
ails dein Rohrchen geschleudert wird. Man zieht in tlr Rci1)s~ halt. aus, 7cirtrifugiert dicl 
1,osiing wie oben angegehen und pruft auf B1eipapic.r. Um ’I’AII~~ hri ngtw YII vcrmriden, 
ist auch hier nur mit ganz sauberen Zentrifugatcn L I I  arheitcrr. 

E m p f i n d l i c h k e i t  der  Spurenprobe:  0,5 ,, Sch\\c+l i n  :I .i trig Snl~i tanz  
konnen gnt nachgewieseri werden, was 15-25 y Sc Iiu rff.1 f z n i \ p r i (  hi 

4. Klindproben.  
Selbstverstandlirh mussen dir Reagentien, Iit~wndri 5 I i ( ~ i i i r  N‘ic ti\\ (’is kleinstt~r 

W n g r n  und hri drr Spiirtwwche, im Rlindversui 11 < I I I  I Scli\\ c f i . l t i f ~ i l i i . i t  W I H  rift werdrii. 

Et; wirtl ein einfscher, sicherer und c.iiii)fiiitllic,lirr. \ I  iki~inachwois 
von organisvh gebuntlenein Schwefel l;)et,t~hriehc~n. 1St \\ ;I 0,: mg Sub- 
stilnz werden in einer Hapillare (lurch Er hiI,ztw niil 
Magnesium-Gemisch reduziert uncl t l r i  S c h ~  t1tt.I  

Hleiacetat nachgewiesen. 
Empfindlichkeit : Rei Suhstanzen voti rnit I l ( l w i i i  S(*li\\ t~frlgehalt 

(etwa 10% 8) kann bis zii 1 y Schwefel 0 1  h s h t  i i e i 4 t l ( J t i .  IicIi klrinchri 
Schwefelgehalten gelingt der Nachweis tlieier Spiiivii h i h  Z I I  0,,5 :()S 
in R-5mg Rubstanz. 

Ziirich, Chemisc’lies I ristil 111 cle 
Mikroanalj tiNclies llahori 

33. Uber die quantitative Bestimmung kleiner Mengen Glykokoll 
in Blut, Harn und Proteinhydrolysaten 

von R. Krueger. 
( 2 0 .  XII. 48.) 

I h s  Glykokoll ist sclion seit I820 twkanrit, doc11 
I930 nur Isolierungsmethoden fnr seine I Ir\l,iniriiiiiig ZIIT 

Schon ctaraus 1Bsst sich erkcnnen, \vie stbhwic.i*ig (lh R ar ,  d i e  c>infaclisi e 
Aminosiiurr mit einer spezifischen Rr;tl;I ion clii:iril itati\ LII fsswii. 
Ikr  Orthop~italclial(~c.hgil Zimmermanrr’s I ) .  t l ~ i  iiritrr gtln issen R t b -  

I clWh erstt1 
Reagens, rnit dem cine kolorimetrischr I i t ~ h l  irnniu~ig \ c ~ ~ ~ i i c ~ 1 i I  \i urticb. 
Trot z m:tnnigfaclicr Rearbeitung-en der l\l(~tliotlik ~ ( I I I  I i l r in  imt l  
C i i i s e ~ ~ ) ,  PK&IP&~) und Abtln*hnldrm iind >V( / I ~ V ~ U ~ ~ I /  4 )  grlaiig tih :in1 Eridr 
t-locdli nicht, eine einfaohe, strcng spezifisc-lici Htvi i r i i r i r r i  tig : t i11 dirsrr 
Fnrhreaktion aufzri haut~n. 

tlingungen mit Glykokoll eine E’Brbung ciit i\t eht.11 la 
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Man glaubte seit Rzchemann’sl) Beobachtungen, dass das Glyko- 
koll in seiner Reaktion mit Ninhydrin (Triketohydrindenhydrat) eine 
Ausnahmestellung einnahme. Alle anderen Monoamino-monocarbon- 
sauren zerfallen bei der Einwirkung von Ninhydrin in den um ein 
C-Atom armeren Aldehyd, Ammoniak und Kohlendioxyd. Dasselbr 
war eigentlich auch fur das Glykokoll zu erwarten; es musste neben 
den beiden anderen Spaltprodukten Formaldehyd entstehen. Dieser 
konnte aber von keinem drr Untersucher aufgefunden werden. Erst 
vor kurzer Zeit gelang es MacPadym2), nachzuweisen, dass beini 
Kochen mit Ninhydrin (loch 0,96 Mol Formaldehyd aus 1 Mol Glyko- 
koll entsteht. Er bedien te sich des sehr empfindlichen Pormaldehyd- 
riachweises von Eiegriwr3), den er nach der quantitativen Seite hin 
genau ausarbeitete. Bald nach ihm veroffentlichten Alexander, Land- 
wehr und SrZCgman4) eine Methode zur Bestimmung des Glykokoll:: 
im Blute. Sic beruht auf derselben Umsetzung von Ninhydrin rnit 
Glykokoll - der entstehende Formaldehyd wird mit dem Wasser- 
tlampf ahdestilliert und danacli in Eiqriwe’s Reaktion spektrophoto- 
metrisch gemessen. Auch diese Autoren geben an, dass der Formal- 
tlehyd in stochiometrischeni Verhaltnis zum Glykokoll entstehe. Wei- 
Lerhin, dass keine andere Aminosaure otler sonst, im enteiweissten 
Hlutfiltrat enthaltene Verbindung bei der Nirihydrineinwirkung 
Formaldehyd abspalte und die Bestimmung tleshalb spezifisch sei. 
AllerdingR werde hei zu langsamer Destillation ein erheblicher Verlust 
an Pormaldrhyd spiirbar, weil dieser dann rnit den im Rlutfiltrat noch 
enthaltenen anderen Aminosauren reagiere. Alle diese Befunde wur- 
den hier nachgepruft und dabei folgendes festgestellt : 

1. In  verdunnter Liisung entsteht aus Glykokoll in tier Ninhyclrin- 
reaktion die theoretische Menge Formaldehyd. 

3. Andere Aminosauren, Peptide und einige weitere Verbindungen 
geben heim Kochen mit Ninhydrin keinrn Formaldehytl ah. 

3 .  (’ystein, Cystin, Lysin, Histidin, Phenylalanin, Tyrosin untl 
Tryptophan oder deren Spaltprodukte reagieren nnter tlrn von 
Akxarder angegebenen Kedingungen irreversibel und in grossrni [Tin - 
fang mit dem aus Glykokoll abgespaltenen Formaldehytl. 

Die Methode Alexnndrr’s liefert gemiiss Punkt 3 when ini c h r ~ l -  

riweissten Rlutfiltrat zu niedrigr Glykokollwerte. Eine Anwendung 
auf Ldsungen von hoherem Aminosauregehalt, wic z. IS. Yrotein- 
hydrolysate, ist nicht moglich. Das Ziel der vorliegenden Untersii- 
chung war daher, eine Methode zu finden, mit der man das Glykokoll 
auch in aminosaiirehaltigen Losungen hestimmen konnte. Im ersteri 

1) S.lluhemunn, Soc. 99, 792, 1486 (1911). 
2)  D.A.MueFudyer~, J. Biol. Chem. 158, 107 (1945). 
J, E.Eeyriwe, Z. anal. Ch. 110, 22 (1937). 
4) B.  Akxunder, Cf.Lunduwhr und A.M.SeZigmun, J. Biol. Chrm. 160, 51 (1945). 

Diese Arbeit wird 1111 folgrndrn n u r  noch nntrr drm Namen A Z ~ m i t d ~ ?  zitirrt. 
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Es wurden folgendc Reagenzien und Apparat( I crncirtl(bt. 
1. Chromotropsaure (1,8-Dioxynaphtalin-3,6 (11‘ ulfon-aiirt ) 

2. Aminosauren. Alle unten erwahnten Amincii,Lilren M i i i d t ~ i t  11( i 

T)<I- t c  I Iinischfl Pro- 

I I’.t. Hoffmrrnn- 
dukt’) wurde nach Boyd uiid Logan2) gereinigt. 

La Roche in Bascl bezogen. Ausser Tryptophan w i i  I dt n b i ~  

dmtens 2 ma1 umkrystallisiert. 

sc hliffapparatur destilliert. 

Darmstadt. 

ni l i t l i  r(1i ( . I  branch ~ r i i i i  

3. Schwrfelsaure konz. (D = 1,84). Die hantlol~irlnlicli(~ \‘irirc \3 irdi in dcr Glas- 

4. Aktive Adsorptionskohle (Carbo activatri, ,iccii- i i t i l \  . )  (11 1 1.1.  E. MercL, 

5. Destillationsapparat nach Stotz3). 
6. Dcstillationsapparat wie unten heschrielwn ( l’ig. 3 I 
7.  Rpckman Spektrophotometcr, Pa. Nutaonrf/ 7 ec /cu / r ( r /  I , r r h o ) / j / o t  / I  5 ,  Pxwdc i i~ i ,  

1J.S.A. 

Ti4  1. 
X a c h p r u f u n g  bisher igcr  Uiitc r s u (  t t i i i ~ g i ~ t i  

1 .  Best immiing von F o r m a l d c h y d  u n d  ( : I \  h o h o l l  i n  I ~ i i i ( ~ i  Losiing 
Nach Eegriwe (1. c.) kondcnsiert sich Formaldc be1 I (  W in .t.ii 1, %( tiwefelsaurei 

Losung mit Chromotropsaure zu einem violetten I stolf. I ) a >  A1iir)rptionsspektruiii 
desselben ist beschrieben (MacFadyen, Alexander 1 I . V t n r i  i t i m  (~1~1,i~Loll der Nm- 
hvdrinreaktion unterwirft und dabei wirklich ForIii,tl leh\ t L  c s i i t \ t c . h t ,  i iiii\- auch tier so 
gcwonnenc Aldehyd linter denselben Bedingiingt t i  ( i t s  glrir ti(, Al,~,oriitionisI)ehtruiii 
hervorrufen. ICs wurde daher reiner Formaldehxd ruid na( h I l i i c r r / r l c  1 , h i i q  (~lybokoll 
hergrstellter Formaldehyd dcr Reaktion Ergriwe’s i i  nl e m  oi fc i i  I%citl(. I.oiiingen zcigten 
violette Farbe. Ihre Absorptionsspektra wurderi I 111 Necll ~ I ) I  hi roplrotornctc>r gc- 
niessen. Im Bereich von 430--625 mp w a r  die Licht,iiisiirptioii 111 I ~ V I  I?’<tt IJitriffc idcntisch. 
Absorptioiismaximum bei 570 my. 

Um festmstellcn, wieviel Formaldehyd das ( :I i koholl ,il)ip,tlt c i f  . \\ iirdc gernasi 
MucFadyen (1. c.) einc genaue Formaldehydlosung tliitc~h H\drol \  v~ x o i i  1-11 .rameth\len- 
tetramin hergestellt, eine ebensolche duIch Ninh \ di inzcr I I ~  \ O I I  (rl\kokoll. 1 ) ~ .  
Versuche wurden so cingerichtet, dass bei vollst~~iilicer %r I I I I ~  ( l i t \  ( xlvkokolls ( 1 i ~  
Formaldehydmenge in den Vergleichsansatzen glt 1 1  h gros 
Eegrzue’s Iteaktion spektrophotometrisch bestimmt F z erg<iIi i 
Formaldehydmengen inncrhalb der Fehlergrenze tlri ?ulrthotl(. I I  

brstatigen sich die Untcrsuchungen von MacFadc/r J (  iind L - l / ~ x < ~ / / d ( t  ( I  I ) Ik in i  Koclwti 
mit Ninhydrin entstcht (in verdunnter Losung) 1 MIJI  i c o i i n  \Id( h \ d  < i i i c  i 1101 Gl\hokoll. 

2. S p e z i f i t a t  d e r  It( .thtioii 
I 1pc1 I , t~~ i i i i g (  n s,tniththcr 

naturlich im Eiweissvorkonimenden cc-Aminosauren j 7 i i ig /Art4  / )  \\ 111 t l i x  Le i t i  Fornialdrhj d 
erhalten. Glucose und Furfurol gaben ebcnfalls kt in  ’11 1T t1 r i i i  i l d i ~ l i i ~ l  ,ill lni  Protein 
hvdrolysat durfte die Ilethode folglich spezifisch 31 in Wvyi 11 ilrrc i \ OI I\oiii~ncns 111 vei 

Bei der Anwendung der Methode Alexander’s a I i t  I cinc’ I\ 

l) Fur die herlassirng dcr Chrornotropsaurc. 11 tltr irh d c  I I’II iii i I ,I /I/// in Bassel z i i  

2, M.J.  Boyd und M.A.Logan, J. Biol. Chrxin 146, 270 ( l W 2 )  
3, E.Rtotz, J .  Biol. (’hem. 148, 585 (1943). 

danken. 
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schiedenen bioloaischen Flussigkeiten wurden noch folgende Verbindungen untersucht : 
Glykogen (4 mg/Ansatz), Harnstoff (2 mg/Ansatz), Harnsaure (0,2 mg/Ansatz), Kreatinin 
(0,2 mg/Ansittz) und Hippursaure (2 mg/Ansatz). Auch hier konnte nirgcnds Formaldehyd 
nachgewiesen werden. Nach Alexander liess Alanyl-glycin 20% des von der gleichen Menge 
Glykokoll abgespaltenen Formaldehyds entstehen. Der Autor vermutete, dass sein 
Alanyl-glycin mit Glykokoll verunreinigt gcwesen sei, ist der Sache aber nicht weiter 
nachgegangen. Bei der Nachprufung konnte aus reinem Alanyl-glycin kein Formaldehyd 
entwickelt werden. Glycyl-glycin, bei dem noch am ehesten die Wahrscheinlichkeit 
einer Reaktion mit dem Ninhydrin bestand, wurde auch untersucht und spaltete ebenfalls 
keinen Formaldehyd ab. 

3. S t o r u n g  d e r  Bes t immung d u r c h  a n d e r e  Aminosauren .  

Pormaldehyd reagiert in wasseriger Losung mit cc-Aminosauren unter Bildung zahl- 
reicher, verschiedener Verbindungen teils stabilen, teils instabilen Charaktersl). Da einige 
der Reaktionen irreversibel sind, war eine quantitative Bestimmung von Formaldehyd 
in Aminosaurelosungen bisher nicht moglich: immer liegt ein Teil desselben als Amino- 
saureverbindung vor und entzieht sich so der direkten Bestimmung (Martin und Syngez), 
Neuberger:)). Es stand zu vermuten, dass auch in Alexander’s Bestimmungsmethode 
gewisse Mengen des aus dem Glykokoll entstehenden Formaldehyds sich mit den noch 
im Blutfiltrat anwesenden Aminosauren kondensierten, bevor diese selbst durch das 
Ninhydrin in die entsprechenden Aldehyde ubergefuhrt waren. Der Verfasser gibt an, 
dass man solche Fehler durch rasche Destillation vermeiden konne, er schreibt vor, die 
Destillation in 15 Minuten zu beenden. In allen unten mitgeteilten Versuchen mit seiner 
Methode wurde die Destillationsdauer daher unter 15 Minuten gehalten. 

Zuerst seien einige Experimente angefiihrt, aus denen hervorgeht, dass grosse 
Verlustc an Formaldehyd entstehen, wenn Ninhydrinreaktion und Abdestillation des 
Formaldehyds gemass Alexander und in Anwesenheit anderer Aminosauren vorgenommen 
werden. Die Menge Formaldehyd, die durch Bindung an die Aminosauren verloren geht, 
ontspricht der Differenz des eingesctzten und wiedergefundenen Glykokolls in der nach- 
folgendcn Tabelle. Pro Ansatz wurden j e  500 y der Aminosaure mit 10-100 y Glykokoll 
destilliert. Im Destillat wurde gemass Vorschrift die Chromotropsaurereaktion ausgefiihrt 
und die Extinktion im Beckman Spektrophotometer gemessen. Berechnung nach einer 
ebenso gewonncnen Eichkurve fur reines Glykokoll. 

Wie aus Tabelle 1 zu ersehen ist, fuhrt Tor allem die Anwesenheit der aromatischen 
Aminosauren, des Lysins, Cystins und Cysteins zu erheblichen Verlusten an destillier- 
barem Formaldehyd. Durch Variation der Destillationsdauer konnte die Ausbeute nicht 
verbessert werden. Aus der Tabelle geht auch noch hervor, dass die verlorene, an andere 
Aminosauren gebundene Fornialdehydmenge im untersuchten Bereich der gebildeten 
direkt proportional ist. Am Beispiel des Lysins, Phenylalanins und Tryptophans wird das 
besonders deutlich: Wird die Menge zugesetzter Aminosaure konstant gehalten und die 
Formaldehydmenge variiert, entzieht sich immer der gleiche Prozentsatz des gesamten 
Formaldehyds der Bestimmung. 

Hatte sich erwiesen, dass die Anwesenheit von Aminosauren die Glykokollbestim- 
mung von Alexander stort, so war als nachstes festzustellen, wie gross die Fehler sein 
wurden, wenn man die Methode auf das Blutfiltrat oder andere aminosaurehaltige Lo- 
sungen anwendete. Es wurden deshalb die Verhaltnisse, wie sie in einem natiirlichen 
Blutfilbrat, Lebereiweisshydrolysat und Caseinhydrolysat vorliegen, kiinstlich nach- 
geahmt. Das Caseinhydrolysat wurde gewlhlt, weil darin die Bedingungen fur die Gly- 
kokollbestimmung besonders ungunstig sind, betragt doch nach neuesten Angaben der 

l) Ubersicht bei D.French und J. T.  Edsall, Adv. Prot. Chem. 2, 278 (1945). 
2, A . J .  P. Martin und R. L.M.Synge, Biochem. J. 35, 294 (1941). 
3, A.Neuberger, Biochern. J. 38, 309 (1944). 

I 6  
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Tabelle 1. 
Storender Einfluss begleitender Aminosauren auf die ( :1> kokollh(*st I tiiniiiiip n,ivhAZeiander. 

Destilliert 
in Gegenwart 

von 500 y 

Alanin . . . . 
Serin . . . . 
Cystin . . . . 
Cystein. . . . 

Methionin . . 
Threonin . . . 
Valin . . . . 
Leucin . . . . 
Isoleucin . . . 
Citrullin . . . 
Arginin . . . 
Lysin . . . . 

Glyk 
einge- 
retzt y 

80 
80 
80 
20 
60 
80 
60 
80 
80 
80 
80 
80 
10 
20 
40 
60 
80 

100 - 

roll 
wieder 
efund.7 

72,5 
55 
40 
10 
31 
66 
45 
59 
71 
66 
68 
63 
2.5 
795 

15 
22,5 
32 
39 - 

iierlust 
CH,O 
in % 

9 
31 
50 
50 
48 
18 
25 
26 
11 
17 
15 
21 
75 
62 
62 
62 
60 
61 

Asparngi nsinrv 
Gluta tni iisiiurcs 
Phen? lal’anin . 

Tyrosin . . . 

Histi<iiii . . . 

Tryptophan. . 

.- 
derlust 
CH,O 
in u g  

27 
26 
62 
68 
61 
6( 1 
37 
3 1 
62 
53 
5 i  
45 
40 
44 

-- 
C:lykokollgehalt des Caseins (inikrobiologisch bestimmt) iiur l , 9 3 ‘ ,  I ) .  Alle in den el 
wahnten Losungen vorhandenen Aminosauren wurtleri im naturhchen Mcngenverhaltnis 
abgewogen und gelost. Die Mengen in mg, bezogen aiif  LOO nig C:l\kolroll, sind in Tabelle 2 
aufgefuhrt. Die Zahlen fur die Eiweisshydrolysatc sii id Ziisdmmenxtc,llun.en von Bloc!, 
iind BoZZing2j entnommen, diejenigen fur das Blutt 111 rat (Rattenblut riach 8chenck ent- 
eineisst) verdanke ich einer personlichen Mitteiluiig \on Herrii Ilr. 0 I f  

Dic angefnhrten Mengen der reinen, insbesontlorc gawi gl\  hohollti cicii dminosaurrn 
14 urden zusamrnen in 100 em3 Wasser gelost, und ( l i t  be St,immlosnng b o  erdunnt, dass 
pro Ansatz (in 5 ema) 10 his 100 y Glpkokoll i i i i t l  imtsprcheiide \lcngcn der ubrigen 
Annnosauren enthalten naren. Die Figur 1 zeigt Ei, hkirrx en, die niit 4 lerade i ’ s  Methodc 
~ i i  eincr Losung von reinem Glykokoll und den die1 1msungt.n c1c.r ‘1 n l ~ ~ l l c  2 gewonnen 
u urdm. Allen Eichkurven lag der gleiche Glykokol Ig halt 7uqruiidc 

Aus den abgebildeten Kurven ergeben sich die Fehlei, \iclt he l ~ e i  tlri A4nwendung 
dcr Methode AZexund~r’s in enngen biologischen I~li~ssigkt~it on ~ i i  t L r  1% di ten sind. Eine 
Korrektion derselben auf rechnerischem Wege duiitc aohl haurn iiioglich sein. Bei dei 
Annahme, dass im verdunnten Blutfiltrat 30-50 ; (.lykolroll pro Aii\nt7 I U  bcstimmen 
sind, 1st em Fehler von 25-35x zu erwarten. Ucrsc Ibc bctr,tgt fiii die. 
rnengen im Lrberhydrolysat 20-25%, im Caseinliyt Lrolysat 53 67 
nachgepruft, oh auch im Blutfiltrat, im Gegensatz 
bleibender  Menge anderer Aminosauren und stc 
dehydverlust prozentual gleich bleibt. Zum kunstl 

lj S.Shankman, M.N.Camaen und M.S.Dunn, 1. Hiol. (’hem. 168, 31 (1947). 
,j R.J.BZock und D. BoZZang, The Amino Acitls ~’ompmition of Protcins and Foods, 

1947. 
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Tahellr 2. 
.inf 100 mg Glykokoll bezogenc Zusammensetzung yon kdnstlichem Blutfiltrat (Ratte), 

Leberhydrolysat und Caseinhydrolysat. 

mg im Blut- 
filtrat (Ratte Aminosaure 

Glykokoll . . .  
Alanin . . . .  
Serin . . . . .  
Cystin . . . .  
Methionin. . .  
Threonin . . .  
Valin . . . . .  
Leucin . . . .  
Isoleucin . . .  
Arginin . . . .  
Lysin. . . . .  
Asparaginsaure 
Glutaminsaure . 
Phenylalanin . 
Tyrosin . . . .  
Histidin. . . .  
Prolin . . . .  

Tryptophan . . 
Oxyprolin. . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

100 
186 

7 1  
29* 
9 

93 
214 
60 
46 

208 
Y71* 
20 

314 
34* 
20* 
49 * 
86 

.55* 
- 

Glykokoll inohdes Gesamt- 
aminosauregehaltes . . 

ig im Leber 
hydrolysat 

100 
4 

85 
16* 
38 
68 
7 3 
99 
66 
57 
74* 
81 

134 
86* 
46* 
31* 
- 

- 

~- 

9,28 

* Aminosiiuren, welche die Bestimmung stark storen. 

E 

ig im Casein 
hydrolysat 

100 
280 
375 

175 
195 
350 
605 
325 
205 
345* 
315 

1140 
260* 
320* 
125* 
410 
100 

18* 

- 

1,77 

fn Leberhydrolysat 

In Blutfil!rat 

' fn Case,nhydrolye,' 

# 
I0 20 30 40 50 60 70 80 5'0 IUO y G/ykokol/ 

Fig. 1. 
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von 40 y Glykokoll verdiinnt war, wurden 10, 20, 30. 40, 50 iind 60 ;# ( ; I \  kok i~ l l  zugrsetzt. 
Es ergab sich die folgende Kurve: 

Fig. 2. 

Es stellte sich heraus, dass such hier die 1 t I Iorriic Mrirgc. F i ) ~ n ~ i l i l v h ~  d 1-011 dcr 
Gesamtmengr des entstehenden abhangig 1st. Dash >it  11 die4e Vrt hdltiii\tc i i i  den Zusati- 
versuchen Alexander's nicht offenbart haben, lag w oh1 tlxraii, (Lts, dii. 7 i igrs i~tz tcn Mcngen 
zu gering waren und dir Unterschiede deshalb tcilt\ I i i inci  hnlh i l t  I F~~hlerbreite dcr 
Methode blieben. 

Wurde die Destillation des Glykokolls in G e ~ e ~ i \ i  a r t  voii ("1) I~ogrri (4 rng A4n&z). 
Harnstoff (2 mgiL4nsatz), Harnsaure (0,2 mg/An<dL), Kicatinin (0.2 nip Snsatz) oder 
Hippursaure (2 mg/Rnsatz) ausgefuhrt, traten l ~ ~ . m i ~  Vci iuytr \ o i i  Fi)i nialdrlij d ,tiif. 

Teil 11. 

Bestimrnurig des  Glykokol l s  i m  Rcis~i~iti t r i r i l c r c ~ i  A i i i i i i o > % u r r n .  

Ans den bisher heschriebenen Versuclien geh . i iass (tic I k s t  in i  iii unysnicthodc 
dlexunder's nur auf Losungen angewendet werden kcitit, f1.cir.n Ariiinosburcn rnt- 
halten. Das bedeutet, dass siefiir bio I I  kaiini, fiir t'rcill~in~ivdrol!.sate 
gar nicht brauchbar ist. Um eine Re liolls :~ric.b i i r  scili,tien 1,iisniigcn 
zii ermiiglichm, wurdc versucht, den '1' . \ni  inos;iiii,cw ;~nszuschaltrn. 
ohne die von MucFudyeTi (1. c.) beech r I i > - t h  i t  i -  1 I i i t  1 '11 rt) ni otropsaurr - 
reaktion zu verlassen. Allc Massnshmen und Versiicli.;ii~rortln tnigrii. i l j , ,  iliifiii. yrcignet schic- 
nen, wurdrn ausschliesslich an den kiinstlichen h i  ~ ~ i ~ ~ ~ b i i ~ c l ~ ~ s ~ i ~ i ~ i ~ i ~  i1t.i. Ti\I)elle 2 yrpriift, 
da deren Glylrokollgehalt kcinein Zweifel unterltw. 

1. Verbcsse rung  d e r  K e a k t  i ~ i ~ , s b c t l i ~ i ~ i i i i ~ t ~ i i .  

Zuni Verglcich init dem folgenden sci ~ i i  t clas Viirg(,tit,ii .-47rxcc)idP) '3 kurz 
beschrieben: 5 em3 der Analyse, enthaltentl 1- I 0 0  ; J  Glyhokoll. ivrrtli.ii  rriit 2 Phos- 
phatpuffer (pH =r 5,5)  nnd 1 cn13 I-proz. Ninli~iiri~iliisniig ( l i l  ng)  ;ti15 rinetn 50 m i 3  

Rundk6lbchen mit abstcigendem Kuhler in ein Li.atliiier: cs K I  nylas tlestilliert. bis 
sich nur noch 1 cm3 Fliissigkeit im Kolbchen bcl intiet. Es wird gi~liiihl1. die Appamtur 
geoffnet und 2 em3 IVasser hineingegeben, wora,iif i.iu1giiltige 1kstill;ii ion I)is zur Trorkne 
folgt. Das Destillat u-ird auf 10 em3 aufgefullt, 5 om:' tlavori wcriicbii iuitcxr Kiihlnng 
mit, 4 cm3 konz. Schwt~fclsaure (D = 1.84) gcriiis(~1~~t ((yi:ilit  ~ . : ~ - I I I .  H,SO,). Zii dierrr 
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Losung werden 0,I em3 5-proz. Chroniotropsaurelosung (0,55 mg/cm3 Reaktionsfliissigkeit) 
gcgeben. Die Losung wird sodann 30 Minuten im siedendcn Wasserbad gehalten und die 
Ext’inktion des cntstandenen Farbstoffes mit Filter 565 oder 540 gemessen. 

Es musste auffallen, dass nur 10 mg Xinhydrin pro Ansatz verwendet wurden, 
wahrend es sonst fur quantitative Zweckc iiblich ist, das Ninhydrin in grossem Uberschuss 
zuzugeben - siehe z. B. Vun Slyke und Mitarbeitcrl). Versuche mit 20, 30, 50, 70 und 
100 mg Ninhydrin pro Ansatz ergaben bei Anwendung auf die Losungen der Tabelle 2 
eine Verbesserung der Formaldehydausbeutc bis zu 50%. 70 und 100 mg lieferten nicht, 
mehr destillierbaren Formaldehyd als 50 mg. Piir die weiteren Vcrsuche wurden daher 
50 mg Xinhydrin pro Ansatz verwcndet. Wie MacPadyen (1. c.) in seinen Untersuehungen 
iiberzeugend nachweiscn konnte, darf die Konzentration der Schwefelsaure in Eegriwe’s 
Reaktion nicht tiefer sein als 9-m. Wird die Losung 30 Minuten bei looo gehalten und 
iibersteigt die Formaldehydkonzentration nicht 1,7 y pro em3, miissen mindestens 1,5 mg 
Chromotropsaure irn em3 enthalten sein, wenn optimale Farbung erzielt werden soll. In  
den folgenden Versuchen wurde deshalb niit 9,3-m. Schwefelsaure und 2 mg Chromotrop- 
saure pro em3 gearbeitet. Auf die Reinheit der Schwefelsaure ist besonderer Wert zu legen : 
wird Chromotropsaure zugegoben, darf sich keine Gelbfarbung bildcn, die nicht von der 
geringen Eigenfarbe der Chromotropsaure herriihrt. Tritt einc zusatzliche Farbvertiefung 
auf, so ist die Schwefelsaiirc verunreinigt und die Analysen geben zu niedrige Formaldehyd- 
werte. Die Vernnreinigung kann durch Destillation entfernt werden. 

2. E ni p f i  n d 1 i c h k e i t . 
Aus den gichkurven der Figur 1 ist zu erkennen, dass die Glykokollbestiinmung 

nach dlezunder ganz unmoglich wird, sobald die Konzentration der begleitenden Amino- 
sauren hoch ist. I m  kiinstlichen Caseinhydrolysat und Blutfiltrat hort oberhalb einer 
Konzentration von 40 bzw. 80 y Glykokoll wegen des dann hohen Gehaltes an andcren 
Aniinosauren die bis dahin regelmassige Steigung der Eichkurven auf; sic beginnen der 
Abszisse parallel zu laufen. Es lag nahe, den gefahrlichen Bcrcieh zu vermeiden und die 
Messungen nur noch zwischen 1 und 40 y Glykokoll vorzunehmcn. Allerdings musste 
dafiir die Empfindlichkeit der Methode erhoht werden. Dcstillicrte man den Formaldchyd 
mit der Halfte der bisherigen Fliissigkeitsmenge iiber und vcrwendcte fur Eegriwe’s 
hakt ion  das ganze Destillat, statt die Halfte davon zu verwerfen, war eine Verdoppelung 
der Empfindlichkeit zu erwarten. Entsprechende Analysen von 5 em3 Volumcn, die 
1-40 y Glykokoll in 4 em3 und daneben 50 mg Ninhydrin in 1 em3 Phosphatpuffer cnt- 
hielten, ergaben denn auch die gleichen Extinktionswertc wie 2-80 y Glykokoll nach 
dlexunder gemcssen. Fur Eegriwe’s Reaktion wurde dabei das ganze Destillat verwendet. 
Bei dicsem Vorgehen schwankten die Wcrte fur Parallclbcstimmungen jedoch mehr als 
vorher. Das lag vor allem daran, dass fur die erschopfende Destillation yon 5 em3 der 
tote Raum der Destillationsapparate mit 50 em3-Kolbchen (ca. 88 em3) zu gross war. 
Sehon bei der Destillation von 10 em3 waren in dieser Hinsicht Schwierigkcitcn aufge- 
trcten, so dass Alexander vorschrieb, die an den Wandungen der Kolbchen kondensierte 
Fliissigkeit zu allerletzt noch mit freier Flamme ins Destillat zu treiben. Fur geringe 
Fliissigkeitsmengen erwies es sich aber als vorteilhafter, kleinere Kolbchen und Destil- 
lationsaufsatzc mit weniger grossem totem Raum (ca. 25 cm3), zu verwenden. Um die 
Kondensation moglichst zu vermeiden, =Turden sie tief in ein heisses Glycerinbad ein- 
getaucht. Das hcisse Bad hatte noch einen weiteren Vorteil; die Temperatur konntc nicht 
iibermassig steigen, wenn das Kolbeninnere trocken gewordcn war. Dcstillationsapparate 
der abgebildeten Form haben sich bewahrt, sie sind in Anlehnung an das von Stotz (1. c.) 
gegehene Prinzip gebaut. 

Wie die Pigur zeigt, wurden die Kolbchen fast bis zum oberen Rand dcs Schliffes 
in das Glycerinbad cingetaucht. Der Auftrieb prcsste sic dabei fest an den Schliffaufsatz, 
so dass sich eine besondere Bcfestigung criibrigte. Vor der Dcstillation wurde das Bad 

l) D.D. Van  Slyke, R. T.Dillon, D.A.MacFudyen und P.Hamilton, J. Riol. Chem. 
141, 627 (1941). 
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auf etwa 140') aufgeheizt, dann das kalte Kolbchen h i n t  11igc.t nht iind die. lhdteniperdtiir 
wahrend des Destillierens auf 140° gehalten. Die auf dii se 81 t ictlrt glril hii i~~sige Destil 
lationsdauer betrug ca. 5 Minuten. Das Destillat \+ itrdc o h i i t  \ \ l t i t ( ~ i c >  \ orsichtsmass 
riahmcn in gewohnlichen Reagensglasern aufgefanpri Mil Ti~rlrr\t I on I:ormaldeh3 d 
1st trotz des offenen Systenis nicht zu rechnen, da Foi in ildeli\ d <iiir \ erdtitiiitc r I* asserigei 
Losung be1 Zimmertemperatur kauni fluchtig 1st; veiqli ichc Nut{d i i i i t l   imp^^). Eb xrurde 
nachgepruft, ob es wirklich notig ist, die Destillation gegcri Endc zii uiilcrhrechen und 
mit nciiem Wasser zu miederholen, wenn maB den ,trntcri Forriialtl(~li~ d erhaltcn ui11. 
Wurde ohne Unterbrechung destilliert und das 1)c.st illat fraht ioiii( r t  r i i ~  fpcfangen. SO 
konnten irn vorletzten Kubikzentimeter desselben i t u ~  noc t r  \I ciiig, I (  liten nur ge 
lepentlirh Spnren von Formaldehyd (uber den Lrc I V \ I  rt 2iiriaii5) nnt  I iycu i (  \en verden. 

< 4cm 5 

Big. 3. 

Zugabe von \I'asser in das nun trockene Kolbrlieic ilnd iiiirhriialigt, I h t  illation ergah 
keinen Formaldehyd mehr. Es w-urde daher auf ditw Oprtxtion yerzi(.lit(,t. !A'enii tiiait 

insgesamt 5 en13 ohiie Unterhrechung destillierte. kti,triig d a s  I kstillat 4.8; liis 4.98 ern:%. 
Die fehlenden Restbetrage von O,02 bis O,15 em3 \I iirilrii 1 c~ri,tc.Jil 
wicdrrkehrten, wenig schwankten und kcinen Forr!inltlcli\.il iiiclir crlialt ( 2 1 1  konnteii. 

3. Ausscl ia l tung der  s torend( , i i  A i i i i n o ~ ~ i r i r e i i  

Durch die bisher beschriebenen hderungen di.r Uethi d i l i  gelaiig 
1ic.hen Lcberhy-drolysat, das eingesetzte Glykokoll \ r~llstiindig witder/,u 
lichen Blutfiltratbetrugder Fehler bei ciner Bestiniiiiiing v o i i  -40 ;' ~ . ~ l ~ ~ l u ~ l ~ o l l  aber iiiiiiiei. 

noch 1 5 O ( ,  (vorher 3O%), in1 kiinstlichen Caseinhydrolj sat 3 (vorh?r 6!)'> , ) .  Es Tvar also 
unurnganglich, die Bindung des Pormaldehyds an dii. 4, mini ire11 noi.11 a i r f  :mdere Weisr 
zit verhindern. Zuerst wurde versucht, die Bindung *liii~cli das pH Z I I  lwririfl tisseti. Anstatt 
mit Phosphatpuffer von pE 5,5 wurdc niit Citrat1rinffi.r (Sow~~tsot )  Iw i  p,l 1 .O; 1,s; 2,O: 
3,O; 4,O; 5,0 und Phosphatpuffer (Sorensen) bri (i.0 urid 7,O tii.stil1ii~r.t. E:s konnte bei 
krinem dieser pII-Werte eine Vermehriing des de.1 il l i c d n i , i m  F'i)i~nialrleli~ils gegeniiber. 
pH 5,5 beobachtet werden. In den Versuchen bpi 1 ~ ~ ,  1,O zrigt- sic11 i . i i ie \-rrminderunp 
urn 8oi;. Ansatze niit 2 cm3 EssigsLure in 5 cm3 (pH 1.52. ( :I;isclcl;ti~oiIt~) srhierien zuerst 
erfolgversprechend, doch stellte sich bald heraus. I 1:~s.; drr vcmvt,ridcti ,  I4:i 

dehyd enthielt. Selbst Eisessig, der iiber Chromuaiirr. stabilisicrt wai.')). t,tithirlt drirch- 

l) N . J .  Boyd und M .  A. Logan, J. biol. Chcrii. 160, 57 I ( 1  945). 
2 ,  Hergestellt voii dcr Firnia Cibn, Basel. 



Volumen XXXII, Fasciculus I (1949) - No. 33. 247 

schnittlich 1,8 y Formaldehyd im Kubikzentimeter, und es gelang nicht, ihn ganz zii ent- 
fernen. Dass es sich wirklich um Formaldehyd handelte, konnte durch Messung des 
Absorptionsspektrums der Chromotropsaureverbindung sichergestellt werden. Bei der 
Destillation mit Ninhydrin vcrmehrte sich dieser Formaldehyd teilweise um lOOo/,  . Die 
Vermehrung war unregelmassig und verfalschte die fur Glykokoll erhaltenen Werte. 

Es wurde auch daran gedacht, die andern Aminosauren vorher mit im Uberschuss 
zugesetztem Formaldehyd abzusattigen, den nicht gebundenen dann abzudampfen und 
endlich ru'inhydrin zuzugeben, um den Formaldehyd aus Glykokoll ungestort zu ent- 
wickeln. Bei pH = 2,0, 4,0, 6,0, 7,O und 8,0 ist das nicht getungen - wohl deshalb, weil 
auch das Glykokoll mit dem Formaldehyd Verbindungen einging. 

Gemass einer Angabe von Jolles') sollte Glykokoll in schwefelsaurer Losung von 
Kaliumpermanganat nicht angegriffen werden. Es wurde versucht, die storenden Aniino- 
sauren zu oxydieren, ohne dabei das Glykokoll in Mitleidenschaft zu ziehen. Das war nieht 
moglich, denn bei Permanganatkonzentrationen, die ausreichten, die storenden Amino- 
sauren zu oxydieren, wurde auch ein Teil des Glykokolls zerstort. 

Da mit den erwahnten und noch einigen anderen Massnahmen die Bindung des 
Formaldehyds nicht verhindert werden konnte, sollten nun die storenden Aminosauren 
vor der Bestimmung beseitigt werden. Allerdings war das nur dann von Nutzen, wenn 
das Glykokoll nicht auch mit entfernt wurde. Fallungen in konzentrierter Losung, auch 
kombinierte, mit Wolframsaure, Pikrinsaure, Quecksilberacetat und iihnlichen Mitteln 
fiihrten nicht zum Ziel. 

4. Adsorpt ion  d e r  s t o r e n d e n  Aminosauren.  

Fur die Aufteilung von Aminosauregemischen in die einzelnen Komponenten ist 
neuerdings die Chromatographie in wasseriger Losung mit Erfolg herangezogen worden. 
Das Verfahren beruht auf den teilweise recht grossen Unterschieden in den Adsorptions- 
affinitaten verschiedener Aminosauremolekeln zum gleichen Adsorbens - z. B. Aktiv- 
kohle - oder auch auf der elektrolytischen Dissoziation der sauren und basischen Amino- 
sauren, die eine Abtrennung derselben durch Austauschadsorption an Kation- oder 
Anionaustauschern wie Aluminiumoxyd oder Kunstharzen ermoglicht. h'ach Schramm 
und Primosigh2) werden z. B. die aliphatischen Aminosburen unter bestimmten Bedin- 
gungen an Aktivkohle nicht adsorbiert, wahrend die aromatischen fest haften bleiben und 
nur durch die Elution mit einer geeigneten Losung wieder von der Kohle verdrangt und 
frei erhalten werden konnen. Eine feinere Differenzierung der so entstandenen Gruppen 
gelingt noch bis zu einem gewissen Grade durch h d e r u n g  des Adsorptionsmediums 
(Zusatz organischer Losungsmittel), vor allem aber mit Hilfe wciterer Adsorptionen 
an anderen Adsorbentien. So trennten Turba und Mitarbeiter zuerst die basischen Amino- 
sauren von den sauren und neutralen durch ihre Adsorption an Filtrol-Neutrol, spater 
gaben sic ein durchgegliedertes Schema zur systematischen Trennung vicler Aminosanren 
mittels wiederholter Adsorption unter verschiedenen Bedingungen3). Wieland4) zeigte, 
dass es gelingt, die basischen Aminosauren an Aluminiumoxyd festzuhalten, die sauren 
am gleichen Adsorbens nach dessen Behandlung mit Salzsaure zu adsorbieren. Das 
Aluminiumoxyd wandelt dabei scinen Charakter nnd wird vom Kation- zunl Anion- 
aostauscher. Diese Hinweise mogen geniigen; eine Zusammenfassung der Arbeiten anf 
diesem Gebiet findet sich bei Tiselius5), dessen grundlegenden Untersuchungen wir aucli 
eine elegante Methodefi) zur mengenmassigen Bestimmung der bei der Chromatographic 
adsorbiertcn Aminosauren verdanken. 

-~ 

l) A.JoZles, Z.physio1. Ch. 31, 389 (1900). 
2, G.Schramm und J .  Primosigh,, B. 76, 373 (1943). 
3, F .  Turba und 31. Richter, B. 74, 1829 (1941); F .  Turba,  M .  Richter und F. Kuchar, 

4) Th. Wielaud,  Z. physiol. Ch. 273, 24 (1942). 
5 ,  A.  Tisel ius ,  Adv. Protein Chem. 3, 67 (1947). 
6) A.  Tiselius und S. Claesson, Ark. Kemi, Mineral. Geol. I 5  B, So.  18 (1942). 

Naturwiss. 31, 508 (1943). 
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Die Anwendung von Adsorptionsmethoden lirss Iioffcn. aiiclr iiii viirlii~.;enden Fall 
das Glykokoll vor seiner Bestimmung von den s tc i i c tden  Atninosiiiin~ii al)trcnnen zu 
konnen. Die quantitative Adsorption von Glykokoll iiit 1mc.h Schrrc~rtrri uiid Priwmsigh 
(1. c.j in 10-proz. Formaldehydlosung an Aluminiumr~s! d iiiiiglir.h. nacli 7 ' u h  irnd Mil - 
arbeitern (I. c.j ausserdcm in 50-proz. alkoholischrr IAt~sung ati I~'iltrol-~i~iitrol. Sowohl 
in formolhaltiger, wie in alkoholischer Losung wiril die Ili itioir rlrr .lminogruppe 
des Glykokolls aufgehoben, so dass es sauren Charal<t,ct. m i n i  iiiitl  :in t h i  erwahnten 
Kationaustauschern adsorbierbar wird. Nach der 1+:1u1 ion U%W tlic I3c.stiirirnung dann 
im Adsorbat auszufuhren. Gerade Formaldehyd iili die  Br~s t~ i i r i t t t r i n~ , r . i ~ i s i i ~ ig  hineinzu- 
bringen, schien aber hier nicht ratsam. Auch Versiic in ;ilktiholisc~he~r Iiisurrg gaben 
keine guten Resultate, weil kein Filtrol-Neutrol zur \ ugiitig stand i i t i t l  nndere Adsor- 
bentien ahnlichen Charakters verwendet werden i i r t i isten. Aussertli~tti 1)dentete die 
Elution des Glykokolls eincn zeitraubenden neuei \rhcit'sgang rnit (lipiien Pehler- 
quellen, der sich auf Serienbestimmungen ungiinst i :Luswirktv. Kach (k igen  Vorver- 
suchen dieser Art wurde daher ein anderer Weg einp .hlag[t'il. M[t~sslurgcLii 
zeigten, dass Aktivkohle Glykokoll nicht adsorbiert , igcgtw 1% ird eiti pen 
satz aller anderen Aminosauren festgehalten, ein besonders 1iotic.r bci diln 
Man musstc also versuehen, die storenden Aminosstirc 11 durcll Iiohlr~at1sorl)tioii ztl ent- 
fernen und das Glykokoll im Eluat zu bestimmen. !i"i~sdiusl) vrrgiftrte iiie Iii>hle vor der 
Adsorption mit Cyanid, urn eine Oxydation der .\minosiinrcii. wit, sit- Il.nrburg untl 
NegeZein2j beschrieben, zu verhindern. Das war hier iiic,ht ditrchfiihrhr. weil das Cyanid 
dita Glykokollbestimmung erheblich storte und sich si.hwer ~ L I I Z  ciit 'fc 
sonst ublichen Chromatographie durch eine Saule v o n  Adsorlwtis \viircIr~ daher nur noch 
cine gewohnlichc Kohleadsorption in der Liisung diircligefiihrt . I)as .\dsoliitionsgleich- 
gewicht stellte sich schon nach kurzem Schutteln ht,r; sauglc tnati dann schnell ab, 
konnte nennenswerte Oxydation auch nicht stattFintlcn. Zntwt wurdcw ditl gunstigsten 
Bedingungen fur eine solchc Adsorption ausfindig gritiai:ht. 1 )as pt, hirtte Lvrsiiig Einfluss, 
wurde aber zwischen 5,O und 7,0 gehalten. Eine grosw Itollo spit.ltrs dagvgeri tlas Konzen- 
trationsverhaltnis der Kohle zu den Aminosauren. Aclsorptioncii rttit lrolii~r tiohlekonzen- 
tration in ganz verdiinnter Losung zeitigten die best en Erg(,biiisse. ])it. f i i i ,  die nachfol- 
gende Bestimmung des Glpkokolls notige Verdiinnaitg cler Aiisgmgsliisutlg wiirdc deshalb 
auch zum Adsorbieren gcbraucht. Als gunstig eru ies sic11 z. 13. folprrdr.s Vorgeheri : 
10 om3 endgultig verdiinntes kunstliches Caseinhydrol!. sat ( ' ~ I J .  2) nrit 5,64 nig Amino- 
sauren und 100 y Glykokoll wurden mit 1 g Kohlr, I M i r t n l i ~  g:cschiittclt. schnell ab- 
genutscht und das Glykokoll wie ublich bestimmt. 1 )al)ei nnisstc, tlcr Fc~uclit igkcitsgehalt 
der Kohle (14% j fur die Berechnung berucksichtigt wi,rden sorptioncn h i  Oo zcigten 
keinen Vorteil gegeniiber solchen bei Zimmertemperat iir. Hoh itrals~~lzkoiiZentratiorieri. 
wie sie z. 13. nach saurer Hydrolyse und Neutralisat.ioti titit stdiclr Laiipc anfireten, beein- 
flussen die Adsorption dcr Aminosauren ungunst,ig. Die Si~iit~;t ls~tlzli t i i~~[t~ritration sollte 
tinter 2% gehalten werden. Wichtig ist, dass zwischrm verscliic&~ncn K 
Unterschiede im Adsorptionsverhaltcn bestehen. Diirch Elrst~ininiunp c 
reiner Losung vor und nach der Adsorption wurdc fesIgestt.llt, wievii.1 
biert (evtl. oxydiertj wurdc; (Spalte a der Tabelle 3) ;  t lun  chAtlsorptio11 i t l i  

der Tabelle 2 rind nachheriger Bestimmung des GlyXok~ills lionntc von ( 

cler Glykokollwerte auf die Adsorption der storcnilr~n iluiinosiiu r t n  gc~sctilosseii xverden 
(Spalte b der Tabelle 3) .  

Die Aktivkohle von Merck hat sich fur die \.twucht. a,ls die 
denn sie adsorbierte die storenden Aminosauren lies1 )rrtlers gat.  All 
9?.b des Glykokolls zuriick. Da die Herabsetzung der (:I vkoki)ll\vcrte 
aber i n  re iner  Losung und  im Case inhydrol?  s;rt, glc~icli rind ticr (ksamtnicngc 
Glykokoll genau proportional war, wurde an der Mi rc/;-Kohlc gcli ii 1 ten.  Aniinost iclr- 

l) A. Tiselius, Ark. Kemi, Mineral. Geol. I5 B, S 1. 6 (1 941 ). 
2 j  0. Wnrburg und E.NegeZein, Bioch. Z. 113, 2>7 (1921). 
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stoffbestimmungen nach Vun Slyke') vor und nach einmaliger Adsorption mit dieser 
Kohle ergaben, dass 65% der Aminosauren des Caseinhydrolysates (Tabelle 2 )  adsorbiert 
wurden. Dabei blieben insbesondere die storenden aromatischen Aminosauren in solcher 
Menge am der Kohle haften, dass die Glykokollbestimmung in der behandelten Losung 
nun ohm Vcrluste vor sieh gehen konnte. Als Grundlage fur die Messungen diente die 
Eichkurve der in glcicher Weise mit Kohle behandelten reinen (:lykokoll-Losung : Sip 
ist cine Geradc von der Formel 5,6. E - 5,5 = y Glykokoll. 

Tahelle 3. 

y Glykokoll 
eingesetzt 

Adsorption rnit 1 g 

y Glykokoll nach einmal. Adsorption wiedcrgefunden 

in reiner im Blut- ini Leber- im Casein- 
Losung filtrat hydrolysat hydrolysat 

mittl. Fehler 

Carbo medicinalis Merck . . . . . . .  
Blutkohle Kahlbuum . . . . . . . . .  
Carboraffin * . . . . . . . . . . . .  
Desorex * . . . . . . . . . . . . . .  
Holzkohle 8chering . . . . . . . . . .  
Medicinalkohle Merck mit 1 KCK vor- 

behandelt . . . . . . . . . . . . .  
Bktivkohle Merck . . . . . . . . . .  
Ohne Adsorbens . . . . . . . . . . .  

I I 20 lo 

30 

40 

~~~ -~ 

I- 

von 40y Glykokoll wiedergefunder 

9,5; 11,75 

18,25; 
21,s 

3 2 ;  30 

39; 39,2; 
42; 41,8 

- 

a) in reiner 
Glykokollosung 

b) in Casein- 
hydrolysat 

87 yo 
670h 
69 "/o 
55 "/o 
81 yo 

6536 

68,674 
9170 

8,25; 9,0 1 10; 11,5 I 11,25; 9,75 I f 0,681 

19,25; 19 

29,25; 30,l 1 303 I 29,5; 30,5 I + 0,661 

38,8; 39,75 40,9; 42 39,75; 38,5; 0,677 1 1 39,75 1 
l )  1l.D. T'un Slyke,  B. 43, 3170 (1910). 
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5. D u r c h f u h r u n g  d e r  Be. t i in qi u i i y  

ErforderliLhe Reagcntieu. 

werden mit Wasser artf 100 cm3 aufgefullt. 
5 proz.  N inhydr in inPhospha tpuf fe r .  5gNirlh\diin, 3 , S y  k l P O l  rii it l  J I g  hH21’0, 

5 -pro  z . was s e r i g e C h r o m o t r o p s a u r e 1 o s un p , at i i  licst c’i  I t .ig I i c h f I 
Re ine  konz.  Schwefelsaiire (D = 1,84). 

1. Vorbereitung: Eineisshaltige Flussigkeiteri ucttlrti ~rit’iit nac Ir  PoZi)r and I I  u‘) 
enteiueisst. Fur Blut enipfiehlt sich, dabei im Verh,iltnis 1 4 ( i ta t t  I 10) 711 \wdunncn. 
Harn ist 1 : 10 mit Wasser zu verdunnen. Wird d 15 Gl>kokoll  mi 1’iotririh)drolqsat 
bestimmt nnd fur die HydrolSse Schwefelsaure beiiritzt. nt i i i i  t l iewll .~ diirch Baiiuni 
hpdroxyd entfernt werden. Kach Abderhalden und LV( ,rmunn ( I  ( .) adsor tjirrt clns gebildctc 
Bariumsulfat aber einen Tcil des Glykokolls. Der VOII tler l2osiing a h q  tieiintc Barium 
sulfatniederschlag wird daher dreimal mit vorher angcc auerl v n i  \\ dhsi I cinit‘ekoLht. Dic 
so erhaltenen wasserigen Auszuge sind vor der cndgrilti Ken \‘el duiinurig nii i  dcr Hydro 
1 ysatlosung zu vereinigen. 

2. Adsorption. Z. B. 10 em3 der so vorbehandcsltc ii  Lowiig rnit c rneii1 pri von ca 
63 ,  enthaltend 25-100 y Glykokoll und nicht millir als 2 6 Scutralwl/i.. werden in  
einem Erlenmeyer-Kolbchen mit 1 g Aktivkohle M i t c i  vcrielzt. Sac hdeiii durch Urn 
schwenken die Luft aus der Kohle verdrangt ist, 11 i r t l  das Kolbcheii \eischlossen uird 
1 Minute kraftig geschuttelt. D a m  wird mit einer klwien Sutsc hc. oder eiirrin Trichter. 
in dessen Verengerung em Wattebausch eingepresst iht. whnt I1 1011 df I I<ohIc% ahgeqaugt 
Etwa 2 om3 der Losung bleiben in der Kohle zuiuc k 

3. Bestimmung des Glykokolls: 4 em3 des k1aii.n Filtiat* wccidrri i n  rlic Kolbchcn 
(Figiir 3) eingefullt. Dazu hommt 1 om3 der ~ i n h ~ c l r i i i - P a f f ~ ~ r l t ~ ~ i ~ n ~ .  die,  I o r  Gebraurh 
kurz erhitzt und wieder abgekuhlt werden muss, da t l  ~b NinhL drin h i  %irrinicrtemperatiir 
auskrystallisiert. Anstatt groberer Siedesteine hdt ~ i c  h Biinsitciiipiil\ er Iwwahrt. Dii. 
gefullten Kolbchen werden nun an die Schliffe angc t h h t  rind in dai  i c  h o i i  \. orgeheiztc. 
(140”) Glycerinbad eingctaucht. Die Destillation niini it etv a 5 Iliniitcii i i i  Anspruch . 
auf gute Kuhlung 1st besonders zu achten. Als Votl~ige d i c r i c n  q c ~ ~  oliiili( he Iteagcns 
glascr, die mit einer Asbestplatte vor der Hitze de, Rirnnrri {t i \chiitLen iind. 1st dai  
Kolbeninnere trocken geworden, uird nocli kurze Zi.it <cu artet. tbnn d c > r  liitztc Tropferi 
des Destillats mit dem Rand dcs Reagensglases abge,tti ift i r i d  arifgefaigcri. Ihs  Dcstillat 
wird im gleichen Reagensglas mit 5 cm3 konz. ScIt\+ctels~rire uiiterit hie htc  t .  Dafut l i t  
eine Burette zu verwenden. Es folgt Mischung der hi hichtcii nr i t  c’iiit 111 (4laiitah. deww 
Ende breitgedruckt ist; dabei wird unter fliessendi in Wa gc kitlilt 1 i i y  die Losung 
wieder Zimmertcmperatur aiigenommen hat. Xun s i r i d  3 Tropfm ( 0 . 2  ( in3) tier C’hrorno 
tropsaurelosung zuzugeben, worauf crneut gemischt w ird. 1:ncilic t i  \\ ( s t  den die Kcageins 
glaser 30 Minnten in em sredendes Wasscrbad gestc I l t .  ~ o i i n  \it’ iii( l i t  dciii Lidit aus 
gesetzt sein sollen. Sie oben zu verschliessen 1st unnotiq, \ t t  tin ti,ifiir giwx::t TTird, dai i  
kein Kondenswasscr hiiieintropfen kann. Nach rabl iit’iti Alk,lLiil t  
der Losung gegen ein Gcmisch von 5 c1n3 Wasser, 5 CIII? 1,oii~ Sch 
Chromotropsaurclosung gernessen, welchcs cbcnfalli 3 0  Minittc.n 
wurde. Man nimmt die Messung be1 570 mp und 1 c t i i  Schiclittli 
der Glykokollwerte geschieht an Hand einer Eirhl,iirv~~ c o n  iciiiciri 

Losung genau so adsorbiert und behandelt wird w i t  die AiiA\\(  
r n i i t  1 ( n i  di I X m h ~  drin 

Pufferlosung, tritt em geringer Leerwert auf, wenii iiian die Jlothodt in tler beschrie 
benen Weise ausfuhrt. Da die Berechnung des GI\ kc~kolls ahctr nac 11 eiiier EiLhkurw 
geschieht, in der dieser Leerwert sowieso enthalten iS t .  I,raiiclit die Extiiilitiori i x h t  gcgeii 
den Leerwert gemessenzu uerden. 2. Steht keine &’( / c l  - A l \ t i \ k o h l e ~  7111 1 PI frigung. kanii 
auch andere aktive Kohle vcrwendet werden. Deren klig n q t  1infic.n iind I o t  el(  r Benirtziing 
zii untersuchen (s. 0.). 

Lokoll, deiwn 

Bemerkungen: 1. Bei der Destillation yon 4 ~ 1 1 1 ~  R a  

l )  O.Folzw und H .  TI u ,  J .  Biol. Chem. 38, 81 ( 1 0 1  b) 41, 337  (1920 



Volunien XXXII, Fasciciilus I (3949) - Xo. 33-31. 

6. Q u a l i t a t i v e r  Xachwcis  von  Glykokol l .  

251 

Manchnial wird es von Nutzen sein, im Reagensglas festzustcllen, ob eine LBsung 
iiberhaupt Glykokoll enthalt oder nicht. Man kann dazu folgenderrnassen verfahren : 
Etwa 5 cm3 der zu priifenden Losung (mit mindestens 1 mg Glykokoll darin) wcrden 
mit einem Spate1 voll Aktivkohle kurz geschiittelt. Es wird von der Kohle abfiltriert 
und die Losung mit 2-3 Tropfen konz. Schwefelsaure versetzt. Uazu fiigt man 1 em3 
5-proz. wasserige Ninhydrinlosung und kocht etwa 1 Minute. Es  wird gekiihlt und die 
Losung mit dem gleichen Volumen konz. Schwefelsaure unterschichtct. Dann wird unter 
fliessendem Wasser gemischt (Classtab init breitgedriicktem Ende). Xach Zugabe von 
einigen Krystallen Chrornotropsaure wird wiedcr aufgekocht (Vorsicht !). Entstehung 
eincr violetten Farbe zeigt das Vorhandensein von Glykokoll an. Die Probe ist in dieser 
Form nicht ausfiihrbar, wenn die Losung Substanzen enthalt, die von der Schwefelsaure 
verkohlt werden. In  diesem Falle destilliert man nach Zufiigen der Kinhydrinlosung mit 
einem Knierohr in ein zweites Reagensglas uber und nimmt die Chromotropsaurereaktion 
im Destillat vor. 

Herrn P.-D. Dr. 0. m i s s  danke ich fiir Anregung und Fiirderung h i  dieser Arbeit. 

21 u s a m m e n f a s s u n g . 
Es wird na$chgewiesen, dass die Bestimmungsmethode von 

Alexander, Landwehr und Seligman (1. c . )  zu niedrige Glykokollwerte 
liefert, wenn sie in Losungen ausgefuhrt wird, die freie Aminosiiuren 
enthalten. 

Es wird eine Restimmungsmethode fiir das Glykokoll beschrieben, 
die auch auf aminosaurehaltige Losungen anwendbar ist . 

Physiologisch-chemisches lnstitut der Cniversitiit Rasel. 

34. Der Einfluss zugefuhrter naturlicher Aminosauren auf den 
Alanin- und Brenztraubensauregehalt des Blutesl) 

von F. Hatz. 

(20. XII. 48.) 

Bier2)  untersuchte vor kurzem beim Hunde, wie 11 verschiederie 
Aminosauren den Gehalt von 12 einzelnen freien Aminosauren im 
Mute beeinflussen. Der Gehalt der jeweils enteral verabreichten 
Aminosaure steigt im Rlut an. Leucin, Isoleucin und Methionin he- 
wirken, wenn ihr Gehalt im H u t  selbst hoch ist, eine Senkung des 
Gehaltes einiger anderer Aminosauren. Der Tyrosingehalt des Rlutes 

l) Teilweise vorgetragen an der 33. Tagung des Schneizerischen Vereins der Phgsio- 

2 ,  S.  TI'. Hier,  J. Biol. Chem. 171, 813 (1947). 
logen und Pharmakologen (3. Juli 1948 in Bern). 


