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4. Uber eine Mikrobestimmung des Alanin-Gehaltes im Blut 
von 0. Wiss. 
(19. XI. 47.) 

Nach der von A .  J .  Kendall und Th. E. Priedmannl) ange- 
gebenen Methode wird Alanin durch Desaminierung mit salpetriger 
Saure in Milchsaure iibergefuhrt ; diese wird zu Acetaldehyd oxy- 
diert und dessen Bisulfitverbindung jodometrisch bestimmt. Sowohl 
die Desaminierung als die jodometrische Bestimmung des Acet- 
aldehyds sind unspezifisch. Es ist deshalb wiederholt versucht 
worden, die Methode eindeutiger zu gestalten. 0. Furth und Mit- 
arbeiter2) trennten durch Fraktionierung den Acetaldehyd von hoher 
siedenden Aldehyden. A .  Fromageot und P. Heitx3) gelang es, durch 
photometrische Bestimmung des Acetaldehydes Alanin neben anderen 
Aminosiiuren zu bestimmen. Beide Methoden sind jedoch wegen der 
unspezifischen Desaminierungsreaktion nicht allgemein anwendbar. 
Die Einfuhrung des Ninhydrins als spezifisches Desaminierungsmittel 
zur quantitativen Bestimmung des a-Aminostickstoffs durch D. D. van 
SZyke und Mitarbeiter4) war daher ein grosser Fortschritt. Auf dieser 
Grundlage haben A .  J .  Virtanen und Mitarbeiter5) eine neue Alanin- 
Bestimmungsrnethode ausgearbeitet. Das Alanin wird durch Nin- 
hydrin zu Acetaldehyd zersetzt. Die Destillation erfolgt mit der von 
L i e b  und ZacherP) zur Milchsiiurebestimmung angegebenen Appa- 
ratur. Diese ist mit einem wirksamen Ruckflusskuhler versehen, wo- 
durch hoher siedende Aldehyde vorn Acetaldehyd getrennt werden 
sollen . 

Ich habe versucht, die von A .  J .  Virtarzerz angegebene Methode 
zur Bestimmung des Alanins im Blute zu verwenden. Es hat sich 
gezeigt , dass einige Abanderungen der Vorschrift unumganglich 
waren. Virtanen verwendet zur Desaminierung von 0,2-2 mg Alanin 
20 mg Ninhydrin, 7,5 g Ammoniumsulfat als Kondensationsmittel 
und 0,5 g Citronensaure. Unter diesen Reaktionsbedingungen ist es 
nicht gelungen, die errechnete Menge Acetaldehyd zu erfassen. Es 
wurde deshalb in pikrinsaurem Milieu unter Verwendung von 100 mg 
Ninhydrin desaminiert. So gelingt es leicht, Alanin quantitativ in 
Acetaldehyd iiberzufuhren, zudem wird ein Arbeitsgang erspart, da 
die Pikrinsaure such zur Enteiweissung des Blutes dient. Weiterhin 
hat sich gezeigt, dass Aldehyde, welche durch Desaminierung von 

l) J. of Infect. Diseases 47, 171 (1930). 
2, Bioch. Z. 251, 404 (1932). 
*) J. Biol. Chem. 141, 627 (1941); C. R. Trav. Carlsberg 22, 486 (1938). 
5 ,  Z. physiol. Ch. 266, 193 (1940). 

3, Mikroch. Acta 3, 52 (1938). 

6 ,  Z. physiol. Ch. 21 I, 211 (1932). 
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Valin, Leucin und Isoleucin entstehen, trotz des wirksamen Riick- 
flusskuhlers die jodometrische Bestimmung des Acetaldehyds storen 
konnen. Der Acetaldehyd wurde infolgedessen ahnlich wie von Froma- 
geot und Heitx (loc. cit.) unter Zusatz von Piperazin und Natrium- 
nitroprussid photometrisch ermittelt. Neuerdings haben B.  Alemmder 
und A .  N .  Seligma.nnl) eine Methode zur Alaninbestimmung an- 
gegeben. Sie verwenden zum photometrischen Nachweis eine Farb- 
reaktion des Acetaldehyds, die durch Eondensation mit Oxydiphenyl 
zustande kommt. Die Durchfuhrung ist bedeutend langwieriger und 
bietet f i i r  die Bestimmung im Blute keine erheblichen Vorteile. 

E x p e r i m e n t e l l e r  Te i l .  
1. Methode .  

a) R e a g e n t i e n  : 
P i k r i n s a u r e l o s u n g  nach van Slyke (loc. cit.). Eine wassrige, gesiittigte Losung 

wird so verdiinnt, dass zur Titration von 20 om3 Losung, bei Verwendung von Phenol- 
phthalein als Indikator, 8,73 om3 0,l-n. NaOH benotigt werden. 

0,2% ige Losung von N a  t r i u m  b is ul f i t 
Kaltgesattigte, wiissrige Losung von P i p e r a z i n  
4%ige wllssrige Losung von Na t r i u  m n i  t r o p r  uss id  (unmittelbar vor 

0,5 % ige S t r k elosung 
0,l-n. Jodlosung 
0,024. Natr iumthiosulfat losung 
Gesattigte N a t r  i u m  b i c  ar b o na tlosung 
K i n h y d r i n  in Substanz 

Gebrauch frisch bereiten) 

b) A p p a r a t u r  : nach Lieb-Zacherl (loc. cit.), hergestellt von Paul Hauck, Wien, spiiter 
von E .  Keller & Co., Basel. 

c) Desaminierung : 
1 cm3 2, frisch entnommenes Vollblut wird mit 7 om3, oder 1 om3 Serum mit 5 cm3 

Pikrinsiiurelosung in einem kleinen Zentrifugenglas gemischt und zentrifugiert. Bei Ver- 
wendung von Vollblut werden G cm3, bei Verwendung von Serum 5 om3, d. h. die ge- 
samte iiberstehende Fliissigkeit in den Reaktionskolben gegeben und mit 100 mg Ninhydrin 
und einer Spatelspitze Bimssteinpulver versetzt. Als Vorlage werden 3 om3 Bisulfit- 
losung in das Ansatzgefliss gegeben. Die Gefasse werden an den Apparat angeschlossen, 
die Reaktionslosung wird zum Sieden erhitzt und 20 Minuten so belassen, wahrend ein 
schwacher Luftstrom den gebildeten Acetaldehyd in die Vorlage saugt. 

d) P h o t o m e t r i s c h e  B e s t i m m u n g  d e s  A c e t a l d e h y d e s :  
Das iiberschiissige Bisulfit der Vorlage wird unter Zugabe von einem Tropfen 

Starkelosung mit 0,l-n. Jodlosung eben bis zur Blaufarbung titriert. Das iiberschiissige 
Jod wird mit 0,02-n. Thiosulfat bis zur Entfarbung reduziert. 

Die so behandelte Vorlage wird quantitativ in ein graduiertes Reagensglas von 10 cm3 
Inhalt iibergefuhrt. Nach Zusatz von 0,G om3 Natriumbicarbonatlosung wird bis auf 
6 om3 aufgefiillt, 1,5 om3 Piperazdosung und 0,5 cm3 Natriumnitroprussidlosung zu- 
gegeben. Die Farbintensitat erreicht nach 2-3 Minuten ein Maximum, das ca. eine Minute 
bestehen bleibt, so dass die photometrische Bestimmung unmittelbar nach Zugabe der 

J. Biol. Chem. 159, 9 (1945). 
2) Wenn wenig Blut zur Verfiigung steht, geniigen auch 0,5 om3 Blut, das mit Was- 

ser auf 1 om3 ergiinzt wird. 
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Reagentien vorgenommen werden muss. Aus dem gleichen Grund wird gegen Wasser 
als Vergleichswert photometriert, und die Extinktion des Leerwertes bei jeder Bestim- 
mung kontrolliert, indem 3 om3 unbehandelte Bisulfitlosung, wie oben beschrieben, 
verarbeitet und von den Analysenwerten abgezogen werden. Die Bestimmung erfolgt mit 
dem PuZ~rich-Stufenphotometer bei 20 mm Schichtdicke mit Filter S 57. 

e) E i c h k u r v e  : 
Es wurden im Reaktionsgefass je 1 cm3 einer Alaninlosung, enthaltend 20-150 y 

Alanin, mit 5 cm3 Pikrinsaurelosung versetzt und nach obiger Vorschrift desaminiert 

E 
0,3J - 
0,32 - 
030 - 
028 - 
426 - 
424 - 
422 - 
020 - 
0,18- 
0,lS - 
qlr - 
0,12 - 
0,IU - 
u,ug - 
0,OS - 
0,04 - 

f )  Berechnung:  
Die Eichkurve zeigt, dass y Alanin/E = 460 betragt. Da bei Verwendung von ins- 

gesamt 8 cm3 Analysenfliissigkeit (1 om3 Blut und 7 om3 Pikrinsaure) 6 cm3 zur Be- 
stimmung gelangten, wird der Gehalt nach folgender Gleichung errechnet : 

E 460.8 
6 y Alanin/cm3 Blut = ___ = E.615 

Die entsprechende Gleichung bei Verwendung von 1 om3 Serum ist 
E 460.6 

5 
- - ___ = E.552 

g) Genanigkei t  : 
Die Genauigkeit der Methode ist vom Gehalt abhangig. Bei kleinen Werten von 

20-30 y/cm3 betragt in Para11e1bestimmungen die maximale Abweichung ca. & loyo, 
bei Werten iiber 50 y/cm3 nur ca. 5 % .  

2. S p a i f i t a t .  
I n  Gegenwar t  a n d e r e r  A m i n o s a u r e n  u n d  P e p t i d e  : 

17 Aminosiiuren wurden nach oben beschriebener Methode desaminiert und der 
gebildete Aldehyd jodometrisch bestimmt. J e  1 mg Glykokoll, Glutaminsaure, Arginin, 
Histidin, Lysin, Serin, Threonin, Cystin, Tyrosin, Tryptophan, Prolin und Kreatin bil- 
deten keine jodometrisch bestimmbare Aldehydmengel). Bei den iibrigen Aminosauren 
konnten jodometrisch ganz erhebliche Mengen Aldehyd nachgewiesen werden. 

Die jodometrische Bestimmung erfolgte nach den Angaben von Virtanen (loc. cit.). 
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verbrauchte 2,25 cm3 0,Ol-n. Jodlosung = 100% des errecbneten Wertes 1 mg Alanin 
1 mg Valin ,, 1,64 cm3 0,Ol-n. Jodlosung 
1 mg Leucin ,, 1,40 cm3 0,Ol-n. ,, 
1 mg Isoleucin ,, 1,32 cm3 0,Ol-n. ,, 
1 mg Asparaginsaure ,, 0,4 cm3 0,Ol-n. ,, 
1 mg Phenylalanin ,, 0,4 cm3 0,Ol-n. ,, 

Es musste demnach angenommen werden, dass entweder auch hoher siedende 
Aldehyde den Kuhler passieren, oder aber dass Zersetzung zu Acetaldehyd eintritt. 

Photometrische Kontrolluntersuchungen haben nun ergeben, dass durch Desami- 
nierung der angefuhrten Aminosauren keine wesentlichen Mengen Acetaldehyd gebildet 
werden. J e  30 y Valin, Leucin, Isoleucin, Asparaginahre und Phenylalanin wurden 
desaminiert und photometrisch untersucht ; dabei liess sich keine Erhohung der Extinktion 
im Vergleich zum Leerwert feststellen. Es darf deshalb angenommen werden, dass auch 
die anderen freien Aminosauren des Blutes die photometrische Bestimmung des Alanins 
nicht beeinflussen. Weiterhin hat sich gezeigt, dass Alanin-haltige Peptide nicht mit- 
bestimmt werden. 

S p e z i f i t a t  i n  G e g e n w a r t  v o n  B r e n z t r a u b e n s i i u r e :  
Trotzdem es sehr unwahrscheinlich war, dass Brenztraubensiiure als Begleitsub- 

stanz des Alanins bei der Bestimmung zu Acetaldehyd decarboxyliert werde, schien es 
nicht uberflussig, die Kontrolle durchzufuhren. Brenztraubensaure in physiologischer 
Konzentration von 30 y/cm3 ergab keine Zunahme des Acetaldehyds. 

E i n f l u s s  v o n  p r g f o r m i e r t e m  A c e t a l d e h y d :  
Untersuchungen von W .  Stepp') haben gezeigt, dass Acetaldehyd in geringen 

Mengen im Blut vorhanden ist. Obwohl sehr kleine Konzentrationen angegeben werden, 
wurde untersucht, ob die Alaninbestimmung dadurch beeintrachtigt wird. Blutserum 
wurde zu diesem Zwecke unter Weglassen des Ninhydrin-Zusatzes im ubrigen so be- 
handelt, wie das fur  die Alaninbestimmung angegeben ist. Es  hat sich gezeigt, dass im 
Vergleich zum Leerwert keine Erhohung der Extinktion auftritt, so dass ein storender 
Einfluss des vorgebildeten Acetaldehyds ausgeschlossen werden kann. 

B e s t i m m u n g  v o n  A l a n i n ,  d e m  B l u t s e r u m  z u g e s e t z t  : 
Um Aufschluss dariiber zu erhalten, ob die im Blut gefundene Alaninmenge dem 

wirklichen Gehalt entspricht, oder ob infolge der Vorbehandlung wie Eiweissfallung usw. 
nur ein Teil des Alanins erfasst wird, wurde eine bestimmte Alaninmenge zu Blutserum 
zugesetzt iind nachher die Bestimmung durchgefuhrt. Die folgenden Werte zeigen, dass 
sich das zugesetzte Alanin innerhalb der Fehlergrenze der Methode quantitativ nachweisen 
liess. 

Tabelle 1. 

- 

- 1 49Y 
50 y 98 y 

3 Rat teA 50 y 98 y 
4 Rat teA 50 y 96 y 

5 R,atte B - 

- 
49 y =98% 
49 y =98% 
47 y =94% 

- 

6 R a t t e B  50 y 
7 R a t t e B  50 y 

1:; 1 54 y=108yo 
102 y 52 y = 104% 
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Zusammenf assung. 
1. Es wird eine Methode zur Bestimmung des Alanins im Blute 

angegeben; sie beruht auf der Desaminierung durch Ninhydrin und 
nachfolgender photometriseher Bestimmung des entstandenen Acet- 
aldehyds. 

2. Die Methode ist spezifisch. Andere Aminosauren storen die 
Bestimmung nicht. 

3. Dem Blute zugesetztes Alanin lasst sich innerhalb der Fehler- 
breite der Methode quantitativ nachweisen. 

Physiologisch-chemiscbes Institut der UniversitBt Basel. 

5. Uber 5-Chloracetyl-thiazol 
von H. Erlenmeyer und J. Ostertag. 

(22. XI. 47.) 

Im Zusammenhang mit strukturchemischen Untersuchungen in 
der Thiazolreihe interessierten wir uns fur die Eigenschaften des 
5 - Chlorace ty 1- t hiazols ( Thia zol yl - ( 5 ) - chlormet hyl- ket ons ) (111). 

Ausgehend von Thiazol-( 5)-carbonsaurechlorid (I) l) erhielten wir 
durch Umsatz mit Diazomethan das Thiazolyl-( 5)-diazomethylketon 
(11). Dieses Diazoketon zeigt eine nicht normale Besttindigkeit. Es 
kann aus verdunntem Alkohol in grossen, bis 100 mg schweren 
Rhdmboedern erhalten werden und ist im Vakuum (12 mm) bei 
60-6Ei0 unzersetzt sublimierbar. Bei schnellem Erhitzen uber 90° 
zersetzt es sich unter Verpuffen. 

NZCH40- S 
f 1 1 -  f 

I1 \N/ 
c l c O i s  - 
I \N/ 

ClCH,-CO ~ S N 
t I l l  s I 

I I -  
I11 ‘N’ I V  ‘S’ ‘N’ 

Das Diazomethyl-keton liess sich durch Kochen mit Chlorwasser- 
stoff in absolutem Alkohol zum gesuchten Chlormethylketon (111) 
vom Smp. 54-55O umsetxen. 

Um die Struktur dieser Verbindung sicherzustellen, pruften wir 
die Reaktion mit Thioformamid und erhielten hierbei 4,5’-Dithiazolyl 
(IV) vom Smp. 93-94O 99. 

l) H .  Erlenmeyer und H .  w. Meyenburg, Helv. 20, 204 (1937). 
2, Ober 2,2’- und 4,4’-Dithiazolyl vgl. H. Erlenmeyer und E .  H .  Schmid, Helv. 22, 

698 (1939); H .  Erlenmeyer und H .  Ueberwasser, Helv. 22, 938 (1939). 
3, Einige Derivate des 4,5‘-Dithiazolyls wurden von E. Ochiai, Y .  Tamamushi und 

P. Nagasawa, B. 73,28 (1940) dargestellt, die mit Hilfe einer Friedel-Crafts’schen Reaktion 
aus 2-Oxy-4-methylthiazol das 5-Aeetylderivat erhielten, daraus durch Bromierung das 
5-Brom-aeetyl-derivat herstellten und dieses mit einer Reihe von Thioamiden konden- 
sierten. 




