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Ozonisa t ion  d e s  K e t o n s  C1,Hz20. 
0,2 g Keton wurden in 10 om3 Kohlenstofftetrachlorid ozonisiert. Dabei konnte 

unter den fluchtigen Spaltprodukten Formaldehyd iiber das p-Nitrophenylhydrazon 
nachgewiesen werden. Der Schmelzpunkt des zweirnal umkrystallisierten Produktes lag 
bei 177-178O. 

C,H,O,N, Ber. C 50,91 H 4,27% 
Gef. ,, 51,19 ,, 4,19% 

Der Mischschnielzpunkt mit einem Vergleichspraparat lag bei der gleichen Tempe- 
ratur. Das nicht fliichtige Produkt der durch Erhitzen mit Wasser durchgefiihrten Ozonid- 
spaltung wurde in Ather aufgenornmen und mit Sodalosung gewaschen. Der Siedepunkt 
des nach den1 Verdampfen des Athers erhaltenen 61s lag bei 130-140° (10mm). Das 
daraus hergestellte Disernicarbazon schrnolz nach dem Umkrystallisieren aus Methanol 
bei 213-214O. 

3,660 mg Subst. gaben 7,32 mg CO, und 2,66 mg H,O 
2,170 mg Subst. gaben 0,528 cm3 N, (19O, 714 mm) 

C,,H,,O,N, Ber. C 54,16 H 8,45 N 27,09% 
Gef. ,, 54,55 ,, 8,13 ,, 26,71% 

Die Mischprobe rnit dem Disemicarbazon vom Smp. 210-211O des Diketons, das 
bei der Ozonisation des Ambreinsl) erhalten worden war, zeigte keine Schmelzpunkts- 
depression. 

Die Analysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung von Hrn. W .  Munser 
ausgefiihrt . 

Zu s amm enf a s  sung. 
Aus den fluchtigen Bestandteilen des grsuen Ambras wurde Di- 

hydro-y-jonon isoliert. 

Organisch-chemisches Laboratorium 
der Eidg. Technischen Hochschule, Zurich. 

120. Zur kolorimetrisehen Milehsaurebestirnmung 
von R. Markus. 

(18. 111. 48.) 

I. Bestimmung in reinen -Milchsiiure- und Lactatlosungen. 
Zur quantitativen Bestimmung der Milchsaure stehen dem Analytiker u. a. folgende 

Methoden zur Verfiigung : 
Zunachst die Perrnanganatmethode von Furth und Charlzass2), welche im Laufe der 

Zeit wesentlich verbessert wurde. Sie beruht darauf, dass eine siedende, verdiinnte Milch- 
saurelosung in Gegenwart von Schwefelshre und Mangan(I1)-Ionen durch eine langsam 
zutropfende, stark verdunnte Perrnanganatlosung zu Acetaldehyd oxydiert wird. Der 
jeweils gebildete Acetaldehyd destilliert kontinuierlich in eine gut gekiihlte Vorlage iiber, 
in welcher er durch Natriumhydrogensulfit gebunden wird. Nachdem der Aldehyd BUS 

der Hydrogensulfitverbindung mit Natriumhydrogencarbonat in Freiheit gesetzt ist, kann 
er jodometrisch titriert werden. 

L. Ruzieku und F.  Lardon, Helv. 29, 920 (1946). 
*) 0. Furth und D. Charnass, Biochern. Z. 26, 199 (1910). 
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Es hat sich gezeigt, dass die Oxydation der Milchsaure bis zur Acetaldehydstufe 
dureh den sekundlr aus KMnO, und Mangan(I1)-salz entstehenden Braunstein (MnO,) 
erfolgtl) 2). Kaliumpermanganat selbst oxydiert MilchsBure weiter bis zu Esaigsaure, eine 
Erscheinung, welche die friiheren, recht erheblichen Verluste der Permanganatmethode 
erklarlich macht. Ihre Aufdeckung fiihrte zur Anwendung einer Apparatur3)4), welche die 
direkte Beruhrung des Aldehyds mit Kaliumpermanganat auf cin Minimum beschranktc. 
und welche die Genauigkeit der Fiirtl~-Cliarnnss'schen Methode wesentlich erhohtc. 

Der Nachteil der Permanganatmethode liegt in der zeitranbenden Bestimmung 
mittels einer Spezialapparatur, die sich fur  Serienbestimmungen nicht gut eignet. Ausser- 
dem bleibt die Empfindlichkeitsgrenze auf 0,05 mg beschrankt. 

Ein anderer Weg, die Milchsaure quantitativ zu bestimmen, besteht darin, dass 
sie durch Chromsaureoxydation in saurem Milieu in Essigsaure iibergefuhrt wird, welche 
man nach anschliessender Wasserdampfdestillation alkalimetrisch titriert. 

Diese Methode wurde zuerst von Lepper. fur  die Milchsaurebestimmung in Garfutter 
(Silage)-Extrakten e n t ~ i c k e l t ~ ) ~ ) .  Auch diese Mcthode ergibt in reinen Fettsaure-Milch- 
sauregemischen sehr gute Resultate. Dagegen zeigt die Milchsaurebestimmung nach L e p p e r  
in biologischen Fliissigkeiten, z. R. in Garfutterextraktcn, sehr oft starke Abweichungeri 
gegeniiber der Permanganatmethode, welcher Umstand uns dazu fiihrte, eine dritte, im 
folgenden zu beschreibende, ko lor imet r i sche  Methode zu priifen. 

Eine ganze Anzahl kolorimetrischer Bestimmungen der Milch- 
saure beruht auf der Farbreaktion von Denigds'), die zunachst fur 
den qualitativen Nachweis der Milchsaure diente. Diese Reaktion 
beniitzt die Eigenschaft der a-Oxycarbonsauren, mit konzentrierter 
Schwefelsaure in der Hitze Amoisensaure abzuspalten und in den 
nachsttieferen Aldehyd uberzugehe,n ; die Ameisensaure zerfallt dabei 
in Kohlenmonoxyd und Wasser : 

konz. H,SO, 

1000 
R . CHOH- COOH t R .;CHO + HZO i CO 

Setzt man dem Aldehyd ein Phenol oder einen Phenolather z. B. Guajakol (Mono- 
methylather des Brenzcatechins) zu, so entsteht in geniigender Verdunnung ein rein rosa- 
roter Farbstoff, der sich gut kolorimetrieren liissts). Die Reaktion bildet die Grundlagc 
einer Methode, die fur  die quantitative Bestimmung der Milchsaure im Blutserum be- 
schrieben wurdeg). 

Auch mit Veratrol (Dimethylather des Brenzcatechins) entsteht, unter den 
gleichen Bedingungen wie oben, eine Rotfarbung, die sich ebenfalls fur  die quantitative 
Bestimmung der Milchsaure eignetlO). I n  letzter Zeit wurde dieses von Mendel ausgearbei- 
t'ete Verfahren in wenig abgeanderter Form erneut in Vorschlag gebracht11)lz). 

l) T .  E .  Friedemann, M.  Cotonio und P. A .  Shaffer, J. Biol. Chem. 73, 335 (1927). 
2, T .  E. Friedemnn und A .  J .  Kendall, J. Biol. Chem. 82, 23 (1929). 
3, E.  Lehnartz, Z .  physiol. Ch. 179, 1 (1928). 

H. Hostettler, Mitt. Lebensmittelunters. Hyg. 25, 107 (1934). 
5, W. Lepper, 2. Tierernahrung und Futtermittelkunde I, 187 (1938). 

P.  Fuchs, Ch. Z. 68, 163 (1944). 
') G. Denig&, B1. [a] 5, 647 (1909). 
*) Es ist nicht abgekllrt, fur die analytische Anwendung jedoch gleichgultig, ob der 

entstehende Acetataldehyd unter den genannten Bedingungen in seiner cyklischen Paral- 
dehydform mit den Phenolen einen Diphenylmethanfarbstoff bildet. 

$) G. A .  Harrop, jr., C .  1921, IV, 93. 
lo) B. Mendel und I .  Goldseheider, Bioch. 2. 164, 163 (1925). 
11) W. Diemair, H .  Riffart und K. Mollenkopf, Z .  anal. Ch. 119, 189 (1940). 
12) 8. B. Barker. Am. J. of Physiology 129, P, 305 (1940). 
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Weitere Arbeiten beziehen sich auf eine Reihe ahnlicher, der quantitativen Milch- 
saurebestimmung dienender Reaktionen, wie mit Codeinl) (gelb), Thiophen2) 3, (kirsch- 
rot), Hydrochinon3) (orange) und vor allem mit p-Oxydiphenyl (violett). Die Farbreaktion 
mit p-Oxydiphenyl erlaubt noch einen qualitativen Nachweis von 0,0005 mg Milchsaure4). 
Sie wurde erst vor kuner  Zeit fur  quantitative Messungen verwendet6)e). Neuerdings 
gelang es, ihre Empfindlichkeit derart eu verbessern, dass noch 0,0001 mg (= 0,l y )  
Milchsaure quantitativ nachweisbar sind’). 

Fur unsere Untersuchungen, die sich in erster Linie auf die 
Milchsiiurebestimmung von Giirfutterproben bzw. auf wgsserige Gar- 
futterextrakte beziehen sollten, war der Empfindlichkeitsbereich der 
weiter unten beschriebenen Guajakolmethode  gerade passend. 
Es darf angenommen werden, dass Veratrol und p-Oxydiphenyl in 
ahnlicher Weise verwendet werden kijnnen wie Guajakol. 

Alle bisherigen Veroffentlichungen, welche die Verwendbarkeit 
der Guajakolmethode beschreiben, gehen im wesentlichen von der 
genannten Farbreaktion von DewigBs*) aus. Nach ihnen setzt, man 
der zu unt,ersuchenden Milchsaurelosung konz. Schwefelsaure zu und 
erhitzt sie hierauf in einem siedenden Wasserbad (z. B. 2 Minuten 
lang), kuhlt ab und gibt nach einer bestimmten Zeit zum abgekuhlten 
Gemisch eine alkoholische Guajakollosung hinzu. Nach Ablauf einer 
weiteren Wartezeit wird die maximal entwickelte rote Farbe im 
Kolorimeter oder im Stufenph~tometer~) gemessen. 

Da es sich hier urn eine Reaktion zwischen wasseriger Milchsaure- 
losung und konz. Schwefelsaure handelt, wird durch das Zusammen- 
bringen beider Reagenzien schon vor dem Kochen im Wasserbad 
Warme frei, wodurch das fiir die genaue Messung unerlgssliche Ein- 
halten gleichbleibender Erhitzungsdauer schon im vornherein 
Schwierigkeiten bereitet. Umstandlich ist auch die gleichmassige 
Dosierung der konz. Schwefelsaure mittels einer Vollpipette. Die 
zuerst genannte Schwierigkeit kann man durch vorherige Eiskiihlung 
der Reagenzien behebenlO) ll). 

l) L. Servantie, C. r. SOC. Biol. 92, 700 (1925). 
2,  W .  M. Fletcher und F. G. Hopkins, J. of Physiology 35, 247 (1927). 
”) 2. Dische und D. Laszld, Bioch. Z. 187, 344 (1927). 
*) E. Eegrive, Z. anal. Ch. 95, 323 (1933). 
5, B. F.  Miller und J .  A .  Muntz, J. Biol. Chem. 126, 413 (1938). 
6 ,  R. H .  Koenemann, J. Biol. Chem. 135, 105 (1940). 
’) S. B. Barker und W .  H .  Summerson, J. Biol. Chem. 138, 535 (1941). 

9, Die maximale Ausloschung liegt beim Griinfilter S 53 (Photometerlampe). Die 
Extinktionskurve verlauft in diesem Bereiche, dem Lambert-Beer’schen Gesetze folgend, 
fast geradlinig (siehe Diemair, 1. c.). Allein die mangebf te  Uberdeckung der roten 
Reaktionsfarbe durch das Grunfilter machte die Ablesung unsicher, weshalb wir zur Ver- 
wendung des Blauviolettfilters, S 43 iibergingen. Das Filter S 43 liefert zwar eine nicht 
so gerade verlaufende Ausloschungskurve wie das Filter S53, doch erlaubt es, neben 
einer genaueren Ablesung einen grosseren Konzentrationsbereich zu uberblicken. 

DenigBs, 1. c. 

lo) Mendel und Goldsche5der, 1. c. 
I1) S. B. Barker, 1. c .  

53 
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Indem wir die nachfolgende, zeitlich genau unterteilte Operation 
wahlten, konnten wir die umstiindliche Eiskuhlung der Reagenzien 
umgehen. Die konz. Schwefelsaure wurde einem eigens zu diesem 
Zwecke hergestellten Doppelhahntrichter mit Feuchtigkeitsabschluss 
entnommen. Der Trichter wurde auf 5,O cmS eingestellt. Als Wasser- 
bad benutzten wir eiii in siedendes Wasser hineinhangendes Paraffin- 
bad, worin das mit der Probe beschickte Reagenzglas ruhig und gleich- 
massig erwarmt werden konntel). 

Unser, eine gleichmassige Farbentwicklung sicherstellendes Vor- 
gehen hat sich auch bei einer anderen stufenphotometrischen Mess- 
methode, die wir ebenfalls seit einigen Jahren in unserem Labora- 
torium ausfiihren, sehr gut bewahrt2). 

Experimenteller Tei l .  
Reagenzien: 5-proz. alkoholische Guajakollosung. 

Reine konz. Schwefelsaure pro analysi. 
Standardlactatlosung. 

Besondere Sorgfalt verlangt die Herstellung der Guajakol losung.  Guajako1,kryet. 
,,Kahlbaum" muss im Vakuum farblos destilliert werden, da es in der Regel durch Ober- 
flachenoxydation rotlich gefarbt ist. Auch das fliissige Guajakol, Ph. H. V. ,,Siegfried" ist 
verwendbar, es muss jedoch vorher durch Vakuumdestillation einige Male sorgfaltig rekti- 
fiziert werden. Man wagt 10,OO g reines, frisch destilliertes Guajakol ein und lost es in 
200,O cm3 reinem, 96-proz. Alkohol im Messkolben. Im Dunkeln aufbewahrt, bleibt die 
Losung jahrelang brauchbar. 

Nur reinste Schwefe lsaure  pro analysi ist verwendbar. Man iiberzeugt sich in einer 
Blindprobe, ob Schwefelsaure und Guajakol miteinander keine Farbreaktion geben. Tritt 
z. B. eine bliiulich-griine oder sogar eine braunliche Farbung auf, so ist die betreffende 
Schwefelsaure nicht brauchbar. Schon Spuren von NO' oder NO,' storen die Farbreaktion 
sehr stark3)4). 

Zur Herstellung der Standardmilchsaurelosung kann man ein Milchsilure- 
praparat von hoher Konzentration verwenden und durch ein besondereg Titrationsver- 
fahren den wahren Milchsauregehalt der Losung bestimmen5). Wir zogen diesem Vorgehen 
die direkte Einwaage fester Lactate vor. 

Durch direkte Einwage von 6,8462 g Calciumlactat (5 Krystallwassermolekiile) ohne 
Vortrocknung, oder durch Einwage von 4,2632 g Lithiumlactat (wasserfrei durch 6-stUn- 
diges Trocknen bei l l O o )  und Auflosen in 1 Liter Wasser stellt man eine Standardlactat- 
losung her, welche einer 0,C-proz. Milcheiiurelosung entspricht. Der Zusatz von ca. 1 g 
Quecksilberchlorid verhiitet bei sorgfaltiger Aufbewahrung Schimmelbildung. 

Aus dieser Standardlactatlosung bereitet man sich, zur Aufstellung der Eichkurve, 
durch entsprechende Verdiinnung eine Konzentrationsreihe von 0,0204,30-proz. Milch- 

1) Wird von der Methode eine grossere Empfindlichkeit als die von uns angestrebte 
verlangt, 80 ist eine vorherige Eiskiihlung der Reagenzien nicht zu umgehen. I n  diesem 
Falle ist die Einhaltung der Vorschriften von Barker und Summerson, 1. c., zu empfehlen. 

2, Phosphorbestimmung im Blutserum nach Benedict und Theis, J. Biol. Chem. 61, 
63 (1924). 

3, Mendel und Goldscheider, 1. c. 
*) J .  A .  Russel, J. Biol. Chem. 156, 463 (1944). 
j) Wegen Lactylmilchsllurebildung ist die alkalimetrische Titration starker Milch- 

siiurelosungeu nicht ohne weiteres zulassig, vgl. Fritz Kutter, Die Priifung der Milchsaure, 
Diss. ETH. 1926. 
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saure. Zweckmassigerweise bestimmt man auf der Kurve etwa 10 bis 15 Punkte; da der 
untere Teil der Extinktionskurve parabolisch verliiuft, sollten auf die niedrigeren Milch- 
silurekonzentrationen mehr Bestimmungen fallen. (Vgl. Fig. 1 .) 

Messmethodik.  

Man fiillt mit einer kalibrierten Ablasspipette 0,5 om3 der zu untersuchenden Milch- 
siiurelosung in ein gewohnliches Reagenzglas (ca. 15 mm Innendurchmesser) ab und 
beginnt mit der Stoppuhr die Zeit zu messen. Bei 40 Sekunden llsst man aus dem Doppel- 
hahntrichter genau 5,O om3 Schwefelsaure zufliessen, alsdann schiittelt man von 50 bis 
55 Sekunden den Inhalt gehorig durch. Genau nach 1 Minute stellt man das Reagenzglas 
in das mit flussigem Paraffin beschickte Rohr des lebhaft siedenden Wasserbades. Bei 
2'55" nimmt man das Reagenzglas wieder heraus, wischt es mit einem Tuch kurz vom 
anhaftenden Paraffin01 ab, um es genau nach 3 Minuten in ein mit kaltem Wasser 
gefiilltes Becherglas zu stellen. . 

Nach einer dreiminutigen Kuhlung, also nach 6 Minuten, setzt man 0,40 om3 der 
Guajakollosung zu, schuttelt noch 10 Sekunden lang durch und lasst hierauf den Farb- 
stoff sich etwa 1 '/z Stunden lang entwickeln. 

Kach 90 Minuten') misst man im Pulfrich'schen Stufenphotometer mit dem Blau- 
violettfilter S 43 bei 1 ,O cm Schichtdicke gegen destilliertes Wasser als Kompensations- 

l )  Die Extinktionswerte werden schon nach Ablauf von 60 Minuten konstant. Wir 
wahlten willkurlich 90 Minuten, weil dieses Zeitintervall uns die Bestimmung einer gros- 
seren Serie erlaubte. 
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fliissigkeit die Extinktionlj. Die auf diesem Wege verfertigte Extinktionskurve erlaubt die 
quantitative Bestimmung der Milchsaure in reinen Losungen mit einem maximalen Fehler 
von & 3747. Der mittlere Fehler betrug in unseren Versuchen & 1,42OlO. Da die Vor- 
bereitung einer Farbentwicklung etwa 7 Minutcn beansprucht, ist rs mit einlger Ubung 
moglich, in 3 Stunden eine Serie von 12 Bestimmungen auszufuhren. Der praktische Mesq- 
bereich liegt zwischen 0,05--0,25y0 Milchsaure, was auf eine Probe von 0,s em3 umgr- 
rechnet, 0,5-2,5 mg Milchsaure je Probe bedeutet. 

11. Bestimmung in biologisehen Fliissigliciten. Eine analgtisehe Anwendung vou 
sauredurehlassigen Kationen-Xustauseherkolonnen. 

I n  Flussigkeiten biologischen Ursprungs (Korperflussigkeiten, 
Pflanzenextrakten) kann die Bestimmung der Milehxaure grund- 
satzlich nach der gleichen Methode erfolgen, wie wir sie ini ersten, 
auf r eine, Xilchsiiurelosungen Bezug nehmenden Teil unserer Ver- 
offentlichung beschrieben haben. In  solchen Flussigkeiten sind je,doch 
in der Regel auxser der Milchsaure noch eine Reihe weiterer organi- 
seher Substanzen enthalten, die unt,er den von uns fiir reine Milch- 
saurelosungen vorgesehenen Bedingungen mit Guajakol ehenfalls 
Farbreaktion zeigen. Schon Denigth hat gezeigt, tla,ss seine Farb- 
reaktion mit Guajakol sowohl bei Milchsaure als auch bei Glykol- 
saure eint'ritt3). 

Die meisten Autoren der einschlagigen Publikationen sind vor das Problem gestellt 
worden, Substanzen, die das Ergebnis der kolorimetrischen Milclisaur~bestirrimuIig ver- 
falschcn, zu eliminieren, doch kamen sie iiber die mehr oder weniger vollstandige Ent- 
fernung von storenden Zuckern und EiweiBsubstanzen nicht hina.us. I n  neuerer Zeit 
nurden von amerikanisehen Forschern umfangreichc Tabellen iiber Verbindungen ver- 
offentlicht, welche die kolorimetrische Milchsiiurebevt,irnn~ung mit p-Oxydiphenyl beeill- 
triichtigen. Der Grund hierfiir war, dass sie die Spezifitat der Farbreaktion durch Anwen- 
dung dieses Phenols ZLI steigern versuchten, was teilneise auch gelang, ohne eine restlos 
befriedigende Elimination st,orender Nebenreakt,ionen erzielen zu k01n1en4). 

Wir selber versuchten zunaehst in Anpassung an die von uns 
gestellte Aufgabe (Untersuchung von Garfutterextrakten), einzelne 
Substanzen, die bei der Anwendung der G u a j  akol-methode als 
storend in Betraeht gezogen werden mussten, in dem zu analysierenden 
Medium zu identifizieren. Dabei gelang es uns, Brenzt'raubensaure 
nachzuweisen, welche die Farbreaktion mit Guajakol empfindlich 
stort. Ausserdem pruften wir einige als Modellsubstanz gewtihlte ein- 
fache organische Korper bezuglich ilirer Farbreaktion mit Guajakol. 
U. a. wandten wir unsere Aufmerksamkeit verschiedenen, beim Ab- 
bau von Aminosauren entstehenden Substanzen zu, da solche bei der 

1) Die Ablesungen sind genauer und ermiiden die Augen weniger, wenn man zuerst 
die hoheren Extinktionen, d. h. die dunkleren Piiiancen miBt und erst nachher zu den 
helleren Farben iibergeht. 

2, Diese empirische Kurve lieB sich in unserem Falle mit der Gleichung der Parabel 
y = 4 ~ ~ 3 ~  + 0,04 in gute Deckung bringen, so daB eine direkte Berechnung der Milchsaurt,. 
werte aus der Extinktion moglich ist. 

3, G. Denigds, B1. [4] 5, 647 (1909). 
4, 8. B. Barker und W. H .  Summerson, J. Biol. Chem. 138, 535 (1941). 
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Anwendung der kolorimetrischen Milchsiiurebestimmung als beson- 
ders storend in Frage kommen konnten. 

Aus SpaJte 2 der nachstehenden Tabelle ist ersichtlich, dass 
Fettsiinren, Alkohole, Ketone und Dicarbonsiiuren mit Guajakol gar 
keine Farbreaktion geben. Schwach, jedoch deutlich storen die 
EiweiBstoffe und Aminosiiuren, ferner die @-, y -  und 6-Ketosauren. 
Ausgesprochene Farbreaktionen gaben erwartungsgemiiss die a-Oxy- 
sauren (Milchsiiure und Homologen) ferner siimtliche gepruften 
Kohlehydrate. Am stiirksten storten die Aldehyde und die a-Keto- 
siiuren. Die Intensitat der Farbreaktion dieser Korper ubertrifft stark 
diejenige der a-Oxysauren. Bei den Ketosauren nahm die Farb- 
intensitat rnit dem Abstand der Carbonylgruppe von der Carboxyl- 
gruppe rasch ab: 8-Ketosauren gaben kaum noch eine messbare 
Farbreaktion. 

Fur unsere Beobachtungen kann folgende Erkliirung in Frage 
kommen: Es muss angenommen werden, dass es zur Bildung einer 
Farbreaktion rnit Guajakol unter den im I. TeiI unserer Arbeit 
genannten Bedingungen eines Aldehydes bedarf. Dieser ist entweder 
als reaktionsfiihiger Aldehyd bereits zugegen oder er bildet sich unter 
der Einwirkung der konz. Schwefelsiiure aus a-Oxysauren, unter 
Umstanden auch aus sonstigen reaktionsfiihigen Korpern. 

Tatsachlich reagieren Aldehyde und a-Ketosauren rnit Guajakol 
bedeutend energischer als a-Oxysiiuren. Hieraus ergibt sich eine 
brauchbare qua l i t a t ive  Unterscheidungsmoglichkeit zwischen ~ - 0 x y -  
sauren einerseits, Aldehyden, Ketosiiuren und auch Kohlehydraten 
andererseits, indem man die Guajakolprobe in der Kalte anwendet. 
Setzt man zu einer rnit Eis gekiihlten Probe (0,5 em3) im Reagens- 
glas die ubliche Menge konz. Schwefelsaure (5,O em3) vorsichtig zu 
und mischt in der KBlte so durch, dass dabei keine nennenswerte 
Erwiirmung erfolgt, so reagieren nach Zugabe von 0,4 em3 einer 
0,5-proz. alkoholischen Guajakollosung samtliche oben erwiihnten 
Korper, mit Ausnahme der a-Oxysiiuren, unter sofortiger Farbreak- 
tion. cr-Oxysauren (z. B. Milchsaure) reagieren dagegen erst nach 
etwa 10 Minuten unter allmahlich zunehmender Rosafarbung. Die 
Tragheit der Reaktion der Oxysiiuren in der Kalte wurde schon 
recht fruh erkanntl) und in neuerer Zeit wieder erwahnt2). 

Das Ergebnis der in der Kalte vorgenommenen Prufung rnit 
Guajakol wurde in Spalte 1 der Tabelle angefuhrt. 

Die fur die Reaktionen ohne Vorbehandlung gewiihlte Konzen- 
tration der Prufsubstanzen betrug 2 %  (Ergebnisse in 8palte 1 und 2 
der Tabelle). Bei den Reakt'ionen nach der Vorbehandlung wiesen 
dagegen die gepruften Substanzen eine Konzentration von 0,2 yo auf. 

B. Mendel und I .  GoZdscheider, Bioch. Z. 164, 163 (1925). 
2) 8. B. Barker und W .  H .  Summerson, J. Biol. Chem. 138, 535 (1941). 
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Die Farbreaktion mit G u a j a k 0 1. 

in der 
Warme 

Testsubstanzen nach 
Korperklassen geordnet kerung 

und Ent- 
eiweis- 

Reaktion Ohne 1 Vorbehandlung I Reaktion nach Vorbehandlung 

1 kalt 

_________ ___ _____ - - __ 

Alkohole: 
Methanol . . . . . . . .  -*) 
Athano1 - 
n-Octanol - 

. . . . . . . .  

. . . . . . . .  
Pol yalkohole: 
Glykol . . . . . . . . .  
Glycerin . . . . . . . .  
Trimethylenglykol . . . .  

D-Mannit . . . . . . . .  
Fettsuuren: 
Ameisensaure . . . . . .  
Essigsaure . . . . . . .  
Propionsaure . . . . . .  
Buttersaure . . . . . . .  
Ketone: 
Aceton . . . . . . . . .  

Kohl& ydrate: 
A. Monosaccharide:  

Methylathylketon . . . .  

L-Arabinose . . . . .  
L-Rhamnose . . . . .  
D-Glucose . . . . . .  
D-Fructose . . . . . .  
D-Galactose . . . . .  

(Trehalosetypus) : 
Saccharose . . . . . .  
( Gentiobiosetypus) : 
Maltose . . . . . . .  
Lactose . . . . . . .  

Raffinose . . . . . .  

B. Disacchar ide :  

C .  Trisacchar ide :  

rot 
rot 
rot 
rot 
rot 

rot 

rot 
rot 

rot 

I 
1 Entzuk- 

Saure- 
hydrolyse 
Entzuk- 
kerung 

und Ent- 
eiweis- 
sung 

Saure- 
hydrolyse 

Entzuk- 
kerung, 
Entei- 

weissung 
und Hy- 
drierung 

*) - bedeutet farblos (keine Farbreaktion). 
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Die Farbreaktion mit G u a j a k o 1 (Fortsetzung). 

Testsubstanzen nach 
Korperklassen geordnet 

D. P o l y s a c c h a r i d e :  
Starke (loslich) . . . .  

Pektin . . . . . . . .  
Glykogen . . . . . .  

Dicarbmsauren : 
Oxalsaure . . . . . . .  
MalonsLure . . . . . . .  
BernsteinsBure . . . . .  
Oxydicarbonsauren: 

Weinsiiure . . . . . . .  
Oxytriearbonsaure : 
Citronensaure . . . . . .  
Ketohexonsaurelacton : 
Ascorbinsaure . . . . . .  
Saureamid: 
Harnstoff . . . . . . . .  
Amine  : 
Kreatinin . . . . . . . .  

' Apfelsiiure . . . . . . .  

Diphenylamin . . . . . .  
Aminosauren, Eiweisssto f f e : 
Glykokoll . . . . . . . .  
Glutathion . . . . . . .  
Cystein . . . . . . . . .  
Lactalbumin . . . . . . .  
Casein . . . . . . . . .  
Eieralbumin . . . . . . .  
Oxysauren: 
Glykolsaure ( a )  . . . . .  
MilchsBure ( a )  . . . . . .  
Oxybuttersiiure ( u )  . . .  

Reaktion ohne 
Vorbehandlung 

2) 

in der 
Warme 

___ ____- 

rot 
rot 
rot 

- 
- 
- 

gelb 
rosa 

- 

gelb 

- 

- 
- 

braunlich 
braunlich 
braunlich 
braunlich 
braunlich 
braunlich 

rosa 
rosa 
rosa 

Reaktion nach Vorbehandlung 

3) 

Entzuk- 
kerung 
ind Ent. 
eiweis- 
sung 

rosa 

rosa 
- 

- 
- 

- 

- 
- 

- 

- 

- 

gelbrot 
- 

- 
- 
- 

- 

- 

- 

rosa 
rosa 
rosa 

4) 

Saure- 
.ydrolyse 
Entzuk- 
kerung 

und Ent- 
eiweis- 

sung 

- 
- 
- 

- 

- 
- 

- 
- 

- 

- 

- 

- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 

- 
rosa 
rosa 

5 )  
Saure- 

iydrolyse 
Entzuk- 
kerung 
Entei- 

weissung 
und Hy- 
drierung ____ 

~~ 

- 
- 
- 

- 
- 
- 

- 
- 

- 

- 

- 

- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
rosa 
rosa 

*) - bedeutet farblos (keine Farbenreaktion). 
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Die Farbreaktion mit G u a j a k o 1 (Schluss.) 

Testsubstanzen nach 
Korperklassen geordnet 

OxysSiuren : 
Oxybuttersiiure ( p ) .  . . .  
Oxyisovaleriansiiure ( p )  . 
Ketosiiuren: 
Brenztraubensaure (u) . . 
Ketobuttersaure (a)  . . .  
Oxalessigsiiurc ( a )  . . . .  
Acetessigester ( p )  . . . .  
Ketotetramethylglutar- 

saure ( p )  . . . . . . .  

Propionylpropionsaure(y) . 
Acetondipropionsaure (6) . 
Aldehyde: 
Formaldehyd . . . . . .  
Acetaldehyd . . . . . .  
Benzaldehyd . . . . . .  
Salicylaldehyd. . . . . .  
Furfurol . . . . . . . .  

Lavulinsiiure ( y )  . . . . .  

Reaktion ohne 
Vorbehandlung 

1) 

kalt 

-*) 
__ 

gelbrot 
gelbrot 
gelbrot 

gclb 

._ 

gelblich 
rosa 
- 

violett 
rot 

gelbrot 
rot 
rot 

2 )  

in der 
Warme 

- 

rot 

gelbrot 
gelbrot 
gelbrot 

gelb 

- 

gel blich 
rosa 

gelblich 

violett 
rot 

gelbrot 
rot 
rot 

Reaktion nach Vorbehandlung 

3) 

Entzuk- 
kerung 

ind Ent- 
eiweis- 

sung 

- 
rosa 

gelbsot 
gelbrot 
gelbrot 

gelb 

- 

- 
rosa 
- 

rosa 
gelbrot 
- 
- 

- 

4) 

Siiure- 
h ydrolyse 
Entzuk- 
kerung 

und Ent- 
eiweis- 
sung 

- 
rosa 

gelbrot 
gelbrot 

rosa 
rosa 

- 

__ 
rosa 
- 

rosa 
gelb 
- 
- 

- 

5 )  
Saure- 

.ydrolyse 
Entzuk- 
kerung, 
Entei- 

weissung 
und Hy- 
drierung 
~. ~ ___ 

- 
- 

rosa 
rosa 

rosa 
- 

- 

-. 

-. 

_- 

- 

gelblich 
- 

- 
- 

*) - bedeutet farblos (keine Farbreaktion) 

(Ergebnisse in Spalten 3, 4 und 5 der Tabelle.) Verglichen mit dem 
Milchsiiuregehalt der von uns untersuchten biologisehen Flussigkeiten 
(Giirfutterextrakte), betrug die Konzentration der in der Tabelle auf- 
gefiihrten Testsubstanzen bei den Reaktionen ohne Vorbehandlung 
das 10 bis 20-fache, bei den Reaktionen nach Vorbehandlung an- 
nahernd das 1-2-fache. 

Die E n  t zu  eke rung. 
Zucker stort sowohl die Permanganatmethode nach Piirth und 

Charwassl) wie auch, und zwar besonders ernpfindlich, siimtliche 
kolorimetrischen Milchsiiurebestimmungsverfahren. Seine Entfernung 

l) Bioch. Z .  26, 199 (1910). 
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beruht auf der Beobachtung SnZkowski’sl), wonach 1 Rlol Glucose 
durch Zusatz von 5 Molen Kupfersulfat und 11 Molen Natronlauge 
aus wasserigen Losungen vollstandig entfernt werden kann. Van 
SZyke2) und spater GZausen3) ersetzten die Nstronlauge durch Kalk- 
milch. Ihre Methode gelangt auch heute noch am meisten zur An- 
wendung. FalIs die zu entzuckernden Losungen eine stture Reaktion 
aufweisen, erscheint eine vorherige Neutralisation mit Natronlauge 
xweckmassig. 

Die Anwendung von Kupfersulfat und Kalkmilch fiihrt zu einer 
milden Oxydation der Aldosen und Ketosen in massig alkalischem 
Milieu, wobei sich schwerlosliche Ca-Salze bilden. Samtliche Mono- 
und Polysaccharide mit freien reduzierenden Gruppen werden von 
der Entzuckerung erfasst. Zu den eliminierbaren Polysacchariden 
gehoren u. 5. die Disaccharide des Gentiobiosetypus, wie z. B. 
Maltose. Die ubrigen Polysaccharide (z. B. Saccharose vom Trehalose- 
typus, ferner Raffinose und Starke) passieren die Vorbehandlung 
mehr oder weniger unverandert. (Vgl. Spalte 3 der Tabelle.) 

Um mit der Kupfer-Kalkbehandlung s a m  t l iche  Kohlehydrate 
zu erfassen, haben wir eine Saurehydrolyse in der Warme vorge- 
schaltet. Nach der Hydrolyse wird mit starker Natronlauge gegen 
Lackmus neutralisiert und hierauf mit Kupfersulfat und Kalkmilch 
entzuckert. Mit dieser im experimentellen Teil genauer beschriebenen 
Vorbehandlung kann man rnit Ausnahme der L-Rhamnose (Methyl- 
pentose) samtliche Kohlehydrate restlos entfernen. (Vgl. Spalte 4 
der Tabelle.) 

In  nbereinstimmung rnit friiheren Be~bachtungen~) konnten wir 
erneut feststellen, dass nach Saurehydrolyse und Entzuckerung reiner 
3filchstiurelosungen keine Depression der Milchsaurewerte eintritt. 

Die  E n  t eiw eis s ung. 
Obwohl Eiweiss bei der von Piirth und Charnass eingefuhrten 

Permanganatmethode kaum stort, wurde es von samtlichen, diese 
Methode verwendenden Autoren konsequent nach dem Schenck’schen 
Verfahren entfernt 5 ) .  Dieses Verfahren beruht darauf, dass nach 
Zusatz von Quecksilberchlorid in salzsaurer Losung und durch Ein- 
leiten von Schwefelwasserstoff eine Eiweissfallung zustande kommD. 
Nicht gefallt werden die Aminosauren, die sich bei der anschliessenden 
Entzuckerung durch ihre meist violettfarbigen Kupferkomplexverbin- 
dungen (Biuret-Reaktion) verraten6). Die Schenck’sche Enteiweissung 

I 

1) E. Salkowski, Z. physiol. Ch. 3, 79 (1879). 
2, D. D. van Slyke, J. Biol. Chem. 32, 455 (1917). 
3, S. W. CEausen, J. Biol. Chem. 52, 263 (1922). 
4, A .  Hansen und 0. Riesser, Bioch. Z. 246, 471 (1932). 
5, T .  E .  Friedemann, M .  Cotonio und P. A. Shaffer, J. Biol. Chem. 73, 335 (1927). 
6 ,  Auch dieL-Rh&mnose bildet mit Kupfersalzen in alkslischer Losung ein stark 

blau gefiirbtes Filtrat. 
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wurde u. a. von Hirsch-Kaluffmann eingehend beschriebenl). Bei der 
in neuerer Zeit zur Anwendung gelangenden, im ersten Teil unserer 
Arbeit erwahnten Lepper’schen Destillationsmethode2) wird eine be- 
sondere Enteiweissung weggelassen, da Eiweiss die Ergebnisse nicht 
beeinflussen 8011. Es wird lediglich rnit Kupfersulfat und Kalkmilch 
entzuckert, wobei immerhin ein Teil des Eiweisses ausgeflockt wird, 
wahrend ein anderer, nicht koagulierbarer Anteil in Losung bleibt. 
Die oft vie1 zu hohen Milchsaurewerte, die rnit der Lepper’schen 
Destillationsmethode gefunden werden, veranlassten uns, auch hier 
eine Enteiweissung nach #ch,enck zur Anwendung zu bringen. Die 
damit gemachten Erfahrungen veranlassten uns jedoch zur Schluss- 
folgerung, dass die erwahnte, nnvollkommene Enteiweissung fur die 
xu hohen Resultate der Lepper’schen Methode nicht verantwortlich 
gemacht werden konnen. 

Bei der koZorimetrischen Milchsaurebestimmung storen die mit 
Quecksilberchlorid und Schwefelkohlenstoff nicht fallbaren Amino- 
sauren durch die bei der Entzuckerung entstehende, farbige Kupfer- 
komplexbildung sehr stark. Andererseits ist die Entzuckerung rnit 
Kupfer-Kalk uner lass l ich ,  da diese Methode bis jetzt durch keine 
bessere ersetzt werden konnte. 

LBsst man jedoch das nach der Entzuckerung erhaltene Filtrat 
mit den gefarbten Aminosaurekomplexsalzen durch eine sauredurch- 
lassige Kuns tha rzko lonne  (z. B. aus Wofatit KS der I .  G .  Farben 
bestehend) laufen, so tritt vollstandige Entfarbung ein, wobei unter 
den im experimentellen Teil angegebenen Bedingungen keinerlei 
Anderung der Milchsaurekonzentration verursacht wird. Das Filtrat 
erscheint auch Spurenreaktionen gegenuber vollkommen amino- 
saurefrei. 

In  der neueren Literatur sind verschiedene Versuche beschrieben, 
welche eine Trennung  der Aminosauren mit Hilfe von Ionenaus- 
tauschkolonnen bezwe~ken~)~) .  Fur unseren Zweck handelte es sich 
nicht um die Trennung, sondern darum, rnit Hilfe einer geeigneten 
Kolonne eine vollstandige Entfernung der Aminosauren aus der zu 
untersuchenden Losung zu erzielen. 

Die Hydr ie rung .  
Im Verlaufe unserer Untersuchung hat es sich gezeigt, dass eine 

grundliche Entzuckerung und Enteiweissung als Vorbehandlung fur 
die kolorimetrische Milchsaurebestimmung nicht ausreicht. Wie aus 
Spalte 4 unserer Tabelle hervorgeht, geben neben den hoheren Homo- 
logen der Milchsaure (a-Oxysauren) noch samtliche a-Ketosiiuren und 

1) H.  Hirsch-Kauffmann, Z. physiol. Ch. 140, 25 (1924). 
2, W.  Lepper, Z. Tiererniihrung und Futtermittelkunde I ,  187 (1938). 
3) B. S. Clearer, R. A.  Hardy und H.  G. Cassidy, Am. SOC. 67, 1343 (1945). 
4, Th. Wieland, B. 77, 539 (1941). 
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Aldehyde storende Farbreaktionen. Die meisten dieser Korper werden 
durch die beschriebene Vorbehandlung nur teilweise eliminiert und 
stellen somit bei der kolorimetrischen Milchsaurebestimmung eine 
bedeutende Fehlerquelle dar. 

Gerade in den von uns xu untersuchenden Garfutterproben 
musste mit der Gegenwart von Ketosauren usw. gerechnet werden. 
So gelang es uns, in einem aus angewelkter Grassilage gewonnenen 
Extrakt Brenztraubensaure nachzuweisen. 

Dass die Entzuckerung rnit Kupfer-Kalk nach Van SZyke nicht 
imstande ist , Formaldehyd oder Acetaldehyd restlos zu oxydieren, 
hat auch Barker1) festgestellt. 

I n  der Folge versuchten wir, die storenden Aldehyde durch zu- 
satzliche H y d r i e r u n g  m i t  Na t r iumamalgam auszuschalten. In  
Testlosungen gelang uns dies fur Formaldehyd quantitativ, fur 
Acetaldehyd und Brenztraubensaure wenigstens teilweise. 

Brenztraubensaure kann sich unter gewissen Bedingungen in 
verdunnten Milchsaurelosungen bilden. Wir konnten beobachten, 
dass eine 0,lO-proz. Standardlactatlosung, die durch keinerlei. Zu- 
satze gegen bakterielle Einwirkung geschutzt war, bei Anwendung 
der Guajakolmethode ihren Extinktionswert wiihrend einigen Monaten 
standig erhohte. Nach ca. 3 Monaten zeigte sie eine Extinktion, die 
einer 0,30-proz. Milchsaurelosung entsprach, wobei sich die Farb- 
reaktion mit Guajakol von rein rosarot in deutlich gelbrot veranderte. 
Im Gegensatz hierzu ergab eine Kontrollbestimmung mit Hilfe der 
Permanganatmethode nach Purth- Charnass unverandert den ur- 
spriinglichen Gehalt von 0,l % Milchsaure. Diese Erscheinung wurde 
erklarlich, als es uns gelang, in der Lactatlosung Brenztraubensaure 
nachzuweisen2) 3). Diese, moglicherweise unter bakterieller Ein- 
wirkung entstandene Brenztraubensaure konnte durch Hydrierung 
rnit Natriumamalgam quantitativ in Milchsaure zuruckverwandelt 
werden. Nach vollzogener Hydrierung wies die Farbreaktion rnit 
Guajakol wieder eine rein rosa Nuance auf, wobei der Extinktions- 
tionswert wieder den ursprunglichen Gehalt von 0,lO yo Milchsaure 
anzeigte. 

Die Extinktion einer 0,lO-proz. Brenztraubensiiurelosung ist so 
hoch, dass sie im Stufenphotometer nicht mehr messbar ist. Im 
Stufenphotometer tauscht Brenztraubensaure, rnit Guajakol ent- 
wickelt, schatzungsweise die zehnfache Menge an Milchsaure vor. 
Verwandeln sich beiapielsweise nur 3 % der vorliegenden Milchsaure 
in Brenztraubenstiure, so zeigt das Gemisch eine Extinktion, die einem 
scheinbaren Gehalt von nahezu 130 yo Milchsiiure entspricht. 

1) S. B. Burker, J. Biol. Chem. 137, 783 (1941). 
a) P. B. Straub, Z. phyiol. Ch. 244, 117 (1936). 
3, S. Edlbacher und H .  Grauer, Helv. 27, 157 (1944). 
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Bei Anwendung der Permanganatmethode oh n e Vorbehand- 
lung mit Kupfer-Kalk tauscht vorhandene Brenztraubensaure nach 
unseren Beobachtungen ungefahr aquivalente Mengen Milchsiiure vor. 
Wie die kolorimetrische Methode mit Guajakol, zeigt dagegen auch 
das Lepper'sche Destillationsverfahren bei Gegenwart von Brenz- 
traubensaure bedeutend mehr Milchsiiure an, als der Aquivalenz der 
Brenztraubensaure entsprechen wurde. 

Bei Vorbehandlung mit Kupfer-Kalk wird ein betrgchtlicher 
Teil der vorhandenen Brenztraubensaure zuruckgehalten, ohne dass 
sie vollstlndig entfernt wird, eine Beobachtung, die schon Barker 
gemacht hat1). 

Dass iiberschussiges Natriumamalgam in alkohol ischer  Losung 
zum Zwecke quantitativer Hydrierung verwendet werden kann, wurde 
bereits fruher beschrieben2). Wir konnten zeigen, dass rnit Hilfe von 
Natriumamalgam gewisse, wenn auch nic,ht alle Ketosauren und 
Aldehyde auch in wasseriger Losung quantitativ hydrierbar sind. 
Selbstverst'andlich bleiben dabei die or-Oxysauren unverandert. 

Aus Spalte 5 der Tabelle ist ersichtlicli, wie viele Storsubstanzen 
durch Hydrolyse, Entzuckerung, Ent,eiweissung und anschliessende 
Hydrierung ausgeschaltet werden konnen. 

Uns samtlic,he vorbeschriebenen Erfahrungen zunutze machend, 
versuehten wir nunmehr, die quantitative kolorimetrische Milchsiiure- 
he,stimmung mit Guajakol nach folgendcr Vorbehandlung der Losun- 
gon durchzufiihren : 
- Hydrolyse mit verdiinnter Schwefelsaure in der Warme, 
- Behandlung rnit Hupfer-Kalk, 
- Enteiweissung durch Kationenaustauscher, und 
- Hydrierung rnit Natriumamalgam. 
Diese vierfache Vorbehandlung zeitigte u. a. folgende Ergebnisse : 
Zu einer 0,1.00 yo Milchsaure enthaltenden Grundlosung wurden 

0,lO % Formaldehyd  zugesetzt,. Dieser, die kolorimetrische Mileh- 
saurebestimmung besonders stark storende Aldehyd wurde unter dem 
Einfluss der oben angegebenen Vorbehandlung vollst,&ndig eliminiert 
und die Bestimmung der Milchsaure ergab genau die vorgelegte 
Menge. 

In  einem weiteren Versuch wurden zu einer O , l l l %  Milchsiiure 
enthaltenden Grundlosung 0,lO yo B r enz t r a u b  ensau re  zugesetzt. 
Die Extinktion der mit Guajakol versetzten Milchsaure-Brenz- 
traubensaurelosung war oh n e Vorbehandlung so hoch, dass sie im 
Stufenphotometer nicht gemessen werden konnte. Nun wurde das 
gleiche Gemisch der Saurehydrolyse, der Entzuckerung und Ent- 
eiweissung unterworfen, worauf wieder photometriert wurde. Er- 
wartungsgemass ergab aic,h ein vie1 zu hoher Milchsaurewert (0,184 yo 
__-___ 

l) 8. B. Barker, Am. J. Physiology 129 P, 305 (1940). 
2, R. Mohlau urid M .  Heinze, B. 35, 361 (1902). 
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statt 0,111 yo). Schliesslieh wurde die hydrolysierte, entzuckerte und 
enteiweisste Losung noch mit Natriumamalgam hydriert. Nach 
dieser Vorbehandlung ergab die Guajakolmethode 0,123 % Milch- 
sgure. Der Wert war somit noch um 11% zu hoch. Immerhin hatte 
die Hydrierung der Brenztraubensaure zu Milchsaure bewirkt, dass 
die Abweichung von der ursprunglich vorgelegten Milchsauremenge 
bedeutend verkleinert wurde. 

E x p e r i in e n t e 11 e r T a i I .  
S a u re  h y d r o  1 y s e u n d En t z u c k e rung. 

Reagenzien: Sch~~efelsaurelosung, 10-proz. 
Kat'ronlauge, konz., ca. 43-proz. 
Kupfersulfatlosung, 10-proz. (100 g CuSO,, 5 H,O im Liter). 
Kalkmilch, 10-proz. (100 g CaO, rein, pulverisiert in 1 Liter Wasser auf- 
geschwemmt). 

J e  nach Milchsaurekonzentration der zu untersuchenden Fliissigkeit pipettiere man 
in der Regel 10,O his 60,O cni3 in einen Messkolben von 100,O cm3 Inhalt. Man setze dem 
Kolbeninhalt 1,0 cm3 10-proz. Schwefelsaure zu und erwarme irn Wasserbad etwa 15 Mi- 
nuten lang. 

Der auf Zimmertemperatur abgekiihlten Losung werden 12 cm3 Kupfersulfatlosung 
zugesetzt, worauf mit einigen Tropfen starker Natronlauge gegen Lackmuspapier neutra- 
lisiert wird. Nach Zugabe von 20 em3 Kalkmilch wird his zur Marke aufgefiillt, 4 Stunden 
etehen gelassen und hierauf durch einen gewohnlichen Rundfilter abfiltriert . 

Bei kleineren Fliissigkeitsmengen kann man die Hydrolyse und die Entzuckerung 
mit entsprechend reduzierten Reagenzmengen ausfiihren. 

Enthalt die zu untersuchende Fliissigkeit neben vie1 fallbarem Protein nur wenig 
Milchsaure (z. B. Blut oder Xilch), so muss vor der Entzuckerung eine erste Enteiweissung 
durchgefiihrt werden. In  solchen Fallen reicht die Empfindlichkeit der hier beschriebenen 
Guajakolmethode nicht mehr aus, zunial grossere Proteinmengen ohne wesentliche Ver- 
diinnungen nicht entfernt werden konnen. Man bedient sich dann besser der Vorschriften, 
die von Mendel l) 2, fur  die kolorimetrische Bestimmung mit Veratrol oder die yon Lel~n- 
nrtz3) fur  die Bestimmungsmethode mit Kaliumpermanganat angegeben wnrden. Noch 
besser durfte sich die neuerdings beschriebene p-Oxydiphenylmethode, mit. ihrer hohen 
Empfindlichkeit eignen4) 5). 

E n t e i w e i s s u n g  von b e r e i t s  e n t z u c k e r t e n  F i l t r a t e n  m i t  Hi l fe  e i n e r  K a t i o n e n -  
a u s t a u s c h e r k o l o n n e  a u s  K u n s t h a r z .  

Etwa 30 g Kationenaustauscherkunstharz werden in einem Porzellanmorser massig 
zerkleinert. Durch anschliessendes 8-stundiges Ausschwemmen mit Leitungswasser wird 
das feinkornige Material von zu feinen Partikelchen befreit. Zuriickbleiben sollten Tor- 
zugsweise Kornchen von etwa 20 p Durchmesser. Mit diesem Harzmaterial fiille man ein 
Glasrohr mit unten angesetztem Hahn bis zur Halfte. Die Grosse des Glasrohres sollte 
etwa 2 cm im Durchmesser und 15 ern in der Lange betragen. Ein Wattenpfropf, oberhalb 
des Hahnes angebracht, verhindert das Durchlaufen von Filtermaterial. 

Nun wird die Harzkolonne durch Aufgiessen von ca. 40 om3 10-proz. Salzsaure und 
durch P5-maliges Durchspiilen mit destilliertem Wasser neutralgewaschen (Lackmus) 
und aktiviert. 

l) B. Mendel und I .  Goldscheider, Bioch. Z. 164, 164 (1925). 
2) B. Mendel, Bioch. Z. 202, 390 (1928). 
3 )  E .  Lehnarfz, Z. physiol. Ch. 179, 1 (1928). 
4, R. H .  Koenemann, J. Biol. Chem. 135, 105 (1940). 
5 )  8. B. Barker und W .  H .  8umm.erson. J. Biol. Chem. 138, 535 (1941). 
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Die Austauschfahigkeit von 1 cm3 Harz betriigt etwa 3 Millimole Kation. Eine iihn- 
liche Kolonne, wie die oben erliiuterte, hat Hadornl) beschrieben. 

Die so aktivierte Kolonne wird nun zweimal mit ca. 10 cm3 des entzuckerten Fil- 
trates durchgespiilt. Das Filtrat der dritten und eventuell nachfolgenden Portionen kann 
alsdann zur quantitativen Analyse verwendet werden. 

R e g e n e r i e r u n g  n n d  Rein igung d e r  Harzkolonne .  
Die Harzkolonne von den oben angegebenen Dimensionen vermag praktisch zwei 

entzuckerte Proben vollstandig zu entkationisieren. Es ist daher empfehlenswert, nach 
jeder zweiten Probe die Regenerierung mit etwa 40 cm3 10-proz. Salzsiiure und durch an- 
schliessendes Spulen mit destilliertem Wasser vorzunehmen. 

Das Filtrat einer durch den Kationenaustauscher laufenden, vorher entzuckerten 
Probe, erscheint normalerweise vollstandig farblos und wasserklar ; trifft dies nicht ein- 
wandfrei zu, so ist die Kolonne griindlich zu reinigen. Bei ofterem Gebrauch ist eine Ver- 
schmutzung der Harzkolonne durch organischc Stoffe (Aminosauren usw.) unvermeid- 
lich. Es ist daher ratsam, den Inhalt der Kolonne allmonatlich in einem Becherglas 2-3mal 
hintereinander mit knlter, verdunnter Natronlauge zu behandeln und anschliessend mit 
Salzsaure zu regenerieren. Auf diese Art bleibt das gleiche Harzmaterial mit unveranderter 
Wirksamkeit beliebig lange verwendbar. 

Die  H y d r i e r u n g  d e s  e n t z u c k e r t e n  u n d  e n t e i w e i s s t e n F i l t r a t e s  rnit N a t r  ium-  
amalgam.  

Zu 100 g gereinigtem und destilliertem Quecksilber fiige man in kleineren Portionen 
4 g geschaltes und trockenes Natriummetall. Zweckmassig verreibe man das Natrium 
portionsweise in einem kleinen Porzellanmorser, wobei eine am Pistil1 angebrachte durch- 
bohrte Kartonplatte die Hand schiitzt. Beim Verreiben lost sich das Natrium zuniichst 
unter Feuererscheinung auf; gegen Ende kann die Natriumzugabe in grosseren Portionen 
erfolgen. Man trachte danach, das noch heisse Gemisch moglichst homogen zu zerdriicken. 
Vor Luftfeuehtigkeit geschiitzt, kann es beliebig lang aufbewahrt werden. 

Man pipettiere 5,O cm3 des Filtrates aus der Harzkolonne in ein gewohnliches 
Reagenzglas. Zur Korrektur des Endvolumens fiigt man 0,35 cm3 destilliertes Wasser 
hinzu (0,07 cm3 pro Gramm verwendetes Amalgam) und notiert den Meniskus mit einem 
Diamantstift. Nun setzt man 5 g Natriumamalgam zu und stellt das Reagenzglas in ein 
Wasserbad (Becherglas) bis zum Aufhoren der Wasserstoffentwicklung. Meistens ist die 
Reaktion nach 20 Minuten beendigt. Nach dem Abkuhlen fiillt man wieder bis zur Marke 
auf und filtriert durch einen Rundfilter Tom metallischen Quecksilber in ein sauberes und 
trockenes Reagenzglas ab. 0,5 cm3 des so gewonnenen Filtrates dient dann zur stufen- 
photometrischen Bestimmung der Milchsiiure (vgl. I. Teil). 

P r u f u n g  a u  f Volls t a n  d i g  k e i  t d e r  E n  t zu c k e r u  n g  u n d  E n  te iweissung.  
Versuche m i t  Zuckern.  Es wurden 2%ige wasserige Losungen verwendet, wobei 

u. a. gepriift wurde: D-Fructose, D-Glucose, Maltose, Saccharose. 
I n  einen 100,O om3 Messkolben wurden 25,O cm3 einer O,4-proz. Milchsiiurelosung, 

10,O cm3 einer der angefuhrten Zuckerlosungen und 15 cm3 destilliertes Wasser pipettiert. 
J e  nach dem, ob der zugesetzte Zucker eine freie oxydierende Gruppe enthielt oder nicht, 
musste zuniichst eine Siiurehydrolyse mit 1,O om3 10-proz. Schwefelsiiure bei anschlies- 
sender Neutralisation mit starker Natronlauge vorgenommen werden. Hierauf wurden 
12 cm3 10-proz. Kupfersulfatlosung und 20 cm3 Kalkmilch (10-proz.) zugesetzt. Alsdann 
erfolgte Auffiillen bis zur Marke. Die Endkonzentrationen betrugen somit O,l% fur die 
Milchsaure und 0,274 fur  den Zucker. Nach 4-stundigem Stehenlassen wurde abfiltriert 
und das Filtrat durch die Kationenaustauscherkolonne geschickt. Das dritte Filtrat diente 
dann zur stufenphotometrischen Milchsaurebestimmung. Gefunden wurde genau die vor- 
gelegte Milchsauremenge, niimlich O , l O % .  

l) H .  Hadorn, Mitt. Lebensmittelunters. Hyg. 37, 114 (1946). 
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Die erhaltenen Resultate zeigten in allen Fallen, dass die gepriiften Zucker mit 
Ausnahme eines einzigen, quantitativ eliminierbar waren. D i m  Ausnahme bildete die 
L-Rhamnose (Methylpentose), welche, trotz wiederhdter Behandlung, nicht restlos entfernt 
werden konnte. 

Versuche mi t  Aminosiiuren und  Eiweissabbauprodukten. Es wurden fol- 
gende wasserige Losungen gepriift : Glykokoll, 2-proz., L-Leucin, 2-proz., Cystein, 0,Ol- 
proz., Glutathion, O,O2-proz. 

Ferner wurden 0,2 g Casein + 0,2 g Laotalbumin unter Zugabe von 96 cm3 Wasser, 
4 cm3 Salzsiiure (25-proz.) und 1 g Pepsin wahrend 48 Stunden bei 37O (Brutschrank) 
abgebaut. Den gleichen Abbau erfuhren auch 0,4 g Trockenvolleipulver. 

Zu 25,O cm3 einer 0,4-proz. Milchsiiurelosung wurden 10 cm3 der obigen Eiweiss- 
bzw. Aminosiiurelosungen zugesetzt, worauf die vorbeschriebene Behandlung mit Kupfer- 
Kalk und mit der Kationenaustauscherkolonne zur Audiihrung gelangte. Die stufen- 
photometrische Bestimmung ergab in allen Fallen genau die vorgelegte Milchsiiuremenge 
von O, lO%.  

Es ist hier zu bemerken, dass die Eiweisslosungen bzw. Aminosiiuren, d i rek t  mit 
Guajakol entwickelt, eine bedeutende Extinktion verursachen. 

Eine qualitative Priifung zeigte, dass enteiweisste Losungen weder die Biuret-, noch 
die Ninhydrinreaktion mehr zeigten. Angesichts der hohen Empfindlichkeit des letzteren 
Reagens auf a-Aminosiiuren') darf man annehmen, dass in den untersuchten Fiillen eine 
spurlose Entfernung der Aminosauren bzw. Eiweiasabbauprodukte stattgefunden hatte. 

Wie zu emarten war, vermochte der gleichzeitige Zusatz von Zuckern und Ei- 
weisslosungen die Milchsiiureanalysenwerte nicht zu beeinflussen. Es wurde u. a. folgende 
Priifung vorgenommen : 

I n  einem 100,O om3 Messkolben wurden 40,O cm3 einer 0,4-proz. Milchsiiurelosung 
mit 10 cm3 Saccharoselosung (2-proz.) und 10 cm3 Trockenvolleidepolymerisat (0,4-proz.) 
versetzt und auf dem iiblichen Wege entzuckert und enteiweisst. Gefunden wurden 
0,165% Milchsiiure, statt der vorgelegten 0,160%, eine Abweichung, welche noch inner- 
halb des Bereiches des mittleren fur reine Milchsiiurelosungen bestimmten Messfehlers liegt 
(vgl. I. Teil). 

Milchsiiurebestimmung in Gegenwaft von Aldehyden. 

25,O cm3 einer 0,4-proz. Milchsiiurelosung + 10 cm3 einer 2-proz. Formaldehydlosung 
(enteprechend O , l %  Milchsiiure neben 0,2% Formaldehyd im 100,O cm3 Messkolben) er- 
gaben nach Hydrolyse, Entzuckerung, Enteiweissung und Hydrierung mit Natrium- 
amalgam statt der urspriinglich vorgelegten 0,100%, 0,102% Milchsiiure, eine uberein- 
stimmung, die als gut bezeichnet werden kann. 

Trotz wiederholter Bemiihungen gelang es uns leider nicht, den storenden Einfluss 
des Acetaldehyds oder der L-Rhamnose restlos zu eliminieren. Dass das nachsthohere 
Homologe der Milohsiiure (a-Oxypropionsiiure), die a-Oxybuttersaure, sich auf diesem 
Wege nicht eatfernen liess, war theoretisch zu emarten. Es mag interessant sein, dass 
sich die Glykolsiiure (Oxyessigsiiure) und der Formaldehyd im Gegensatz zur Milchsiiure, 
sowie a-Oxybuttersiiure bzw. zum Acetaldehyd vollstiindig entfernen liessen. Auch hier 
zeigt sich wieder einmal deutlich die besondere Stellung, welche die ersten Glieder einer 
homologen Reihe einnehmen. 

Milchsiiurebestimmung in  Gegenwert von Brenztraubensaure.  

BremtraubensLiure gibt mit Guajakol eine sehr intensive, gelbrote Fiirbung, welche 
im Stufenphotometer, mit dem Blauviolettfilter (S 43) gemessen, eine sehr starke Extink- 
tion hervorruft und eine der intensivsten Storkomponenten darstellt. 

l )  E .  Abderhlden und H. Schmidt, Z. physiol. Ch. 85, 143 (1913). 
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Zur Priifung der Storwirkung wurden 27,5 cm3 einer 0,4-proz. Milchsiiurelosung 
abpipettiert. Nach Verdunnung auf 100 ,O  em3 liess sich im Stufenphotometer eine 
Milchsiiurekonzentration von 0,111 yo ermitteln. Als Zusatz dienten 5,O cm3 einer 2-proz. 
Brenztraubensaurelosung, so dass letztere im Gemisch in etwa 0,l -proz. Stiirke zu- 
gegen war. Das Ergebnis der Priifung haben air  im letzten Absatz des theoretischen 
Teils beschrieben. 

Z u s a m  menf as sung. 
Unter Hinweis auf die Permanganatmethode von Piirth- Charnass 

und unter Hinweis auf das Destillationsverfahren von Lepper wurde, 
ausgehend von der von DeraigBs beschriebenen Farbreaktion mit Gua- 
jakol, eine neue Methode zur kolorimetrischen Bestimmung der Milch- 
saure mit Hilfe des Stufenphotometerx beschrieben. Die Spezifitat 
der Farbreaktion rnit Guajakol wwrde einer besonderen Prufung 
unterzogen. Die Korper, welche mit Guajakol ebenfalls eine mehr 
oder weniger ausgepragte, die kolorimetrische Milchsaurebestimmung 
storende Farbreaktion geben, sind in einer Tabelle gruppenweise 
zusammengestellt (vgl. die Spalten 1 und 2 ) .  

Zwecks Entfernung verschiedener Storsubstanzen wurde eine 
neue Enteiweissungsmethode rnit Hilfe einer Kationenaustauscher- 
eigenschaften besitzenden Kunstharzkolonne vorgeschlagen. Diese 
Methode liisst neben EiweiBstoffen auch polymere Eiweissabbau- 
produkte und Aminosauren restlos eliminieren. Bei der kolorimetri- 
schen Milchsiiurebestimmung in biologischen Flussigkeiten wird sie 
zwecks Ausschaltung sanitlicher Kohlehydrate rnit einer voraus- 
gehcnden Hydrolyse sowie rnit der bekannten Kupfer-Kalkfallung 
kombiniert . 

Eine Anzahl Versuche zeigten, dass eine der Entzuckerung 
folgende milde Hydrierung mit Na  t r iumamalgam in wasseriger 
Losung das Ergebnis der quantitativen kolorimetrischen Milchsiiure- 
bestimmung wesentlich zu verbessern vermag. 

Die bescliriebene Methode der quantitativen kolorimetrischen 
Milchsaurebestimmung stellt noch keine endgultig befriedigende 
Losung dar. Sie ist vielmehr als ein Schritt zur Vervollkommnung 
der bisher bekannten Methoden zu betrachten. 

Zahlreiche Analysen biologischer Flussigkeiten (Giirfutter- 
extrakte) zeigten uns, dass sich zwischen dem hier entwickelten 
kolorimetrischen Verfahren und der Permanganatmethode von Fiirth- 
Charnass in vielen Fallen eine ausgezeichnete, in anderen wenig- 
stens eine anntihernde obereinstimmung erzielen liisst. Erganzend sei 
bemerkt, dass unsere, auf die Guajakolmethode Bezug nehmende 
Erfahrung weitgehend auch auf die in der neueren Literatur ofters 
beschriebene kolorimetrische Milchsaurebestimmung mit p-Oxy- 
diphenyl anwendbar sein durfte. 
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Schliesslich sei erwahnt, dass die beschriebene Vorbehandlung 
biologischer Flussigkeiten dank der wasserklaren Filtrate, die sie 
gibt, ausser bei der Bestimmung der Milchsaure auch bei der Kolori- 
metrie anderer Korper von Nutzen sein kann, vorausgesetzt, dass 
sich die betreffenden Korper gegenuber der vorgeschlagenen Vor- 
behandlung als neutral erweisen. 

Herrn Professor Dr. E.  Crasemann, Vorstand des Institutes fur  Haustiererntihrung, 
der Eidg. Technischen Hochschule, sei an dieser Stelle fur  das stete Interesse, welches er 
f iir die vorliegende Arbeit bekundet hat, bestens gedankt. 

Laboratorium des Institutes fur Haustierernahrung, 
Eidgenossische Teehnische Hochschule, Zurich. 

121. Synthese d’hpoxydes hydro-aromatiques I l). 
(a-T&rahydro-furyl-m&hyl)-Z [4]-tbtrahydro-ionene-2 [ 2 31 

par M. Stoll et A. Rouvb. 
(19 I11 48) 

Tandis que les groupes fonctionnels aldBhydiques, cdtoniques, 
lactoniques, etc. sont bien connus comme osmophores, le groupe 
Bpoxydique est rest6 passablement ignor6. D’une part, le nombre des 
Bpoxydes hydro-aromatiques trouvds dans la nature est extr6mement 
petit. D’autre part, leur odeur s’est presque toujours rBvdlBe cam- 
phrBe. On avait done l’impression que le groupe Bpoxydique ne 
possddait pas les qualitBs essentielles d’un osmophore vBritable. 

L’odeur musquBe de 1’Bpoxy-1, 15-pentad6camdthylbne2), quoique 
faible, nous avait cependant r6v61B que les epoxydes macrocycliques 
peuvent avoir des odeurs interessantes. Elle nous avait en outre 
convaincus que la structure du reste determine le genre de l’odeur. 

I1 nous a done semblB interessant de prBparer un certain nombre 
d’bpoxydes hydro-aromatiques dont le reste hydrocarbonique appar- 
tiendrait B une classe importante de substances odorantes, celle des 
ionones, par exemple. 

Nous avon8 choisi la constitution du premier representant de 
cette sBrie en partant de l’hypothbse que l’odeur faible mais intbres- 
sante du sclarBo13) pouvait provenir de traces d’un kpoxyde ayant 
une structure voisine de celle du sclarBol, soit environ 18 B 20 atomes 
de carbone dans la mol8cule. 

Ce travail a At6 execute en 1937. 
z, StoZZ et Scherrer, Helv. 19, 735 (1936). 
3, L. Ruzicka et  J. Junot, Helv. 14, 647 (1931). 
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