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115. Zur Bestimmung des Aneurins im menschlichen Harn 
von M. Kofler und L. Sternbaeh. 

(4. VIII. 41.) 

Unter den chemischen Bestimmungsniethoden von -4neurin ist 
die von Jansenl) eingefuhrte Thiochrom-Methode die gebrauchlichstcl. 
Sie beruht auf der Oxydation von Aneurin zu Thiochrom, das rnit 
Isobutanol ausgeschiittelt und fluorometrisch bestimmt u ird. Die 
Bestimmung iier Flu orescenzhelligkeit kann untsr Veru-endung von 
elektrischen und optischen Messgeraten a usgefuhrt werdenl), tloch 
kommt man aueh o hne diese Hilfsniittel zu bcfriedigenden Ergeb- 
nissen. Man bringt in diesem Falle die zu untersuchentle Losung 
und eine Losung von bekanntem Thiochromgehal t vor die Quarzlampe 
und verdiinnt eine Losung so lange, bis man den Einilruck gleicher 
Fluorescenzhelligkeit hat 2) .  

Fur die Bestimrnung des Aneurins im Harn sind verschietienc 
Variationen der Thiochrommethode beschrieben u-orden3)*). Dabei 
kann man, abgesehen von der Art der Xessung der Fluorescenzhellig- 
keit xwei Hauptrichtungen unterscheiden : Einigc Autoren adsor- 
bieren das Aneurin an ein Pulver mit groswr Oberflache (2 .13 .  Fran- 
konit) und oxydieren erst das vom Adsorbens abgeloste ,lneurin, 
andere oxydieren Aneurin im Harn direkt ohne vorherige Abl ren- 
nung. Die Frage, ob es notig sei, Aneurin vor seiner 0xyd:rtion zu 
Thiochrom aus dem Harn durch Adsorption herauszuholen oder oh 
eine Oxydation direkt im Harn zuliissig xei, ist Gegenstand vieler 
Diskussionen gewesen und bis heute noch nicht eintleutig entschieden 
worden. Fur das Verfahren mit Adsorption sprirht die Tatsache, 
dass dadurch eine weitgehende Treniiung yon Harnbestandtcden er- 
reicht wird, welche die Fluorescenz iles Thiochroms beeintrwch tigen 
konnen. AnderereeiLs bedeutet das Adsorbieren ein Komplikation 
und schliesst die Moglichkeit von Verlusten in sich. 

Die Hauptschwierigkeit bei der Bestimmung von dneiirin ini 
Harn liegt darin, dass dieser noch andere fluorescierende Stoffe ent- 
h d t ,  die sich bei der Bestimmung des Antwrins stdrend bernerkbar 
machen. Auch bei den mit Adsorption arbeitenden Verfahren gelangt 
ein Teil der fluorescierenden Stoffe rnit in die Losung, in welcher 
Aneurin schliesslich bestimmt wird, wenn schon auf dieseni Gebiete 

l )  Jamen,  B. C .  P., R. 55, 1046 (1936). 
2 ,  Rarrer ,  W., Kubli. C., Helv. 20, 369 (1937). 
3, Westenbrznk, H .  G. K., Goudsnzzt, b., Nederl. Tljdschr. C:eiieeskundc 81, 2632 

(1937). 4, Iiarrer, W., Helv. 20, 1147 (1947). 
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durch geeignete Wahl von Adsorptionsmitteln Verbesserungen erzielt 
worden sindl). 

Bei den direkten Verfahren, die ohne Adsorption auskommen, 
ist man genotigt, die storende Nebenfluorescenz durch geeignete 
Vorbehandlung des Harns moglichst zu entfernen2)s). Nach Ritsert4) 
sol1 es moglich sein, bei genauer Einhaltung der von ihm angegebenen 
Versuchsbedingungen die Nebenfluorescenz restlos zu eliminieren. Wir 
konnten dagegen in Ubereinstimmung mit anderen Autoren5) kon- 
statieren, dass auch dann noch ein Rest einer wcisslichen Fluorescenz 
ubrig bleibt, welche den Vergleich mit einer Losung von reinem 
Thioehrom erschwert. Dieser Nachteil lasst sich nach unseren Erfah- 
rungen durch Vorschalten einer blauvioletten Glasplatte ausschliessen. 

Die Frage, welche Stoffe die weissliche Fluoreszenz des Harnes 
hervorrufen, ist bisher noch nicht beantwortet worden. Interessant 
ist in dieser Hinsicht das Verhalten eines Derivates von Aneurin, 
welches in der Seitenkette des Thiazolkernes statt der Carbinolgruppe 
eine Carboxylgruppe tragt (vgl. nachstehende Formeln) und welches 
im Folgenden kurz als ,,Aneurin-carbonsaure" bezeichnet wird. 

N=CH Br X= CH Br 
I 1  I I 

I '  1 / I  I 1  I 1  I 1  I1 
N-C-NH, .HBr CH C-CH,-CH,OH PL'-C-SH,-HHr CH C-CH,-COOH 

\ /  \ /  
S S 

H3C-C C- --CH2-N-C-CH3 H,C-C C!- -CH, --N-C-CH, 

Aneurin- bromid-Hydrobromid , , Aneurin-cwbonsaure" 
( Bromid-Hydrobromid) 

Diese ,,Aneurin-carbonsaure" sowie ihr Ester und ihr Amid be- 
sitzen die spezifische Vitamin B,-Wirkung des Anearins nicht. Auch 
in sehr hohen Dosen vermogen sie die Bradycardie von Vitamin B,- 
frei ernahrten Ratten nicht zu beeinflussen. Sie uben auch keine 
Wachstumswirkung auf Phycomyceskulturen aus. Hehandelt man die 
Aneurin-carbonsaure mit Kaliumhexacyanoferrat (111) ( K3[Fe( CN),]) 
in alkalischer Losung, so entsteht ebenfalls eine fluorescierende Sub- 
stanz. Ihre Fluorescenz unterscheidet sich von derjenigen des Thio- 
chroms durch geringe Intensitat und eine weisslivhe Nuance. 

Ob ein Teil des Aneurins im Organismus in ,,Anemin-carbon- 
saure" uberzugehen vermag, ist noch nicht untersucht worden. Ein 
solcher Ubergang w5re aber durchaus im Bereich der Moglichkeit, 
liegt doch im Aneurin, Bhnlich wie im Cholin, pin Alkamin vor, das 
neben einer quartaren Ammoniumgruppe die gleiche Oxathylseiten- 
kette tragt wie das Cholin. Cholin geht in der Leber der Warmbluter 

l) Jowett, N . ,  Biochem. J. 34, 1348 (1940). 
,) Wang, Y .  L., Harrrs, L. J., Biochem. J. 33, 1356 (1939). 
3, Hatsert, K., Dtsch. med. Wschr. 64, 481 (1938). 
4, Ritsert, K., Klin. Wschr. 19, 446 (1940). 
5)  Pezold, F., Dattnzar, E., Klin. Wschr. 19, 1234 (1940). 
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un ter der Einwirkung eines oxydativen Fernientes, der Cholindehy - 
drase, in die entsprechende Carbonsaure, dws Glykokoll-betain iiber, 
gemass folgender Formel: 

0 
HO-N(CH,),*CH,*CH,OH >+ HO.N(CH,),.CH,*COOH + H,O 

Eine entsprechende Urnwandlung von Aneurin in ,,Aneurin-car- 
bonsaure" wiirde eine Erklarung biet,en fiir die Tatsache, dass nach 
oraler und parenteraler Darreichung nicht alles Aneurin mit der 
Thiochrommethode im Harn aufgefunden werden kann. Bis heute 
ist allerdings die ,,Aneurin-carbonsaure" weder im Harn noch in 
andern KGrperflussigkeiten als biologisches Oxpdationsprodukt des 
Aneurins eindeutig nachgewiesen worden. 

E x p e r im e n  t e I l e r  T e  i 1. 

1. Bes t ' immung v o n  Anei i r in  im  Ha ' rn .  
Man pipettiert 5 em3 Harn in ein Erlenmeyerkolbchcn von 100 cm3 Inhalt, setzt 

35 cm3 Wa,sser, 1 cm3 Salzsaure (25-proz.) und 15 g wasserfreies pulverisiertcs Natrium- 
sulfat hinzu und erwarmt anf 50-55O. Dann stellt man das Kolbchen wahrend 10 Minuten 
in ein mit Wasser gefiilltes Becherglas, dessen Temperatxr auf etwa 35O gchalten wird, 
so dass der verdiinnte Harn wahrend 10 Minuten bei ctwa 50-55O bleibt. Dabei wird 
so lange geriihrt, bis das Natriumsulfat in Losung gegangen ist. S u n  giesst man den 
noch warmen Inhalt des Kolbchens in einen Scheidetricxhter von 100 cm3 Inhalt, dessen 
Hahnbohrung moglichst weit und dessen Auslaufrohr moglichst kurz sei. Man setet 10 em3 
Isobutanol zu, schiittelt 1 Minute. wartet bis zur sauberen Phasentrennung und lasst die 
untere, wasserige Phase in einen gleichen Scheidetrichtcr ab, RO sie nochmals mit 10 em3 
Isobutanol ausgeschiittelt wird. Schliesslieh wird diese Operation ein drittes Ma1 wieder- 
holt. Dabei krystallisiert gewohnlich ein Teil des Natriumsulfates aus. Sollte dacturch 
die Bohrung verstopft werden, so wird mit einem auspczogenrn Glasstab nachgeholfen. 
Nach dem 3-maligen Ausschiitteln lasst man die untere, wasserige Phase (samt eveiituell 
ausgeschiedenem Salz) in einen graduierten, mit Glasstopsel verschenen Standzylinder 
von 100 em3 Inhalt ab, fiigt 40 em3 15-proz. Nat>ronlauge und 5-10 em3 I-proz. Kalium- 
hexacyanoferrat (III)-Losung hinzu. Es wird so vie1 Kaliumhexacyanoferrat (111)-Lbsung 
zugesetzt, bis die Losung hellgelb bleibt. Pu'ach kurzerir Durchschiitteln lasst man zwei 
Minuten stehen, setzt 20 em3 lsobutanol zu und schiitttLlt wahrentl zwei Minuten. Each- 
dem sich eine saubere l'hasentrennung hergestellt hat, saugt man mit einer Pipette von 
der oberen (isobutanolischen) Schicht einen miiglichst' grossen Teil ab und filtriert in 
ein Reagensglas (Losung A). 

Die Vergleichslosung nird wie folgt hergestellt : .\Ian mtnirnmt mit eincr Pipette 
einer Ampulle Benerva ,,Roche" I em3 Losung == 5 mg Ancurin und verdiinnt mit destil- 
liertem Wasser auf 1 Liter. Davon pipettiert man 2 m3 (entsprechend 10 y Aneurin) 
in einen graduierten, mit Glasstopsel versehenen Messzylinder von 100 em3 Inhalt, den 
man mit 15 g wasserfreiem pulverisirrtem Natriumsulfat beschickt hat, fiillt mit Wasser 
auf 40 em3 und mit 15-proz. Xatronlauge auf 80 em3 auf iind fiipt 5 Tropfen Kalium- 
hexacyanoferrat (111)-Losung (1-proz.) hinzu. Das Ausschiitteln mit Isobutanol erfolgt 
nie  oben. Die 10 y Aneurin sind jetzt in Form von l'hiochrom in die 20 em3 Butanol 
ubergegangen; der Gehalt an Thiochrom entspricht daher 0,s y Aneurin pro cm3 Iso- 
butanol (Losung B). 

Zur Vergleichsbestimmung bringt man die Losungen A und 1% vor die Quarzlampe 
iind verdiinnt die starker fluorescierende Losung bis zur Intensitatsgleichheit. Die Be- 
trachtung geschieht durch ein dunkles Blauglas, um c1urc.h die weissliche Xebenfluores- 
cenz des Harnextraktes nicht gestort zn sein. Man habr. rtwa 3 cm3 lsobutanol zu 1 cm3 
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Vergleichslosung geben miissen bis zur Erreichung gleicher Fluorescenzhelligkeit. Dann 
stellt man, weil der Entscheid beim Zugeben aus einer Burette nicht leicht zu fallen ist, 
zur Sicherheit noch eine Verdiinnungsreihe her: Man fiillt in einige Reagensglaser je 
1 em3 Vergleichslosung und gibt solche Mengen von Isobutanol zu, die sich etwa um 
30% unterscheiden und welche die als richtig angesehene Verdiinnung einschliessen, 
also im obigen Falle 2,3, 3 und 4cm3 Isobutanol. Da ferner Tauschungen entstehen 
konnen, wenn die Reagensglaser ungleiche Mengen an Losung enthalten, giesst man 
von den einzelnen Reagensglasern nach vollzogener Verdiinnung so vie1 aus, dass sie 
alle ungefahr die gleiche Menge enthalten. Jetzt ist es leicht, vor der Analysenlampe 
zu entscheiden, zwischen welchen Losungen bekannten Gehaltes der Harnextrakt liegt . 

Die Berechnung geschieht dann wie folgt: Wir wissen, dass die 1 em3 Vergleichs- 
losung + x em3 Isobutanol enthaltende Losung die gleiche Konzentration an Aneurin 
hat wie der isobutanolische Harnextrakt (streng genommen miisste man sagen die gleiche 
Konzentration an Thiochrom, fur die Berechnung ist aber obige unrichtige Ausdrucks- 
weise praktischer). Die Konzentration der verdiinnten Vergleichslosung und damit auch 

des Harnextraktes bet,ragt aber 2 y Aneurin/cm3. Folglich enthalten die 20 em3 Iso- 

butanol-Harnextrakte 20mal mehr Aneurin und diese Menge entspricht 5 em3 des ur- 

spriinglichen unverdiinnten Harnes, so dass 100 em3 Harn ~ y Aneurin enthalten. 

I n  unserem Beispiel war x -= 2,7, somit enthalten 100 em3 Harn 58 y Aneurin. 

0 5  
l + x  

200 
l + x  

Zusa tz l iche  Bemerkungen.  
Durch einen Blindversuch (Herstellung der Vergleichslosung ohne Aneurinzusatz) 

hat man sich zii iiberzeugen, dass die venvendeten Reagenzien, insbesondere Isobutanol, 
nicht oder nur in zu vernachlassigendem Masse fluorescieren. Die verwendeten Glas- 
waren miissen peinlich gereinigt werden; Schliffe sollen nicht gefettot werden; nach Ge- 
brauch sind die Glaswaren sofort zu reinigen, weil die Schliffe sonst diirch ausgeschiedenes 
Salz verkleben. Die Verwendung von Reagensglasern aus Quarz ist angenehm, aber nicht 
unbedingt erforderlich. Es sollen nur solche Reagensglaser von gloichem Durchmesser 
verwendet werden, die leer vor der Lampe betrachtet sich nicht unterscheiden. 

2. Dars te l lung  von  , ,Aneur in-earbonsaure"  
[3- (  4'-Amino-2'-methylpyrimidyl-5'-methyl)-4-meth~l-5-carboxy- 

athyl-thiazoliumbromid-hydrobromid]. 
a )  Methyles te r  (Bromid-hydrobromid). 9,7 g P-Bromlavulin- 

saure-methylester und 8 g 4-Amino-5-thioformamidomethyl-2-methyl- 
pyrimidinl) werden in ca. 40 em3 wasserfreier Rmeisensaure 6 Stunden 
lang auf 50° erhitzt. Hierauf versetzt man mit 7 g 60-proz. Brom- 
wasserstoffsaure, dampft im Vakuum zur Trockne iind verjagt die 
letzten Spuren von Feuchtigkeit durch zweimaliges Sbdampfen mit 
Benzol. Man lost in Methanol, fallt mit Essigester und krystallisiert 
aus Methanol-Essigester urn. Farblose Nadelchen vom Smp. 208 bis 
208,5O (korr.) (bisweilen erhalt man Plattchen oder Prismen vom 
gleichen Schmelzpunkt, aber niedrigerem Bromgehalt). 

C,3H,B0,N,SBr, (+ H,O) Ber. C 34,37 H 4,00% 
Gef. ,, 34,62 ,, 4,35% 

P i k r a t  des Methyles te rs .  Es entsteht beim Zusammengeben 
der Komponenten in methylalkoholischer Losung und scheidet sich 

1) Toad,  A. R., Berael, F.. SOC. 364 (1937). 
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nach Zugabe von Wasser beim Verdunsten tier Losung in gelhen 
Prismen aus. Smp. 172-173O (korr.). 

C,,H,,O,,N,,S Ber. C 40,Ol H 2,95 pu' 18,6Soh 
Gef. ,, 40,29 ,, 3,16 ,, 18,7lY0 

b)  F r e i e  S a u r e  (Bromid-hydrobrornid). 1,7 g des Methylesters 
werden mit 30 ern3 Wasser und 5 em3 konzentrierter Bromwasser- 
stoffsaure zwei Stunden lang auf dern Wasserbad erhitzt. Die Losung 
wird im Vakuum zur Trockne gebracht, der Riickstand in einigen 
Tropfen Wasser gelost und mit Eisessig versetzt. Die nach einiger 
Zeit ausgefallenen Nadeln werden in der gleichen Weise umkrystalli- 
siert. Farblose Nadelchen vom Snip. 2T0-271° (korr.). 

Cl,Hl,0,N4GBr,(+H,0) Ber. C 31,43 H 3,96 Br 34,99, 
Gef. ,, 31,38 ,, 336 ,, 34,14"6 

c) SBureamid  (Bromid-hydrobromid). 1,5 g des Esters werden 
in 100 em3 konzentriertem Ammoruak gelost. Nach 3 Tagen wird 
die Losung im Vakuum zur Trookne gebracht und mit 7,5 em3 
1,25-n. Bromwasserstoffsaure und 1 0  em3 Alkohol versetzt. D:ts Ge- 
misch wird wieder zur Trockne gebracht , in einigen Tropfen Wasser 
gelost und aus Mehhanol-Essigester umkrystallisiert. Farblose Pris- 
men. Smp. 260-262O unter Zersetzung. 

Cl,H1,ON,SBr, Ber. N 15,95 Gef. N 16.36% 

P i k r a t  des  S a u r e a m i d s .  Hergestellt auf die ubliche Weise. 
Gelbe Nadeln vom Smp. 228-232O unter Zersetzung. 

C~4H~1015NllS Ber. C 39,19 €I 2,88 N 20,95O/, 
Gef. ,, 39,44 ,, 3,02 ,, %1,25;/, 

Basel, Wissenschaftliche Laboratorien der 
li'. Hoffmunn-Lu Roche d! Co. A.G. 

116. Uber das Gleiehgewieht von Formaldehyd mit Glyein und Alanin 
von Emil Baur, 

(6. VIII. 41.) 

I m  Vorjahre teilte ich Messungen an Glycin-Formaldehgd- 
Losungen mitl), die uber den Methin-Komplex (Schiff'sche Base) 
orientieren sollten. Da sich nach 8oremen die Aminosiiuren uber 
den Methin-Komplex t,itrieren lassen, ging ich davon am, dass der 
Komplex mindestens eine mittelstarke SBure sein miisse. Die Kom- 
plexbildung selbst iind die elektrolytische Dissoziation des Komplexes 
- im Falle des Glyeins : die Saure CH,: N . CH, . COOH - sollten 

l) Helv. 23, 233 (1940). 


