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2. Es liebs sich iin zellfreien Organextrakt eiii Busserst labiles 
~ltmungssystem na~chweisen, dtts bei Zusatz von Aminosauren, 
Hrenttraubensaure intensiv oxydiert. 

3 .  Die (lurch Aktivierung bedingte Atmurigsgriisse jst diirch 
Kdiunicyanid in nijl000 Konzentration vollstandig hemnibar, w8h- 
rend die Leeratmung des Extraktes d urch Kaliunicyanjd auf ca. die 
Half t e reduziert wird. 

Basel, im Dezeniber 194,? 
Ph~siologisch-chemisches Institut der Universitat. 

31. Zur stufenphotometrischen Bestimmung des Histidins 
von K. Schmid. 

(22. STI. 45.) 

Miie E’dlbctclter geineinsaiii niit Buur, Xtaehelilz und Zellerl)  
neehgewiesen hat, liefert die von Halzke und Iioes~Zn*~) ausgearbeiteto 
I~estimniungsi~ietho~ic des Histidins, welche auf der Kuppelung 
init niazobenzolsulfosaure naeh PmZy basiert, zu ungenaue Werte. 
Edlbacher urid Nitarbeiter konnten jedoch auf Grund derselben 
Reaktion durch Anwendung von p-Chloranilin einen in Butylalkohol 
sehr stabilen Azofarbstoff erhalten und so eine Siusserst empfindliche 
Methode entwickeln. Sie schliesst aber den Xachteil in sich, dass sie 
fiir Histidin nicht spexifisch ist. Auch andere Imiclazolderivate, 
Tyrosin und Polyphenole zeigen mit verschiedener Empfindlichkeit 
dimes Vcrhalten. 

Fur die E;rforsc>liung tles Histidin-Stoffwechsels ist es aber von 
grosser Redeutung, dass auf Grund einer spezifisehen Reaktion 
gezeigt werden kann, ob mi aliphatisehen Rest dieser Aminosaure 
eine Veranderung eingetreten ist. 

I n  der Hromierung des Histidins, die bekanntlich so durch- 
gefuhrt wird, dass die Histidinlosung mit Bromwasser bis zur Gelb- 
farbung verxetzt uiitl der gebildete Farbstoff in der WBrme ent- 
wickelt wird, fand P. R w o p  einen spezifischen Nachweis. €2. KapeZZer- 
.ldZpr3) modifizierte diese Reaktion, indem Brom bis zur Rlaufarbung 
von K~,liunijociidst~rkepapier zur  Liisung zugefiigt und der ent- 
stsndene Farbstoff in Rmmoniak-Ainmoniumcarhonat- G eniisch ent - 
wicLke1 t untl seine Intensitat stufenphotometriseh gcmessen w urtle. 
-idwitel man jetloch nicht mit reinen Liisungen von Histidin, sondern 

l )  Z. phy.;iol. c’h. 270, 158 (1941). 
2, t l .  I3iol. (‘hein. 59, 803 (1924). 3) Bioch. Z. 264, 131 (1933). 
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z.  B. mit Harn, so stosst diese Bestimmung auf grosse Schwierig- 
keiten, so dass diese Xodifikation nur zur approximativen Schatzung 
des Histidingehaltes herangezogen werden kann. Die Schwierigkeit 
Iiegt besonders in der AbschSitzung der erforderlichen Brommenge, 
die so bemessen wird, dass zur vollstandigen Bromierung ein Uber- 
schuss dieses Reagenzes zur Losung zugetropft werden muss. Aber 
schon der geringste Bromiiberschuss beeinflusst die Nuance des im 
alkalisehen Xedium entstehenden Farbetoffes in entscheidender 
Weise. 

Conrctd und Bergl) haben deshalb bei der Bestimmung des 
Histidins in Eiweisshydrolysaten das uberschiissige Brom mit arseni- 
ger Sgure entfernt. Spater versuchte Racker2) durch eine weitere 
Nodifikation der durch Conrad und Berg verbesserten Methode das 
Histidin im Harn zu bestimmen. Diese Tariante liefert aber, wie 
Edlbncher (1. c.) bei deren Nachprufung fand, keine befriedigenden 
Resultate. 

In  eigenen Tersuchen n-urde nun festgestellt, dass die Bromierung 
aber dann immer im gleiehen Sinn verlauft, wenn die Bromierungs- 
losung eine bestimnite AeiditSit aufweist. Beachtet man diese Be- 
dingung und entfernt man das uberschiissige Brom mit arseniger 
SBure, so ist es moglich, auch im Harn eine exakte Bestimmung 
durchzufuhren. 

Die endgultige Methode unterscheidet sich demnach von dem 
nrspriinglichen Verfahren von R. KapeZZer-Adlw in den folgenden 
drei Punkten : 

1. Das uberschussige Brom wird nach Conrad und Berg durch 
arsenige SBure entfernt. 

2. Der Harn n-ird vor der Durchfiihrung der Bestimmung sehr 
stark verdiinnt. 

3 .  Die Bromierung muss bei Gegenm-art von iiberschiissiger 
Ssiure durchgefiihrt werden. 

Beschre ibung d e r  X e t h o d e .  
Der 24-Stundenharn einer Ratte wird auf 100 c1n3 mit Wasser verdunnt. Proben 

x on je 1 om3 dieses verdunnten Hams werden mit steigenden Xengen einer Histidinlosung 
versetzt, die in 100 cm3 100 mg Histidinhydrochlorid und 2 cni3 2-n. Schwefelsaure 
cnthalt. Sndererseits bereitet man sich eine Schwefelsaure von liZj Sormalitat und fullt 
damit die mit Histidin versetzten Harnproben auf je 2 cni3 auf. Nun wird soviel einer 
Bromeisessiglosung (2,s cm3 Brom - 250 om3 Eisessig 1 750 cm3 Wasser) zugetropft, 
dass nach 10 Minuten Strhen immer noch ein geringer Uberschuss von Brom an der schwa- 
chen Glbfarbung der Losung zu erkennen ist. Nach 10 Minuten pird die Reaktions- 
flussigkeit rnit 2 Tropfen einer mit arseniger Saure gesattigten 10-proz. Ammoniaklosung 
iind 2 om3 eines Smmoniak-Smmoniumcarbonat-Gemisches (2 Teile konz. Ammomak + 
1 Teil 10-proz. Smmoniumcarbonat ) versetzt und 5 Minuten im siedenden Wasserbad 

I )  J. Biol. Chem. 117, 360 (1937). 
2 ,  Biochern. J .  34, 90 (1940). 
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exponiert, abgekiihlt und weitere 10 Minuten zur Entwicklung der Farbe bei Zimmer- 
temperatur stclien gelassen. Dann wird sie mit dem Ammoniak-Animoniumcarbonat- 
Gemisch auf 10 cni3 aufgefiillt und anschliessend wird im Stufenphotomoter die Intensit& 
der violettcn Losung untor Vorschalten des Filters S 50 in der 5 mm Kiivette gemessen. 
Als Bompensstionsfliissigkeit dient der in gleicher Weise behandelte Harn. 

E i e h k u r v e  zur  I3estimmnng des His t id ins .  

mg Histidinhydrochlorid 
pro cm3 verd. Harn 

I L 

0,1 0 2  0.3 0.4 0.5 Exlinktion 

Fig. 1. 

Die oberi clargestellte Nichkurve ist als Mittel von drei Einzel- 
krirvcn crh:dtm worden. 8ie xeigt, dass 0,4-1,6 mg Histidinhydro- 
clhlorid pro ~ 1 . n ~ ~  verdunnten Harnes genau gemessen wercien konnen. 
Die Einzclbestinimungon schwanken bei gleichem Histidingehalt bis 
zu 7%. Die IGmpfindlichkeit dieser Mcthode ist zehnmal kleiner als 
cliejenige der 3Iethodc von Edlbacher und Mitarbeitcr (1. c.), die auf 
dcr Kuppelung cles Histidiris mit diazotiertem p-Chloranilin fusst. Je-  
(loch hat die Eiier mitgetciltc Methode den Vortcil, dass sie fur Histi- 
din spczifiscli ist. 

Bascl, im Dezember 1945. 
Physiologisch-chemisches Institut der Universitat Basel. 




