
314 Br~ves communications - Brevi comunicazioni [EXPERIENTIA VOL. VII/8] 

entraln6 au cours de la s6paration chimique ; ces quanti-  
t6s entrain6es ont  6t6 d6termin6es par des mesures d 'ab-  
sorption et les activit6s correspondantes sont port6es 
dans les colonnes 10 et 13. Dans In colonne 14, sont indi- 
qu~es les activit6s totales (*~Ca et ~P)  retrouv6es apr~s 
chacune des s6parations chimiques. Chacune des valeurs 
indiqu6es dans le tableau est une moyenne des r6sultats 
obtenus au cours de trois on quatre  op6rations. 

Un  examen d 'ensemble du tableau montre  que les 
quanti t6s totales de radiocMcium et de radiophosphore 
retrouv6es dans les diff6rentes fractions repr6sentent  
bien les quantit6s mises en exp6rience. De plus, quelque 
soit le mode de s6paration chimique adopt6, une partie 
du radioisotope 6chappe h la s6paration chimique quand 
la quanti t6 de support  n 'es t  pas suffisante. Enfin, il n 'y  a 
pas de radioact ivi t6 entrain6e dans le cas des solutions 
E e t  G, ce qui prouve que les valeurs observ6es pour les 
autres solutions ne peuven t  pas s 'expl iquer  par une 
contaminat ion  survenue au cours de la manipulat ion.  

De l 'ensemble de ces rdsultats, nous pouvons conclure 
que dans le cas de faibles quanti t6s de calcium ou de 
phosphore stable, on obtient  de meilleurs r6sultats, 
pour le dosage des radioisotopes correspondants,  en 
adoptant  la m6thode bas6e sur la mesure d 'absorpt ion  
du rayonnement  6mis. Cette derni~re m6thode pr~sente 
un autre avantage  s6rieux en faisant r6aliser un gain de 
temps appr6ciable puisqu'elle supprime les tr~s longues 
s6parations chimiques. Enfin, signalons que le principe 
de cette m6thode de dosage peut  ~tre appliqu~ aussi 
pour l 'ut i l isat ion simultan6e d 'autres  isotopes radio- 
actifs. 

En  terminant ,  je t iens k remercier  bien v ivement  M. 
le Prof. G. GU£BEN pour l 'aide que je lui dois. Ivies re- 
merciements  vont  6galement ~ Miles N. GRISARD et  
T. VOSSlUS pour l 'aide technique revue au cours de la 
r6alisation de ce travail .  J~AN GOVAERTS 

Ins t i tu t  de physique nucl6aire de l 'Universi t6 de 
LiSge (Belgique), le 28 mars 1951. 

S u m m a r y  
A method is described by means of which radiocalcium 

and radiophosphorus can be used simultaneously in 
biological t racer  work. The chemical separation is eli- 
minated  when the different beta  energies of these two 
isotopes are used. An aluminium absorber of 0.5 mm 
stops all of the 45Ca-fl-rays, but  reduces the ac t iv i ty  
of the 3:p by a factor of about  2.7. A sample containing 
both isotopes is first measured wi thout  absorber, giving 
th  e ac t iv i ty  due to both isotopes; the ac t iv i ty  measured 
with absorber mult ipl ied by  2-7, will give the 3,p con- 
t r ibut ion;  the 4~Ca contr ibut ion is then calculated from 
the difference. 

D i e  A u s s c h a l t u n g  des  A z e t e s s i g s i i u r e f e h l e r s  
be i  der  B r e n z t r a u b e n s i i u r e b e s t i m m u n g  

Die auf dem Prinzip der Hydrazonbi ldung mit  dem 
2,4-Dinitrophenylhydrazinreagens beruhende Nachweis- 
methode ftir Brenztraubens~ure (BT S) nach Lu 1, KLEIN*, 
FRIED~IANN und HAUGEN ~ und anderen Autoren ha t  
den Nachteil,  dab die Reakt ion  fiir diese e-Ketosliure 
nieht spezifisch ist. Es reagieren vielmehr noch eine 
ganze Anzahl yon anderen im Blur vorkommenden  
~-Ketos~uren, aber auch einige fi-Ketos~uren unter  Bil- 

1 G. D. Lu, Biochem. J. 33, 249 (1939). 
2 D. KLEIN, J. Biol. Chem. 1.37, 311 (1941). 

T. E. FRIED~MA~ und G. E. HAUGON, J. Biol. Chem. 147,415 
(19-t3). 

dung eines gef~.rbten 2,4-Dinitrophenythydrazons.  In 
tier Li te ra tur  ist schon wiederholt  darauf  aufmerksam 
gemacht  worden, dab speziell die Azetessigs~iure als 
quan t i t a t iv  am st~rksten ins Gewicht fallende fl-Keto- 
s/ture bei der Bes t immung der BTS st6rt. Deshalb wur- 
den verschiedene Verfahren zur El iminierung der Azet- 
essigs~iure ausgearbeitet .  FRII~:DEMANN und HAUGEN hal- 
ten es fiir ausreichend, das trichloressigsaure Blutf i l t rat  
fiber Nacht  im Eis stehenzulassen, um den angeblich ge- 
ringen St6rungseffekt der Azetessigsliure zu beseitigen. 
KLEIN benii tzt  zur EnteiweiBung Wolframat-Schwefel-  
s~ture s ta t t  Trichloressigs~ure und 1Al3t das mit  Xthyl- 
azetat  extrahier te  Hydrazon tiber Nacht  stehen. ELGART 
und NELSON 1 kochen nach EnteiweiBung mit  Wolframat- 
Schwefels~ure das Fi l t ra t  unter  Zusatz v o n  konzentrier- 
ter  Salzs~ure eine Stunde lang im Wasserbad. Dasselbe 
Verfahren;  in leicht modifizierter  F o r m ,  beniitzen 
LESTRADIZT und GUEST 2. 

Wir  haben uns im Zusammenhang mit  unseren Unter- 
suchungen fiber den BTS-Stoffwechsel  bei der diabeti- 
schen Azidose die Frage vorgelegt,  in welchem Mage die 
Azetessigs~ure bei der BTSZBest immung nach FRIt~DE- 
MANN und HAOGEN Fehler  verursachen kann. Die aus 
diesem Grunde vorgenommenen Best immungen zur 
Feststet lung der Hydrazonbi ldung aus Azetessigs/iure 
i n  w~.sseriger LSsung sowie bei Zusatz zu Blur sind in der 
Tabelle I zusammengestell t .  

Untersucht  wurde der Dosenbereich von 100-1000 y, 
das entspricht  etwa einem Azetessigs~uregehalt des Blu- 
tes yon 10-100 rag%. Wie die erhaltenen Werte  zeigen, 
werden in w~tsseriger L6sung zwischen 6,0 und 7,1% 
schwankende Azetessigs~turemengen als BTS  nachge- 
wiesen. Im  Zusatzversuch zu Blur liegen die Werte  mit  
6,6 bis 8,0 % etwas h6her. Da bei der diabetischen Azidose 
eine st~irkere Vermehrung der Azetessigs~ure regelm{igig 
vorkommt,  bedeutet  die Ausschaltung dieses Fehlers bei 
der Best immung der BTS eine unbedingte Notwendigkeit .  

Das yon ELGART und NELSON vorgeschlagene Ver- 
tahren des einstfindigen Kochens unter  Zusatz yon 
konzentr ier ter  Salzs/iure schien uns wegen der bekann- 
ten Empfindl ichkei t  der KetosAuren gegen starke che- 
mische Eingriffe ungeeignet. Wenn man das Btutf i l t rat  
1 Stunde lang der Hydrolyse  in stark saurer L6sung bei 
100 ° aussetzt, besteht  die Gefahr unkontrol l ierbarer  und 
tiefgreifender Zerst6rungs- und Umwandlungsprozesse,.  
die die nachfolgende Reakt ion mit  Dini t rophenylhydra-  
zin uniibersichtlicher machen. 

Da anderseits die Azetessigs/ture durch starke Zer- 
setzlichkeit  (unter Bildung yon Azeton und Kohlen- 
siiure) in saurer L6snng beim Erw~irmen charakterisiert  
ist, haben wir versucht,  mit  einer kiirzeren Kochzeit  aus- 
zukommen. AuBerdem haben wir auf einen besonderen 
HC1-Zusatz verzichtet ,  denn bei der Enteiweil3ung mit 
Trichloressigs~iure besteht  bereits ein p H  von 1. Diese 
Versuche ergaben das vollst~tndige Verschwinden der 
Azetessigsiture schon nach 5 Minuten dauerndem Ein- 
stelten in kochendes Wasser (siehe Tabelle I), Papier- 
chromatographische Nachpriifung hat  ergeben, dab bei 
diesem Verfahren tats~chlich alle Azetessigs~ure zer- 
st6rt wird. 

VCeiter erhob sich die Frage, ob durch das fiinfminutige 
Erw~trmen auch Verluste an BTS verursacht  werden. In 
Tabelle I I  und I I I  sind die gefundenen Werte  vor und 
nach der Kochprozedur angegeben. Es zeigt sich sowohl 
fiir die w~sserige L6sung als auch fiir den BTS-Zusatz 
zum Btut, dab der Kochver lus t  unter  10 % betr~igt. Wir 

1 S. ELaART und N. N~'LSO~, J. Biol. Chem. 188, 443 (1941). 
2 H. LESTRADET und G.M. GUEST, Presse m~d. 89, 375 (1951); 

Ann. Biol. Clin. 9, 183 (1951). 
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Tabelle I 
Hydrazonbitdung aus azetessigsaurem Natrium in wiisseriger LSsung 

und bei Zusatz zu Blur 

Als B T S  direkt 
Einwaage in 7 

azetessig- in w/is- 
saurem seriger bei Zusatz in wiis- 

zu Blut Natrium L6sung seriger 
rag% rag% Lbsung 

100 0,65 0,72 
200 1,26 1,60 
300 2,04 2,20 
400 2,76 3,10 
500 3,10 3,30 
600 3,60 5,00 
7OO 4,54 5,40 
800 5,66 6,10 

[ 900 6,32 6,50 
1000 6,66 7,50 

Als B T S  in % der ein- 
gewogen Azelessigsdure 

,,,," 

6,5 
6,3 
6,8 
6,9 
6,2 
6,0 
6,4 
7,1 
7,0 
6,7 

BTS 
naeh 

bei Zusatz Koehen 
zu Blut 

7,2 
8 
7,3 
7,7 
6,6 
8 
7,7 
7,7 
7,2 
7,5 

Tabelle I I  
Hydrazonbildung aus BTS, ohne und mit ffinfnfinutigem Koehen, in 

w~isseriger LSsung 

BTS direkt BTS naeh Kochen Verlust % 
rag% mg% 

0,96 0,88 8,3 
2,08 1,93 712 
2,98 2,70 9,4 
4,14 3,92 5,3 
4,95 4,85 2,0 

I 

Tabelle I I I  
Hydrazonbildung aus BTS, ohne und mit fiinfminutigem Noehen, 

BTS-Zusatz zu Normalblut 

BTS direkt BTS nach Koehen Verlust 
rag% rag% % 

1,2 Blur allein 
BTS-Zusatz, 

abziiglich 
]31utwert 1,1 

2,8 
5,4 

10,4 

1,1 0 
2,7 3,6 
5,1 5,6 
9,6 7,7 

g lauben  also, m i t  d e m  sehr  e infachen Ver fahren  des 5 
M i n u t en  d a u e r n d e n  Siedens  des t r i ch loress igsauren  Fi l -  
t r a t e s  vo r  d e m  Zusa tz  des 2 ,4 -Din i t ropheny lhyd raz in s  

e inen zuverl i iss igen Weg  zur Ausscha l tung  des Azetess ig-  
s~urefehlers  bei der  B T S - B e s t i m m u n g  ge funden  zu 
haben .  I m  fo lgenden  wird  de r  yon uns a n g e w e n d e t e  ge-  
n a u e  U n t e r s u c h u n g s g a n g  beschr ieben,  der  im P r i n z i p  
der  Methode  nach  FRIEDEMANN und  HAUGEN en t sp r i ch t .  

M e t h o d e  

1 cm 3 ungeronnenes  Vol lb lu t  (L iqueminzusa t z  s t6 r t  
nicht ,  sehr  genaue  A b m e s s u n g  erforderl ich)  wird  sofor t  
nach  der  B l u t e n t n a h m e  m i t  5 cm s 10prozent iger  Tr i -  
chloressigsAure zwecks E n t e i w e i ~ u n g  mi t  Glass tab  gu t  
durchmisch t .  Zent r i fug ieren .  Anschliel3end wi rd  das 
Mare Zen t r i fuga t  in e inem kleinefl  Reagensg las  in ko-  
ehendes  W a s s e r  v e r b r a c h t  und  5 Minu ten  a m  Sieden er-  
ha l ten .  N a c h  Abk i ih lung  werden  3 c m  3 des Zen t r i fuga te s  
m i t  1 cm 3 e iner  0 ,1prozent igen  2 ,4 -Din i t rophenyl -  
hydraz in lSsung  (alas H y d r a z i n  wi rd  m i t  2 n HC1 gel6st) 
im kle lnen Sch i i t t e l t r i ch t e r  v e r s e t z t  und  5 Minu ten  
reag ie ren  gelassen (Zeit genau  e inha l t en  l). Anschliet3end 
Zugabe  yon  3 cm ~ re ins t em Toluol .  1 Minu te  kri~ftig 
durchscht i t t e ln ,  s tehenlassen  bis zur  T r e n n u n g  yon  To-  
l u o l e x t r a k t  und  wlisseriger L6sung.  Ve rwer fung  der  
wRsserigen Phase.  D e m  T o l u o l e x t r a k t  werden  6 cm 3 
10prozent ige  N a t r i u m k a r b o n a t l S s u n g  zugesetzt ,  d a n n  
wi rd  w iede rum 45 Sekunden  krAftig gescht i t te l t .  Die  
T r e n n u n g  der  P h a s e n  wi rd  abgewar t e t ,  dann  e r fo lg t  
F i l t r i e r u n g  der  w/isserigen Phase  in e in  Reagens r6hrchen .  
3 cm 3 des F i l t r a t e s  we rden  m i t  3 cm a N a t r i u m k a r b o n a t -  
16sung in e inem 50-cm3-Er lenmeyerk61bchen  ve rd i inn t .  
Dieser  LSsung werden  vo r  der  p h o t o m e t r i s c h e n  Ablesung  
5 cm s 2n  N a t r o n l a u g e  zugesetz t ,  wodu rch  Ro t f f i rbung  
auf t r i t t .  N a c h  5 M i n u t e n  S tehenlassen  wird  pho to -  
me t r i e r t  (am L u m e t r 0 n  B l a u - G r i i n - F i l t e r  Nr.  490 be- 
n i i tzen,  am  P u l f r i c h - P h o t o m e t e r  F i l t e r  S 47), 

Es  ist  no twendig ,  vo r  Beginn  der  B T S - B e s t i m m u n g  
im  Blu r  eine E i c h k u r v e  m i t  r e in s t em N a t r i u m p y r u v a t  
ode r  re inster ,  fr isch des t i l l ie r te r  B T S  au fzunehmen .  Die  
LSsungen  bei der  B e s t i m m u n g  der  E i c h k u r v e  werden  
ebenso  b e h a n d e l t  wie das  Blur .  S. MARKEES 

Wissenschaf t l iches  L a b o r a t o r i u m  der  F i r m a  Hoff -  
m a n n - L a  Roche ,  Basel,  den  21. Apr i l  1951. 

S u m m a r y  

In  t he  presence  of ace to  acet ic  acid  the  e v a l u a t i o n  of 
p y r u v i c  acid  wi th  2 ,4 -d in i t ropheny lhydraz in  is d i s tu rbed  
because  6-- 8 % of ace to  ace t ic  acid  are d e t e r m i n e d  as c o -  
loured  h y d r a z o n  wi th  t he  usua l  me thod .  The  e l im ina t i on  
of  ace to  acet ic  acid can  be o b t a i n e d  by  p u t t i n g  the  f i l t r a t e  
a f t e r  dep ro t e in i za t i on  w i t h  t r i ch to race t i c  ac id  in to  
boi l ing  w a t e r  dur ing  5 minu tes .  Less t h a n  10% of 
p y r u v i e  acid  are  des t royed  by  this  p rocedure .  

I n f o r m a t i o n s  - I n f o r m a t i o n e n  - I n f o r m a z i o n i  - N o t e s  

S T U D I O R U M  P R O G R E S S U S  

T h e  R ela t ive  S tab i l i ty  of  S t e r e o i s o m e r i c  F o r m s  

of  F u s e d  R i n g  S y s t e m s  

By WILLIAM S. JOItNSON 1 

The  m e t h o d  of con fo rma t iona l  analysis  as appl ied  so 
f ru i t fu l ly  to  t he  s teroids  b y  BARTON 2 can  be e x t e n d e d  to 

1 Dep" °f Chemistry'Univemity °f Wisc°nsin'Madis°n'Wise"U'S'A" 
2 D. H. R. BARTON, Exper. 6, 312 (1950). 

r a t iona l ize  the  r e l a t ive  s t ab i l i t y  of ce r ta in  fused r ing  
sys tems .  T h e  p remise  t h a t  t he  cyc lohexane  r ing  is 
s ign i f i can t ly  more  s tab le  in t he  cha i r  t h a n  t h e  b o a t  
form,  and  t h a t  subs t i t uen t s  on t h e  r ing  are  more  s tab le  
in the  equa to r i a l  (e) t h a n  the  po la r  (p) c o n f o r m a t i o n  is 
nov,- well  accep ted  1. As has  a l r eady  been  po in t ed  o u t  ~, 
in 1 ,2-d isubs t i tu ted  cyc lohexanes  i t  is possible for b o t h  
subs t i tuen t s  to be equa to r i a l  only  when  t h e y  have  the  
t rans  conf igura t ion ,  while wi th  the  subs t i t uen t s  cis i t  is 
necessary  t h a t  one of t h e m  assume a po la r  c o n f o r m a t i o n ;  

1 For a summary of evidence see ref. 2. 


