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not or only to a l imited extent  miscible with the first 
phase, makes it  possible to separate various water  
soluble substances due to their  different distr ibution 
tendency between the two phases. This has found wide 
application not  only for the analysis of amino acids and 
peptides, but  also of, e.g., organic acids of plants ~, 
sugars 2, creatine 3, flavine nucleotides*, and the lower 
volatile fa t ty  acids 5. 

In order to make possible a much broader application 
of the par t i t ion chromatography method, BOSCOTT 6 has 
suggested the use of cellulose acetate,  which has ab- 
sorbed a certain amount  of an organic solvent, as the 
s tat ionary phase. However,  we did not  find any ex- 
amples in the l i terature.  

We a t t empted  to apply the principle of part i t ion 
chromatography for analysis of the higher fa t ty  acids 
and used the paper  strip modification. Fi l ter  paper 
strips (Schleicher & Schuell, No. 595) are t reated with 
diluted vulcanized rubber  latex, dried in air, rinsed with 
alcohol and acetone, and stored i n  the lat ter  solvent 
until use. When the rubber  content  was approximate ly  
30% on a dry weight basis the strips had not lost their  
porous structure,  thus enabling organic solvents to move 
along by capillary forces. 

Strips prepared in this way serve well for the separa- 
tion of esters of higher fa t ty  acids as is shown in the 
following table, where approximate  RF values for the 
ethyl esters of six fa t ty  acids in different solvents are 
recorded. The rubber  acts as the s tat ionary " s o l v e n t "  
phase. Moreover, by using a solvent mixture  containing 
a polar and a less polar component,  e.g. methanol  and 
benzene, the rubber  may  also act as a carrier for the less 
polar solvent by a sort of "sa l t ing  o u t "  effect. One 
considerable difficulty which needs to be overcome is 
the present lack of a suitable colour reaction to trace the 
ester spots, So far, their  detect ion has been found 
possible by immersing the dried strips in a solution of 
Sudan IV in 50 % acetone/water  for a short period, when 
the esters become visible as red spots on a slightly less 
coloured background. To obtain reproducible results the 
use of perfectly uniform strip mater ial  is necessary. As 
will be seen from the table, the differences between the 
RF values of the esters are so pronounced tha t  separation 
is fairly easily effected if the necessary precautions are 
taken. The reproducibi l i ty is great  enough to enable the 
different fa t ty  acids to be identified from the RF value. 
For quan t i t a t ive  purposes two parallel runs should be 
made since losses will occur during staining. 

Ester 

E thy l  s tearate . . . .  
E thy l  pa lmi ta te  . . . 
E thy l  myris ta te  . . . 
E thy l  laurate . . . .  
E thy l  oleate . . . .  
E thy l  erucate . . . .  

Approximate R F Value 

Methanol 

0"20 
0"28 
0.39 
0"49 

Methanol] 
Acetone 1 : 1 

0.35 
0.60 

0.52 
0.28 
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Work is proceeding on further fa t ty  acid esters, on the 
use of other solvents and of other  suitable polymers, on 
the more sensitive detection of the ester spots, and on 
the perfection of the method for quan t i t a t ive  analysis 
of fa t ty  acid esters and lipid consti tuents.  

I t  is evident  that  this modification of part i t ion chrom- 
a tography is  very promising in regard to the resolution 
of mixtures  of water-insoluble organic substances in 

general. J. BOLDINGH 

Research Laboratory  Unilever N.V., Zwijndrecht,  Hol- 
land, April 12, 1948. 

R d s u m d  

En appl iquant  du caoutchouc (ou bien un autre poly- 
m~re) sur le papier filtre, la mdthode chromatographique 
5. part i t ion peut ~tre consid6rablement amplifi6e de ma- 
ni t re  h rendre possible la s6paration des substances non 
solubles dans l 'eau. Le caoutchouc repr6sente done la 
phase stationnaire, le dissolvant organique, la phase 
mobile. I1 est fait  mention de quelques applications de 
cette mdthode pour s~parer les diff6rents esters 6thy- 
liques des acides gras. 

Beitrag zur Kenntnis  oxydierter Stiirke 

In einer frfiheren ArbeitVwurde fiber eine Methode zur 
quan t i t a t iven  Bes t immung yon Karbonylgruppen in 
Oxyzellulose dureh Oxydat ion berichtet .  

Zum qual i ta t iven  Nachweis yon Karboxylgruppen in 
Oxyzellulose wurden als Reagens aromatische Diamine 
benti tzt  (Diaminreaktion2). Dabei wurden die Diamine 
yon den Karboxylgruppen  durch Addit ion gebunden 
und nach anschliel3ender Diazotierung und Kuppehmg 
zu Farbstoffen entwickelt .  

In For tse tzung dieser Arbei t  befaBte ich mich mit  der 
quan t i t a t iven  Bes t immung "der Karboxylgruppen in der 
Oxyzellulose. Es wurde Benzidin benfitzt, welches in 
analoger Weise gebunden wird. Die gefundenen Werte  
wurden als B e n z i d i n z a h l  ausgedrfickt. 

F. 1V[0LLER a best~tigte mit  seiner lJIberprtifung die An- 
gaben HALLERS, dab eine Reihe yon bisher bekannten 
Reakt ionen zum Nachweis yon Oxyzellulose bei der ]3e- 
s t immung yon oxydier ter  St~trke nicht  anwendbar  sind. 
Viele dieser Reakt ionen werden bei Tempera turen  aus- 
gefiihrt, die h6her sind als die Quel lungstemperatur  der 
St~rke. 

Die heiden Methoden: 1. Nachweis yon Oxyzellulose 
mit  Hilfe yon aromatischen Diaminen und 2. Charak- 
terisierung des Oxydationsgrades durch Best immung der 
Karbonyl-  und ]3enzidinzahl versuchte ich nun auch 
bei den durch Oxydat ion modifizierten St~irken anzu- 
wenden. Ich land, dab die Oxymat ion  zur Best immung 
von Aldehyd- und Ketogruppen bei oxydier ten St/irken 
mit  Er /olg  benfitzt werden kann. Gleichzeitig wurde mit- 
tels aromatischer  Diamine die Anwesenheit  von Karbo- 
xylgruppen in den oxydier ten StArken nachgewiesen. 
Auf analoge Ar t  wie bei der Oxyzellulose erfolgte auch 
bei der oxydier ten St~rke die quant i ta t ive  Best immung 
der Karboxylgruppen durch Fests telhmg des gebunde- 
nen Benzidins. 

Einer  besonderen Untersuchung wurden anch die L6- 
sungen oxydier ter  St~trken in kalter Normalnatronlauge 
unterzogen. In diesen alkalischen L6sungen versuchte  
ich die Ausf~illung der oxydierten St~irke durch Zugabe 

1 M. u. M. KRAJCtNOV[C, J. App. Chem. (Moscow) 19, 424 (1946). 
2 M. u. M. KRAJCmOVlC, J. Text. Inst. 38, t. 1l (I9,i7). 
a F. MOLLER, Heir. ctfim, acta 29, 21 (19.t6). 
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y o n  A l k o h o l .  A u f  d i e s e  W e i s e  s o l l t e  f e s t g e s t e l l t  w e r d e n ,  
w i e v i e l  A l k o h o l  e r f o r d e r l i c h  i s t ,  u m  d e n  B e g i n n  e i n e r  
N i e d e r s c h l a g s b i l d u n g  h e r v o r z u r u f e n .  E s  w u r d e  d a b e i  
g e f u n d e n ,  d a b  d ie  e r f o r d e r l i c h e n  A l k o h o l k o n z e n t r a t i o -  
h e n  p r o p o r t i o n a l  m i t  d e m  A m v a c h s e n  d e s  O x y d a t i o n s -  
g r a d e s  a n s t e i g e n  ( s . T a b e l l e ) .  

(Ibersicht der ffir die oxydierte Stfirke charakteristischen Zahlen 

I{onzen- 
tration d e s  
zur Oxy- 
dation der 
St/irkepro 
ben ver- Kupfer-zahl 
wendeten 

H202 t 

12% 7,7o 
6 ,, 4 ,93  
4 ,, 3 ,19  
2 ,, 1 ,54  

Charakteristische Zahlen 

Kar- Ben- 
COOH 

bonyl- zidin- 
zahl zahl % 

Beginn der 
Nieder- 
sehlags- 
bildung 

(Alkohol- 
konzen- 

tration in 
Vol. %) 

6 , 7 2  6 , 9 0  0 , 1 6 9  43 
3 ,64  4 , 7 4  0 , 1 1 5  38 
2 ,66  3 ,45  0 , 0 8 4  30 
1 ,12  2 ,39  0 ,058  20 

Experimentdler Teil 
Die Versuche wurden an oxydierten Kartoffelst/irken (Amylum 

solani) ausgeffihrt, welehe dutch 13ehandlung mit  Wasserstoffsuper- 
oxyd verschiedener Konzentration (2-12%) gewonnen wurden. Zu 
je 10 g St/irkc wurder~ bei jeder Probe 40 nfl H20 ~ in der angegebenen 
Konzentrat ion zugesetzt. Die Operation erfolgtc in einem gedeckten 
Beeherglase bei Zimmertemperatur  and nahm 17 Tage in Ansprueh. 
Der Inhal t  wurde von Zeit zu Zeit umgcrfibrt. Dann wurde die Flfis- 
sigkeit dureh Dekantieren abgegossen und die oxydierte Starke mit  
Alkohol ausgewasehen. Zur vollkommenen Ent fernung der letztert 
Reste yon anhaf tendem H20 ~ warden den Proben dreimal je 10 ml 
Alkohol zugesetzt und jedesmal die bearbeitete Substanz unter  ge- 
lindem Erwf rmen  (50 e) zur Trockcne gebracht. 

Die Bes t imnmng der Karbonylzahl in den oxydierten St/irken 
wurde folgendermaBen vorgenommen : Zu etwa 1 g Oxyamylum wur- 
den 20 ml einer 0,1 n Hydroxylafninehlorhydratl6sung und 10 nfl 
0,1 n NaOH zugesetzt. Mit der friseh bereiteten Reagensl6sung war 
die Oxymation schon nach 20 Minuten bei gewShnlicher Temperatur  
vollendet. Durch Titration mit  0,l n Salzs/iure wurde der ~ber-  
schuB des bei der Oxydation nicht aufgebrauchten NHuOH be- 
s t immt,  wobei Methylorange als Indikator  diente. Zum Vergleich 
wurde ein unter  den gleichen Bedingungen ausgcffihrter blinder Ver- 
such angestellt. 

Die Berechnung der Karbonylzahl erfolgt naeh der folgenden 
Formel : 

2,8 (a - -  b) 
CO-Zahl 

e 

Dabei ist  a die Anzahl ml 0,1 n Satzs/iure, die bei dem blinden 
Vcrsuche verbraucht  wurde, b die Anzahl ml 0,1 n Salzs~iure, die bei 
dem Oxydationsversuch ~'erbraucht wurde, and  e die Abwaage der 
oxydierten StSrke in Gramm.  

Somit driiekt die Karbonylzahl in Milligramm die Menge an Kar- 
bonyl (CO) aus, die in cinem Grmnm oxydierter Stfirke enthal ten ist. 

Ermit t lung der Benzidinzahl zum Zweeke der quant i ta t iven Be- 
s t immung  der COOH-Gruppen in den dutch Oxydation modifizierten 
Stfirken: 1-2 g oxydierter St~rke werden in einen mit  eingeschliffc- 
nero St6psel versehenen Kolben gebracht. Sodann gibt m a n  100 ml  
0,001 M-LSsung Benzidin hinzu. Naeh 50stiindiger E i n w i r k u n g -  
oder bei st/indigem Schfitteln sehon naeh 4 Stunden - werden von 
der LSsung genau 50 ml abpipettiert und hierin die Diazotierung des 
/3enzidintiberschusses durchgeffihrt. Zu diesem Zwcck crfolgt eine 
Zngabe yon 6 ml 10%iger HCI- und  4 mi 5%iger NaNO2-L~sung. 
Naeh 20 Ms 30 Minuten ist der Diazoticrungsprozel3 beendigt. Dureh 
Zugabc vott Natr iumazetat  wird der 1Jberschul3 an HCi neutralisiert. 
[)as auf diese Art erhaltene tetrazotierte Benzidin wird quanti tat iv an 
R-S';iure gekuppelt, indern nmn 80 ml 0,02 M-Li3sung hinzngibt. Nach 
5 10 Minuten ist die Knppelung beendigt und  man  verdtinnt mit  
Wasser atif 1006 mL Unter Anwendung einer blinden Probe wird die 
so ents tandene Farbl6sung mit  dem Duboscq-Kolorimeter geprfift. 
Die zum Vergleieh herangezogene FarblSmmg wird auf die gleiehe 
Art  aus  50 ml 0,001-M-Originalbenzidinl6sung entwiekclt. Die Ben- 
zidinzahl driickt in Milligramm die Menge an addiertem Benzidin 

aus, die in 1 g oxydierter St/irke enthal ten ist. (Die gleiche Reaktion 
kann in modifizierter Form zum qualitativett Nachweis yon oxydier- 
ter Stfirke angewendet werden. Zu diesem Zwecke k6nnten ncben 
Benzidin such noch andere aromatlsche Diamine (p-Phenylendiamin, 
Toluylendiamin usw.) verwendet werden, die nach Addition an die 
oxydierte Stfirke dureh Diazotierung und Kuppelung an Entwickler 
(fl-NaphthoI, 1-Phenyl-3-methyt-5-pyrazolon u.dgl.) zu Farbstoffen 
entadckelt werden k6nnen.) 

Die Tabelle zeigt die eharakteristischen Zahlen, wie sic bei den 
einzelnen oxydierten Stfirkcn gefunden wurden. Sic enthfilt ferner 
die Angaben fiber die Alkoholkonzentrationen, welehe eine Nieder- 
schlagsbildung in den alkalischen L6sungen einzelner oxydierter 
St/irkeproben hcrbeiffihren. 

S c h l u B f o l g e r u n g :  O x y d i e r t e  S t l i r k e n  e n t h a l t e n  K e t o -  
g r u p p e n  u n d  K a r b o x y l g r u p p e n .  Z u  i h r e r  B e s t i m m u n g  
w u r d e n  V e r f a h r e n  a u s g e a r b e i t e t ,  d i e  s i c h  b e r e i t s  be i  d e r  
q u a n t i t a t i v e n  B e s t i m m u n g  d i e s e r  G r u p p e n  i n  d e r  O x y -  

z e l l u l o s e  b e w / i h r t  h a b e n .  M. t{RAJ~INOVId 

I n s t i t n t  I i i r  o r g a n i s c h e  T e c h n o l o g i c ,  T e c h n i s c h e  F a k u I -  
t / i t  d e r  U n i v e r s i t X t  Z a g r e b  ( J u g o s l a w i e n ) ,  d e n  28. N o -  
v e m b e r  1947.  

Summary  

O x y d i z e d  s t a r c h e s  c o n t a i n  k e t o  g r o u p s  a n d  c a r b o x y l  
g r o u p s .  A p r o c e d u r e  fo r  t h e i r  d e t e r m i n a t i o n  is  d e s c r i b e d  
w h i c h  a l r e a d y  h a s  p r o v e d  s a t i s f a c t o r y  f o r  t i l e  q u a n t i -  
t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e s e  g r o u p s  i n  o x y c e l l u l o s e .  

T h e  Ef fec t  o f  U l t r a s o n i c  V i b r a t i o n  
o n  B e n z o p y r e n e  

T h e  c a r c i n o g e n o u s  e f f e c t  o f  b e n z o p y r e n e  is  we l l  k n o w n .  
G e n e r a l l y  i t  is a p p l i e d  d i s s o l v e d  in  a l i p o i d - d i s s o l v i n g  
f l u id ,  a n d  t h e  s o l u t i o n  is u s u a l l y  d r o p p e d  s e v e r a l  t i m e s  
in  s e r i e s  e n t o  t h e  h a i r l e s s  s k i n  o f  a n i m a l s .  T u m o r s  a r e  
c a u s e d  a h n o s t  i n  100  % o f  t h e  c a s e s .  

I t  w a s  a q u e s t i o n  w h e t h e r  b e n z o p y r e n e  i n j e c t e d  i n t r a -  
v e n o u s l y  c o u l d  e q u a l l y  p r o d u c e  a c a n c e r .  T h i s  p r o b l e m  
b e c a m e  i m p o r t a n t  d u r i n g  D r .  BERENCSI 'S p r o c e e d i n g  i n -  
v e s t i g a t i o n s ,  a n d  i t s  s o l u t i o n  h a s  s i g n i f i c a n c e  f r o m  t h e  
p o i n t  o f  v i e w  o f  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s .  

F o r  t h e  e x p e r i m e n t s ,  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  d i s s o l v e  
b e n z o p y r e n e  in  w a t e r .  T h i s  b e c a m e  p o s s i b l e  b y  u l t r a -  
s o n i c  i r r a d i a t i o n  p r o d u c e d  b y  GARAY'S o s c i l l a t o r  1. T h e  
i n s t r u m e n t  w o r k e d  w i t h  a f r e q u e n c y  o f  300 kF iz ,  t h e  
i n t e n s i t y  o f  t h e  h i g h - f r e q u e n c y  c u r r e n t  b e i n g  450  l n A .  
T h e  v o l t a g e  u s e d  w a s  13 ,0  k V ,  t h e  t i m e  o f  i r r a d i a t i o n  
60 m i n .  B y  u l t r a s o n i c  v i b r a t i o n s  b e n z o p y r e n e  c o u l d  be  
b r o u g h t  i n t o  a b l u i s h - g r e e n  f l u o r e s c e n t  c o l l o i d a l  s o l u t i o n .  
T h i s  s o l u t i o n  w a s  s t a b l e  fo r  w e e k s .  U n d e r  t h e  f l u o r e s -  
c e n c e  m i c r o s c o p e  t h e  c o l l o i d a l  s o l u t i o n  s h o w e d  a l i v e l y  
f l u o r e s c e n t ,  s e e m i n g l y  m i c r o c r y s t a l l i n e  B r o w n i s h  m o v e -  
m e n t .  

I n  o u r  e x p e r i m e n t s  a b o u t  0 . 10  g b e n z o p y r e n e  w a s  d i s -  
s o l v e d  i n  5 c m  a o f  w a t e r .  T h i s  s o l u t i o n  w a s  i n j e c t e d  
i n t r a v e n o u s l y  i n t o  r a b b i t s  a n d  m i c e .  5 I ice  r e c e i v e d  o n c e  
a w e e k  0 .10  c n l  3 o f  t h e  s o l u t i o n ,  r a b b i t s  3 .0  c m  a, N u m b e r  
o f  t h e  i n j e c t i o n s  w a s  4 - - 6 .  A f t e r  t r e a t m e n t  t i l e  a n i m a l s  
w e r e  o b s e r v e d  fo r  a l o n g  t i m e .  M i c e  w e r e  o b s e r v e d  t i l l  
t h e i r  d e a t h .  D i s s e c t i o n  t o o k  p l a c e  in  a l l  c a s e s .  I n  t h e  
o r g a n s  o f  t h e  a n i m a l s  n o  t u m o r o u s  p a t h o l o g i ' c a l  c h a n g e s  
w e r e  e v e r  f o u n d .  D u r i n g  t h e  t r e a t m e n t  n o  m o u s e  d i e d .  
D e a t h  o c c u r r e d  fo r  o t h e r  r e a s o n s  3 - - 1 1  m o n t h s  a f t e r  
t r e a t m e n t .  T h e  r a b b i t s  c o n t i n u e d  t o  l ive  fo r  1 1/2 y e a r s  
a n d  n o  p a t h o l o g i c a l  c h a n g e s  w e r e  o b s e r v e d .  T h e  e x -  
p e r i m e n t s  h a d  t o  b e  l e f t  u n f i n i s h e d  o n  a c c o u n t  o f  w a r  
d i f f i c u l t i e s .  

1 K. GARAV, M. Orv. Arch. 44, 5 (1943). 


