grain. Comme
les auteurs l'ont déterminé, la proportion de substance grasse qui constitue la
seconde fraction éluée décroit du centre vers la périphérie du grain (c’est égale-
ment cette fraction qui donne la bande caractéristique du spectre IR servant a la
détermination suivant la méthode Brogion:).

Le tableau suivant montre la relation que nous avons notée au cours d’une
série d’analyses entre la surface Brogioni et le rapport Jafforte:

No analyse Surface Brogioni (ecm?) Rapport Jaforte
1 1,0 4,25
2 1,3 3,66
3 1,7 2,93
4 23 3,18
5 3,2 2,81

On trouvera plus loin d’autres comparaisons de ce rapport avec les valeurs
que donnent les méthodes par mesure infrarouge et par chromatographie gazeuse.

Les auteurs indiquent que le rapport R de la premiére a la seconde fraction
peut varier de 3 jusqu’a 9 en allant d’une semoule 0 a une semoule no 3. Pour
une semoule de qualité supérieure (O extra), ce rapport est compris entre 2 et 2,7
tandis que pour un blé tendre (Granito), on obtient des valeurs de 'ordre de 1.
Les résultats ont ceci de paradoxal que c’est malheureusement la semoule de la
qualité la meilleure qui se rapproche le plus du blé tendre. Les auteurs admettent
que toute valeur de R supérieure a 2 démontre I’absence de blé tendre. Cepen-
dant, les chiffres que nous venons de voir montrent que, si une semoule de qua-
lité supérieure ne souffre aucune addition appréciable de blé tendre sans que la
valeur de R tombe immédiatement au dessous de 2, il n’en va pas de méme pour
les semoules de qualité inférieure. Une semoule no 2 par exemple, donnant un
rapport compris entre 7 et 9, peut suporter une adjonction assez considérable de
blé tendre avant que ce rapport ne descende au dessous de 2. Ces chiffres mon-
trent également qu’a partir d’une valeur donnée de R, il est impossible de cal-
culer, méme approximativement, le pourcentage de blé tendre dans le mélange.

Ces constatations peuvent également permettre d’expliquer les écarts que I’on
observe lorsqu’on applique les méthodes infrarouge ou par chromatographie ga-
zeuse 2 des mélanges dont on connait la composition pondérale mais non la qualité
des matiéres premiéres.

Comme nous I’avons signalé au début de cet exposé, I'un des facteurs entrant
certainement en ligne de compte pour influencer les résultats est le taux d’extrac-
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tion. Aussi avons nous voulu étudier systématiquement les différents produits de
mouture d’un blé dur et d’un blé tendre typique. Pour cela, nous avons pu obtenir
aupres des Moulins de Plainpalais S. A. 3 Geneve les différentes fractions provenant
du bluttage. Ces produits ont été analysés par la méthode Brogioni et par chro-
matographie gazeuse. Nous indiquons sur le graphique ci-contre (fig. 2) les va-
leurs trouvées par I'une et 'autre méthode.

Figure 2
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On constate que la répartition de I’alcool supérieur intervenant en chromato-
graphie gazeuse est reparti d’une maniere plus uniforme que le palmitate de sito-
stérol, ce qui, dans ce domaine, avantage la méthode chromatographique. Pour
cette derniére méthode, la variation du résultat en fonction du taux d’extraction
est en effet moins rapide, tout au moins dans le domaine des produits commer-
ciaux (points A et B du graphique). Malheureusement, pour I'un et 'autre cas,
cette variation en fonction du taux d’extraction se produit dans un sens défa-
vorable, c’est 4 dire qu’une semoule no 2 provenant d’un blé dur de qualité infé-
rieure peut, si 'on se fie 2 ces seuls résultats, passer pour un fin finot provenant
d’un blé dur de qualité supérieure.

Lors de ces travaux, la méthode Brogioni et Franconi a été appliquée en effec-
tuant les mesures spectrophotométriques a 1’aide d’un appareil Beckmann IR-8
directement sur les lipides extraits. Les manipulations analytiques sont plus simp-
les et, comme Sturm et collaborateurs 'ont constaté, les résultats sont équivalents.

Nous avons examiné si la teneur en eau des produits pouvait avoir une in-
fluence sur le résultat et nous avons constaté qu’effectivement on observe une
augmentation de la surface de la bande mésurée en fonction de I'augmentation
de ’humidité. Cependant, étant donné que cette influence est minime et que I’hu-
midité des semoules et pates ne varie que dans des limites assez faibles, ce facteur
n’apporte pas de perturbation appréciable a I’analyse lorsqu’on utilisé toujours de
acétone anhydre pour les extractions.

Par contre, nous avons constaté qu’une distinction doit étre faite entre les se-
moules et les pates. Si 'on examine parallélement une semoule et une pite con-
tenant une addition identique de blé tendre, on obtient toujours une bande carac-
téristique plus faible dans le cas des pates que dans celui des semoules et 1’écart
est loin d’étre négligeable. Une

courbe d’étalonnage distincte doit Figure 3
donc étre établie pour chacun de
ces deux cas (nous avons vu que SUrfocq
dans le cas de la chromatographie 11— - |
gazeuse, la correction se fait par le | Semoules | e @/@P
choix de I’étalon correspondant au 12 R
produit a analyser). |1
A titre d’exemple, nous don- 10 g
nons ci-contre les courbes établies o P
dans notre laboratoire a partir de 8 v
semoules (fig. 3) et de pates (fig. 4) o
de composition connue. 6 6 7 ‘
Cette différence d’extractibilité } ? T
est plus sensible encore dans le cas *3 |
de la chromatographie gazeuse. i !
Cest ainsi que ’éther de peétrole = o
seul ne suffit plus a assurer I'ex- } '
traction dans des conditions con- P P S TR e X T SO AT
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Figure 4 venables. Une série de tentatives a
été faite pour augmenter le coeffi-

Surfocel | cient d’extraction, mais un résultat
gl calse L5 | comparable a celui des semoules
Pdtes | n’a pu encore étre atteint. Nous

12 i* | RN avons essayé divers solvants, soit

i ' par agitation, soit par emploi d’un
exacteur soxhlet durant des temps

prolongés et nous avons finalement
choisi d’opérer par agitation en
utilisant un meélange d’éther de
pétrole et d’acétone (80/20) saturé
d’eau (voir mode opératoire).

Nous ayant été possible de nous
procurer aupres du Professeur Bro-
gioni et de ’'Union des fabricants
suisse de pates alimentaires des se-
moules et pates de composition
connue, nous avons procédé a des
analyses comparatives mettant en
ceuvre la méthode Brogioni, la chromatographie gazeuse et pour certaines, la mé-
thode Jaforte. Les résultats ont été notés dans le tableau ci-contre.

Le rapport Jaforte, qui a été déterminé pour quelques-unes des analyses ne
donne une valeur inférieure & 2 que pour un seul cas, et ceci lorsque I’addition de
blé tendre est déja importante.

60 70 80 90 %

Conclusion

La recherche et le dosage des adjonctions de blé tendre dans les semoules et pates
alimentaires déclarées pure semoule de blé dur nécessitant le maximum de données analy-
tiques possible, nous pensons que la chromatographie gazeuse peut étre utilement employée
comme un élément d’appréciation supplémentaire.

Etant d’exécution plus rapide que les autres techniques actuellement utilisées, elle peut
également jouer le réle d’analyse d’orientation lors de travaux de série.

Les résultats comparatifs des méthodes que nous venons de voir nous montrent que
les valeurs finales ne doivent é&tre données qu’avec une large marge de tolérence. En
effet, si contrairement & la méthode de Matweef trés délicate, les risques d’erreurs
opératoires sont minimes, la diversit¢é de composition possible des espéces de blés ne
permet pas I’établissement de constantes définies.

On peut cependant admettre que dans la majorité des cas, une adjonction de blé
tendre de 20 /0 peut étre reconnue avec certitude.

Remerciements

Nous tenons a remercier ici Monsieur E. Palluy, de la Maison Firmenich a Genéve,
pour I'exécution des déterminations physiques spéciales.

464



b Teneur en blé tendre trouvé (%) par:
Teneur en blé tendre ok ; o %a?potrt
indiguée (?/ - ey
indiguée (%) Méthode Brogioni rm;:z;ﬁ;ap ie aforte
Semoules
0 0 0 3,08
0 0—15 0 3,37
40 15—30 30—40 2,10
20 20—35 35—45 2,71
15 35—45 25—35
50 65—80 60—80
0 10—20 0
60 100 100
100 100 100
50 40—50 45—55
85 100 100
Pates
60 30—60 50—80 1.99
60 40—70 50—80 2,60
0 0 0
40 20—35 15—25
0 5—15 0
60 45—60 30—50
100 80—100 100
85 100 100
Résumé

Les principales méthodes actuellement a disposition pour reconnaitre et doser une
adjonction de blé tendre dans des produits ne devant en principe contenir que du blé
dur ont été mises au point par M. Matweef (1), K. A. Gilles et V. L. Youngs (2), M. Bro-
gioni et V. Franconi (3), A. Jaforte et A. Cavallaro (4a). Elles sont principalement basées
sur la présence, dans le blé tendre, d’une quantité de palmitate de sitostérol nettement
supérieure a celle qu’on rencontre dans le blé dur. Cependant, la teneur en palmitate de
sitostérol varie dans de larges limites suivant les espéces considérées et un résultat valable
ne peut étre obtenu qu’a partir d’'un maximum de données analytiques possible. Cest la
raison pour laquelle une étude des constituants lipidiques a été entreprise, mettant en
ceuvre la chromatographie en phase gazeuse.

Si ’on chromatographie sur colonne de silicone SE-30 a 1 %o la mati¢re grasse extraite
des produits de la mouture a I’aide d’éther de pétrole pour le cas des farines et semoules et
du mélange éther de pétrole-acétone-eau pour le cas des pates alimentaires, on observe un pic

465



présentant a 220 ° un temps de rétention de 5 minutes environ. Le produit qui est a
'origine de ce pic a été isolé par chromatographie sur couche mince et étudié par spectro-
photométrie infrarouge, résonance magnétique nucléaire et spectrographie de masse; il
s’agit vraisemblablement d’un alcool supérieur en C,;.

La chromatographie en phase gazeuse peut étre ainsi utilement employée comme
¢lément d’appréciation supplémentaire lors de la recherche des additions de blé tendre
dans les produits du blé dur. Etant d’exécution plus rapide que les autres techniques
actuellement utilisées, elle peut également jouer le rdle d’analyse d’orientation lors de
travaux de série. On peut admettre que dans la majorité des cas, I'ensemble des résultats
analytiques permet de reconnaitre avec certitude une adjonction de 20 %o de blé tendre.
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Constituants aromatiques de cacaos de diverses provenances

Une étude systématique de ’arome de cacao (1) nous a permis d’identifier 70
constituants dont 35 sont nouveaux par rapport a la littérature. Nous décrivons
ici I'influence de la provenance des feves sur la composition de I’arome de cacao.

Nous avons analysé huit lots de féves provenant de cinq régions différentes
et qui appartenaient a divers types botaniques indiqués dans la table No 1; les
lettres italiques représentent les abréviations utilisées.
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Table No 1

Nom Région Variété botanique
Puerto Gabello Venezuela Hybrides de Criollo
Trinidad Trinidad Forastero Trinitario
Caracas Veneczuela Forastero Criollo
Arriba Equateur Nacional Trinitario
Carupano Venezuela Forastero

Babhia Brésil Forastero

Accra Ghana Forastero

Para Brésil Forastero

Les échantillons ont été rotis dans des conditions assurant un bon développe-
ment d’aromes; le concassage mécanique a donné un grué débarassé des pelures et
des germes. Les huit grués ont été ensuite broyés pour donner des pates homo-
genes.

Les aromes de «téte» ont été entrainés, a partir de 50 g de pate, par un cou-
rant de gaz inerte et condensés a — 60 © C. En chauffant le piége, on introduit
les substances retenues dans une colonne micro-capillaire UCON-LB-550-X de
50 métres, a travers un «by-pass».

Les composés de point d’ébullition plus élevé sont entrainés a la vapeur d’eau
sous vide (prise d’échantillon: 250 g de pate). Le distillat est extrait au dichloro-
méthane, séché et concentré: I’extrait organique est injecté sur une colonne de
4,5 m de longueur et 0,3 cm de diamétre contenant du Chromosorb W (100 a 120
mesh), chargé de 5 %o de succinate de diéthyléneglycol (2, 3).

Pour faciliter les comparaisons, le cacao Accra a été choisi comme standard
étant donné que sa production est de loin la plus importante.

Un indice d’équilibre E a été calculé, en prenant comme standard interne,
pour les substances de 'arome de «téte», ’isovaléraldéhyde:

surface du pic surface de I’isovaléraldéhyde Accra

surface de I'isovaléraldéhyde surface du pic Accra

Nous avons considéré comme significatifs d’un déséquilibre, des indices infé-
rieurs a 0,5 ou supérieurs a 2,0.

Douze composés ont été détectés dans I'arome de «téte». Ils avaient été identi-
fiés précédemment par Bailey et coll. (4), dans une étude sur le rotissage et les varié-
tés de féves. Cinq substances montrent des différences significatives comme
l'indique la table No 2. Le cacao Carupano posséde une teneur relativement
élevée en sulfure de diméthyle, tandis que les féves provenant du Brésil (Bahia et
Para) présentent un exces d’éthanol.
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Table No 2

Indices d’équilibre de substances trés volatiles

PUGA TRIN CARA ARRI CARU BAHI PARA
Ethanal 0,9 1.2 0,8 0,7 1,0 0,4 1,5
Diméthylsulfide 0,4 0,1 0,6 0.1 2,6 0,1 0,1
Butanal 0,5 2,6 22 1.1 4,4 0,3 2,0
Ethanol 0,1 1.0 0,7 1.7 0,1 3,4 3.0
Diacétyle 0,7 1,4 0,1 0.9 0,4 1 0,3

L’examen des substances entralnables a la vapeur d’eau donne une information
plus compleéte.

L’indice d’équilibre E a été choisi en prenant comme standard interne, le pic
du phényl-2-éthanol, une des substances les plus abondantes du cacao:

5 surface du pic surface du phényléthanol Accra

surface de phényléthanol surface du pic Accra

Les indices d’équilibre peuvent étre donnés pour différentes classes de consti-
tuants. Parmi les alcools, le butanol, isopentanol, ’hexanol et I'octanol montrent
des variations trés importantes. Les valeurs (voir table 3) pour les cacaos Puerto
Gabello, Trinidad, Caracas et Arriba sont trés élevées, si on les compare a celles
des cacaos Carupano, Bahia, Para et Accra. Le premier groupe appartient aux
variétés Criollo et Trinitario Nacional, tandis que le second est du type Fora-
stero.

Table No 3

Indices d’équilibre des alcools

PUGA TRIN CARA ARRI CARU BAHI PARA
Butanol 3,0 4.7 1,4 3,6 0,2 1,8 1,0
Isopentanol 8,0 4,0 0.7 2.5 0,1 1,2 0,1
Hexanol 28,5 1939 93 6,1 2.4 1;2 0,3
Octanol 4,3 4,0 352 0,1 Bl 17 0,4

Les valeurs d’équilibre des pyrazines indiquent une quantité relativement
élevée de triméthyléthylpyrazine dans les féves Arriba (table No 4).
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Table No 4

Indices d’équilibre des pyrazines

PUGA TRIN CARA ARRI CARU BAHI PARA
Diméthyl 1,8 3.7 11 134 151 1.2 0.5
Méthyléthyl 0,8 0,1 0,7 0,3 0,3 1,5 0,1
Triméthyl 1,3 1,0 0,7 0,1 0,6 1,0 0,5
Tetraméthyl 0,6 0,6 0,4 0,3 0,3 0,5 0,3
Triméthyléthyl 1,8 0,9 1,9 14,7 1,9 3,1 1,0

On peut aussi caractériser de cette maniére la note aromatique particuliére
d’un échantillon: le cacao Bahia contient du phénol, du gaiacol, du phénylbuténal
et de la y-butyrolactone en excés (table No 5). Il est reconnu que les féves de
Bahia ont assez fréquemment une odeur de jambon fumé et il est donc possible
que ces substances jouent un réle dans ce parfum caractéristique.

Table No 5
Indices d’équilibre caractéristiques du cacao Bahia
PUGA TRIN CARA ARRI CARU BAHI PARA
y—bhtyrolactone 2,0 1,1 1,8 1,7 1,8 3.1 0,8
Gaiacol 210 17 1,1 0,8 0.9 2,6 0,6
Phénol 1,6 1,0 0,8 0,8 0,5 PA0 0,7
Phénylbuténal 15 0,8 1,1 0,6 152 o 0,8
Formyl-2-pyrrole 15 1,0 1,0 0,9 0,7 2,8 7

Pour illustrer ces comparaisons, nous avons superposé, dans la figure 1, les
chromatogrammes de 3 cacaos (Bahia, Arriba, Caracas) a celui du cacao Accra;
il s’agit d’aromes entralnables & la vapeur d’eau de féves réties.

La table No 6 donne I’identification des pics principaux des chromatogrammes.
Les analyses ont été exécutés a 'aide de la colonne DEGS utilisée sous un débit
d’azote de 30 ml/min. et avec la programmation de température suivante: 4 min.
isotherme a 50 %; 8 min. programmé a 6 °/min.; 20 min. a 4 °/min.

Les substances citées dans la table No 6, ont été identifiées dans un arome
préparé a partir de 500 kg de féves Accra roties. Nous avons vérifié certaines
identifications par chromatographie en phase gazeuse préparative et spectro-
graphie de masse, en travaillant sur 50 kg de féves Bahia, Carupano et Accra.
Ces trois sortes contiennent les mémes composés, mais leurs valeurs d’équilibre les
différencient.

Nous avons indiqué, dans la table No 6, ’abondance relative de certains con-
stituants dans les grués Bahia et Carupano, en comparant grossierement leurs
rendements & ceux obtenus a partir du grué Accra. Certains composés n’ont pas été
retrouvés lors de cette analyse, étant donné la quantité relativement faible de
cacao que nous avions utilisée.
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Table No 6
Composition des aromes entrainables a la vapeur d’ean

Substance
retrouvee
No pic Substance par CP - SM
BaHIA| $I5L
1 Pentane-dione-2,3
2 Iso-butanol-1
3 Pentanol-2 s
Crotonaldéhyde
Blutanol-1
Sulfure de diméthyle
4 Iso-pentanol-1
5 Caproate d’éthyle
6 Pentanol-1
7 Hexanol-1
8 Méthyl-2-pyrazine 5 s
9 Diméthyl-2,5-pyrazine
Diméthyl-2,6-pyrazine w W
Diméthyl-2,3-pyrazine
10 Méthyl-2-tétrahydrofurannone-3 s w
Butanone-2-01-3 w w
11 Octéne-1-01-3
12 Méthyl-2-éthyl-5-pyrazine
13 Triméthylpyrazine X X
14 Octanol-1
Diméthyl-2,5-éthyl-3-pyrazine X X
15 Pyrrole
Acide 1so-butyrique
Cis-vinyl-2-méthyl-2 (hydroxy-1-méthyl-1-éthyl)-5-tétra- %
hydrofuranne (oxyde de linalol II)
16 Tétraméthylpyrazine w w
17 Triméthyléthylpyrazine X X
Furfural
18 Acétate d’acétol
Phénylacétaldéhyde W W
19 Furyl-méthyl-cétone m m
Benzaldéhyde m m
20 Acétate de furfuryle
21 Butane-diol-2,3
22 Benzonitrile
23 Benzoate d’éthyle
Alcool furfurylique
Méthyl-1-formyl-2-pyrrole
24 Acétophénone s s
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Substance
retrouvée
No pic Substance par CP - SM
BAHIA| $ANU-
25 y-valérolactone % X
26 Phényl-2-propanol-2
v-butyrolactone s s
27 v-caprolactone
28 Phényl-1-éthanol m m
Phénylacétate d’éthyle s s
29 Acétate de phényl-2-éthyle s m
Sulfure de méthyle et de méthyl-5-furfuryle
30 Alcool benzylique % X
o-Hydroxyacétophénone %
31 Gaiacol s
Méthyl-3-cyclo-pentane-dione-1,2
32 Phényl-2-éthanol m m
33 Phénol S
34 Phényl-buténal X X
35 Formyl-2-pyrrole s X
36 Méthyl-5-formyl-2-pyrrole X
37 Acétyl-2-pyrrole m W

Abréviations de la Table No 6

CP =- chromatographie en phase gazeuse préparative

SM = spectrographie de masse

w = quantité plus faible que dans I’Accra

s = quantité plus grande que dans I’Accra

m = quantité égale a celle de ’Accra

x == détection de la substance sans détermination quantitative.

Les quantités élevées de y-butyrolactone, gaiacol, phénol et formyl-2-pyrrole
dans les féves de Bahia confirment les chiffres de la table No 5.

Résume

Les feves de cacao de diverses origines contiennent les mémes contituants aromatiques.
L’analyse par chromatographie en phase gazeuse permet cependant de différencier cer-
taines sortes de cacao si I'on détermine des valeurs d’équilibre par rapport 4 un cacao
standard. Les variations observées peuvent étre dues a la provenance ou a Iespéce bota-
nique.
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Zur Bestimmung der Gesamt-Ascorbinsidure in Wein

In der Absicht, wenigstens einen Teil der schwefligen Sdure im Wein durch
andere, gesundheitlich als v6llig unbedenklich anzusehende Stoffe zu ersetzen, ist
im Laufe der letzten Jahre in mehreren europiischen und auflereuropiischen
Staaten die Verwendung von Ascorbinsiure bei der Weinbereitung genehmigt
worden. Die Hohe des Zusatzes ist in manchen Lindern begrenzt, in anderen aber
beliebig. Fiir die Weinanalytik ergibt sich damit die Aufgabe, einen solchen Zu-
satz quantitativ ermitteln zu miissen. Im Gegensatz zur iiblichen «Vitamin C-
Bestimmung» handelt es sich im vorliegenden Falle aber nicht um die Feststellung
der mehr oder weniger groflen physiologischen Wirksamkeit, sondern darum, wie-
viel Ascorbinsiure dem betreffenden Wein tiberhaupt zugefiigt wurde.

Der analytischen Bestimmung kommt einerseits die Tatsache entgegen, dafl in
natiirlichen Weinen bisher keine nennenswerten Mengen an Ascorbinsdure gefun-
den wurden (1). Anderseits ergibt sich eine betrichtliche Erschwerung der Ermitt-
lung dadurch, daff diese Substanz im Wein nicht als solche erhalten bleibt, son-
dern einen oxidativen Abbau erleidet. Dessen erstes Produkt, die Dehydroascor-
binsdure, und die in der Folge durch Aufspaltung des Lactonringes entstehende
Diketogulonsiure miissen auf alle Fille bei der analytischen Ermittlung als
«Gesamt-Ascorbinsiure» erfaflt werden. Weitere Umwandlungsprodukte wie Fur-
furol, L-Threonsiure, Hydroxybrenztraubensiure, Brenztraubensiure, Glycerin-
aldehyd, Glykolsiure, Glyoxylsiure, Oxalsiure, Glyoxal, Milchsiure, Ameisen-
siure, 2,5-Dihydro-2-furansiure und Kohlendioxid konnen dagegen ebenso aus
dem Abbau anderer Weininhaltstoffe herrithren und diirfen deshalb vernachlas-
sigt werden.

* Dem Bundesgesundheitsamt, Berlin, sei auch an dieser Stelle fiir die Unterstiitzung
der Arbeit herzlich gedankt.
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Von den auflerordentlich zahlreichen Verfahren zur Ermittlung der Ascorbin-
saure scheiden die allermeisten von vorneherein aus, da sie entweder nur diese
selbst und evtl. die Dehydroascorbinsiure zu erfassen erlauben oder Storungen
durch irgendwelche Bestandteile des Weines eintreten. Es erschien daher ratsam,
auf moglichst kurzem Wege ein stabiles Derivat der Ascorbinsdure und der beiden
ersten Produkte ihres Abbaus herzustellen, um dieses dann von storenden Be-
gleitsubstanzen zu trennen. Diese Arbeitsweise sollte Verluste wihrend des Ana-
lysenganges so weit wie moglich ausschalten und die Gewiahr fiir eine zuverlis-
sige und genaue Bestimmung der Gesamt-Ascorbinsiure bieten. Als aussichtsreich
bot sich die Methode von Roe und Oesterling (2) an, d. h. die Ueberfiihrung in das
mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin entstehende Reaktionsprodukt. Dieses Reaktions-
produkt, das sich sowohl mit Dehydroascorbinsaure als auch mit Diketogulonsiure
bildet, zeichnet sich durch auflerordentlich gute Kristallisierfahigkeit, Stabili-
tat und Unléslichkeit in Wasser aus. Da sich die Ascorbinsiure sehr bequem zur
Dehydroascorbinsdure oxidieren lifit, war die Moglichkeit fiir die Erfassung
der Gesamt-Ascorbinsdure auf diesem Wege gegeben, zumal sich die Méglichkeit
bot, das Dinitrophenylhydrazon diinnschichtchromatographisch von storenden Be-
gleitstoffen trennen zu konnen.

Ueberpriifung der Bestimmungsmethoden mit 2,4-Dinitrophenylbydrazin

Die von Kotake und Nishigaki (3) zum erstenmal in der Literatur beschrie-
bene Reaktion des Vitamin C mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin (im folgenden als
DNPH abgekiirzt) wurde von ihnen zum Nachweis der Ascorbinsiure im Kam-
merwasser des Auges von Kaninchen sowie in tierischen und pflanzlichen
Geweben beniitzt. In der Folge verwendeten auch andere Autoren das DNPH
als Reagens fiir Vitamin C (4).

Eine photometrische Auswertung des aus oxidierter Ascorbinsiure und DNPH
erhaltenen Derivates beschrieben Roe und Kuether (5). Sie versetzten das Reak-
tionsprodukt mit 85%iger Schwefelsiure und ermittelten die Absorptionsmaxima
der rot gefirbten Losung bei 500 bis 550 nm und 350 bis 380 nm. Die Farb-
intensitidt stand in guter Uebereinstimmung mit dem Beer’schen Gesetz. Die Deri-
vate von Pentosen und Hexosen, die eine Storung hitten verursachen konnen,
zeigten bei 540 nm praktisch keine Absorption. In spiteren Arbeiten (2, 6a, 6b, 6c)
gaben die Autoren ausfiihrliche Arbeitsvorschriften fiir die Bestimmung der As-
corbinsiure, Dehydroascorbinsiure und Diketogulonsiure in Blut, Urin, Gewebe-
extrakten und Nahrungsmitteln. Sie nahmen die Oxidation der Ascorbinsdure in
trichloressigsaurer Losung mit Norite-Kohle vor, um gleichzeitig eine Kldrung der
Analysenlsung zu erhalten. Das Reagens wurde in 9 n-Schwefelsiure gelost und
die Reaktion {iber 3 Stunden bei 37 © C durchgefiihrt. Mit einem Thioharnstoff-
zusatz sollte ein mild reduzierendes Medium geschaffen werden, um oxidierende
Substanzen (Fe™; H:0.) auszuschlieffen, die mit DNPH eine stérende Firbung
ergaben. Die rote Farblésung wurde 30 Minuten nach Zusatz von 85%iger
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Schwefelsiure gegen einen Blindwert gemessen. Fiir diesen letzteren wurde das
Reagens erst nach der dreistiindigen Reaktionszeit und nach dem Schwefelsaure-
zusatz zu der Analysenlosung hinzugefiigt. Auf Grund eigener Untersuchungen
sowie der Angaben von Penney und Zilva (7) sei hier bemerkt, dafy schon eine
Reaktionszeit von 30 Minuten unter Umstinden ausreicht, um das bis-2,4-Di-
nitrophenylhydrazon der Diketogulonsiaure zu erhalten, so dafl der Blindwert bei
Vorliegen von Diketogulonsiure fiir eine Bestimmung der Gesamt-Ascorbinsdure
zu hoch ausfillt. Die Dehydroascorbinsiure bendtigt bei Raumtemperatur lingere
Zeit, um das rote bis-2,4-Dinitrophenylhydrazon zu bilden.

Modifizierungen der Methode von Roe und Kuether wurden durch mehrere
Autoren gegeben. Meyer und Mitarbeiter (8) wie auch Schaffert und Kingsley (9)
verkiirzten die Reaktionszeit auf 5 Minuten in der Siedehitze. Hierdurch wird die
Spezifitit jedoch keineswegs erhdht, denn vor allen Dingen die Hydrazone und
bis-Hydrazone der Zucker werden bei erhohter Temperatur sehr rasch gebildet.
Feldbeim und Schmidt (10) sowie Feldheim (11) beschrieben eine Methode, mit der
sie zundchst die Ascorbinsdure volumetrisch bzw. photometrisch mit 2,6-Dichlor-
phenolindophenol im Ueberschufl bestimmten und anschliefend in der oxidierten
Losung die Dehydroascorbinsdure und Diketogulonsiure nach Roe und Kuether
ermittelten. Auch diese Technik ist fiir Weine und Fruchtsifte nicht spezifisch
genug, da bei der Oxidation reduzierende Substanzen storen konnen, wihrend bei
der Fillung mit DNPH Aldehyd- und Ketoverbindungen teilweise mit erfafit
werden.

« Die Bestimmung der Ascorbinsiure, Dehydroascorbinsiure und Diketogulon-
saure nebeneinander fiihrten Roe und Mitarbeiter (6b) durch. Sie bestimmten zu-
nichst in meta-phosphorsaurer Losung, der zur Vermeidung der Ascorbinsdure-
oxidation Zinn(II)chlorid zugesetzt wurde, Dehydroascorbinsiure und Diketo-
gulonsiure zusammen mit DNPH. In einer zweiten Probe wurde die Dehydro-
ascorbinsiure mit Schwefelwasserstoff bei pH 1,25 bis 1,30 (in 15 Minuten) zu
Ascorbinsiure reduziert und die verbleibende Diketogulonsiure bestimmt. Nach
Oxidation mit Brom lieferte eine dritte Probe die Summe aus Ascorbinsiure, De-
hydroascorbinsiure und Diketogulonsiure. In Analysenproben, die keine be-
achtenswerten Mengen an Reduktonen, Aldehyden und Ketonen enthalten, liefert
die beschriebene Methode zufriedenstellende Werte. Soll jedoch der Gesamtascor-
binsiuregehalt in so komplexen und zum Teil durch starke Eigenfirbung ausge-
zeichneten Produkten wie Wein und Fruchtsaft bestimmt werden, so kann der
auftretende Fehler durch den Blindwerrt nicht mehr ausgeglichen werden (vgl.
auch Penney und Zilva (12); Hewston und Mitarbeiter (13). Eigene Versuche,
nach dieser Vorschrift Weine und Fruchtsifte zu analysieren, ergaben stark streu-
ende Werte fiir die Gesamtascorbinsdure; sie scheiterten in einigen Fillen ganz,
da in der photometrisch ausgewerteten schwefelsauren Losung der Hydrazone
Triibungen und Verkohlungen auftraten.

Aecthanol anstelle von Schwefelsdure fiir die photometrische Auswertung zu
verwenden, empfahl Széke (14). Jedoch wurde nach eigenen Untersuchungen da-
durch die Empfindlichkeit beachtlich herabgesetzt. Tewari und Krishnan (15)
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fanden nach der Methode von Roe und Mitarbeiter in pflanzlichen Extrakten
fiir die Gesamtascorbinsdure niedrigere Werte als fiir die Summe aus Dehydro-
ascorbinsdure und Diketogulonsiure. Sie stellten Relationen auf zwischen der
Dauer der Schwefelwasserstoff-Behandlung und den gefundenen Ergebnissen,
Penney und Zilva (7a) beobachteten eine Zersetzung der Diketogulonsiaure durch
Behandlung mit Schwefelwasserstoff.

Die Vielzahl an Moglichkeiten fiir auftretende Storungen bei der Analytik
von Weinen und Fruchtsiften liel es sinnvoll erscheinen, die Ascorbinsiure zur
Dehydroascorbinsdure zu oxidieren, diese zusammen mit der Diketogulonsdure
in das DNPH-Derivat iiberzufithren und chromatographisch von den eventuell
entstandenen Hydrazonen anderer Carbonylverbindungen zu trennen. So sollte
es moglich sein, gut reproduzierbare und dem tatsichlichen Gehalt an Gesamt-
ascorbinsdure entsprechende Ergebnisse zu erhalten.

Eine papierchromatographische Isolierung des DNPH-Derivates oxidierter
Ascorbinsaurelosungen wurde von Patschky (16) beschrieben, und zwar Fillung
bei 20 © C, papierchromatographische Trennung (auf Papier Schleicher und Schiill
Nr. 598 g) des roten biss-DNPHydrazones von den Begleitsubstanzen mit Chior-
benzol und Chloroform, anschliefend Eluierung der roten Zone mit Alkohol-
Aceton und photometrische Messung bei 470 nm. Es wurde mit dieser Technik
ein Fehler von 10 % ermittelt. Fiir absteigende papierchromatographische Tren-
nung der nach Roe und Oesterling (2) erhaltenen DNPHydrazone gaben Drevon und
Mitarbeiter (17) das Fliefmittel Toluol/Aceton/5%ige Essigsaure (2/1/1) an.
Gordon und Noble (18) empfahlen die Auftrennung der nach Roe und Mitarbei-
ter (6b) gewonnenen DNPHydrazone an einer Siule mit Magnesiumphosphat/
Hyflo Super-Cel (3/1). Die schwefelsaure Reaktionslosung wurde filtriert, ge-
trocknet, mit Aceton extrahiert, durch die Sdule gereinigt und nach Verdampfen
des Acetons in Schwefelsiure gelost und bei 520 nm photometrisch ausgewertet.
Mapson (19) empfahl eine Anreicherung des DNPH-Derivates der Dehydroascor-
binsdure an einer Sdule mit Aluminiumoxid (sauer). Eigene Versuche zur Reini-
gung der Reaktionslosung an Kieselgel- bzw. Aluminiumoxid-Sdulen ergaben
keine befriedigenden Resultate. Es wurde keine scharfe Abgrenzung der Zonen
erhalten bei Extrakten, die aus Wein (vor allem aus Rotwein) gewonnen worden
waren.

Strobecker und Pies (20) fiihrten die Reaktion mit DNPH nach Oxidation mit
2,6-Dichlorphenolindophenol iiber zwei Stunden bei 45 bis 50 ° C durch, sam-
melten den Niederschlag auf einem Glasfilter und nahmen ihn in Essigsdure-
athylester auf. Nach Eindampfen des Eluates bis zur Trockene losten sie den
Riickstand in einer definierten Menge Aceton und fithrten mit einem aliquoten
Teil dieser Losung auf Kieselgel-G-Platten mit Chloroform/Essigsduredthyl-
ester (1/1) eine diinnschichtchromatographische Tennung durch. Sie brachten die
rote Zone des Ascorbinsiurederivates mit 85%iger Schwefelsiure in Losung,
filtrierten durch Glaswolle und konnten bei 520 bis 525 nm gegen Wasser die
photometrische Messung vornehmen. Fiir die Bestimmung der Gesamtascorbin-
sdure in Weinen und Fruchtsidften stellte sich bei dieser Methodik die Reaktions-
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temperatur als zu hoch heraus. Der erhaltene Niederschlag der DNPH-Derivate
war sehr voluminds und gewihrleistete keine saubere Trennung. Auflerdem
- bereitete das Wiederauflosen des getrockneten Niederschlages in Aceton Schwie-
rigkeiten.

Eine zweifache chromatographische Reinigung der DNPHydrazone wendeten
Vuillewmier und Nobile (21) sowie Vuilleumier und Miiller-Mulot (22) an. Sie
extrahierten die bei 20° C (in etwa 14 Stunden) erhaltenen Reaktionsprodukte
aus der schwefelsauren Losung mit Essigsauredthylester. Das Losungsmittel wurde
eingedampft, der Riickstand in Methylenchlorid aufgenommen und die Losung
dann zur Befreiung von tiberschiissigem Reagens tiber eine Kieselgelsdule geschickt.
Die Eluierung des roten bis-2,4-Dinitrophenylhydrazones der oxidierten Ascorbin-
saure erfolgte mit Essigester (mit 2 %o Eisessig), welchen man bis auf ca. 1 ml
(gravimetrisch bestimmt) eindampfte. Ein aliquoter Teil wurde auf Kieselgel-G-
Platten mit dem Fliefimittel Aether/Essigsaureithylester/Eisessig (75/25/4) diinn-
schichtchromatographisch aufgetrennt, die rote Zone (Rf 0,6) mit Essigsaureathyl-
ester eluiert, das Losungsmittel nach Filtration durch eine Glasfritte wiederum
eingedampft und nun das rote bis-2,4-DNPHydrazon in 4 ml Schwefelsiure
gelost und photometrisch bei 520 nm gemessen. Das Verfahren wurde in der
Modifikation von Genewvois von der Unterkommission fiir Wein-Analytik und
Weinbestandteile des Internationalen Wein-Amtes als Einheits-Verfahren zur
Bestimmung der Ascorbinsdure im Wein angenommen (35).

Diese sehr sorgfiltige Reinigung der erhaltenen DNPH-Reaktionsprodukte
ist sehr zeitraubend und nach eigenen Versuchen mit nicht reproduzierbaren Ver-
lusten behaftet. Das Wiederauflosen der Abdampfriickstinde gelingt auch bei
dieser Technik nicht zufriedenstellend. Hinzu kommt die Beobachtung, daff in
schwefelsaurem Reaktionsmedium aus der oxidierten Ascorbinsdurelosung fast
immer drei rot bis orangerot gefirbte Zonen erhalten wurden, die nicht aus tiber-
schiissigem Reagens stammten und mit zur Auswertung hitten herangezogen wer-
den miissen. Drei Zonen jedoch fiir eine quantitative Bestimmung zu eluieren,
bringt einen zu groflen Fehler mit sich. Eine weitere Ursache fiir das Auftreten
fehlerhafter Resultate liegt darin, dafl die zur photometrischen Messung gelan-
gende schwefelsaure Losung hdufig getriibt ist, und zwar durch sehr feine Kie-
selgelteilchen, die durch Glasfrittenfiltration nicht zuriickgehalten werden
konnten.

Nach Ueberpriifung der angegebenen Methoden mit DNPH wurde zunichst
versucht, die bei der Wein- und Fruchtsaftanalyse auftretenden Storungen aufzu-
klaren und zu beseitigen, um so zu einer zuverldssigen Bestimmungsmethode zu

gelangen.
Ausarbeitung einer Bestimmungsmethode mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin
Es wurden zunichst Versuche an Modellosungen mit Ascorbinsiure pro analysi

(Merck) ausgefiihrt, um die optimalen Fillungsbedingungen fiir das Reaktions-
produkt aus oxidierter Ascorbinsiure und DNPH bei 20° zu ermitteln. Die
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Reaktionstemperatur von 20 ° C wurde bei allen Versuchen eingehalten, damit
von vornherein eine selektive Fallung gewahrleistet war.

Stabilisierung: Ein Zusatz von 1 °0 m-Phosphorsiure (frisch bereitet), hat sich
in der Ascorbinsdureanalytik sehr bewdhrt und wurde auch bei den eigenen Un-
tersuchungen gewahlt, um eine Zersetzung vor der Reaktion mit DNPH zu ver-
hindern.

Oxidation: Um die Ascorbinsiure mit DNPH zur Reaktion zu bringen, ist
zunichst thre Oxidation erforderlich, die jedoch nicht weiter als bis zur Dehydro-
ascorbinsiure und Diketogulonsiure gehen darf. Hieftir wurde 0,1 n-Jodlosung
gewahlt, die im sauren Medium Ascorbinsiure quantitativ zur Dehydroascorbin-
sdure oxidiert. Der Ueberschufl an Jod kann leicht durch Thioharnstoff beseitigt
werden, wodurch gleichzeitig ein mild reduzierendes Medium entsteht und das
bei der Oxidation gebildete Wasserstoffperoxid abgefangen wird.

Reaktionsmedium: Bei den aus der Literatur bekannten Bestimmungs- bzw.
Nachweismethoden der Ascorbinsdure iiber thr DNPH-Derivat wird die Reaktion
entweder in alkoholischer, salzsaurer oder schwefelsaurer Losung vorgenommen.
Eigene Versuche ergaben bei Fillungen in Schwefelsiure und Salzsiure kein ein-
heitliches Reaktionsprodukt. Es wurden bei der diinnschichtchromatographischen
Trennung aufler der roten Hauptzone, die als bis-2,4-Dinitrophenylhydrazon der
2,3-Diketogulonsdure identifiziert werden konnte, zwei schwichere, orangerote
Zonen beobachtet, die nicht von {iberschiissigem Reagens herrithrten und mog-
licherweise aus Abbauprodukten stammten bzw. das mono-2,4-Dinitrophenyl-
hydrazon der enolisierten Diketogulonsdure darstellten (23, Kenyon und Munro).
Bei essigsaurer Fillung erschien auf der Diinnschichtplatte nur eine rote Zone
neben zwei isomeren Formen des iiberschiissigen Reagens.

Tabelle 1

Einfluf des Eisessig-Schwefelsiure-Verbiltnisses auf die Ausbeute bei der
Reaktion der oxidierten Ascorbinsdure mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin

Volumenverhéltnis des Extinktion in Eisessig
Sdurezusatzes nach de-Trennung
Eisessig Schwefelsiure Eson
Vol.-% Vol.-%
100 0 0,560
73 25 0,651
60 40 0,682
55 45 0,689
50 50 0,693
40 60 0,692
0 100 0,693
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Tabelle 2

Einflufy der Reagenskonzentration auf die Ausbeute bei der Reaktion
der oxidierten Ascorbinsiure mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin

DNPH in Eisessig/ Extinktion in Eisessig
Schwefelsdaure (1/1) nach de-Trennung

/o Eso0

0,203
0,299
0,350
0,375
0,385
0,384
0,386
0,385

coNNONUL AR W

Allerdings erwies sich ein rein essigsaures Reaktionsmedium als nicht ausrei-
chend fiir eine quantitative Fillung. Ein Gemisch aus gleichen Volumenteilen
Eisessig und konzentrierter Schwefelsiure als Zusatz zur Reaktionslosung gewdhr-
leistete die quantitative Fillung in Form nur einer diinnschichtchromatogra-
phisch nicht weiter auftrennbaren roten Zone.

Tabelle 1 zeigt die hierzu angestellten Versuche mit gleichbleibender Ascor-
binsaurekonzentration und Fillung bei 20 © C tiber Nacht.

Reagenskonzentration: Bei den Versuchen trat deutlich eine Abhingigkeit der
quantitativen Fallung von der Reagenskonzentration zutage. Das Reagens 2,4-
Dinitrophenylhydrazin p.a. (Merck) wurde in Eisessig suspendiert und mit dem
gleichen " Volumen konzentrierter Schwefelsiure versetzt. Nach griindlichem
Durchmischen 18ste es sich in einigen Minuten unter Erwdrmung. In dieser Weise
wurden Reagenslosungen mit 1 bis 8 %0 DNPH hergestellt und je 4 ml zu 21 ml
oxidierter Ascorbinsiurelosung definierter Konzentration hinzugefiigt. Mit 1 bis
5%iger Reagenslosung war ein deutlicher Anstieg der gemessenen Extinktionen
nach diinnschichtchromatographischer Trennung zu verzeichnen (vgl. Tabelle 2).
Fiir alle folgenden Versuche wurde daher die Reagenslosung mit 6 %0 DNPH
gewihlt, denn es mufl damit gerechnet werden, dafl die aufler Dehydroascorbin-
siure und Diketogulonsiure reagierenden Substanzen einen Reagensiiberschufl
erforderlich machen.

Reaktionszeit: Die Reaktion der oxidierten Ascorbinsiurelosung mit DNPH
wurde im Thermostaten bei 20 ° C iiber Nacht (etwa 16 Stunden) ausgefiihrt.
Lingere Reaktionszeiten von 24 Stunden und 40 Stunden ergaben nach diinn-
schichtchromatographischer Trennung keine hohere Extinktion. Nach 8stiindiger
Reaktionszeit war die Umsetzung noch nicht quantitativ verlaufen.
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Extraktion: Nach erfolgter Umsetzung der oxidierten Ascorbinsiure mit
DNPH konnte das gebildete bis-DNPHydrazon aus der essig- und schwefelsau-
ren Losung leicht mit einem organischen Losungsmittel extrahiert werden. Das
frisch gefillte bis-2,4-Dinitrophenylhydrazon der Diketogulonsiure 16st sich sehr
gut in Essigsduredthylester. Dieser wiederum eignet sich zum Auftragen relativ
grofler Mengen auf Diinnschichtplatten fiir die chromatographische Trennung.
Die Reaktion selbst wurde ausgefiihrt in 50 ml Zentrifugenglisern, die durch
Schliffstopfen verschlieffbar waren. Hierin konnte auch die Extraktion mit Essig-
ester vorgenommen werden. Ein Zusatz von 2% Eisessig zum Essigester sollte
die Bedingungen fiir eine «Mutarotation» der Lactonform in die offenkettige Form
schaffen (24, Herbert, Hirst und Mitarbeiter). Genau 15 ml Essigsiureithylester
(mit 2% Eisessig) wurden zu der Reaktionslosung pipettiert, 30 Sekunden ver-
schlossen geschiittelt und zur Trennung der Schichten kurz mit 1000 bis 1200
U/min zentrifugiert. Von dem Essigesterextrakt wurden 10 ml in ein mit Schliff-
stopfen verschliefbares Reagensglas pipettiert und der Vorgang der Extraktion mit
5 ml wiederholt. Es konnte sowohl bei Modellosungen als auch bei Weinen und
Fruchtsiften in der wifirigen Phase nach zweimaliger Extraktion diinnschicht-
chromatographisch kein rotes bis-DNPHydrazon der Diketogulonsiure mehr
nachgewiesen werden.

Diinnschichtchromatographische Trennung: Um Verluste durch Einengen des
die Hydrazone enthaltenden Extraktes und dhnliche Manipulationen zu vermei-
den, wurde der Versuch unternommen, den Essigesterextrakt unmittelbar ohne
weitere Reinigung diinnschichtchromatographisch aufzutrennen. Allerdings mufite
die Menge der zur Eluierung gelangenden roten Zone des bis-2,4-Dinitrophenyl-
hydrazones der Diketogulonsiure grof3 genug sein fiir die photometrische Auswer-
tung. Bei Verwendung von 20 ml Analysenfliissigkeit mit 20 bis 100 mg/l Ascor-
binsdure und daraus gewonnenen 15 ml Essigesterextrakt ergaben sich Extink-
tionswerte zwischen 0,1 und 0,6 nach diinnschichtchromatographischer Trennung
von 0,2 ml. Diese wurden strichformig tiber eine ganze 20X20 c¢cm Platte mit Hilfe
des CAMAG-Chromatochargers nach Firmenich aus einer Mikrospritze (0,1 ml)
aufgetragen. Am besten bewidhrt haben sich Platten, die mit 0,3 mm Kieselgel G
beschichtet und nach Lufttrocknung 90 Minuten bei 150 bis 160 © C aktiviert
worden waren.

Fir eine einwandfreie Trennung der DNPH-Derivate empfichlt es sich, mit
wasserfreien Losungsmitteln zu arbeiten. Chloroform wurde deshalb {iber Alumi-
niumoxid (Aktivitat I, basisch) gereinigt und entwissert. Essigsauredthylester und
Eisessig waren analysenrein fiir Chromatographie. Das Mischungsverhiltnis dieser
drei Losungsmittel fiir eine befriedigende Entwicklung der Chromatogramme
mufite in Abhdngigkeit von der Raumtemperatur geringfiigig verindert werden.
Gute Trennungen der gesuchten roten Zone von den iibrigen gelben bis briun-
lichgelben Zonen der Begleitsubstanzen wurden mit Essigsduredthylester/Chloro-
form/Eisessig (50/60/5) bei 20 bis 22 ° C und (50/50/5) bei 22 bis 24 ° C in kammer-
gesittigter Atmosphare erhalten.
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Bei dieser Trennung erreichte das rote bis-2,4-Dinitrophenylhydrazon der Di-
ketogulonsdure einen Rf-Wert von 0,3. In Extrakten, die einige Stunden bei
Raumtemperatur gestanden hatten, trat zusidtzlich eine ebenfalls rote Zone mit
einem Rf-Wert von 0,6 auf. Es empfiehlt sich demnach, die Trennung nur in fri-
schen Extrakten vorzunehmen, um durch eventuelle Strukturumwandlungen der
Derivate bedingte Fehler zu vermeiden.
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Abbildung 1
Skizze eines Diinnschichtchromatogrammes auf Kieselgel G
1 = Weillwein mit Ascorbinsiure 5 = Orangensaft
2 = Weilwein ohne Ascorbinsidure 6 = schwarzer Johannisbeersiiimost
3 = Rotwein ohne Ascorbinsidure Fliemittel : Essigester/Chloroform/Eisessig (50/60/5)
4 = m-phosphorsaure Ascorbinsdurelésung Temperatur: 20 bis 22° C
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Das von Strohecker und Pies (20) angegebene Fliefimittel Essigsaureithylester/
Chloroform (1/1) gewihrleistete keine deutliche Trennung des roten Derivates
vom Reagens. Bei der Entwicklung nach Vuillewmier und Nobile (21) mit Aether-
Essigsauredthylester/Eisessig (75/25/4) hatten das rote bis-2,4-Dinitrophenyl-
hydrazon der Diketogulonsdure und das 2,4-Dinitrophenylhydrazon der Brenz-
traubensaure den gleichen Rf-Wert.

In Weinproben, die keine Ascorbinsiure enthielten, traten mit dem angege-
benen Fliefimittel Essigsauredthylester/Chloroform/Eisessig (50/60/5) keine Ueber-
lagerungen auf. An der Stelle des Chromatogrammes, an der das rote Diketogulon-
saurederivat erscheint, ist bei Weiflwein und Rotwein ohne Ascorbinsiure keine
andere Zone sichtbar. Bei Fruchtsiften war ebenfalls eine einwandfreie Tren-
nung moglich. Abbildung 1 gibt die Skizze einer entsprechenden diinnschicht-
chromatographischen Platte wieder.

Eluierung: Die rote Zone des DNPH-Derivates oxidierter Ascorbinsiure hebt
sich nach der diinnschichtchromatographischen Entwicklung deutlich von den
tibrigen gelben bis braunlichgelben Zonen ab und kann leicht mit Hilfe eines plan-
geschliffenen diinnen Spatels von der Glasplatte abgetragen werden. Im Ar-
beitsvorgang wurde die rot gefirbte Kieselgelschicht in ein kleines Wigeglas ge-
bracht und in genau 4 ml Eisessig suspendiert. Nach 30 Minuten war das rote
bis-2,4-Dinitropenylhydrazon gelost und konnte nach Entfernen des Kieselgels
durch Filtration {iber ein kleines Papierfilter zur photometrischen Auswertung
gebracht werden.

Absorptionsmessung: Eisessig als Losungsmittel wurde fiir die spektralphoto-
metrische Messung deshalb gewihlt, weil im Vergleich zu der tiblicherweise ver-
wendeten Schwefelsiure hohere Extinktionswerte im langwelligen Absorptions-
bereich erhalten werden und damit die Empfindlichkeit steigt. Bolomey und
Kemmerer (25) gaben an, dafl die Hohe der Extinktionswerte am Maximum etwa
1,3 : 1 zugunsten des Eisessigs liegt. Eigene Messungen ergaben das Verhiltnis von
ca. 1,6 : 1 zugunsten der Eisessiglosung gegeniiber 65%iger Schwefelsiure. Das
langwellige Absorptionsmaximum des bis-2,4-Dinitrophenylhydrazons der Dike-
togulonsdure wird von 522 nm in Schwefelsiure nach 501 nm in Eisessig verscho-
ben. Die Messungen wurden mit dem Spektralphotometer ZEISS PMQ II durch-
gefithrt. Abbildung 2 zeigt beide Absorptionskurven im sichtbaren Bereich.

Die Auswertung der eluierten roten Zone erfolgte durch Messung im Spektral-
photometer bei 500 nm. Selbst bei einer nicht ganz tadellosen diinnschichtchro-
matographischen Trennung, die starke Temperaturschwankungen, nicht ausrei-
chende Aktivitit der Platten oder mangelhafte Kammersdttigung wu.a. als
Ursache haben kann, wird das Meflergebnis bei Gesamtascorbinsiuregehalten von
40 bis 100 mg/l kaum beeinflufit, wenn die Rinder der benachbarten Zonen mit
eluiert werden. Dies zeigen die in Abbildung 3 wiedergegebenen Absorptions-
kurven der oberhalb und unterhalb des roten Diketogulonsdure-bis-DNPHydra-
zones auftretenden Derivate aus Weinen. Die Abbildung 3 enthilt auflerdem die
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Abbildung 2 \‘

Absorptionsspektren im sicht-
baren Bereich von priparativ 01 X
A

hergestelltem bis-2,4-Dinitro-
phenylhydrazon der 2,3-Dike-
togulonsdure in Eisessig (A) A R \
und 65%viger Schwefelsdure (B). J

300 340 380 420 460 500 540 nm

Absorptionskurve eines aus schwarzem Johannisbeersiilimost isolierten bis-2,4-
Dinitrophenylhydrazones der Diketogulonsiure.

Charakterisierung des 2,4-DNPH-Derivates: In der Literatur gibt es verschie-
dene Ansichten dariiber, ob es sich bei dem roten bis-2,4-Dinitrophenylhydrazon
oxidierter Ascorbinsiureldsungen um das Derivat der Dehydroascorbinsiure oder
der Diketogulonsiure handelt. v. Euler und Eistert (26) sowie Szdke (27) gaben
an, dafl in saurer Losung sowohl die Lactonform als auch die offenkettige Form
vorliegen. Mapson (19) trennte aus schwefelsaurer Reaktionslosung (nach 3 Stun-
den bei 37 ° C) papierchromatographisch eine rote und eine orangefarbene Verbin-
dung. Dem roten Derivat ordnete er die Lactonform zu und gab an, dafy in Ge-
genwart von Oxalsdure die orangegelbe Substanz vollstindig in die rote iiber-
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Abbildung 3 /

Absorptionsspektren in Eisessig im 0.2
sichtbaren Bereich &
A = braunlich-gelbe Zone aus Wein,
im DC oberhalb und
B = gelbe Zone (Reagens-Isomeres),
im DC unterhalb des roten bis- 0.1
DNPHydrazones der Diketogulon- \
sdure \
C = bis-DNPHydrazon der Diketogu-
lonsdure aus schwarzem Johan-

nisbeersiifimost isoliert. 340 380 420 460 500 540 nm
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Abbildung 4

IR-Spektrum (in KBr) des praparativ hergestellten bis-2,4-Dinitrophenylhydrazones der Diketogulon-
sidure.

ginge. Bei der Reaktion in schwefelsaurem Medium iiber ca. 14 Stunden bei 20 © C
bleibt nach Angaben von Vuillewmier und Miiller-Mulot (22) der Anteil der
Lactonform unter Einhaltung der gegebenen Reaktionsbedingungen konstant und
bildet das Hauptprodukt.

Drumm und Mitarbeiter (4) beobachteten bei siulenchromatographischer Tren-
nung zwei ineinander iibergehende rote Zonen, die sich nach der Elution als
identisch erwiesen.

Eingehende Untersuchungen beschrieben Penney und Zilva (7b). Sie erhielten
aus Ascorbinsiure-, Dehydroascorbinsiure- und Diketogulonsdurelésungen in
salzsaurem Medium bei 40 ° C nach 5 Tagen jeweils das gleiche Derivat und
kamen zu dem Ergebnis, dafl letztlich in allen Fillen die Diketogulonsiure mit
DNPH kondensiert. Zu der gleichen Aussage kamen Kenyon und Munro (23),
Roe und Mitarbeiter (6b) sowie Mills und Mitarbeiter (6¢). Eigene Beobachtun-
gen ergaben bei Zugabe von DNPH-Losung zu Diketogulonsiurelsungen sehr
rasch die Bildung eines roten Niederschlages, wahrend bei Dehydroascorbinsdure-
16sungen erst nach mehreren Stunden ein Niederschlag sichtbar wurde.

Fir die Charakterisierung des zur Auswertung gelangenden roten DINPH-
Derivates sind Diinnschichtchromatographie und Absorption im sichtbaren und
ultravioletten Bereich nicht ausreichend. Eine diinnschichtchromatographische
Auftrennung der in gleicher Weise hergestellten Derivate aus frisch oxidierter
Ascorbinsdaure, Dehydroascorbinsdure (Priparat der Firma Fluka), Diketogulon-

484



saure (nach Angaben von Penney und Zilva [7a, 12] bereitet*), D-Isoascorbinsiure
(von der Firma Hofmann-La Roche in dankenswerter Weise zur Verfiigung ge-
stellt) sowie eines prdparativ aus oxidierter Ascorbinsiure hergestellten Deri-
vates® gelang nicht. Alle fiinf roten Derivate zeigten den gleichen Rf-Wert.
(Das Vorliegen von D-Isoascorbinsiure neben L-Ascorbinsdure, Dehydroascorbin-
saure, Diketogulonsiure, Reduktinsiure und Redukton kann nach Mapson und
Partridge (28), Chen und Mitarbeiter (29), Kadin und Osadca (30) sowie Miki
und Mitarbeiter (31) durch direkte Papierchromatographie festgestellt werden).

Die Absorptionsspektren der fiinf Derivate im sichtbaren Bereich waren eben-
falls identisch. Sie zeigten die fiir bis-2,4-Dinitrophenylhydrazone von 1,2-Di-
carbonylverbindungen typischen drei Absorptionsmaxima, wobei fiir das lang-
wellige Maximum die Konjugation zwischen den beiden Hydrazonsystemen ver-
antwortlich ist (32).

Die Infrarot-Spektroskopie konnte hier weiterfilhren. Aufgenommene IR-
Spektren (in KBr) des praparativ hergestellten bis-2,4-Dinitrophenylhydrazones
oxidierter Ascorbinsdure (Abbildung 4) zeigten eindeutig die Sdure-Carbonyl-
bande gesittigter aliphatischer Siuren bei 5,80 u sowie die Kombinationsbande
von C—O Streckung und OH in ebener Deformation bei 7,00 p. neben den Fre-
quenzen bei 2,86 p. (OH), 2,98 u (NH), 6,32 . (Aromaten), 6,61—6,71 p. (NOs).
Gesidttigte vy-Lactone haben die Lacton-Carbonylfrequenz zwischen 5,62 und
5,68 1. (33), die hier jedoch nicht vorhanden ist.

Im IR-Spectrum (in KBr) der Dehydroascorbinsiure (Prdparat der Firma
Fluka) trat dagegen deutlich die Lacton-Carbonylbande bei 5,62 p. hervor (Ab-
bildung 5). Die Messung der IR-Spektren wurde mit einem Beckmann IR 5 vor-
genommen.

Trotter und Mitarbeiter (34) fanden im IR-Spektrum (in Paraffin) der Ascor-
binsdure die Lacton-Carbonylfrequenz o-B-ungesittigter y-Lactone bei 5,71 .

Es handelte sich demnach bei dem bis-2,4-Dinitrophenylhydrazon oxidierter
Ascorbinsdure, das unter den beschriebenen Reaktionsbedingungen erhalten wurde,
um die offenkettige und nicht um die Lactonform. Fiir diese Aussage sprechen
auch die von Albers und Mitarbeiter (41) durchgefiihrten Molekulargewichtsbestim-
mungen von Dehydroascorbinsiurederivaten. Die Autoren fanden fiir das «Osa-
zon der Dehydroascorbinsiure» ein Molekulargewicht, das um 18,6 Einheiten zu
hoch gegeniiber dem berechneten lag. Es ist also anzunehmen, daff auch hier
das Derivat der Diketogulonsiure vorlag, denn die Derivate der Dehydro-
acsorbinsdure und der Diketogulonsiure unterscheiden sich um ein Mol Wasser
(18 Molekulargewichtseinheiten), das der Lactonform fehlt.

* Mit der dquivalenten Menge 0,1 n-Jodlosung oxidierte Ascorbinsdurelosung wurde

tiber 18 Tage der «Mutarotation» iiberlassen.

#% 5 o Ascorbinsdure in 1% m-Phosphorsiure wurden mit 0,1 n-Jodlosung oxidiert,
mit 12 g DNPH in Eisessig/Schwefelsiure versetzt, nach 18 Stunden Reaktionszeit bei
20 © C der Niederschlag abgesaugt und mit 0,1 n-Schwefelsiurelosung gewaschen; aus
Alkohol/Aceton (1/1) umkristallisiert ergaben sich lange rote Nadeln, die diinnschicht-

chromatographisch rein waren.
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Fir die Struktur der bis-2,4-Dinitrophenylhydrazone von 1,2-Dicarbonyl-
verbindungen gaben Jones und Hancock (36) auf Grund umfangreicher Unter-
suchungen und an Hand von Molekiilmodellen die syn-syn-Form an. In Annahme
dieser Struktur ist zu vermuten, dafl 1 1 und | 4 nicht tiber den Lactonsauerstoff

verbunden sind, sondern ein coplanares Molekiil der offenkettigen Diketogulon-
saure vorliegt:

O OH
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Die sterische Hinderung hinsichtlich der Coplanaritit durch eine Sauerstoff-
briicke wire erheblich. Als Folge davon wiirden sich eine hypsochrome Verschie-
:
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Abbildung 5
IR-Spektrum (in KBr) der Dehydro-L-ascorbinsiure (Fluka).
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bung des Absorptionsmaximums und eine Abnahme in der Intensitit der Absorp-
tion (30) ergeben. Das von mehreren Autoren bestimmte langwellige Absorptions-
maximum des bis-2,4-Dinitrophenylhydrazones oxidierter Ascorbinsdure liegt in
Schwefelsiure im Bereich zwischen 515 und 530 nm (9, 18, 20, 25, 37). Bei eige-
nen Versuchen wurde es bei 522 nm bestimmt. Die betrachtlichen Differenzen
zwischen den von den verschiedenen Untersuchern bestimmten Absorptions-
maxima lassen in dieser Hinsicht jedoch keine Aussage zu. Es sei denn, man
konnte die Lactonform vergleichsweise heranziehen.

Entfernung der Gerbstoffe: Nach Ausarbeitung der optimalen Fillungsbedin-
gungen, der diinnschichtchromatographischen Trennung und der Grundlagen fiir
die Auswertung wurde die quantitative Bestimmung der Gesamtascorbinsiure in
verschiedenen Weinen versucht, die selbst keine Ascorbinsiure enthielten, so dafl
definierte Zusdtze an Ascorbinsiure vorgenommen werden konnten.

Beim Vergleich der erhaltenen Ergebnisse mit einer entsprechend aufgestellten
Eichgeraden wurden bei Ascorbinsiurezusitzen zwischen 40 mg/l und 100 mg/l
stets zu niedrige Werte gefunden, und zwar betrug die aus Mittelwerten von zehn
verschiedenen Weinen berechnete Abweichung von der Eichgeraden —2,4 bis
—16,7 %0, Die erhaltenen Mittelwerte sind in Tabelle 3 zusammengestellt.

Tabelle 3

Extinktions-Mittelwerte ans zehn analysierten Weinen mit definiertem
Ascorbinsiurezusatz sowie aus metaphosphorsaurer Ascorbinsdanrelésung

Extinktion bei einer zugesetzten Ascorbinsiuremenge von
L U 20 mg/1 40 mg/1 60 mg/l 80 mg/l 100 mg/l
Esoo Esoo Esoo Eson Eso
Rheinpfalz 64 0,094 0172 0,227 0,274 0,353
Rheinhessen 64 0,090 0,170 0;235 0,290 0,347
Mosel 64 0,097 0,172 0:225 0,284 0,350
Portugiesischer Weiflwein 0,095 0,163| . 0,218 0,289 0,352
Jugoslawischer Weiflwein 0,097 0,175 0,236 0,290 0,345
Nahe-Rotwein 64 0,092 0,157 0,223 0,286 0,345
Beaujolais 62 0,086 0,155 0,220 0,280 0,339
Franzosischer Burgunder 62 0,090 0,158 0,221 0,283 0,347
Jugoslawischer Rotwein 0,098 0,164 0,230 0,274 0,345
Auslandischer Rotwein 0,096 0,175 0,236 0,290 0,341
Mittelwert: 0,094 0,166 0,227 0,284 0,346
Eichlosung
Mittelwert: 0,090 0,170 0,257 0;353 0,415
Mittlere Abweichung: -+ 0,004 | —0,004| — 0,024| — 0,049 | — 0,069
Mittlere relative
Abweichung: + 4,490 — 2,4%0 — 9,6 %] — 14,7 /0| — 16,7 %0
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Um die diese Storung verursachende Substanz herauszufinden, wurde an Hand
von Weininhaltsstoffen ein Modellwein aufgebaut und nach jedem neuen Zusatz
eine Bestimmung der Gesamtascorbinsiure durchgefithrt. Es kam jeweils eine
metaphosphorsaure Losung von gleichem Ascorbinsiduregehalt (ca. 80 mg/l) zur
Anwendung. Wahrend Alkohol, Weinsdure, Glutaminsdaure, Pektin, Aepfelsiure,
Citronensiaure, Galacturonsiure und Salze keinen Einfluff auf die erhaltenen As-
corbinsdurewerte hatten, ergab ein Zusatz von Tannin (DAB 6) eine betrichtliche
Erniedrigung. Tabelle 4 gibt eine entsprechende Versuchsreihe wieder.

Tabelle 4

Einfluff von Weinbestandteilen anf das Ergebnis der
Gesamtascorbinsiaurebestimmung

) Menys Extinkt_ion in Eisessig
Nacheinander zugesetzte Substanzen g/l (MxttE]_::erte)
Ascorbinsdaure 0,08 0,495
Alkohol 63 0,493
Weinsaure 3 0,491
Glutaminsaure 1 0,494
Tannin 0,3 0,451
Kaliumsulfat 0,8 0,452
Pektin 0,15 0,449
Aepfelsiure 3 0,452
Natriumphosphat 0,3 0,451
Citronensdure 0,1 0,452
Galacturonsiure 1 0,451

Mit zunechmender Erhdhung des Tanninzusatzes wurde eine Abnahme der
Gesamtascorbinsdurewerte festgestellt. Abbildung 6 zeigt die Abhingigkeit der er-
haltenen Extinktionswerte von der Tanninkonzentration.

Der bei der Reaktion entstandene Niederschlag wie auch der Essigesterextrakt
wurden mit steigender Tanninkonzentration zunehmend dunkler braunrot. Sond-
heimer und Kertesz (38) beobachteten eine Zerstorung von Anthocyaninen in
Gegenwart von Ascorbinsiure, wobei letztere oxidiert wurde. Es ist aber auch
moglich, daf} die Kondensation der oxidierten Ascorbinsiure mit DNPH durch
die Anwesenheit von Gerbstoffen beeinflufit wird.

Es erschien daher zweckmiflig, diese durch Tannin hervorgerufene Stérung
zu beseitigen. Dabei kamen die Beobachtungen aus der Gerbstoffchemie zu Hilfe.
Grassmann und Mitarbeiter (39) sowie Endres (40) haben das Verhalten von
Gerbstoffen und gerbstoffahnlichen Substanzen gegeniiber Polyamid untersucht.
Die freien Elektronenpaare des Carbonylsauerstoffes und des Amidstickstoffes in
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den CO—NH-Gruppen des Polyamids sind zur Wasserstoffbriickenbindung mit
phenolischen OH—Gruppen befihigt.

Die Polyhydroxyphenole sowie die daraus durch Kondensation entstandenen
Gerbstoffe des Weines und vieler Friichte werden sehr stark an Polyamid adsor-
biert, so daf} eine Vorbehandlung hiermit zu ihrer Entfernung vor der Reaktion
der oxidierten Ascorbinsiure mit DNPH gewihlt wurde. Grassmann und Mit-
arbeiter (39) gaben an, daf z. B. Tannin in wifiriger und saurer Losung praktisch
irreversibel adsorbiert bleibt. Eigene Versuche bestitigen dieses Ergebnis. Ebenso
konnte im Wein- und Fruchtsaftfiltrat nach einstiindiger Polyamidbehandlung
keine positive Gerbstoffreaktion mehr erhalten werden. Der Gesamtascorbin-
siuregehalt metaphosphorsaurer Losungen wurde dagegen durch Polyamid nicht
verindert. Tabelle 5 gibt einige Mittelwerte von Ascorbinsdureldsungen und Wei-
nen mit Ascorbinsiurezusatz nach der Polyamidbehandlung wieder. Die vor und
nach der Polyamidbehandlung in m-Phosphorsdurelosung sowie nach Behandlung
mit Polyamid in Wein erhaltenen Werte fiir den Gesamtascorbinsiuregehalt blie-

ben danach unverindert.

Tabelle 5
Einfluf der Polyamidbehandlung auf das Ergebnis der

Gesamtascorbinsanrebestimmung

80 mg/l Zusatz an Ascorbinsiure zu Behandlung Extinktio}r@x}:n Tlscapis
1 %0 m-Phosphorsiure ohne Polyamid 0,495
1 %0 m-Phosphorsdure mit Polyamid 0,494
Weifiwein mit Polyamid 0,496
Rotwein mit Polyamid 0,493

Auf Grund der angestellten Untersuchungen konnte nun eine Arbeitsvor-
schrift fiir die Bestimmung der Gesamtascorbinsiure in Weinen und Fruchtsiften
gegeben werden.
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Arbeitsvorschrift:

Polyamid-Suspension: 10 g Polyamid in 60 ml Wasser 2 Stunden quellen lassen

0,1

2,4-

Erforderliche Gerdate:

Zentrifugengldser mit Schiffstopfen, 50 ml Inhalt
Reagensglaser mit Schliffstopfen

Wigeglaser mit Schliffdeckel (3035 mm)

Meflkolben, Pipetten

Trichter (35 mm und 60 mm @)

Faltenfilter (7 cm und 12,5 cm®)

Gerate fiir Diinnschichtchromatographie (Platten 2020 c¢m)
Mikropipette oder Mikrospritze (0,1 bzw. 0,2 ml) |
CAMAG-Chromatocharger oder ein dhnliches Auftragegerat
Trockenschrank

Thermostat

Zentrifuge

Spektralphotometer

Reagentien:

Ascorbinsdure p. a.

m-Phosphorsiure p. a. in Stangen

Polyamid fiir Chromatographie (Woelm)
Thioharnstoff p. a.

2,4-Dinitrophenylhydrazin p. a.

Schwefelsiure 95—97 %o p. a.

Eisessig p. a.

Essigsdauredthylester p. a.

Chloroform (iiber Al;Os, Akt. I, basisch gereinigt)
Kieselgel G fiir Diinnschichtchromatographie

bereitende Losungen:

m-Phosphorsiure 1%ig und 20%ig (die 1%ige Losung ist frisch zu bereiten;

die 20%ige Losung ist eine Woche im Kiihlschrank haltbar);

(ausreichend fiir 4 Bestimmungen)
n-Jodlésung

Extraktionslésung: Essigsiureithylester mit 2 /o Eisessig versetzen.

Fliefmittel fiir DC: Essigester/Chloroform/Eisessig (50/60/5) fiir Trennungen bei
20 bis 22 ° C, (50/50/5) fiir Trennungen bei 22 bis 24 °© C. Zur Einstellung
des Mischungsgleichgewichtes liffit man das Fliefimittel {iber Nacht stehen.
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Dinitrophenylhydrazin 6°ig in Eisessig/Schwefelsaure (1/1): das DNPH wird
zunichst in Eisessig suspendiert und danach durch Zugabe des gleichen Volu-
mens konz. Schwefelsiure in Losung gebracht (frisch herzustellen).



Kieselgel-G-Platten fiir DC: 30 g Kieselgel G in 70 ml Wasser suspendieren (fiir
5 Platten) und in einer Schichtdicke von 0,3 mm auf 20X20 c¢cm Platten auf-
tragen. Die Platten nach Lufttrocknung 90 Minuten bei 150 bis 160 © C im
Trockenschrank aktivieren.

Ausfiihrung:

In einen 100 ml Meflkolben bringt man 80 ml des zu untersuchenden
Weines, (das Untersuchungsmaterial darf nicht mehr als 100 mg/l Gesamt-
ascorbinsiure enthalten und mufl gegebenenfalls mit 1%iger m-Phosphor-
siure verdiinnt werden) fiigt 15 ml der Polyamid-Suspension zu und fillt mit
20%oiger m-Phosphorsidurelosung zur Marke auf. Man laf}t eine Stunde unter hidu-
figem Durchschiitteln verschlossen stehen und filtriert durch ein Faltenfilter.

20 ml des Filtrates pipettiert man in ein 50 ml Zentrifugenglas mit Schliff-
stopfen, fiigt 1 ml einer 0,1 n-Jodlésung hinzu und mischt durch. Nach etwa
I Minute wird der Jodiiberschufl durch Zugabe einer Spatelspitze (ca. 25 mg)
Thioharnstoff beseitigt. Das Glas wird in ein Wasserbad von 5 bis 10 @ C gestellt
und 4 ml DNPH-Losung werden hinzugefiigt. Nach griindlichem Durchmischen
(ohne den Schliff zu benetzen) bleibt das Glas gut verschlossen tiber Nacht (ca. 16
Stunden) im Thermostaten bei 20 © C stehen.

Am nichsten Tag pipettiert man 15 ml des mit 2 %o Eisessig versetzten Essig-
siureithylesters in das Zentrifugenglas, verschlieft mit dem Schliffstopfen,
schiittelt es 30 Sekungen kriftig und zentrifugiert zur Trennung der Schichten
wenige Minuten mit 1000 bis 1200 U/min. Von der Essigesterphase werden 10 ml
in ein mit Schliffstopfen verschliefbares Reagensglas pipettiert. Zu der Reaktions-
losung gibt man nun 5 ml des Essigesters mit 2 %o Eisessig, schiittelt wiederum
30 Sekunden und zentrifugiert. 5 ml der Essigesterphase werden mit einer Pipette
abgenommen und zu den 10 ml des im Reagensglas befindlichen ersten Extraktes
gegeben und damit gemischt.

Aus einer Mikropipette oder besser einer Mikrospritze mit Hilfe des Chroma-
tochargers nach Firmenich bzw. eines dhnlichen Gerites trigt man 0,2 ml des
Essigesterextraktes iiber die ganze Startlinie einer Kieselgel-G-Platte auf und
chromatographiert bis zum oberen Plattenrand bei 20 bis 22 ° C in kammergesit-
tiger Atmosphire, wobei das Fliefmittel am besten schon am Vortage in die
Trennkammer gebracht wird*. Die chromatographische Trennung ist zweimal mit
je 0,2 ml und innerhalb von 2 Stunden nach der Extraktion auszufiihren (s. S. 480).

Die durch ihre rote Firbung auffallende Zone des bis-2,4-Dinitrophenyl-
hydrazones der Diketogulonsidure (Rf 0,3) wird mit Hilfe eines plangeschliffenen
diinnen Spatels quantitativ in ein Wigegldschen gebracht™. Mit einer Pipette

* Sehr gut eignen sich die sog. «Sandwich-Trennkammern», in denen im Vergleich zu
den iiblichen Trennkammern zwar lingere Laufzeiten, jedoch auch noch bessere Tren-

nungen erhalten werden.
** Bei nicht ganz einwandfreier Trennung kénnen die Rinder der benachbarten Zo-

nen mit eluiert werden. Die dadurch eventuell bedingte Abweichung tritt nur bei geringen
Ascorbinsiurekonzentrationen (20 mg/l) in Erscheinung.
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werden 4 ml Eisessig in das Wigeglas gegeben, dieses wird verschlossen und unter
zeitweiligem Durchmischen 30 min stehengelassen. Die Suspension filtriert man
durch ein kleines Faltenfilter unmittelbar in eine 1 c¢cm Kiivette, wobei die ersten
25 bis 30 Tropfen in das Wigeglas und von dort wieder auf das Filter zuriick-
gebracht werden, um eine vollkommen blanke Losung zu erhalten. Das blanke
Filtrat wird gegen Eisessig im Spektralphotometer bei 500 nm gemessen.

Eine Eichkurve wird mit Losungen von 20, 40, 60 und 100 mg/l Ascorbinsiure
in 1%iger m-Phosphorsdurelosung in der entsprechenden Weise aufgestellt.

Tabelle 6

Nach der ausgearbeiteten Bestimmungsmethode gefundene Extinktions-Mittelwerte
der Eichlosung und Weine

Extinktion bei einer zugesetzten
Ascorbinsiduremenge von
Bezeichnung des Weines
20 mg/l 40 mg/l 60 mg/l 100 mg/l
JOETN Eson Esoo Esoo

Rheinpfalz 64 05115 0,217 0,314 0,518
Rheinhessen 64 0,124 0,220 0,324 0,516
Mosel 65 0,125 0,229 0,325 0,518
Tiroler Weiflwein 0,125 0,230 0,327 0,525
Franzosischer Roséwein 0,125 0,230 0,322 0,527
Nahe-Rotwein 64 0,126 0,227 0,316 0,531
Beaujolais 61 0,115 0,219 0,313 0,523
Algerischer Rotwein 0,124 0,224 0,321 0,513
Mittelwert: 0,123 0,224 0,320 0,521
Eichlésung 0,117 0,223 0,334 0,545
0,115 0,224 0,335 0,542
0,118 0,226 0,331 0,542
0,119 0,223 0,328 0,538
Mittelwert: 0,117 0,224 0,332 0,542

Bestimmung der Gesamtascorbinsiaure in Weinen und Fruchtsiften

Nach der angegebenen Methode wurde zunichst eine Eichgerade aufgestellt.
Sie zeigte einen linearen Verlauf und schnitt die Ordinate bei 0,010 Extinktions-
einheiten (vgl. Abbildung 7). Acht verschiedene handelsiibliche Weine, die keine
Ascorbinsdure enthielten, wurden mit jeweils 20, 40, 60 und 100 mg/l Ascorbin-
saure versetzt und gleichfalls analysiert. Das Mittel der gefundenen Werte ist in
Abbildung 7 graphisch aufgetragen. Auch hier ergab sich ein linearer Verlauf der
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Geraden mit einem Schnittpunkt der Ordinate bei 0,024 Extinktionseinheiten. Die
Abweichung von der Eichgeraden betrug + 6 % bei 20 mg/l, + 0 bei 40 mg/l,
— 3,6 %0 bei 60 mg/l und — 3,9 °o bei 100 mg/l. In Tabelle 6 sind die gefundenen
Mittelwerte zusammengestellt.

Die Abweichung der Wein-Mittelwerte von denen der Eichung ergibt als Ar-
beitsfehler bei der Weinanalyse:

Ascorbinsduregehalt
Bezeichnung
20 mg/1 40 mg/1 60 mg/l 100 mg/1
Eich-Mittelwert E;, 0,117 0,224 0,332 0,542
Wein-Mittelwert Ej 0,123 0,224 0,320 0,521
Abweichung + 0,007 | £0 — 0,012 | — 0,021
Relative Abweichung %o -+ 6,0 0 — 3,6 — 39

Die Ursache fiir die zu hohen Werte bet niedrigen Ascorbinsiurekonzentra-
tionen ist in systematischen Fehlern zu suchen. Die photometrische Messung ist
in niedrigen Absorptionsbereichen gegeniiber miteluierten, makroskopisch kaum
wahrnehmbaren Begleitsubstanzen natiirlicherweise recht empfindlich. Es emp-
fiehlt sich daher unter Umstinden, die Eichgerade nicht mit metaphosphorsaurer
Ascorbinsiurelosung, sondern mit handelsiiblichem, ascorbinsdurefreilem Wein,
dem definierte Mengen an Ascorbinsdure zugesetzt werden, aufzustellen.

Die ausgearbeitete Methode zur Bestimmung der Gesamtascorbinsiure mit 2,4-
Dinitrophenylhydrazin ergab bei der Erprobung zufriedenstellende und gut
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reproduzierbare Werte im Bereich zwischen 40 und 100 mg/l Gesamtascorbin-
saure. Bei 20 mg/l ist die durch die Empfindlichkeit der Messung bedingte Erho-
hung der Werte zu beriicksichtigen. Nach unseren Erfahrungen ist diese Methode
ohne weiteres auch zur Ermittlung der Gesamtascorbinsiaure in Fruchtsiften an-
wendbar.

Der Zeitaufwand fir die Durchfiihrung einer Analyse betrigt maximal
36 Stunden, wovon als reine Arbeitszeit etwa 4 Stunden anzusetzen sind.

Zusammenfassung

Die analytische Erfassung der zugesetzten bzw. natiirlich vorhandenen Ascorbinsiure
in Weinen war das Ziel der vorliegenden Arbeit. Dabei wurde die zur Bestimmung ge-
langende Gesamtascorbinsiure als die Summe aus L-Ascorbinsidure, Dehydro-L-Ascorbin-
saure und 2,3-Diketo-L-Gulonsiure begrenzt.

Die aus der Literatur bekannten Bestimmungsmethoden wurden einer Priifung auf ihre
Eignung fiir die Weinanalytik unterzogen. Wegen der groflen Oxidationsempfindlichkeit
der Ascorbinsdure erschien es sinnvoll, sie zusammen mit ihrem ersten Oxidationsprodukt,
der Dehydroascorbinsdure, und der durch Oeffnung des Lactonringes entstehenden Di-
ketogulonsdure in ein stabiles Derivat tiberzufithren und fiir die photometrische Messung
von den storenden Begleitsubstanzen zu trennen.

Es bot sich die Reaktion mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin an, die einen derartigen
Analysengang ermoglicht.

Fiir die Ausarbeitung einer Bestimmungsmethode mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin wur-
den die optimalen Fillungsbedingungen hinsichtlich Oxidation, Reaktionsmedium, Rea-
genskonzentration und Reaktionszeit ermittelt. Dabei trat eine Stérung der Reaktion
durch Gerbstoffe hervor, die durch deren Adsorption an Polyamid beseitigt werden
konnte. Das Reaktionsprodukt wurde extrahiert und in einem alquoten Teil die diinn-
schichtchromatographische Trennung ausgefiihrt, worauf nach Eluierung des roten 2,4-
Dinitrophenylhydrazinderivates die spektralphotometrische Auswertung erfolgte.

Eine Charakterisierung des erhaltenen Reaktionsproduktes aus 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazin und oxidierter Ascorbinsiurelosung konnte mit Hilfe der Infrarot-Spektrometrie
erreicht werden. Sie ergab das Vorliegen des bis-2,4-Dinitrophenylhydrazones der 2,3-Di-
keto-L-Gulonsiure.

Auf Grund der angestellten Untersuchungen wird eine Arbeitsvorschrift fiir die Be-
stimmung der Gesamtascorbinsiure in Weinen gegeben, die an entsprechenden handels-
tiblichen Erzeugnissen erprobt wurde.
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R. Burkhbardt, Hess. Lehr- und Forschungsanstalt fiir Wein-, Obst- und Garten-
bau, Geisenheim/Rhg.

Elektrophorese phenolischer Substanzen in Getrinken

Fir die elektrophoretische Trennung von Aminosiuren und Eiweifl gibt es
eine Flut von Literatur, die stindig wichst. Ganz im Gegensatz dazu steht die
Armut an Verdffentlichungen iiber die elektrophoretische Analyse von Gerb-
stoffen, ithren Bausteinen und anderen phenolischen Verbindungen. Hinweise auf
Versuche fiir Elektrophorese vegetabilischer Gerbstoffe gibt es aus dem Anfang
der 20er Jahre. Doch war damals die Elektrophorese noch nicht so sehr technisch
entwickelt und vervollkommnet, wie das heute der Fall ist, so dafl diese Ver-
suche wieder der Vergessenheit anheim fielen. D. R. Cooper und D. G. Roux (1)
trennten gerbende Substanzen aus Mimosen- und Akazienholz durch Elektro-
phorese. Bei Getrinken ist die Trennung und Bestimmung von in ihnen vorkom-
menden phenolischen Verbindungen durch Wanderung im elektrischen Feld
bisher noch kaum untersucht worden.

In ersten tastenden Versuchen wurde Papier als Triager gewihlt. Der beste
pH-Bereich fiir die Wanderung phenolischer Verbindungen sollte durch Varia-
tion der Zusammensetzung des Puffers aus Pyridin und Eisessig ermittelt werden.
Es zeigt sich jedoch bald, dafl die Bedingungen nicht zum gewlinschten Erfolg
filhren konnten. Da Cellulose infolge ihrer Struktur (gehiufte OH-Gruppen) Af-
finitdt zu gewissen phenolischen Verbindungen besitzt, neigen eben diese pheno-
lischen Verbindungen bei der Elektrophorese wegen Adsorbtion zu Schweif-
bildung. Eine exakte Trennung ist daher auf diesem Trigermaterial nicht gut
zu verwirklichen.

Wirkungsvoller fiir eine Trennung sind Gele, bei denen zur Wanderung der
Verbindungen im elektrischen Feld eine Siebwirkung durch die Beschaffenheit
der gewihlten Gele hinzukommt. Dadurch lassen sich hoher molekulare Verbin-
dungen leichter von nieder molekularen Verbindungen scheiden. Auflerdem ent-
fallt bei dem verwendeten Cellogel einer gelatinierten Acetylcellulose, durch die
teilweise Veresterung der alkoholischen Hydroxylgruppen der Cellulose die Affi-
nitdt zu den phenolischen Verbindungen und damit die Adsorption und Schlep-
penbildung. Das Ergebnis ist eine bessere und schirfere Trennung auf Cellogel
als auf Papier.

Die Wahl des Puffersystems ist fiir die Elektrophorese phenolischer Verbin-
dungen von grofler und ausschlaggebender Bedeutung, denn es bestimmt die Be-
weglichkeit und den Ladungssinn. Im allgemeinen wandern sie bei pH 1,0—2,4
kathodisch. Bei pH 2,5—3,5 findet je nach Struktur keine Wanderung statt, denn
in diesem Bereich liegen die isoelektrischen Punkte und bei pH 3,5—6,8 findet
Wanderung zur Anode statt. Mit steigenden pH-Werten wird bei der Analyse
aber eine Oxydation begiinstigt. Das fithrt dazu, daff die phenolischen Verbin-
dungen unl6slich werden und die Fihigkeit, im elektrischen Feld zu wandern,
einbiifen.
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Es ist aber moglich, durch die Wahl geeigneter Puffer Loslichkeit und Be-
weglichkeit im alkalischen Gebiet bei Substanzen mit o-Diphenol-Charakter
oder dhnlicher Konfiguration zu erzwingen. Systeme, welche z. B. die Ausbildung
negativer Komplex-Ionen gestatten, ermdglichen eine elektrophoretische Wan-
derung zur Anode. Die Anzahl der cis-stindigen Hydroxylgruppen im Molekiil
bedingt den mehr oder weniger weit zurlickgelegten Weg pro Zeiteinheit. Durch
Komplexbildung scheint ein o-Diphenol blockiert, so daff eine Kondensation,
Oxydation und ein Unloslichwerden in Alkali verzogert wird oder unterbleibt.
Z. B. lduft Catechin bei pH 8,75 in Pyridin-Eisessig nicht im elektrischen Feld.
Es bleibt ungelost am Start liegen. In Chelat bildenden Puffern dagegen bewegt
es sich auch noch bei hoheren pH-Werten.

Besondere Reinigung ist bei den Proben wie Teeaufgiissen geeigneter Kon-
zentration, bei Ellagen-Gerbstoffen aus Eichen- und Kastanienholz, wie sie in
Weinbrinden vorkommen, bei Apfelweinen und Traubenweinen, sowie anderen
gerbstoffhaltigen Getrinken in der Regel nicht notwendig. Im gegebenen Fall
muf} verdiinnt werden, z. B. bei Deckrotweinen, oder durch schonende Gefrier-
trocknung konzentriert werden, z. B. bei einfachen Weiflweinen, dafl die Mengen
in der Groflenordnung der Kurvenwerte einer als Eichsubstanz gewzhlten Ver-
bindung liegen, z. B. Catechin oder Phloridzin. Nach der Trennung, die 1’2 bis
3 Stunden dauert, empfiehlt sich Kontrolle und Markierung im ultravioletten
Licht. Doch sollte ein Markierung nur so vorgenommen werden, dafl sie eine
nachfolgende Anfirbung mit Diazoniumsalz nicht stért und auch die spitere
automatische quantitative Registrierung der transparent gemachten Folie mit
einem Extinktionsschreiber und Griinfilter nicht unmoglich macht.

Flavanole wie Catechine, gewisse Anthozyane und Dihydrochalkone, Ver-
bindungen also, die zum Teil der sich iiberlagernden Oxydation und Kondensa-
tion und damit gerbender Wirkung zuginglich sind, firben sich mit Echtschwarz-
salz K (2) (Diazotiertes 4-Amino, 3,6,Dimethoxy-4-nitro-azobenzol) violett, die
hoher molekularen Oligomere violettbraun und braun, wahrend vergesellschaf-
tet vorkommende, nicht gerbende Verbindungen, die ebenfalls elektrophoretisch
wandern, z. B. Chlorogensduren, sich durch Gelbfarbung unterscheiden und eine
andere Wegstrecke zuriicklegen.

Mit der Methode lassen sich durch Kombination der eben genannten Be-
dingungen,
1. der Siebwirkung durch das Cellogel und
2. mit den durch Komplexbildung erzwungenen Wanderungswegen nicht nur die
nieder molekularen von den hoher molekularen und unléslichen hochmolekularen
Gerbstoffen trennen. Sie sind auch einem quantitativen Vergleich zuginglich,
wenn man sie auf eine unter identischen Bedingungen erhaltene Eichkurve be-
zieht. Mit der Methode lifit sich auch das Verhalten von Gerbstoff-Fallungs-
mitteln bearbeiten und die Wirkungsweise adsorbierender Schonungsmittel ver-
folgen. Selbst an Hefe-Eiweify, Gelatine oder kiinstliche Klarungsmittel, wie sie
heute die Industrie herstellt, adsorbierte phenolische Verbindungen, lassen sich,
solange die Gerbung noch frisch und daher reversibel ist, ebenso untersuchen wie
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reines Farbstoff-Gerbstoff-Depot, Niederschliage also, die bisher mit den tiblichen
Methoden und Mitteln nicht recht aufzukliren waren.

Zu bemerken ist aber, dafl durch den Faktor «Zeit» die Reaktion vegetabiler
Gerbstoffe mit produkt-eigenem oder fremdem Eiweifl zu irreversibler Vernetzung
fiihrt. In diesen Fillen kann dann meist keine vollige Losung mehr erhalten wer-
den, und auch die elektrophoretische Beweglichkeit geht verloren.

Apfelkerne enthalten bemerkenswerte Mengen eines fiir die Frucht charakte-
ristischen Dihydrochalkon-glukosids, das bei der Apfelsaft- und Apfelweinberei-
tung als solches bzw. als Aglykon in diese Getrinke gelangt. Man kann tiber das
Vorhandensein oder Fehlen von Phloridzin bzw. Phloretin den Verdacht eines
Verschnittes von Apfelwein mit Traubenwein, der nicht erlaubt ist, bestdtigen
oder entkraften, ohne das umstindliche Benzalsorbit-Verfahren anwenden zu
mussen.

Die Wanderungswege der sowohl in Apfel- als auch in Traubenkernen vor-
handenen Flavancle, die bei der Herstellung der Getrinke sich diesen mitteilen,
sind linger als diejenigen des Dihydrochalkons, das den Traubenkernen fehlt.

Phloridzin und Phloretin lassen sich aber auch in einfachen zweidimensionalen
Chromatogrammen neben den Flavanolen finden und durch ihre unterschiedlichen
Rf-Werte identifizieren.

Das elektrophoretische Verhalten der Ellagen-Gerbstoffe von Eiche und Ka-
stanie in Weinbrinden wurde nur am Rande beobachtet. Diese hydrolysierbaren
Gerbstoffe werden ebenfalls im elektrischen Feld gut getrennt, doch sollte fiir sie
ein anderes Verfahren zur fixierenden Farbung und Extinktionsmessung ausge-
arbeitet werden.

Zur Analyse wurde das Gerdt zur Diinnschicht-Elektrophorese der Firma
Desaga Nachfolsger E. Fecht, Heidelberg, eingesetzt. Fiir die freundliche Leihgabe
der Apparatur habe ich der Firma Desaga sehr zu danken. Die Cellogel-Folien
lagen dabei auf einer duflerst diinnen Plexiglasplatte oder einer ebensolchen Glas-
platte dem vom Wasser durchflossenen Kiihlkorper an. Die Briicke zu den Elek-
trodenrdaumen vermittelten entsprechend zurechtgeschnittene Papierzungen.

Zusammenfassend laflt sich sagen, dafy eine elektrophoretische Trennung und
quantitative Bestimmung phenolischer Inhaltsstoffe von Getrinken sich einfach
und schnell durchfiihren lassen, wenn man mit chelatbildendem Puffer in alkali-
schem Gebiet arbeitet und als Tragermaterial eine gelatinierte Celluloseacetat-Folie
wihlt, welche fixierende Firbung und Transparenz zu erzielen erlaubt. Die genaue
Arbeitsvorschrift wird an anderer Stelle bekanntgegeben.
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Weitere Untersuchungen zum Nachweis von Sojaextrakten in
Orangensaftkonzentraten

In einer ersten Mitteilung (1) wurde iiber die Verwendung von wisserigen
Extrakten aus entdlten Sojabohnen zur Herstellung von Grundstoffen fiir alko-
holfreie Getrinke in Japan und die Moglichkeit der Verfalschung von Orangen-
saftkonzentraten mit derartigen Sojaextrakten berichtet. Dabei wurde festgestellt,
dafl als Hinweise auf einen Zusatz von Sojaextrakten zu Orangensiften, je nach
der Herstellungsweise dieser Extrakte, ein erniedrigter oder erhthter Kaliumge-
halt, ein erhohter Gehalt an Phosphat, Calcium, fliichtiger Sdure, Stickstoffver-
bindungen und Asche sowie das Auftreten von Xylose nach Hydrolyse der Poly-
saccharide in Betracht kommen.

In der Folgezeit gelangten wir in den Besitz eines japanischen Sojaextraktes
zur Getrinkeherstellung. Die Untersuchung dieses Extraktes fiihrte zu nachste-
henden Ergebnissen:

Tabelle 1: Aus Japan eingefiihrter Sojaextrakt zur Getrinkeberstellung

Sinnenbefund

Formolwert (10 g)

Dichte 20 © C, pyknometrisch
Extrakt

Extrakt, refraktometrisch

Zuckerarten, durch Rundfilterchromato-
graphie

Zuckerarten, durch Rundfilterchromarto-
graphie nach 3stiindiger Hydrolyse mit
Salzsiure

Reduzierende Zucker (als Invertzucker)
Stickstoffverbindungen (N’X6,25)

Aminosauren, diinnschichtchromato-
graphisch

Genuflsduren, papierchromatographisch

pH-Wert

Gesamtsdure (als Zitronensdure ber.)

klar, briunlich gelb, stark sauer, siifilich,
geruchlos

2,4

1,25 ensprechend
53,28 %
50,20 %0

Fructose, Glucose, Raffinose, hther-mole-
kulares Polysaccharid, keine Dextrine

Fructose, Glucose, Galactose

32,2 %0
825 mg%o

Alanin, Glutaminsiure, Serin, wenig As-
paraginsdaure, Leucin, Prolin, Valin, Spu-
ren von Arginin, Lysin

Zitronensdaure, Phosphorsiaure, wenig Ap-
fel-, Bernstein- und Weinsiure

1,85
7;19 %0
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Phosphorsiure, 2-Stufentitration, 6,13 %0
als HyPO, berechnet

Phosphorsiure als PoOy berechnet 4,61 %/
Asche (550 ° C) 2,05 %

Angeregt durch die Mitteilung von Kubnke (2), dafl Sojaextrakte Raffinose
(Melitose) enthalten sollen, wurde in die Untersuchung auch eine Priifung auf
vorhandene Zuckerarten mit Hilfe der Rundfilterchromatographie einbezogen.
Unter Anwendung dieses Untersuchungsverfahrens wurde nicht nur in dem japa-
nischen Sojaextrakt, sondern auch bei einigen selbst hergestellten Sojaextrakten
Raffinose und nach Hydrolyse Fructose, Glucose und Galactose gefunden. Damit
war das Vorkommen von Raffinose eindeutig bestitigt, da dieselbe aus je 1 Mol
Fructose, Glucose und Galactose besteht. Aufler in Sojabohnen kommt Raffinose
auch in Ahornsirup, Gerste, Weizen, Honig, Kartoffeln, Erbsen, Bohnen, Zucker-
riibenmelasse, Baumwollsamen und Eukalyptusmanna vor (3—10). Neben Fruc-
tose, Glucose, Saccharose und Raffinose fand sich regelmiflig noch ein weiterer
Farbstreifen, der offenbar einen hohermolekularen Zucker anzeigt. Nach Tdaufel
und Mitarbeiter (9) handelt es sich bei diesem Zucker um Stachyose, ein kristal-
lisierbares Tetrasaccharid, das aus je 1 Mol Fructose, Glucose und 2 Mol Lactose
aufgebaut ist. Lactose zerfillt ihrerseits bei der Hydrolyse in Gluctose und Galactose.
Stachyose findet sich auflerdem in den Wurzelknollen der japanischen Artischoke
Stachys tubifera (11), in Erbsen und Bohnen (9), Kakao (12) sowie Niissen und
Mandeln (13) und in Eschenmanna (11).

Sofern Raffinose und Stachyose in der Orange nicht vorkommen, kann der
Nachweis dieser beiden Zucker zur Feststellung einer Verfilschung von Orangen-
saft und der daraus hergestellten Zubereitungen dienen. Wir untersuchten mit
Hilfe der Rundfilter-Chromatographie insgesamt 31 selbst geprefite Orangen-
safte aus Friichten von Siidafrika, Griechenland, Italien, Israel, Cypern, Marokko
und Spanien. Bei keinem dieser Sifte konnte Raffinose oder Stachyose festge-
stellt werden. Vorhanden sind lediglich Saccharose, Glucose und Fructose.

Weiterhin wurden je 10 wisserige Ausziige aus Albedo und Flavedo siidafrika-
nischer Orangen auf das Vorhandensein von Raffinose und Stachyose gepriift.
Auch hierbei ergaben sich keine Anhaltspunkte fiir deren Vorkommen in diesen
Teilen der Orange.

Auch 5 Proben von Orangensiften des Handels in Dosen, 7 Proben von
Orangensaftkonzentraten und 2 Grundstoffe fiir Limonaden mit Orangensaft
erwiesen sich als frei von Raffinose und Stachyose.

5 aus studafrikanischen Orangen im Umlaufvakuumverdampfer bei 40 ° C
selbst hergestellte Orangensaftkonzentrate lieflen beim Chromatographieren eben-
falls weder Raffinose noch Stachyose erkennen. Es trat lediglich in einem Fall ein
schwach brdunlicher zusdtzlicher Farbstreifen zwischen Saccharose und Raffinose
auf. Moglicherweise beruht dessen Entstehen auf der Bildung neuer Polysaccharide
wihrend des Einengens in saurer Losung durch die sogenannte Reversion.
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Die Zahl der bis jetzt an unverfilschten Orangenzubereitungen durchgefiihr-
ten Untersuchungen auf das Vorkommen von Raffinose und Stachyose ist
zwar noch verhiltnismifig gering. Da jedoch auch im einschligigen Schrifttum
(14—18) Raffinose und Stachyose nicht als Inhaltsstoffe von Orangen genannt
werden, erscheint es berechtigt davon auszugehen, dafl diese Zuckerarten in
Orangen nicht vorkommen. Tédufel und Mitarbeiter (9) bedienten sich zum Nach-
weis der Raffinose und Stachyose der absteigenden Papierchromatographie auf
Schleicher und Schiill-Papier 2040 b mit dem Fliefmittel Butanol-Wasser-Aetha-
nol (4:5:1) bei einer Laufzeit von 3 bis 5 Tagen. Als Sprithmittel wurde Diphe-
nylamin-Anilin-Phosphorsiure verwendet. Nach dieser Arbeitsweise wurde nach-
stehendes Chromatogramm erhalten:

Abbildung 1:
Absteigendes Chromatogramm der Zucker von Orangensaft und Sojaextrakten

Bei a und b handelt es sich um Fructose, Glucose und O O
Saccharose aus Orangensidften, bei ¢ um Saccharose, O

Raffinose und Stachyose aus einem rein wisserigen O
Sojaauszug, bei d um Fructose, Glucose, Raffinose und o

Stachyose aus dem stark sauren japanischen Soja- O
auszug zur Getrinkeherstellung, bei e um Raffinose
und bei f um Stachyose.

Wegen der langen Laufzeit der absteigenden Papierchromatographie wurde in
in Anlehnung an die Arbeitsweise von Miihlberger (19) ohne weitere Vorbehand-
lung der Sifte, Saftlosungen oder wisserigen Schalenausziige die Rundfilter-
Chromatographie unter Verwendung folgender Gerite und Reagenzien heran-
gezogen:

Trennkammer fiir Rundfilter-Chromatographie Desaga; Macherey und Nagel — Papier
MN 261, @ 29,5 cm. Laufmittel: n-Propanol-Aethylacetat-Wasser (65:10:25) bei einer
Laufzeit von ungefihr 15 Stunden (iiber Nacht). Sprithmittel: 4°oige alkoholische Anilin-
l6sung 5 Teile, 4%vige alkoholische Diphenylaminlésung 5 Teile, 85%ige Phosphorsdure
1 Teil, mit anschliefender Trocknung wihrend einer Dauer von 5 bis 10 Minuten bei
100 © C. Vergleichszucker: Raffinose (Merck), Stachyose (Carl Roth, Karlsruhe).
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Mit dieser Arbeitsweise ergab sich als mittlerer Rf-Wert fiir Fructose 0,61,
fiir Glucose 0,56, fiir Saccharose 0,48, fiir Raffinose 0,33 und fiir Stachyose 0,17.
Die Farbtone liegen bei Fructose zwischen gelbbraun und braun, bei Glucose zwi-
schen graublau und griinblau, bei Saccharose zwischen griinlichbraun und griin-
braun, bei Raffinose zwischen hellgrau und grau und bei Stachyose zwischen
grau und graublau.

Abbildung 2:
Rundfilter-Chromatogramm von Orangensdften, Schalenausziigen und
Sojaextrakten
b €
o~
Q ~ b
o \\
\\
(o}
Y
h - . e
= = In diesem Chromatogramm sind unter a) Raffinose,
b) Stachyose, ¢) wisseriger Sojaextrakt, d) stark sau-
rer japanischer Sojaextrakt, e) selbst hergestellter
Orangensaft, f) Auszug aus Flavedo, g) Auszug aus
g f Albedo und h) Stirkesirup aufgetragen,

Bei der Priifung von Orangensiften und deren Zubereitungen auf eine Ver-
falschung mit Sojaextrakten ist, wie Abbildung 2 zeigt, allerdings zu berticksich-
tigen, dafl die geschilderte Arbeitsweise gestort wird, wenn die zu untersuchende
Probe mit Stirkesirup versetzt ist. Im Bereich vom Startpunkt bis ungefahr Rf-
Wert 0,4 treten bei Stdrkesirup unter Verwendung der Rundfilter-Chromato-
graphie je nach dessen Verzuckerungsgrad mehrere Farbstreifen auf. Auf welche
Weise es gelingt, den storenden Einflufl des Starkesirups auszuschalten, mufl durch
weitere Untersuchungen geklirt werden. Da Raffinose und Stachyose im Bereich
des Startpunkts keine Streifen oder Flecken geben, ist umgekehrt eine Storung
des Stiarkesirup-Nachweises durch Sojaextrakt nicht gegeben.

Zusammenfassung

Die Untersuchungsergebnisse eines japanischen Sojaextraktes zur Getrinkeherstellung
werden mitgeteilt. Weiterhin wurde gefunden bzw. bestitigt, dafl Sojaextrakte Raffinose
und Stachyose enthalten. Nach den bis jetzt vorliegenden Erfahrungen fehlen diese
Zucker sowohl im Orangensaft als auch in der Orangenschale. Bei der angewandten Ar-
beitsweise der Rundfilter-Chromatographie wird der Nachweis der Raffinose und Sta-
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chyose in Zubereitungen aus Orangen gegebenenfalls jedoch dadurch gestort, dafl die
Polymaltosen des Stirkesirups Farbstreifen ergeben, deren Rf-Werte im Bereich derje-
nigen von Raffinose und Stachyose liegen. Die Ausschaltung dieser Storung bleibt wei-
teren Untersuchungen vorbehalten.

10.

11,

12,

14,

14.

15:
16.

| 748

18.

19.
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T. ]. Painter et H. Neukom, Institut de Chimie Agricole, Ecole Polytechnique Fé-
dérale, Ziirich.

Hydroxylation aromatique de I’acide caféique par la péroxydase

On explique (1) la biosyntheése des coumarines, a partir de dérivés de [acide
cinnamique, par la série suivante de réactions: (a) hydroxylation du noyau aroma-
tique en position ortho, sans ou avec la formation d’un glucoside a cette position,
(b) isomérisation trans-cis de la double liaison, et (¢) formation d’une §-lactone.
Cependant, il n’est pas encore clair lesquelles de ces réactions sont catalysées par
une action enzymatique. La réaction (c¢) se fait spontanément et rapidement si
le groupement hydroxyle a la position ortho est libre (2), et I'isomérisation (&)
est catalysée par la lumiére ultra-violette, ou par la lumiére du soleil (2, 3).

Récemment plusieurs auteurs ont observé que la transformation entiere peut
étre catalysée par la lumieére UV, en présence de 'oxygene de I’air. Ainsi, Butler
et Siegelman (4) ont remarqué la conversion de I’acide caféique en ésculétine sur
les chromatoplaques exposées a 'ultraviolet, et ils ont trouvée que la vitesse de la
réaction dépendait de la présence des ions de fer. Kagan (5) a plus tard confirmé
ces observations, et il a isolé I’ésculétine sous forme cristalline; il a suggéré 'im-
portance de cette transformation photochimique dans la nature. Dans ce labora-
toire, nous avons également observé que cette conversion se fait trés facilement,
méme dans la lumiére du soleil.

Le mécanisme de la transformation photochimique n’est pas encore établi, pro-
bablement parce qu’il est impossible d’étudier séparément les réactions différentes
qui ont lieu. Cependant, a la suite de travaux effectués pour étudier I'oxydation
de l'acide caféique par la péroxydase, nous avons pu faire des observations qui

nous ont permit de comprendre le mécanisme probable de la conversion photo-
chimique.

Nous avons oxydé 1'acide cis-caféique par la péroxydase en présence de pér-
oxyde d’hydrogene (0,7 mol./mol.) dans un milieu tamponné (acétate de soude,
pH 6,9) et nous avons pu isoler ’ésculétine cristalline avec un rendement de 35 %bo.
Moyennant la chromatographie nous avons également observé la formation d’une
trace de daphnétine. Etant-donné que ces coumarines elles-mémes sont aussi sus-
ceptibles a Paction enzymatique de la péroxydase, on peut en déduire que ce
résultat est un indicateur d’un chemin important de I’oxydation.

Nous avons également sousmis ’acide trans-caféique a une oxydation partielle
similaire, mais a I’abri de la lumiére. Dans ce cas, nous n’avons pas pu obtenir de
’ésculétine. A sa place, nous avons isolé un mélange complexe de produits acidi-
ques, qui, apres exposition a I'ultraviolet, s’est transformé en ésculétine et d’autres
coumarines inconnus.
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Il nous a donc paru intéressant d’étudier I'oxydation de I'acide trans-caféique,
en éliminant ainsi les complications d’isomérisation et de lactonisation dans le
milieu de réaction. Nous avons oxydé cette acide (sel soudique) en présence de
péroxydase et de péroxyde d’hydrogéne (2,5 moles/mole de substrat) a pH 6,9.
Aprés des intervalles de temps différents, nous avons ensuite décomposé I’excés de
Poxydant avec la catalase et nous avons mesuré volumétriquement I'oxygéne libéré
par cette réaction. Les résultats de I’expérience, exprimés en moles de péroxyde
d’hydrogene consommées pendant oxydation, sont indiqués dans la Figure 1.

Figure 1. Consommation du péroxyde d’hydrogéne par Pacide caféique

29 (o] ©
HZOZ

mol/mol

0 10 20 30 40 50 60 70 Min

La courbe indique que la réaction ne s’arréte pas aprés consommation d’une
mole de réactif, mais se poursuit jusqu'a la consommation de deux moles de
'oxydant. Ainsi nous avons pu conclure qu’il ne s’agit pas seulement de la forma-
tion de la 3,4-orthoquinone. Le premier produit de réaction est capable de con-
sommer encore une mole de péroxyde d’hydrogéne. On peut s’imaginer deux
explications possibles (z) hydroxylation directe du noyau aromatique, avec for-
mation d’une acide trihydroxycinnamique, qui peut réagir ensuite avec une autre
mole de 'oxydant, ou (i) formation de la 3,4-orthoquinone, qui entre ensuite en
réaction avec de I’eau, formant une acide trihydroxycinnamique.

Nous avons ensuite examiné la séquence exacte des réactions oxydatives a
I’aide d’une étude cinétique. Cette étude se base sur la propriété bien connue de
’acide ascorbique de réduire les orthoquinones et les radicaux phénoliques libres.
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Cette réaction a déja trouvé beaucoup d’applications, par exemple pour la déter-
mination de Pactivité enzymatique de la catécholase (6). Quand on titre un mé-
lange de I'acide ascorbique (1 mole), de I'acide caféique (1 mole) et de la péroxy-
dase avec une solution de péroxyde d’hydrogéne, on trouve que la consommation
d’exactement 1 mole de loxydant est indiquée par Papparence de la couleur
brune de Iacide caféique oxydée. On trouve aussi que la péroxydase peut effec-
tuer directement 'oxydation de I’acide ascorbique par le péroxyde d’hydrogene,
sans intermédiaire de 'acide caféique, bien que la vitesse de cette réaction soit
réduite. Ces observations nous ont conduit a ’élaboration de la méthode cinétique
suilvante.

On prépare une solution (50 ml) de I'acide caféique (sel sodique, 0,4 mM) et
du péroxyde d’hydrogéne (0,4 mM ou 0,8 mM) dans un tampon d’acétate de
soude (0,2 M; pH 6,9). On commence la réaction par I’addition de péroxydase
(0,1 mg), et on préléve de temps en temps des parties aliquotes et détermine le
pouvoir oxydant et ces échantillons. Pour cette détermination, on ajoute une solu-
tion d’acide ascorbique (si possible d’une concentration équimolaire a la quantité
initiale en péroxyde d’hydrogéne), et ensuite on détermine colorimétriquement
excés en acide ascorbique avec le réactif dichlorophénolindophénol (7). 1l est
¢vident que le péroxyde d’hydrogéne et les quinones, formées éventuellement dans

Figure 2

Péroxyde d’hydrogéne consommé avec production de quinones (X) et de non-
quinones (©) en présence de 1 mole/mole de I'oxydant
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Figure 3

Péroxyde d’hydrogéne consommé avec production de quinones (X) et de non-
quinones (©) en présence de moles/moles de Poxydant
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le milieu de réaction, oxydent les deux I’acide ascorbique et ne donneront ainsi
aucune différence dans I’analyse. Cependant, les produits de réaction non-quino-
niques, formés éventuellement, ne réagissent pas avec I’acide ascorbique et inci-
teront ainsi un abaissement du pouvoir oxydant de la solution. Ceci donnera une
augmentation en acide ascorbique libre dans I’analyse.

Dans un milieu de réaction identique on a déterminé spécifiquement la for-
mation des quinones comme suit. On a enlevé des parties aliquotes, détruit dans
ces échantillons I’exces en péroxyde d’hydrogéne par adjonction de catalase, et
déterminé ensuite les quinones a ’aide de I’acide ascorbique comme décrit.

Les Figures 2 et 3 montrent les résultats de nos expériences, obtenus avec 1 et 2
moles respectivement de péroxyde d’hydrogéne. Ces résultats indiquent que la
premiére étape des réactions (consommation d’une mole de péroxyde d’hydrogene)
s’agit de la formation de substances non-quinoniques. La formation des quinones
est associée avec la consommation d'une deuxiéme mole de péroxyde d’hydrogene;
il s’agit donc d’une réaction secondaire. L’étude cinétique nous démontre claire-
ment le caractére consécutif des réactions. Il en suit que I’hydroxylation est une
réaction directe, sans l'intermédiaire d’un composé quinonique. En effet, il ne
faut pas que la molécule perde deux électrons avant d’accepter encore un groupe-
ment hydroxyle.
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Figure 4

Mécanisme de la conversion de Pacide caféique en ésculétine et daphnétine
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Nous proposons donc le mécanisme d’hydroxylation présenté dans la Figure 4.
L’acide caféique, sous forme ionique, donne une électron a la péroxydase, et se
transforme en radical libre. On peut représenter le radical par structures diffé-
rentes (Figure 4), avec une localisation de I’électron solitaire, soit au noyau aroma-
tique, soit a la chaine latérale (seulement celle au noyau aromatique sont montrées
dans la Figure). Ces structures différentes ne sont certainement pas équivalentes.
Les radicaux libres d’une structure ou d’une autre peuvent entrer en réaction avec
des radicaux hydroxyles, en formant un composé phénolique avec trois hydro-
xyles. On peut également envisager une suite de réactions selon le méme méca-
nismé avec formation des acides tetrahydroxycinnamiques. Plus d’oxydation don-
nerait ensuite des hydroxyquinones, et ce sont probablement des hydroxyquinones
qui sont résponsables de l'oxydation de l’acide ascorbique par le milieu de
réaction, aprés décomposition de ’exces de péroxyde d’hydrogene (Figures 2 et 3).

Il reste le probleme de I'origine des radicaux libres hydroxyles. Selon quel-
ques auteurs (8) ces radicaux ne sont pas produits par la péroxydase. Cependant il
est possible qu’ils soient le produit d’une réaction entre des radicaux libres phé-
noliques et des molecules de péroxyde d’hydrogeéne. Il faut également pendre en
considération la présence des traces des ions de fer, qui se trouvent partout, méme
dans les réactifs analytiques. En présence des sels inorganiques, par exemple d’un
tampon, le péroxyde d’hydrogeéne est en effet un réactif «Fenton», bien que
peut-étre d’une activité faible. Smidsrod et collaborateurs (9) ont démontré la
présence des radicaux hydroxyles dans une solution de péroxyde d’hydrogene
(0,1 M), en présence des traces d’ions de fer en concentrations de 3 X 107°M.
Etant-donné que la plupart des sels inorganiques de qualité analytique contiennent
0,005 %o de fer, on peut facilement calculer qu’une solution 0,1 M de n’importe
quel sel contient assez de fer pour déclencher la réaction surmentionnée.

Le mélange complexe obtenu aprés oxydation limitée de I’acide trans-caféique
indique que la réaction enzymatique n’est pas spécifique. La fonction de la pér-
oxydase est probablement limitée & la formation des radicaux phénoliques libres,
et on peut accepter que I’hydroxylation ne se fait pas en contact étroit avec
I’enzyme.

Au cours d’autres travaux, nous avons effectué des oxydations sans interven-
tion de la péroxydase, soit par 'oxygeéne, soit par le péroxyde d’hydrogene, avec
ou sans adjonction des traces de fer. Et nous avons trouvé en effet un mélange de
substances tres analogues aux produits obtenus par oxydation enzymatique.
Nous avons aussi examiné la réaction photochimique par la chromatographie, et
nous avons trouvé des mélanges de produits intermédiaires comparables a ceux
obtenus par les autres méthodes d’oxydation. Ces résultats indiquent que la phase
oxydative de la transformation photochimique de I'acide caféique en ésculétine
n’est pas de caractére unique.

Mason (8) a publié une revue complete de la littérature sur I’hydroxylation
aromatique.

Nous somes reconnaissants au Département d’Agriculture des Etats Unis pour
une allocation de récherche (PL 480).
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Summary

Oxidation of cis-caffeic acid by hydrogen peroxide (0,7 mole/mole) in the presence of
peroxidase afforded esculetin in a yield of 3590 together with a trace of daphnetin.
Oxidation of trans-caffeic acid under the same conditions yielded no esculetin, but gave
a mixture of acidic substances which was partially converted into esculetin upon irra-
diation with UV light. Kinetic studies, entailing measurement of the consumption of
hydrogen peroxide by a gasometric method, and the use of ascorbic acid to determine
quinones, indicate that a major pathway in the reaction consists in the direct introduction
of additional hydroxyl groups into the aromatic nucleus. A mechanism is proposed for
this.
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Séparations rapides de traces de Pb** au moyen du mercure
(échanges rédox)

(Résumé des auteurs)

Cette méthode permet d’extraire le Pb*? d’une solution par simple agitation
avec une goutte de mercure.

I. Principe

Le Pb*? doit étre réduit et s’amalgamer avec le mercure.

a) Reduction: Le potentiel du réducteur ajouté a la phase aqueuse doit, pour
des raisons de sélectivité, étre le plus proche possible de celui du plomb. D’autre
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part, des calculs théoriques montrent que pour que la réduction du plomb soit
quantitative (a 1 %o pres) il faut que:

A E = Epy — Er¢qucteur 22 0,1 volt
Pour la réduction du Pb*?, nous avons utilisé le couple Cr+2/Cr*? (E, =
— 0,4 volt). La différence de potentiel (A E) dans le cas d’une solution 1073 M de
Pb*? et d’une solution Cr*2/Cr*3 équimoléculaire a une valeur de + 0,13 volt;
une solution équimoléculaire Cr+?/Cr*? satisfait donc, pour la réduction du
plomb, a la condition électrochimique citée ci-dessus, selon la formule:

Pb+2 4+ 2 Cr+2 + Hg(excds) =—— |} Pb (Hg) + 2 Cr*?

b) Amalgamation: Pour qu’une séparation par échanges rédox soit possible, il
faut que la solubilité du métal a extraire dans le mercure soit = 107 %o en poids.
Le plomb, dont la solubilité dans le mercure est de 1,6 %0 en poids, convient donc
parfaitement a la séparation par échange rédox.

I1. Amalgamation

Tous les métaux qui sont réduits avec le plomb et qui sont solubles dans le
mercure, s'amalgament. Pour augmenter la sélectivité de la méthode on remet le
plomb en solution aqueuse en I'oxydant par agitation de ’amalgame (contenant
le Pb et les autres métaux de potentiels plus élevés) avec une solution aqueuse dont
le potentiel rédox est supérieur a celui du plomb, mais aussi voisin que possible.

Pour réextraire le plomb, nous avons utilisé le couple Ti*t%/Ti+* (Eo=
— 0,21 volt).

Pb (Hg) + Ti+* = Pb+* + Ti+2 + Hgl

R ——
amalgame

I11. Applications

Avec 1 ml d’une solution de Cr*? (0,1 M)/Cr*2 (0,1 M) on peut extraire tres
rapidement de 1 2 100 pg de plomb en solution dans HCI 0,01 M (concentration
du plomb de 107% a4 107 ion g/l).

Dans tous les cas, la réaction était quantitative déja aprés 1 min 307 d’agi-
tation.

La réaction de réextraction est également trés rapide; elle est quantitative aprés
une agitation < a 2 minutes.

Par cette méthode, nous avons pu séparer et doser le plomb dans divers alliages
et liquides biologiques tels que le sang, 'urine.
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Untersuchungen iiber die pektolytischen Enzyme von Aspergillus niger

Unter Pektinenzymen versteht man die Gesamtheit aller Enzyme, die auf Pek-
tin oder Pektinsdure wirken (1, 2, 3). Das Pektin, ein wichtiges Pflanzenzellwand-
Polysaccharid, ist ein Poly-a-1,4-D-Galakturonid, welches teilweise mit Methanol
verestert ist. Liegen alle Carboxylgruppen in der Siureform vor, so spricht man
von Pektinsiure.

Figur 1. Formel fiir Pektin

Je nach Art des Abbaus, hydrolytisch oder eliminativ (unter Bildung einer
Doppelbindung an Ci zu Cs), je nach Substratsspezifitit, Abbau von Pektin oder
Pektinsdure, und je nach Mechanismus des Abbaus, d.h. vom Kettenende her
oder in der Kette, konnen die in Figur 2 angegebenen Pektinenzyme unterschie-
den werden.

Figur 2. Einteilung der Pektinenzyme

Pektinenzyme

Hydrolasen Lyesen (Trans-Eliminasen)
Pektasen A
Pektinesterasen A
Polymethylgalokturonase Polygalakturonase Polymethylgalakturonid-lyase Polygalakturonid-lyase
(PMG) (pG) (PTE) (PsTE)
1.Endo-PMG 2.Exo-PMG 3.Endo~-PG 4.Exo-PG 5.Endo-PTE 6.Exo-PTE 7.Endo PSTE 8.Exo-PSTE



Auf der linken Seite stehen die Hydrolasen und rechts die Lyasen. Die Hy-
drolasen teilen sich in 2 Klassen, in Enzyme, welche die Ester-Bindung hydroly-
sieren, die sog. Pektinesterasen oder Pektasen (Pektin pektyl-hydrolasen,
EC 3.1.1.11) und in Enzyme, welche die u-1,4-glykosidische Bindung spalten,
die sog. Pektinasen (Poly-u-1,4-D-Galakturonid glycanohydrolase, EC 3. 2. 1. 15).
Die Pektinasen teilen sich nach Substratspezifitit in Polymethylgalakturonasen
(PMG) und in Polygalacturonasen (PG). In jeder dieser Klassen lassen sich Endo-
und Exo-Enzyme unterscheiden. Analog geht die Einteilung bei den Lyasen
(Poly-a-1,4-D-Galakturonid-lyase, EC 4. 2. 99. 3).

Innerhalb der einzelnen Gruppen treten multiple Enzymformen auf (4).

Pektolytische Enzyme mikrobiellen Ursprungs werden schon seit langem grof3-
technisch hergestellt und in der Fruchtsafttechnologie verwendet. Diese Enzym-
priaparate enthalten neben pektolytischen Enzymen in der Regel eine Reihe von
weiteren polysaccharidspaltenden Enzymen wie Amylasen, Cellulasen und Hemi-
cellulasen (5, 6, 7, 8).

Der komplexe Aufbau eines solchen Enzympriparates aus Aspergillus niger*
wurde durch Fraktionierung mit Hilfe der Siaulenchromatographie an Phosphat-
cellulose (9, 10) untersucht. Es wurde dabei besonders versucht, die einzelnen pek-
tolytischen Aktivititen voneinander zu trennen und zu charakterisieren.

Vor der Saulen-Trennung wurde das Enzymgemisch folgendermaflen aufge-
arbeitet. Das Enzymkonzentrat, das neben den Enzymen noch Zucker, Siuren und
Salze enthilt, wurde mit kaltem Methanol gefdllt (der grofite Teil der Zucker
und Sduren bleibt dabei in Losung), der Niederschlag wurde abfiltriert, im Va-
kuum getrocknet und in wenig Wasser aufgenommen. Dabei bleibt ein grofler
Anteil an Salzen unloslich infolge der pH-Verschiebung von pH 4 auf pH 6. Der
16sliche Teil wurde gefriergetrocknet und fiir die Sdulenchromatographie ver-
wendet. Wie erwahnt, wurde die Chromatographie an Phosphatcellulose vorge-
nommen und stufenweise mit verdiinntem (1 Teil Puffer, 2 Teile H.O) Mcllvaine-
Puffer (Phosphat-Citrat-Puffer) eluiert. Die Trennung wurde durch Messung der
UV-Absorption bei 280 nm verfolgt.

Wie Figur 3 zeigt, wurden 6 Peaks (A—F) erhalten. Die Elution wurde mit
pH 3 begonnen und die Peaks A und B erhalten. Bei der Elution mit Puffer von
pH 4 trat Peak C bei einem pH-Wert von 3,3—3,7 aus der Siule. Der Peak D
wurde bei einem pH-Wert von 4,5—4,9, der Peak E bei einem pH-Wert von
5,0—5,2 und der Peak F bei einem pH-Wert von 6,2—6,8 aus der Siule eluiert.
In Figur 3 ist in Klammern die prozentuale Verteilung berechnet nach der UV-
Absorption der einzelnen Fraktionen angegeben. Auf die enzymatisch inaktiven
Peaks A, B und E fallen dabei fast 70 %. Die Verteilung der Enzymaktivitit auf
die Peaks C, D und F ergibt folgende Werte: die gesamte Aktivitit auf Pektin
(95 %o verestert) ist im Peak C lokalisiert, wihrend der Anteil der Aktivitit auf
Pektinsaure 21 %o ausmacht. Im Peak D findet sich 38 %, im Peak F 41 % der
Gesamtaktivitat auf Pektinsdure.

* PEKTINEX der Firma Ferment A. G., Basel.

513



Figur 3. Fraktionierung durch Chromatographie an Phosphatcellulose
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Obwohl sich Peak C von den andern gut abtrennen liflt, zeigten Aktivitits-
messungen doch, daf} in dieser Fraktion mehrere Enzyme enthalten sind (10). So
wird Pektin (95 %o verestert) bei pH 4, 6 und 7 optimal abgebaut, Pektinsiure bei
pH 4. Zudem enthilt diese Fraktion noch eine alkalilabile Cellulase mit dem
pH-Optimum 4, sowie eine Pektase (Esterase) mit pH-Optimum 4,5. Die Aktivi-
titen wurden durch Messung der Zunahme der durch die Hydrolyse freigesetzten
reduzierenden Gruppen bestimmt (11), und im Falle der Esterase durch Titration
der freigesetzten Carboxylgruppen (12). Die Enzyme konnten auch durch Elek-
trophorese nicht weiter aufgetrennt werden. Thr IEP liegt bei pH 3,8 und sie
sind im pH-Bereich von 3—8 (mit Ausnahme der Cellulase) stabil. Sie unter-
scheiden sich aber in der Hitzestabilitit.

Erhitzt man das Enzymgemisch wihrend 10 Minuten auf 60 ° C, so sinkt die
Aktivitdit des Pektinabbaus bei pH 4 auf /3 der urspriinglichen Aktivitit. Der
Pektinabbau bei pH 7 und der Abbau von Pektinsdure bei pH 4 dagegen werden
nicht beeinflufit. Da anderseits bei pH 7 nur Pektin und keine Pektinsdure abge-
baut wird, so handelt es sich um 3 Enzyme. Der Pektinabbau bei pH 6 konnte
mit Hilfe der UV-Spektroskopie (Zunahme der Absorption bei 235 nm im Ver-
laufe der Reaktion) als ein eliminativer Abbau aufgeklirt werden; es handelt
sich hier demnach um eine Pektin-trans-Eliminase. Nach dem Wirkungsmecha-
nismus sind die 3 anderen Enzyme Endo-Enzyme. Die Entscheidung ob ein Endo-
oder Exo-Enzym vorliegt, kann durch Vergleich der Viskosititsabnahme mit
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der Zunahme der reduzierenden Gruppen und diinnschichtchromatographische
Untersuchung (13) der Reaktionsprodukte zu Beginn der Reaktion geklirt werden.
Ein starker Viskositdtsabfall bei kleinem Abbaugrad zeigt, daff das Makromolekiil
nicht vom Ende her abgebaut, sondern in der Kette gespalten wird und daher sind
auch zu Beginn der Reaktion keine Oligomeren nachweisbar. Als weiteres Unter-
scheidungsmerkmal der einzelnen Enzyme dient der Hydrolysegrad und die Ver-
teilung der oligomeren Bruchstiicke nach beendigter Reaktion (10). Auf Grund
dieser Kriterien konnen im Peak C folgende Pektinenzyme unterschieden werden:

— eine Pektinesterase mit pH-Optimum 4,5.

— eine Endo-PMG mit pH-Optimum 4, die das Substrat zu 57 °o hydrolysiert.
In den Abbauprodukten finden sich Mono- bis Penta-Galakturonsauren.

— Eine Endo-PMG mit pH-Optimum 7, die das Substrat zu 39 %o hydrolysiert.
Nach dem Abbau sind oligomere Galakturonsdauren (Penta-, Tetra-, Tri- und
wenig Di-mere) nachweisbar.

— eine PTE mit pH-Optimum 6.

— Eine Endo-PGy mit pH-Optimum 4, die das Substrat zu 63 °/ hydrolysiert
und vorwiegend Di-Galakturonsiure bildet neben wenig Mono- und Tri-
Galakturonsaure.

Peak D

Dieser Peak zeigt starke Aktivitit auf Pektinsiure. Pektin und Cellulose
werden nur nach langer Inkubationszeit (mehrere Stunden) nachweisbar abge-
baut. Die entsprechenden Enzyme diirften Verunreinigungen sein, welche vom vor-
hergehenden Peak stammen. Der Pektinsiureabbau wird durch eine PG bewirkt, die
bei pH 4,5 optimal wirkt. Da bei einem Abbau von ca. 6 %0 die Viskositdt der
Substratlosung nur noch 50 %0 des Ausgangswertes betrdgt und im Diinnschicht-
chromatogramm noch keine Oligomeren nachweisbar sind, handelt es sich um eine
Endo-PGg. Das Enzym vermag Pektinsiure bis zu 58 %0 zu hydrolysieren. Im
Hydrolysat sind Mono-, Di- und Tri-Galakturonsidure in etwa gleicher Menge
nachweisbar.

Peak F

Der Peak F wird als letzte Fraktion eluiert und ist am reinsten. Er enthadlt
eine PG, die bei pH 5,5 optimal wirkt. Pektin mit einem Veresterungsgrad von
groffer als 73 % wird nicht angegriffen. Pektinsdure wird nach der Wirkungs-
weise eines Endo-Enzyms bis zu 48 %o hydrolysiert. Im Hydrolysat lassen sich Di-,
wenig Mono- und viel Tri-Galakturonsiure nachweisen. Das Enzym ist alkali-
labil und verliert rasch an Aktivitit, wenn man es in Pufferlosungen von pH 7 an
aufwirts stehen liflt. Temperaturen bis zu 35 © C vertragt das Enzym ohne Scha-
digung, wird aber bei hoheren Temperaturen inaktiviert. Nach 2,5 Stunden bei
50 ° C zeigt das Enzym keine Aktivitit mehr. Die Aktivierungsenergie der
enzymatischen Hydrolyse betrigt 8,3 kcal/Mol. Der IEP des Enzyms liegt bei
pH 4,5. Verfolgt man die Hydrolysegeschwindigkeit als Funktion der Substrat-
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Tabelle 1.

Zusammenstellung der pektrolytischen Enzyme eines Enzympraparates aus Aspergillus niger (PEKTINEX)

Stabilitit Verteilung der Oligomeren nach
beendigtem Abbau
T t H-
Enzym pH-Opt. IEp Rest;lr{rils?\sizg.tui; ofy Bé)rEich Hydrolyscgrad + wenig, + + mittel, ++ + viel
stabil
500 600 700 Mono Di Tri Tetra Penta
Endo-PGy 4 3,8 | 100 100 0 3-8 0,63 ++ +++  +
Endo-PGy 4,5 0,58 o R
Endo-PGy, 5,5 4,5 0 4—6 0,48 + ++ 4+
Endo-PMG 4 3,8 100 33 0 3—8 0,57 o e T S e
Endo-PMG 7 3,8 100 50 26= - 3-8 0,39 +  ++ ++ ++
PTE 6 3,8 100 0 3—8
Pektase 4,5 100 55 0




konzentration, so findet man einen Kurvenverlauf, wie er fiir eine Substratinhibie-
rung typisch ist (14). Die Michaeliskonstante betrigt 1,66 mg/ml (10).

In Tabelle 1 sind die pektolytischen Enzyme des Enzymkonzentrates aus
Aspergillus niger zusammengestellt. Damit soll vor allem demonstriert werden,
wie komplex die Zusammenstellung solcher Pektinase-Praparate ist. Fiir das Ver-
standnis der Wirksamkeit dieser Enzympriparate in der Praxis bildet die genaue
Kenntnis des Aufbaus eine wichtige Voraussetzung.

Zusammenfassung

Ein Pektinenzymkonzentrat von Aspergillus niger (PEKTINEX) wurde an Phos-
phatcellulose chromatographiert und dabei 6 Peaks (A—F) erhalten. Die Peaks C, D
und F zeigten enzymatische Aktivitit auf Pektin oder Pektinsiure. Die Pektinenzyme
wurden untersucht auf Substratspezifitit, Wirkungsmechanismus, pH-Optimum, IEP,
Temperatur- sowie pH-Stabilitit, Hydrolysegrad und Verteilung der oligomeren Bruch-
stiicke nach beendetem Abbau.

Der Peak C enthilt 2 Endo-PMG, eine PTE, eine Endo-PG, sowie eine Pektinesterase.
Der Peak D enthilt eine Endo-PGp und der Peak F eine Endo-PGg.

Summary

A concentrate (PEKTINEX) of enzymes from Aspergillus niger was separated on
cellulose phosphate into six components (A—F). Three of these (C, D, and F) were active
towards either pectin or pectic acid, and were characterised with respect to substrate specifi-
city, action pattern, optimum pH, isoelectric point, thermal stability, stability at different
pH values, rate of hydrolysis and the pattern of oligomeric degradation products. Com-
ponents D and F consisted of a single endo-PGp and a single endo-PG respectively.
Fraction C was a mixture of two different endo-PMG’s, one PTE, one endo-PG,, and
one pectin-esterase.
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La Commission Internationale des Industries Agricoles et Alimentaires, Paris,
nous prie d’insérer ’annonce suivante:

Un symposium international sur les sources nouvelles
de protéines dans I'alimentation humaine

se tiendra a Amsterdam, du 24 au 29 Novembre 1968. 1l est essentiellement con-
sacré a I’étude des problémes scientifiques, techniques et économiques se rappor-
tant aux sources nouvelles de protéines d’origine animale (concentrés de poison,
caséinates, etc...) et végétale (céréales, soja, arachides, algues, feuilles, etc...),
aux levures alimentaires, aux amino-acides de synthése et aux levures de pétrole.

Ce Symposium est organisé par la Commission Internationale des Industries
Agricoles et Alimentaires (CITA-ICAI) et le Bureau International Permanent de
Chimie Analytique (BIPCA-PIBAC), avec le concours de ’Organisation Néer-
landaise de la Nutrition et de la Technologie Alimentaire (Voorlichtingsbureau
Voor de Voeding). Il bénéficie de la participation de I’Organisation des Nations
Unies pour I'alimentation et I'agriculture (OAA-FAQO), de I’Organisation Mon-
diale de la Santé (OMS-WHO) et du Fonds des Nations Unies pour I’Enfance
(FISE-UNICEF).

Les travaux du Symposium auront lieu en frangais, anglais et allemand, avec
interprétation simultanée.

Un droit d’inscription de 100 florins est a verser au Comité Néerlandais d’Or-
ganisation.

Pour recevoir tous renseignements concernant le Symposium s’adresser:

soit 2 la Commission Internationale des Industries Agricoles et Alimentaires,
18, Avenue de Villars, 75-Paris 7;

soit au Comité néerlandais d’organisation Voorlichtingsburean Voor de Voe-
ding, Laan Copes Van Cattenburch 44, La Haye 3.
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