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2, Es liess sich im zellfreien Organextrakt ein dusserst labiles
Atmungssystem nachweisen, das bei Zusatz von Aminosiuren,
BrenZztraubensiure intensiv oxydiert.

3. Die durch Aktivierung bedingte Atmungsgrosse ist durch
Kaliumeyanid in m/1000 Konzentration vollstindig hemmbar, wih-
rend die Leeratmung des Extraktes durch Kaliumeyanid auf ca. die
Hilfte reduziert wird.

Basel, im Dezember 1945
Physiologisch-chemisches Institut der Universitit.

31. Zur stufenphotometrischen Bestimmung des Histidins
von K. Sehmid.
(22. XIT. 45.)

Wie FKdlbacher gemeinsam mit Bawur, Staehelin und Zeller?)
nachgewiesen hat, liefert die von Hanke und Koessler?) ausgearbeitete
Bestimmungsmethode des Histidins, welche auf der Kuppelung
mit Diazobenzolsulfosdure nach Pauly basiert, zu ungenaue Werte.
Edlbacher und Mitarbeiter konnten jedoch auf Grund derselben
Reaktion durch Anwendung von p-Chloranilin einen in Butylalkohol
sehr stabilen Azofarbstoff erhalten und so eine dusserst empfindliche
Methode entwickeln. Sie schliesst aber den Nachteil in sich, dass sie
filr Histidin nicht spezifisch ist. Auch andere Imidazolderivate,
Tyrosin und Polyphenole zeigen mit verschiedener Empfindlichkeit
dieses Verhalten.

Fiir die Erforschung des Histidin-Stoffwechsels ist es aber von
grosser Bedeutung, dass auf Grund einer spezifischen Reaktion
gezeigt werden kann, ob am aliphatischen Rest dieser Aminosiure
eine Verinderung eingetreten ist.

In der Bromierung des Histidins, die bekanntlich so durch-
gefiihrt wird, dass die Histidinlosung mit Bromwasser bis zur Gelb-
farbung versetzt und der gebildete Farbstoff in der Wirme ent-
wiekelt wird, fand F. Knoop einen spezifischen Nachweis. R. Kapeller-
Adler?) modifizierte diese Reaktion, indem Brom bis zur Blaufirbung
von Kalinmjodidstirkepapier zur Lésung zugefiigt und der ent-
standene Farbstoff in Ammoniak-Ammoniumearbonat-Gemisch ent-
wickelt und seine Intensitit stufenphotometrisch gemessen wurde.
Arbeitet man jedoch nicht mit reinen Losungen von Histidin, sondern
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z. B. mit Harn, so stosst diese Bestimmung auf grosse Schwierig-
keiten, so dass diese Modifikation nur zur approximativen Schitzung
des Histidingehaltes herangezogen werden kann. Die Schwierigkeit
liegt besonders in der Abschitzung der erforderlichen Brommenge,
die so bemessen wird, dass zur vollstindigen Bromierung ein Uber-
schuss dieses Reagenzes zur Losung zugetropft werden muss. Aber
schon der geringste Bromiiberschuss beeinflusst die Nuance des im
alkalischen Medium entstehenden Farbstoffes in entscheidender
Weise.

Conrad und Berg') haben deshalb bei der Bestimmung des
Histidins in Eiweisshydrolysaten das iiberschiissige Brom mit arseni-
ger Sdure entfernt. Spiter versuchte Racker?) durch eine weitere
Modifikation der durch Conrad und Berg verbesserten Methode das
Histidin im Harn zu bestimmen. Diese Variante liefert aber, wie
Edlbacher (1. ¢.) bei deren Nachprifung fand, keine befriedigenden
Resultate.

In eigenen Versuchen wurde nun festgestellt, dass die Bromierung
aber dann immer im gleichen Sinn verlduft, wenn die Bromierungs-
losung eine bestimmte Aciditit aufweist. Beachtet man diese Be-
dingung und entfernt man das iiberschiissige Brom mit arseniger
Sdure, so ist es moglich, anch im Harn eine exakte Bestimmung
durchzufiihren.

Die endgiiltige Methode unterscheidet sich demnach von dem
urspriinglichen Verfahren von R. Kapeller-Adler in den folgenden
drei Punkten:

1. Das iiberschiissige Brom wird nach Conrad und Berg durch
arsenige Siure entfernt.

2. Der Harn wird vor der Durchfiihrung der Bestimmung sehr
stark verdiinnt.,

3. Die Bromierung muss bei Gegenwart von iiberschiissiger
Siure durchgefithrt werden.

Beschreibung der Methode.

Der 24-Stundenharn einer Ratte wird auf 100 cm® mit Wasser verdiinnt. Proben
von je 1 cm? dieses verdiinnten Harns werden mit steigenden Mengen einer Histidinlosung
versetzt, die in 100 cm® 100 mg Histidinhydrochlorid und 2 em3 2-n. Schwefelsiure
enthalt. Andererseits bereitet man sich eine Schwefelsaure von 1/,; Normalitat und fallt
damit die mit Histidin versetzten Harnproben auf je 2 em?® auf. Nun wird soviel einer
Bromeisessiglésung (2,5 em® Brom - 250 cm?3 Eisessig - 750 cm® Wasser) zugetropft,
dass nach 10 Minuten Stehen immer noch ein geringer Uberschuss von Brom an der schwa-
chen Gelbfirbung der Losung zu erkennen ist. Nach 10 Minuten wird die Reaktions-
fliissigkeit mit 2 Tropfen einer mit arseniger Saure gesittigten 10-proz. Ammoniaklssung
und 2 em?® eines Ammoniak-Ammoniumcarbonat-Gemisches (2 Teile konz. Ammoniak +-
1 Teil 10-proz. Ammonjumcarbonat) versetzt und 5 Minuten im siedenden Wasserbad
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exponiert, abgekiihlt und weitere 10 Minuten zur Entwicklung der Farbe bei Zimmer-
temperatur stehen gelassen. Dann wird sie mit dem Ammoniak-Ammoniumearbonat-
Gemis¢h auf 10 cm? aufgefiillt und anschliessend wird im Stufenphotometer die Intensitat
der violetten Losung unter Vorschalten des Filters S 50 in der 5 mm Kiivette gemessen.
Als Kompensationsfliissigkeit dient der in gleicher Weise behandelte Harn.

Eichkurve zur Bestimmung des Histidins.
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Fig. 1.

Die oben dargestellte ichkurve ist als Mittel von drei Einzel-
kurven erhalten worden. Sie zeigt, dass 0,4—1,6 mg Histidinhydro-
chlorid pro em? verdiinnten Harnes genau gemessen werden konnen.
Die Einzelbestimmungen schwanken bei gleichem Histidingehalt bis
zu 7%, Die Fmpfindlichkeit dieser Methode ist zehnmal kleiner als
diejenige der Methode von Edlbacher und Mitarbeiter (1. c.), die auf
der Kuppelang des Histidins mit diazotiertem p-Chloranilin fusst. Je-
doch hat die hier mitgeteilte Methode den Vorteil, dass sie fiir Histi-
din spezifisch ist.

Basel, im Dezember 1945.
Physiologisch-chemisches Institut der Universitdt Basel.





