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v o m  Stop.  205-213 ° k und [u]~ = + 106 ° ~ 3 ° ( in)~tha-  
nol). 
C~IH~O~: ber.  C 71,96, H 9,78 %, gel.  C 71,73, H 9 ,88%.  

Seine K o n s t i t u t i o n  wurde  bewiesen  durch  O x y d a t i o n  
m i t  Chromsgure  u n d  B e h a n d l u n g  m i t  D i a z o m e t h a n ,  die 
z u m  3 ,7-Dike to-~i t io -a l locholans~ure-methyles te r  (XI)  
f i ihr ten.  Dieses Pr/~parat  zeigte  ke ine  S c h m e l z p u n k t s e r -  
n iedr igung  im Gemisch  m i t  a u t h e n t i s c h e m  X I  ~, w/ ihrend 
m i t  d e m  3 ,11-Diketo-es ter  eine s ta rke  Depress ion  ein- 
t r a t .  Die  s ter ische Lage  der  7 - H y d r o x y l g r u p p e  (fl) er-  
g ib t  sich aus d e m  Vergle ich  der  mo leku la ren  D r e h u n g e n  *. 

Die  mikrob io log ische  H y d r o x y l i e r u n g  s h a t  gegeni iber  
de r j en igen  m i t  N e b e n n i e r e n - H o m o g e n a t e n  den  grossen 
Vor te i l ,  dass  die R e a k t i o n s p r o d u k t e  racis t  l e ich te r  ab-  
z u t r e n n e n  sind, da  die K u l t u r e n  keine  Vie lzahl  yon  nahe  
v e r w a n d t e n  V e r b i n d u n g e n  (Nebenn ie ren r inden -Hor -  
m o n e  aus der  Drfise) en tha l t en .  D a m i t  wird  auch  die 
Z u o r d n u n g  y o n  in k le inen  Mengen  anfa l l enden  N e b e n -  
p r o d u k t e n  z u m  Reak t i onsgeschehen  sieherer .  I m  Ge- 
gensa tz  zu den  re in  chemischen  Methoden ,  die im  all- 
geme inen  die n u r  schwer  ve r se i fba ren  11~-Azetoxy-  
D e r i v a t e  l iefern,  erh~l t  m a n  bei  der  mikrob io log i schen  
G e w i n n u n g  die ]mien 11e-Oxy-Verb indungen ,  die 
einzig fl i t  die Tes t i e rung  der  A k t i v i t ~ t  in  F r a g e  k o m -  
rilen. 

I m  H i n b l i c k  au f  die in l e t z t e r  Zei t  e r n e u t  in G a n g  ge- 
k o m m e n e  Suche  nach  der  noch  u n b e k a n n t e n  Subs tanz  
aus N e b e n n i e r e n  m i t  s t a rk  eminera locor t ico ider~  Wi r -  
kung  ~, bei  der  m a n  auch  E p i m e r e  der  b e k a n n t e n  Neben-  
n i e ren -S te ro ide  in B e t r a c h t  zieht ,  w u r d e n  die Verb in-  
d u n g e n  I (11-epi-M),  I V  (11-epi -eor t icos teron)  und  X im 
l~ber lebens tes t  an  e p i n e p h r e k t o m i e r t e n  H u n d e n  ge- 
priift~. Alle drei  Subs t anzen  waren  bei  t~gl ich e inmal iger ,  
s u b k u t a n e r  I n j e k t i o n  in 61iger L6sung  wenn  f iberhaupt ,  
so wesen t l i ch  schw/icher  w i rk sam als Desoxycor t i -  
costeron.  

F .  x~3¢'. KAHNT, CH. MEYSTRE, R .  ~EHER, 
E .  VlSCHE~ und  A. W E ~ S ~ E I ~  

Forschungslaboratorien der Ciba Aktiengesellschafl, 
Basel, _Pharmazeutische ,4 bteilung, den 10. August 7952. 

Summary  

N e w  obse rva t ions  on the  necessa ry  cofac tors  for  t h e  
h y d r o x y l a t i o n  of s te ro ids  us ing ad rena l  h o m o g e n a t e s  are  
descr ibed.  

B y  microbio log ica l  h y d r o x y l a t i o n  of s teroids  prefer-  
ab ly  in 11~-posi t ion us ing molds  i. a. t he  n e w  11-epimers  
of co r t i cos te rone  and  17-hydroxy-cor t i cos t e rone  h a v e  
been  ob ta ined .  T h e y  are  l ack ing  h igh  mine ra locor t i co ida l  
ac t i v i t y ,  

1 T. REICHSTEIN und H, G. FUCHS, Helv. chim. Acta 22, 1160 
(1934). 

M D (X)-M D (IX) ~ + 80. Drehungsbeltrag des 7fl-Hydroxyls 
in der 7-Oxy-cholestanolreihe = + 121, des 7~¢-Hydroxyls = - -  60 
(vgl. FIESER und FIESER, 1. c., S. 216). 

a Vgl. auch die Einwirkung yon Streptomyees-St/immen, die nach 
D. R. COLmGWORTH, M. P. BRVSNER und W.J. HAIsEs, J. Amer. ChEm. 
Soc. 7~, 2381 (1952), zu Ilfl-Oxy-Verbindungen ffihrt, some diejenige 
yon Proactinomyces-St/immen zu 16~-Oxy-Verbindungen: D. PERL- 
MAWr, E. TItus und U. FaraD, J. Amer. Chem. Soc. 74, 2126 (1952). 

J. F. TAIT, S. A. SIMPSO~r und H. M. GRUNDY, Lancet Z62, 12g 
(1952). - S. A. SrMPsou und J. F. TAIT, Endocrinology 50, 150 (1952). 
- H. M. GRVSDY, S. A. S~MI'S0S und J. F. TAIv, Nature 169, 795 
(1952). 

a Dr. F. GRoss yon unserer biologischen Abteilung danken wir 
ffir die Durchffihrung dieser Teste. 

t ~ b e r  e i n  n e u e s  T r i s a c c h a r i d  

Im Ver lauf  p a p i e r c h r o m a t o g r a p h i s c h e r  U n t e r s u c h u n -  
gen t iber  die Bez iehungen  zwischen N e k t a r  und  Ph loem-  
saf t  w u r d e n  versch iedene  Monosacehar ide  in die Stoff-  
I e i tungsbahnen  von  Impatiens Holstii eingef i ihr t .  Die  
ex t r a f io ra l en  N e k t a r i e n  yon  I m p a t i e n s  sezern ieren  u n t e r  
na t i i r l i chen  B e d i n g u n g e n  im Gegensa tz  zu den meis ten  
i ibr igen Pf l anzen  reine Saccharose .  D u r c h  die I n j e k t i o n  
eines Monosacchar ids  (Arabinose,  Glukose,  F ruk tose ,  
Sorbose usw.) ins P h l o e m  t r a t  i m  N e k t a r  eine ganze 
R e i h e  y o n  Zuckern  auf, n i iml ich  F r u k t o s e ,  Glukose,  
Saccharose ,  Raf f inose  u n d  ein neue r  Zucker ,  nennen  
wi r  ihn  c~Impatiose~. D e r  RF-Wert der  Impa t i o se ,  der  
m i t  der  Trenn lSsung  B u t a n o l - E s s i g ~ W a s s e r  1 zwischen 
den jen igen  yon  Saccharose  und  Raf f inose  liegt,  1/isst auf  
ein Di-  oder  Tr i sacchar id  schliessen (siehe Tabel le) .  Der  
Zucker  r eag ie r t  m i t  den  i ib l ichen E n t w i c k l u n g s m i t t e l n  
genau  wie Saccharose ,  das  he i s s t  m i t  N a p h t h o r e s o r z i n -  
Trichloress igsi iure  ~ rot ,  A n i l i n o x a l a t  ~ b r a u n  und  Anit in-  
p h t h a l a t  a schwach  braun .  Mit  T r i p h e n y l t e t r a z o l i u m -  
chlor id  (TTC)a en twickel t ,  zeigt  der  Zucker  keine Reak-  
t ion ,  das heisst ,  er is t  n ich t  reduz ie rend .  

Raffinose 
Impatiose 
Glukose-Fruktosid 
Saccharose 
Glukose. 
Fruktose 

R 
Fr 

0,25 
0,35 
0,52 
0,58 
0,84 
1,00 

Es  w u r d e n  q u a n t i t a t i v e  B e s t i m m u n g e n  der  H y d r o l y -  
sa te  durchgef i ih r t .  Zu d iesem Zweck  wurde  der  Zucker  
n a c h  d e m  T r e n n u n g s v o r g a n g  aus d e m  C h r o m a t o g r a m m  
e x t r a h i e r t  und  auf  e in  neues  F i l t e r p a p i e r  aufge t ragen .  
Die  H y d r o l y s e  er folgte  d i rek t  au i  d e m  Pap ie r  m i t  In- 
ve r t a se  5. Auf  diese Weise  k6nnen  die H y d r o l y s a t e  gleich 
d a r a u i  c h r o m a t o g r a p h i e r t  werden .  Die  q u a n t i t a t i v e n  
B e s t i m m u n g e n  w u r d e n  au f  zwei  ve r sch iedene  Ar ten  
durchgef i ih r t ,  eif lerseits  m i t  TTC,  anderse i t s  w u r d e n  die 
C h r o m a t o g r a m m e  m i t  A n i l i n o x a l a t  e n t w i c k e l t  u n d  die 
F lecke  p l a n i m e t r i e r t  6. Das R e s u l t a t  wa r  bei be iden  Me- 
t h o d e n  F r u k t o s e  : Glukose  = 2 : 1. E ine  par t ie l le  Hydro -  
lyse m i t  n/50 HC1 e rgab  F r u k t o s e  + Glukose  + Saccha-  
rose. Das  Ganze  d e u t e t  also daraufh in ,  d a s s e s  s ich um 
ein Tr i saccha r id  hande l t ,  das  aus  Saccharose  u n d  Fruk-  
rose bes teht .  Die  hyd ro ly t i s che  S p a l t u n g  m i t  Inve r t a se  
war  in zwei  Fii l len n a c h e i n a n d e r  unvol ls t i indig .  Beide 
C h r o m a t o g r a m m e  w u r d e n  m i t  T T C  en twicke l t  und 
ze ig ten  F r u k t o s e  + Glukose  (Spur) + e inen  F l e c k  (redu- 
z ierend !) d i r ek t  f iber Saccharose .  Es  h a n d e l t  s ich in die- 
sere Fa l l  o f fenbar  u m  die S p a l t u n g  der  Saccharose  des 
Tr isacchar ids .  De r  d r i t t e  F l eck  mtisste  dann  das redu- 
z ierende G lukose -F ruk tos id  sein. 

B r i n g t  m a n  in einige K u b i k z e n t i m e t e r  e iner  sieben- 
p rozen t igen  LSsung  re ins te r  Saccharose  100 $,g des ver-  

x S. M, PARTRiDgE und R. G. V~ESTHALL, Biochem. J. ~2, 238 
(1948). 

S. M. PARTRID6E, Bioehem. Soc. Symposia 1951, Nr. 3, 52. 
a S. M. PARTRmG~, Nature 164, 443 (1949), 
4 K. WALLENFELS, Naturwissensehaffen 37, 491 (1950). 
s K. T. \¥ILLIAMS und A. BEVE~UE, Science 113, 582 (1951). 
6 R. B, FISHER, D. S. PARSONS und G. A. MORRISON, Nature 161, 

764 (1948). 
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~inderten Impat iensnektars ,  und stellt  man diese L6sung 
in den Kfihlschrank, so finder man nach 1 ~/2-2 Monaten 
nicht  mehr  reine Saccharose, sondern ein Gemisch yon 
Fruktose + Glukose + Saccharose + Impatiose.  Die 
Glukose ist  in deutl ich messbar gr6sserer Menge vorhan- 
den als die Fruktose,  was wiederum auf die postulierte 
Zusammensetzung des Trisaccharids hinweist. Ffir die 
Ver~nderung der Saccharose kann eine Bakterieninfek- 
tion nicht in Frage kommen, denn erstens ist die L6sung 
steril, und zweitens zeigt eine mit  Bakter ien oder Pilzen 
infizierte L6sung stets dehydrier te  Produkte.  Es k6nnen 
nur Fermente  fiir-diesen Umbau  verantwort l ich gemacht  
werden, die v o n d e r  Pflanze mit  dem l~ektar ausgeschie- 
den wurden. 

Da es sich durchweg um Durchlau iehromatogramme 
handelt ,  wird s tar t  dem RF-Wert  der RF,-Wert  (aui die 
Fruktose  bezogen) angegeben. 

M. ZIMMERMANN 

P/lanzenphysiologisches Institut der E TH., Zi~rich, den 
t 7. August 1952. 

Summary 

After  the injection of different monosaccharides into 
the phloem of Impatiens Holstii, several sugars can be 
detected in the nectar  usually consisting of pure saccha- 
rose, Paper  chromatography indicates tha t  besides fruc- 
tose, glucose, saccharose and raffinose a new sugar called 
"impatiose" is secreted. Hydrolysis  suggests t h a t  "im- 
pat iose"  is a trisaecharide composed of two molecules of 
fructose and one molecule of glucose. The nectar  con- 
tains enzymes which cause the t ransformat ion of sugars. 

A New Method for Qualitative and Quantitative 
Study of Aminoaciduria by Paper 

Chromatography 

The qual i ta t ive and quant i ta t ive  determinat ion of the 
amino acids excreted in urine has become of importance 
for the diagnosis of several diseases. Direct  paper chro- 
matography  of urine samples usually gives poor results. 
Concentrat ion of many  amino acids is low in both normal 
and pathological  human urines, and the presence of urea 
and salts interfers wi th  the chromatographic  separation 
and the quant i ta t ive  evaluation.  

We have found tha t  prel iminary decomposit ion of 
urea by urease, followed by desalting of the concen- 
t ra ted  urine sample, gives normal, clear chromatograms,  
wi thout  modificat ion of the R/ values obtained with 
pure amino acids solution. This method so increases the 
sensit ivi ty tha t  traces of amino acids in urine, h i ther to  
undetectable  by usual methods,  are easily revealed. 
Such sensitive qual i ta t ive  analysis is already giving 
very valuable da ta  to the clinician. For  a more accurate 
evaluat ion of the amounts  of amino acids present, the 
quant i ta t ive  determinat ion according to BOISSONNAS x 
is applied and gives results reproducible within a relat ive 
l imit  of =t= 10 %, which is quite  sat isfactory for a quant i -  
ta t ive  clinical s tudy of aminoaciduria.  

To 250 cm a of the urine to be examined, contained in 
a 300 cm ~ round-bot tomed neck flask, are added 5 mg of 
commercial  urease (Bios Laboratories Inc., New York). 
After 24 h at  room tempera ture  the flask is placed in a 
boilling water  ba th  and a glass tube of 5 mm width, 
connected to a water  pump, is introduced through the 

neck of the flask so as to reach to about  1 cm above the 
level of the urine. This procedure allows the concentra-  
t ion of the urine to less than 10 cm 3 in 2 to 3 h. The 
volume of the l iquid is completed to  10 cm 3 and after  
f i l tration the solution is placed in the desatting apparatus  
described by CO~SDEN, GORDON and MAI~TINL By  the 
use of an initial current  of 1 A the solution is desalted 
within 4 to 5 h. The solution obtained is eventual ly  neu- 
tralized to l i tmus by a few drops of 1 M sodium bicar- 
bonate solution and is now ready for chromatographic  
separation. The paper chromatographic  separation can 
be effected by any procedure already described for the 
separation of amino acids from protein hydrolysates ~'. 
The analysis is effected in triplicate, using 20 mm a of 
concentrated desalted urine for each chromatogram. 
After  the chromatographic  runs, i t  is i m p o r t a n t  to dry 
the paper  sheets a t  tempera tures  not  exceeding 50°C 
in order to avoid the part ial  destruction of amino acids 
which occurs, in the presence of organic solvents, by  
heat ing over  50°C. Traces of phenol, which often interfer 
with the revelat ion or the chromatography in another  
direction, are best removed by running 2 chromato-  
graphies with ether, which bring the phenol to the front 
line wi thout  displacing the amino acids. 

The dry sheets are then  heated for 2 h a t  100°C and 
examined under ul t raviolet  light. The spots are l ightly 
marked with pencil. One sheet is sprayed with a highly 
sensitive ninhydrine reagent  (400 mg of ninhydrine,  
90 cm 3 of secondary bu ty l  alcohol, 5 cm a of 1 N aqueoas 
N a O H  and 5 cm 3 of 2 N aqueous acetic acid) and heated 
for 5 min a t  100°C. By comparison with  the amino acid 
spots appearing on this first sheet, the  position of the 
spots on the two other, unrevealed sheets i sde f in i t ive ly  
marked with  a pencil. Those two sheets are uniformly 
sprayed with a 1% methanolic  solution of KOH,  dried 
10 min at  50°C, and the marked spots are cut  from the 
sheets. The amount  of amino acids they contain is de- 
termined colorimetrically according to BOISSONNAS 3. The 
results of this duplicate analysis agree within a relat ive 
l imit  of :]: 10 %. 

R. A. BOISSONNAS and S. Lo BIANCO 

Department o/Organic Chemistry, University o/ Geneva, 
August 15, t952. 

Rdsumd 

Une nouvelle m4thode pour l 'analyse qual i ta t ive  et  
quan t i t a t ive  des acides aminds excr6t6s dans l 'ur ine est 
d6crite. L'urine,  concentr4e, d6salifi6e et  d6barrass6e de 
l 'ur6e qu'el le eontient,  est soumise ~ une chromato-  
graphie sur papier, et  les acides amin4s sont d6terminds 
qua l i t a t ivement  ou dos6s quan t i t a t ivemen t  par colori- 
m6trie. 

Des traces d'acides amin4s, qui ne pouvaient  jusqu' ici  
~tre mises en 6vidence par les techniques d6crites darts 
la l i t tdrature,  peuvent  facilement ~tre d6tect6es par 
cet te  nouvelle m6thode. 

1 R. CO.~SDE~, A. H. GORDON, and A. J. P. MARTIN, Biochem. 
J..41, 591 (1947). 

z R. WILLIAMS and H. M. KIRBY, Science 107, 481 (1948). - 
R. A. BOISSONNAS, Helv. chim. Acta 33, 1966 (1950). - C. E. DENT, 
Biochem. J. 43, 169 (1948). - R. CONSDEN, A. H. GORDON, and A. 
J. P. MARTIN, Biochenl. J'. 38, 224 (1944). 

3 R. A. BOISSONNAS~ Helv. chim. Acta 33, 1981 (1950). 

1 R. A. BOISSONNAS, Helv. chim. Acta 33, 1981 (1950). 


