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specimens subjected to high temperatures.  The in- 
ference may be drawn tha t  the high temperature  ac- 
celerates, to a slight degree, the internal process by 
which the angle of orientat ion is determined:  the internal 
t ime-measuring apparatus of the animals subjected to 
high temperatures  is thus in advance when compared 
with tha t  of the controls. 

Fur ther  experiments  are being carried out. At present 
the results obtained appear to prove the following 
points : 

(a) As had been assumed, and in accordance with 
what  HOFFMANN has established for Birds, the adjust-  
ment  of the angle of orientat ion in Talitrus and Tal- 
orchestia is based on an endogenous factor, i.e. on physio- 
logical processes having a daily r h y t h m  ("inhere Uhr" ,  
"Zei ts inn")  L 

(b) I t  is possible, also in the case of Talitrus and 
Talorchestia, to influence these processes by altering the 
period of i l luminat ion;  and this alteration takes place 
even if t empera ture  conditions remain unchanged. 

1 F. PAPI, following a different nlethod, comes to the same 
conclusion (vide this same volume). 

(c) I t  is possible to determine a perceptible change 
in the line of escape by exposing the animals to compar- 
at ively higher tempera tures  before invest igat ing the 
direction in which they  escape. 

L. PARDI and N[. GRASSI 

Zoological Institute o/ the University o/ Turin (Italy), 
October 29, 1954. 

Riassunto 

Talitrus saltator (Montagu) e Talorchestia deshayesei 
(Aud.) (Crnstacea-Amphipoda), a l lontanat i  dalla sabbia 
umida delia spiaggia, sono in grado di r i tornarvi ,  man- 
tenendo una direzione di fuga pra t icamente  costante in 
base alla posizione azimutale del Sole. La regolazione " 
dell 'angolo di or ientamento col Sole nel corso del giorno 

basata sul senso del tempo, come dimostrano esperienze 
simili a quelle recentemente eseguite da HOFFMANN per 
gli Storni. I); possibile ot tenere una significativa devia-  
zione della direzione di fuga, sot toponendo gli animali  
a tempera ture  re la t ivamente  alte pr ima di saggiare il 
loro orientamento.  
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S T U D I O R U M  P R O G R E S S U S  

l~be r  die Genauigkeit der B r e n z t r a u b e n s i i u r e -  

B e s t i m m u n g  als 2,4-Dinitrophenylhydrazon 

Vergleich der direkten kolorimetrischen mit der quantitativ- 
chromatographischen Methode 

Von S. MARKEESI~ Basel 

Die Wichtigkei t  zuverl~tssiger Nachweismethoden fiir 
die Brenztraubens~ure (BTS) ist bei Bet rachtung der in 
den letzten Jahren gewaltig angewachsenen Zahl yon 
Arbeiten fiber dieses Stoffwechselprodukt unverkennbar.  
Dabei  muss daran erinnert  werden, dass ffir die frfiher 
unter  die Gruppe der ((bisulfitbindenden Substanzen)) 
gerechnete und als solche quan t i t a t iv  best immte S/iure 
erst 1939 yon Lu~ ein praktisch brauchbares Bestim- 
mungsverfahren fiir das Blut  entwickelt  worden ist, das 
nach dem Prinzip der Umsetzung  mit  dem 2,4-Dinitro- 
phenylhydrazin arbeitet.  Durch FRIEDEMANN und HAU- 
Grin a, nach deren Angaben die BTS heute ziemlich all- 
gemein bes t immt  wird, ist dieses Verfahren nur hin- 
sichtlich des Ext rak t ionsmi t te l s  - Toluol s tar t  Essig- 
ester - abge/indert worden. Das mit  der BTS gebildete 

1 Aus den Medizinischen Laboratorien der F. Hoffmann-La 
Roche & Co. AG., Basel. 

2 G. D. Lv, Biochem. J. as, 249 (1939). 
S TH. E. FRIEOEMANN und G. E. HAUGEN, J. Biol. Chem. 147, 

415 (1943). 

2,4-Dini t rophenylhydrazon ist in alkalischer L6sung 
rot  gef~,rbt und gut kolorimetrierbar. Diese Reakt ion  ist 
naturgem~iss unspezifisch, da alle ~-KetosAuren und teil- 
weise auch einige fl-Ketosliuren sich mit  dem Reagens 
umsetzen. ~Iber die Ausschaltung der wesentl ichsten 
Fehlerquelle,  der Azetessigs~ture, durch kurzfristiges Er-  
hi tzen des Blutf i l t rates vor dem Zusatz des 2, 4-Dinitro- 
phenylhydrazins  haben wit Iriiher berichtet  1. Den mit  
dem Aufkommen der Papierchromatographie in der 
Li te ra tur  z auftauchenden Zweifeln an der Genauigkeit  
der kolorimetrischen Best immung der BTS als 2,4- 
Dini t rophenylhydrazon sind wir dann gemeinsam mit  
GEY S in einer Arbeit entgegengetreten, in der das di- 
rekte kolorimetrische Verfahren mit  dem quan t i t a t iv -  
chromatographischen verglichen worden ist. Es ha t  sich" 
damals eine ausreichende i3bereinst immung der gefun- 
denen Absolutwerte ergeben. Nachdem abet  neuerdings 
in der Li tera tur  4 dartiber berichtet worden ist, dass bei 
Verwendung einer fermentchemischen Methode mit  
Milchs~iure-Dehydrogenase, die als spezifisch angespro- 
chen wird, niedrigere Werte ftir die BTS gefunden wet- 
den als mit  der 2,4-Dini trophenylhydrazin-Methode,  
haben wit  es ftir erforderlich gehalten, dieses Verfahren 
noch einmal sehr eingehend auf Genauigkeit ,  bzw. seine 
Spezilit~tt zu fiberpriifen. Dabei ha t  sich vor allem die 
Notwendigkei t  herausgestellt,  die papierchromatogra-  
phische Methode grundlegend neu zu bearbei ten und sie 

i S. MARKEES, Exper. 7, 314 (1951). 
2 D. CAVALLINI, N. FRONTALI und G. ToscHI, Nature 16,5, 568 

(1949). 
s S. ~[ARKEES und F. GEY, Helv. physiol. Acta 11, 49 (1953). 

K. JOHANNSMEIER~ H. REDETZKI und G. PFLEIDERERt Klin. 
'Wschr. 32, 560 (1954). 
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im Rahmen der Gesamtdarstel lung des gegenwttrtigen 
Standes dieses Problems wiederzugeben. 

"Wie bereits verschiedentl ich frtiher yon uns beschrie- 
ben ~, zeigt das 2, 4 - D i n i t ropheny thydrazon  der BTS im 
Pap ie rehromatogramm zwei scharf voneinander  ge- 
t rennte  Flecke mit  den Rf-Werten  yon 0,36 (A) und 
0, 57 (B). Dicse beiden Flecken entsprechen nach den fiber- 
e ins t immenden Feststel lungen yon STEWART 2 und 
ISHERWOOD u n d  CRUICIC.SHANK 3 isomeren Formen  des 
Hydrazons.  Sie bilden sieh regelmgssig, das heisst sowohl 
bei Verwendung yon Pyruvat l6sungen bekannter  Kon- 
zentrat ionen als auch bei Urnsetzung der im t31ute be- 
fiiid!iehen BTS mi t  dem Reagens. Andere bei der Chro- 
matographie der 2 ,4-Dini t rophenylhydrazone auf dem 
Papier erscheinende Flecken, die zu einer Verwechslung 
mit  den genannten Flecken A und B fiihren kDnnten, 
kommen bei der Chromatographie des Blut t i l t rates  nicht 
vor. 

Das e-Ketoglutars~ure-2,  4-dini t rophenylhydrazon hat  
einen Rf -Wer t  von 0,12, das entsprechende Hydrazon 
der Oxalessigs£ure eineii Rf-Wert  y o n  0,18; das 2,4- 
Dini t rophenylhydrazon der Azetessigs~iure liegt zwischen 
den Flecken A und B mit  einem Rf-Wer t  yon 0,45, wird 
abet  durch Erhi tzen des Fi l t ra tes  vor  dem Umsetzen mit  
dem Reagens zersetzt und k o m m t  gar nicht  zur Dar- 
stellung, t)bersehfissiges 2, 4-Dini t rophenylhydrazin ist 
infolge  seines Rf-Wertes  yon 0,90 ebenfalls deutl ich ab- 
gegrenzt. 

Bei  der Gewinnung des das ]3TS-2, 4-Dinitrophenyl-  
hydrazon enthal tenden Ex t rak tes  sind wir urspriinglich 
folgendermassen vorgegangen:  Enteiweissung des Blutes 
mi t  Na- 'WoHramat-H, SO4; Trichloressigstture, die bei 
dem kolorimetrischen Verfahren benfi tzt  wird, ist hier 
unbrauehbar,  well starke Schlierenbildung anf dem 
Papier  auftr i t t ,  wenn nachher Essigester zur Ex t rak t ion  
beni i tz t  wird. Umsetzen des wtthrend 5 rain im kochen- 
den Wasserbad gehal tenen und wieder abgekiihlten 
Blutf i l t rates  mi t  einer gestittigten L6sung yon 2,4-Di- 
ni t rophenylhydrazin  wtihrend einer halben Stunde. 
Zwei- bis dreimalige Ext rak t ion  des Reaktionsgemisehes 
mit  Essigester, anschliessende Ext rak t ion  der Hydra-  
zone mit  10%iger Natr iumcarbonat-Ltisung,  Ansttuern 
mit  konzentr ier ter  HC1 bis zu einem pFI yon etwa 
2 in eisgekfihlter L6sung, dann Ex t rak t ion  mit  Essig- 
ester, Verwerfen der w~sserigen Phase, bach einmaligem 
Nachwaschen mit  H20 dest. E indampfen  zur Trockne, 
Auftropfen einer abgemessenen Menge auf Whatman-  
Nr.-1-Papier.  Das Chromatogramm l~uft 14 h aufstei- 
gend in mit  3%igem Ammoniak  ges~ittigtem Butanol.  
Trocknen des Papiers bei Zimmertemperatur .  Abgren- 
zung der oben genannten Flecken 21 und B, Ausschnei- 
den und feines Zerschnitzeln. Eluierung der Schnitzel 
mit  bekanntem Volumen Carbonat  ftir 2-3 h u n t e r  
Schiitteln, Abnutschen,  Zusatz yon 2 n N a O H  und 
Kolorimetrie naeh e twa 2 rain. 

~renn man naeh dieser Vorschrift  vorgeht  und die er- 
hal tenen Ext ink t ionen  mit  denen vergleicht,  die bei 
Anwendung der direkten Kolorimetr ie  gefiinden werden, 
dann stellt  man stark vari ierende Verluste bis zu 60 % 
fest. Eine derart  ungeiiau arbei tende Methode ist selbst- 
versttLndlich zur Kontrol le  der Zuverl~ssigkeit der di- 
rekten kolorimetrischen BTS-Bes t immung  v611ig un- 
geeignet. Unsere Bemtihungeii haben sich darum auf 
die Aufklttrung der Ursachen ftir derar t  grosse und 

1 S. MARKEES und t~. GEY, Helv. physiol. Acta 11, 49 (1953). - 
S. MAItKEES, Biochem. J. 56, 703 (1954). 

2 H. B. STEWARr, Biochem. J. 55, XXV ! (1953). 
3 F. A. ISHERWOO0 und D. H. CRIJICKSI[ANK. Natt~re 173, I~l 

!,954!. 

schwankende Fehler  hei der quan t i t a t iven  papier- 
chromatographischeii  Methode gerichtet.  Wir  haben 
dabei zunt~chst festgestellt ,  dass das 2, 4-Dinitrophenyl-  
hydrazon der BTS  licht- and tempera turempf indl ich  ist. 
Wurden  die Reakt ionen unter  Ausschluss yon Tageslicht  
und unter  Vermeidung jeder 1/ingeren Erwttrmuiig vor- 
genommen (speziell beim Eluieren der Papierschnitzel  
darf nicht  im erw/~rmten Wasserbad geschfittelt  werden), 
dann fielen die Ausbeuten bereits um 11-29% besser 
aus (Tabelle I). Folgende weitere Faktoren  wurden 
vari ier t  : 

1. Verarbei tung des Blutf i l t rates  sofort undnach Stehen- 
lassen far  einige Zeit; 

2. Verwendung yon Plasma s ta t t  Vollblut ;  
3. Verl~ngerung der Reaktionszei t  des Blutf i l t rates mit  

dem 2, 4-Dini t rophenylhydrazin ; 
4. Verltingerung der Ablesezeit  nach dem NaOH-Zusa tz ;  
5. Zusatz yon Na t r i umpyruva t  (zur Feststel lung der 

Ausbeute) erst nach dem Enteiweissen. 

Alle diese Variationen hat ten auf da.s Endergebnis kei- 
nen Einfluss. 

Tabelle I. Vergleich der bei direkter Kolorimetrie and bei quantita- 
river Chromatographie gewonnenen *vVerte. 

a) Zus~itze yon BTS zu Blur und Ermittlung der Ausbeute nach einer 
Eichkurve, die dutch Photometrie eingewogener Mengen fertigen 

Hydrazons gcwonnen wurde. 

BT S-Zustitze 
zu Blut 

in 7]cm 3 

10 
20 
30 
50 

Gefunden, 
abz/iglich 
Blutwert, 

7[cm~ 

8,6 
16.3 
24,6 
40,2 

Ausbeute 
in % 

86 
81,5 
82 
80,5 

Ausbeute 
verglieher~ mit 

direkter 
Methodc 

i 

M 

b) Durchffihrung der Reaktionen bei Tageslicht und Eluierung des 
Hydrazons aus dem Papier mit Erw~rmung. 

10 
20 
30 
50 

I 
4,6 46 I 53 

:i 15,2 51 62 
28,5 71 

c) Durchffihrung der Reaktionen ira verdunkelten Raum ohne 
Erwfirmung. 

10 
20 
30 
50 

7,4 
11,4 
18,6 
43,2 

74 
57 
62 
86 

86 
70 
76 

107 

Der zweite, wohl wesentlichste Punk t  betriff t  die 
leichte Zersetzlichkeit  des 2, 4-Dini t rophenylhydrazons 
in saurem Milieu. Bei dem obengenannten Verfahren 
wird das Hydrazon  aus dem Carbonatex t rak t  in Essig- 
ester, nach Ans~uern bis auf pH2,  fibergefiihrt, w-ir 
haben in Kontrol lansgtzen mit  synthet isch gewonnenem 
2,4-Dini t rophenylhydrazon festgestellt,  dass dieses 
bereits nach kurzem Stehen uiiter Zersetzung 2, 4-Dini- 
t rophenylhydrazin  abspaltet,  so dass die Ausbeutc 
abni~nmt. Auf dem Chromatogramm erkennt  man diese 
Spal tung leicht an dcr zunehmenden Intensit~tt des 
Fleckes mi t  Rf  0,9. ' J e  l~Lnger das tYydrazon in stark 
saurem Milieu stehengelassen wird~ desto 6r6sser ist der 
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Verlust. Je h6her die Ausgangskonzentrat ion an Hydra-  
zon, desto mehr macht  sich die Zersetzung bemerkbar  
(Tabelle II). 

Tabelle I I .  Zersetzung des 2,4-Dinitrophenylhydrazons der BT S unter 
verschiedenen S/iurezusfitzen und bei weehselnden Reaktionszeiten. 

a) BTS-%4-Dinitrophenylhydrazon in Carbonat gelSst und mit 
konzentrierter HCl auf etwa pHI  gebracht. 

Hydrazon Extinktion 

20 [ 0,205 
60 0,614 
20 0,168 
60 0,357 

Gefunden, 
Hydrazon 

17,7 
53,2 
14,5 
30,8 

Ausbeute 
% Reaktionszeit 

89} Sofortige 
Bestimmung 

73 
51 } 60" 

b) t3TS-2,4-Dinitrophenylhydrazon in wenig Carbonat gelSst und 
mit Trichloressigsgiure aufgejt~llt, 

20 
40 
60 

100 

0,137 
0,323 
0,497 
0,847 

11,7 
27,8 
43,0 
73,6 

581 69 
72 
73 

5' 

c) BTS-%4-Dinitrophenylhydrazon in wenig Carbonat gelgst und 
mit Wasser aufgefiillt. Entsprechel~d der Enteiweissung yon biologi- 
schem Material Wasser, Na-Wol#amat und ~[s n H2SO 4 zugesetzt. 

20 0,080 6,8 34 [ 
40 0,198 17,0 42 [ 30' 
60 0,349 30,0 50 

100 0,639 55,2 55 

Zur Ausschaltung der genannten  Fehlerm6glichkeiten 
war eine prinzipielle Umfinderung der Methode unum-  
g~nglich notwendig. Wir  sind schliesslich so zum Ziele 
gelangt, dass wir jeden SAurezusatz vermieden haben. 
Dies gelingt dadurch, dass, wie bei der direkten Kolori- 
metrie, das 2,4-Dini t rophenylhydrazon mit  Toluol ans- 
geschiittelt wird. Da aber der bei der direkten Kolori- 
metrie verwendete grosse Uberschuss yon 2,4-Dinitro- 
phenylhydrazin  sich bei der Chromatographie st6rend 
auswirkt, indem sieh die Flecke dann  nicht mehr gut  
t rennen,  muss die Menge des Reagens au i  die H~tlfte 
herabgesetzt werden. Der Toluolextrakt  wird nach 
XVaschen mit  ~,Vasser und  Fi l t r ieren im Vakuum ein- 
gedampft, der Rfickstand in Essigester geI6st und  diese 
L6sung direkt zur Chromatographie aufgetropft. 

Die Verwendung von Toluol als erstes Extrakt ions-  
mit te l  des Reaktionsgemisches I31utfiltrat-2,4-Dinitro- 
phenylhydrazin  br ingt  noch einen weiteren Vorteil mi t  
sich. ~Vir haben n~mlich feststellen k6nnen, dass bei 
Ex t rak t ion  mit  Essigester und anschliessender Eluierung 
mit  Carbonat ein nicht  unbetrAchtlicher TeiI des 2,4- 
Dini t rophenylhydrazons der BTS im Essigester gel6st 
bleibt, das heisst also nicht in die Carbonatphase fiber- 
geht und  damit  fiir den weiteren Nachwefs ausf~tllt. Dies 
ist bei Verwendung yon Toluol nieht  der Fall. Zur ko- 
lorimetrischen Nachweisbarkeit des Fleckens B als gefArb- 
tes Hydrazon ist noch folgendes festzuhalten: Bespriiht 
man das Chromatogramm mit  NaOtt-L6sung,  dann  
f~trbt sich der Fleck A intensiv  braunrot ,  wfihrend der 

Fleck B keine erkennbare Rotf/ irbung annimmt .  Eluiert  
man aus eincm Chromatogramm von synthetisch her- 
gestelltem BTS-2, 4-Dinitrophenylhydrazon,  das in ab- 
gestuften Mengen aufgetropft wird, den Fleck B ge- 
t r enn t  vom FleckA, dann  finder sich ein immer ungef~ihr 
gleich bleibendes VerhSltnis von B : A i m  Werte yon 1 : 4. 
Fi ihr t  man den gleichen Versuch mit  Blur durch, dem 
bekanntc  Mengen Pyruva t  vor der Umsetzung mit dem 
2, 4-Dinitrophenylhydrazin zugegeben werden, dann  er- 
gibt sich im Chromatogramm eine Verteilung yon B : A  
wie etwa 1:9. Da, wie oben erw~hnt, der B-Flcck auf 
dem Papier keine Rotf~rbung bei Alkatibenetzung zeigt, 
nach der Eluierung mit  Carbonat abcr wieder eine 
leichtc Rotf~rbung nach NaOH-Zusatz e rkennbar  wird, 
muss angenommen werden, dass sich das dem Fleck B 
entsprechende Isomere zum mindesten tcilweise wieder 
in das Isomere A umwandelt .  Eine ~ihnliche Beobach- 
tung  haben wir schon frfiher bei dem Versuch angestetlt,  
die Substanz B auf dem ~,Vege fiber die papierchromato- 
graphische Trennung  zu isolieren und chemisch z u  
charakterisieren - ein Versuch, der wegcn der Unbe- 
st~ndigkeit  yon B nicht  zum Erfolg geffihrt hat  x. 

Wird unter  Beriicksichtigung tier bisher aufgeftihrten 
Verlustquetlen ftir das 2,4-Dinitrophenylhydrazon der 
BTS - Temperatur ,  Licht, Azidit~t, L6sungsmittel - eine 
BTS-LOsung bekannter  Konzentra t ion ehromatogra- 
phiert  und anschliessend kolorimetriert,  so erfasst man 
etwa 80% der Ausgangsmenge. Uber die Ursachen des 
immer noch verbleibenden Verlustes lassen sich bisher 
keine quan t i t a t iv  genauen Angaben machen. In  der 
Hauptsaehe dtirften die erw~hnte Isomerisierung und der 
weitgehende Ausfall des Nachweises der Substanz B 
eine Erkl~irung abgeben; weiterhin macht sich die mit 
der ganzen Prozcdur der Chromatographie zusammen- 
h~ngende methodische Fehlerbreite st6rend bemerkbar. 
Praktisch hat  der Nachweis dieses fund 20 % betragen- 
den Verlustes die Konsequenz, dass wit bei der ]3estim- 
mung der BTS im Blur mittels quant i ta t iver  Chromato- 
graphie regelm~ssig bekannte  Mengen yon BTS bzw. 
Na t r iumpyruva t  dem Blur zusetzen miissen, um die 
exakte Ausbeute zu ermit teln.  Da die Standardkurve ffir 
BTS in unserem Bereich streng linear verl~uft, muss 
der fiir die Zusatzmenge gefundene Verlustbetrag pro- 
portional auch ffir die im Blute vorhandene BTS gelten 
und in Rechnung gestellt werden. Als Standard wird eine 
Kurve bentitzt,  deren ~Vcrte nach Zusatz von BTS in 
ansteigenden Mengen zu Blur gewonnen sind. 

Unser Ziel war, wie eingangs erw~hnt, die Kontrolle 
der mit  der direkten Kolorimetrie best immten BTS- 
SVerte des Blutes auI quant i ta t ive  Genauigkeit. Wi t  
wotlten mit  anderen V¢orten wissen, ob tats~chlich bei 
der direkten Kolorimetrie durch die ~unspezifische~ 
Dinitrophenylhydrazin-Methode nennenswerte Mengen 
yon anderen Kctos~uren mit  erfasst werden, die nicht  
der BTS entsprechen. \Vir haben n a c h  Abschluss der 
oben beschriebenen 0bera rbe i tung  des quan t i t a t iv -  
chromatographischen Verfahrens und El iminierung der 
Fehlerquelle noch einige Blut~er te  vergleichend direkt- 
kolorimetrisch und quant i ta t iv  chromatographisch be- 
s t immt.  Dabei haben wit die in Tabelle I I I  zusammen- 
gestellten W'erte erhalten. Hiernach zeigen die mit  der 
direkten Kolorimetrie bes t immten Blutwerte ffir die 
BTS eine zufriedenstellende ~be re ins t immung  mit den 
auf quanti tat iv-chromatographischem..Wege gewonne- 
nen Werten. Voraussetzung fiir diese Ubere ins t immung 
ist die Beriicksichtigung der Ausbeute zugesetzter BTS- 
Mengen. 

1 S. MARKEES und F. GEY, Helv. physiol. Acta 11, 49 (1953), 
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TabellelII .  Vergleichder direkten Kolorimetrie mit der quantitati- 
yen Chromatographic des 2,4-Dinitrophenylhydrazons der BTS im 
Blut. - Zusatz yon Natriumpyruvat (a4,I y/em a Blur = 80 y reine 

Brenztraubens/iure) zu KaninehenvoUblut: 

Direkte kolorimetrische Methode 

Kanin- I ~ I tion ab-I funden ] Zusatz- 
ehen .. l~x: [ ziiglich / BTS, attsbeute 
Nr. [tmKrmn[ B i u t - [  } ' /ca a [ % 

weft ]im Blur* 

1 + 3 0  0,679 [ 0,4~1 

2 I 0,402 ~ t 26,6 [ - -  

2+30 0,8 0 I 0,4 I I 
3 I 0 , ~ 8 4  I I 12 ,8  I - 
3+ 1 0,615 / 0,4:.1 I t 
4 1 ° , 1 9 2  / I 13 ,2  t - 
4+ 30 1 0.62  1 0.4:;7 I I 
5 / 0,648 [ / 46,4 I -- 
5+ 30 / 1,070 / / / 
6 ~ 0,456 / ] 28,4 ~ - -  

6+301 0,940 / 0.4, 4 1 / 
7 / 0,438 / 1 28,4 / -- 
7 + 3 0  0,903 0,41i5 / / ........ / / 

1 
1 + 3 0  

2 
2 +  30 

3 
3 + 3 0  

4 
4+30i 
5 
5 + 3 0  

6 
6 + 3 0  

7 
7 + 3 0  

Pa. ~ierchromatographische Methode 

0,160 
0,483 

0,272 
3,586 

9,108 
9,382 

0,104 
0,374 

0,441 
0,721 

0,307 
0,615 

0,287 
0,596 

0,323 

0,314 

0,274 

0,270 

0,280 

0,308 

0,309 

105  
21,4 71 

18,0 
21,6 72 

12,2 
25,4 85 

12,0 
24,5 82 

47,6 
28,0 93 

29,8 
24,0 80 

29,6 
26,6 89 

Vergleich der 
papierchromato- 
graphischen mit 

der direkten 
Methode 

99 

94 

96 

91 

101 

105 

104 

* Die U.ngleichheit der in dieser Rubrik aufgeffihrten Extinktions- 
werte Ifir die gleiehblei:oenden Zusatzmengen ist der Ausdruck der 
yon Btut zu Blut etwas sehwankenden Ausbeute yon zugesetzter 
BTS. Da abet die Kurve der Extinktionswerte yon BTS-Zus~itzen in 
aufsteigenden Konzentrationen zum einzelnen Blur stets linear ver- 
1/iuft, ist die Bestimmung nur eines Wertes ffir die Festlegung ihrer 
Riehtung ausreichend und zulfissig. Die in der Nebenrubrik ange- 
gebenen V/erte ffir die BTS im Blut sind jeweils auf einer derart an- 
geferfigten Kurve, die die Ausbeute beriiek~iehtigt, abgelesen. 

W i r  d t i r fen  als E n d e r g e b n i s  d ieser  l a n g w i e r i g e n  N a c h -  
p r i i f u n g e n  Ies thal te!a ,  dass,  wie wir  s c h o n  f r i ihe r  be-  
h a u p t e t  b a t t e n ,  ffir R o u t i n e - U n t e r s u c h u n g e n  die r a s c h  
a r b e i t e n d e  d i r e k t e  k o l o r i m e t r i s c h e  M e t h o d e  de r  B T S -  
B e s t i m m u n g  m i t t e l s  des  2, 4 - D i n i t r o p h e n y l h y d r a z i n s  aus-  
r e i c h e n d  genau  ist.  Die M i t e r f a s s u n g  a n d e r e r  IZeto- 
s / iu ren  sp ie l t  q u a n t i t a t i v  ke ine  w es en t l i che  Rol le .  Ff i r  
s eh r  genaues  A r b e i t e n ,  da s  die E r m i t t l u n g  yon  A b s o l u t -  
w e r t e n  f i i r  d ie  B T S  e r fo rde r t ,  e m p f i e h l t  es sich,  a u c h  bei  
d e r  d i r e k t e n  K o l o r i m e t r i e  Zus~itze von  b e k a n n t e n  B T S -  

M e n g e n  v o r z u n e h m e n ,  urn  die jewei ls  e t w a s  s c h w a n k e n -  
de A u s b e u t e  k o n t r o l l i e r e n  u n d  in  R e c h n u n g  s t e l l en  zu 
k 6 n n e n .  - I m  f o l g e n d e n  sei n o c h  u n s e r  t e c h n i s c h e s  Vor-  
g e h e n  b e s c h r i e b e n ,  da s  wi r  fi ir  d ie  q u a n t i t a t i v e  P a p i e r -  
c h r o m a t o g r a p h i c  des  2 , 4 - D i n i t r o p h e n y l b y d r a z o n s  de r  
B T S  e n t w i c k e l t  h a b e n .  

3/Iethode. 4 c m  ~ u n g e r o n n e n e s  Vo l lb lu t  m i t  Z u s a t z  yon  
L i q u e m i n  w e r d e n  m i t  20 c m  a e iner  10 %igen  Tr ich lo ress ig -  
s ~ u r e l 6 s u n g  e n t e i w e i s s t  u n d  z e n t r i f u g i e r t .  Das  Mare  
Z e n t r i f u g a t  w i rd  5 m i n  in  k o c h e n d e s  %Vasser ges t e l l t  u n d  
wiede r  au f  Z i m m e r t e m p e r a t u r  abgek i i h l t .  15 c m  3 des 
Z e n t r i l u g a t e s  w e r d e n  m i t  2,5 c m  a e ine r  0 , 2 % i g e n  2,4- 
D i n i t r o p h e n y l h y d r a z i n l 6 s u n g  v e r s e t z t  u n d  5 ra in  z u m  
R e a g i e r e n  s t e h e n g e l a s s e n .  E x t r a k t i o n  des  R e a k t i o n s -  
gemisches  m i t  15 c m  3 r e i n s t e m  Toluo l  w~ihrend 1 min  
u n t e r  Sch i i t t e ln .  V e r w e r f e n  de r  w{isserigen P h a s e .  De r  
T o l u o l e x t r a k t  w i r d  m i t  wen ig  \ ¥ a s s e r  gewaschen ,  u n d  
die W a s s e r s p u r e n  w e r d e n  d u t c h  F i l t r a t i o n  e n t f e r n t .  E in -  
d a m p f e n  v o n  12 c m  a des  T o l u o l e x t r a k t c s  i m  V a k u u m  bei  
r u n d  30 ° zu r  T r o c k n e .  A u f n e h m e n  des  R f i c k s t a n d e s  in  
4 c m  a E t s iges t e r ,  w o v o n  1 cm a ( =  0,5 cm3 Blu t )  m i t  
S i c h e r h e i t s p i p e t t e  au f  das  P a p i e r  ( W h a t m a n  Nr.  1) auf-  
g e t r o p f t  wird.  A u f s t e i g e n d e  C h r o m a t o g r a p h i c  in m i t  
3 % i g e m  A m m o n i a k  g e s ~ t t i g t e m  B u t a n o l  w / t h r e n d  14 h.  
T r o c k n e n  des  P a p i e r s  be i  Z i m m e r t e m p e r a t u r ,  A b g r e n -  
z u n g  de r  Je~lecken A u n d  B in F o r m  v o n  fiir d e n  E inze l -  
v e r s u c h  g l e i c h b l e i b e n d  g rossen  R e c h t e c k e n  von  e t w a  
3 × 4 cm,  A u s s c h n e i d e n  u n d  fe ines  Z e r s c h n i t z e l n .  Ge- 
m e i n s a m e  E t u i e r u n g  y o n  A u n d  B m i t  8 c m  3 e iner  1 0 % -  
igen N a t r i u m c a r b o n a t l 6 s u n g  u n t e r  zwe i s t f i nd igem 
S c h i i t t e l n  be i  Z i m m e r t e m p e r a t u r  im v e r d u n k e l t e n  
R a u m .  A b n u t s c h e n  u n d  Z u s a t z  yon  1,5 cm a e iner  
2 n - N a O H - L 6 s u n g  zu 6 cm 3 des  C a r b o n a t e x t r a k t e s ,  
K o l o r i m e t r i e  n a c h  e t w a  2 min .  P h o t o m e t e r :  L u m e t r o n ,  
F i l t e r  490. S c h i c h t d i c k e  2 cm.  A u s w e r t u n g  de r  g e f u n d e -  
n e n  E x t i n k t i o n e n  n a c h  e ine r  S t a n d a r d k u r v e ,  die n a c h  
Z u s a t z  b e k a n n t e r  M e n g e n  y o n  N a t r i u m p y r u v a t  zu B lu i  
g e w o n n e n  wurde .  U m  G a m m a  p ro  K u b i k z e n t i m e t e r  zu 
e r h a l t e n ,  m u s s  m i t  s/3 m u l t i p l i z i e r t  we rden .  

Herrn Dr. KOFLER habe ieh ffir die Beratung bei allen methodi- 
schen Fragen zu danken, Frl. R. BRITT fiir die gesehiekte Hilfe bei 
der Durchfiihrung der Untersuchungen. 

Su~nrrt~f  y 

The  a c c u r a c y  of d i r e c t  co lo r ime t r i c  e s t i m a t i o n  of 
p y r u v i c  ac id  in  t h e  b lood  ha s  b e e n  c o n t r o l l e d  b y  t h e  
q u a n t i t a t i v e  c h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d ,  T o  do  t h i s  i t  was  
i n d i s p e n s a b l e  to  e l a b o r a t e  a n e w  p r o c e d u r e  for  t h e  
q u a n t i t a t i v e  C h r o m a t o g r a p h y ,  s ince  w i t h o u t  c e r t a i n  
p r e c a u t i o n s  t h e r e  arose  c o n s i d e r a b l e  losses owing  to  t h e  
s e n s i t i v i t y  of t h e  2, 4 - d i n i t r o p h e n y l h y d r a z o n e  of p y r u v i c  
ac id  t o  l igh t ,  t e m p e r a t u r e ,  s o l v e n t s  or  acids .  A v o i d i n g  
t h e s e  poss ib i l i t i e s  of e r ro r  t h e r e  s t i l l  r e m a i n e d  a differ-  
ence  of a b o u t  2 0 %  b e t w e e n  t h e  t w o  p r o c e d u r e s  w h i c h  
could  be  e x p l a i n e d  as t h e  r e s u l t  of t h e  f o r m a t i o n  of t w o  
i somers  of 2 , 4 - d i n i t r o p h e n y l h y d r a z o n e  in  a d d i t i o n  to  
a sma l l e r  p u r e l y  t e c h n i c a l  loss. T h i s  d i f f e rence  c o u l d  be  
c o r r e c t e d  b y  e s t i m a t i n g  t h e  y ie ld  of k n o w n  q u a n t i t i e s  of  
a d d e d  p y r u v a t e ,  a n d  as a f ina l  r e s u l t  s a t i s f a c t o r y  agree-  
m e n t  b e t w e e n  t h e  t w o  m e t h o d s  has  b e e n  ach i eved .  T h e  
d i r ec t  co lo r ime t r i c  e s t i m a t i o n  o f  p y r u v i c  ac id  as 2, 4-di-  
n i t r o p h e n y l h y d r a z o n e  is s u f f i c i e n t l y  spec i f ic ;  i t  i nc ludes  
n o  a p p r e c i a b l e  q u a n t i t i e s  of o t h e r  k e t o - a c i d s  a n d  
f u r n i s h e s  re l i ab le  va lues .  


