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Die Mischung von 5.0 g Trimethylglucose, 40 g o-Kieselsdure-methylester,
20 g absol. Methano! und 0.3 g Acetylchlorid blieb 24 Stdn. bei 20° stehen. Unter
Kiihlung wurden 100 ccm einer 30-proz. Kalilauge zugegeben. Durch Ausithern und
Destillieren (0.4 mm) wurden 5.06 g Glucosid (95 % d. Th.) gewonnen.

Durch o-Ameisensiure-methylester, Methanol und Chlorwasserstoff wird
der Methylzucker in der Kilte zwar langsam glucosidiert, aber immerhin
schneller als in Abwesenheit des Esters. Dagegen fiihrt Acetylchlorid auch
hier in der Kalte zum Ziel. Im Gegensatz zu der von Claisen fiir die Bereitung
der Enolather angewendeten Mischung muf} auller dem o-Ameisensiure-methyl-
ester Methanol anwesend sein; ein anderer Unterschied besteht darin, daB
sehr geringe Mengen Acetylchlorid geniigen. Ohne o-Ester tritt keine nennens-
werte Umsetzung ein,

Die Mischung von 5.0 g Trimethylglucose, 25 g o-Ameisensiure-methyl-
ester, 15 g absol. Methanol und 0.2 g Acetylchlorid blieb 20 Stdn. bei 20° stehen.
Nach dem Wegdampfen wird das zuriickgebliebene Glucosid bei 0.4 mm destilliert.
Yrhalten wurden 5.1 g = 96 9 d. Theorie.

22. Morizo Ishidate und Takeichi Sakaguchi: Uber den Nach-
weis von nativem Eiwei3 mit pg-Indicatoren.
[Aus d. Pharmazeut. Institut d. Universitit Tokio.]
(Eingegangen am 15. November 1940.)

Vor kurzem teilten Feigl und Anger') eine neue Reaktion zum Nach-
weis von Eiweill mit, die auf der Auswertung des Proteinfehlers bei der An-
wendung von Tetrabromphenolphthaleinester als pg-Indicator beruht.
Diese Reaktion ist nmach unseren eingehenden Versuchen iiber die Brauch-
barkeit anderer pg-Indicatoren gegeniiber den anderen zahlreichen bekannten
Eiweiflreaktionen durch die hohe Spezifitit gegen natives Eiweifl ausgezeichnet.
Von den bekannten pg-Indicatoren standen uns 27 zur Verfiigung, die auch
zum Nachweis von Eiweill verwendet wurden, jedoch nurmit 10 pg-Indicatoren
konnten unter den Bedingungen der Tiipfelreaktion bei Gegenwart von Eiweil}
in Abhingigkeit von der Menge mehr oder weniger positive Reaktionen
erzielt werden. Tafell zeigt die Grenzkonzentrationen bzw. Erfassungs-
grenzen der untersuchten Eiweilarten bei Anwendung dieser Farbindicatoren.

Versuchsbedingungen: Ein Tropfen (0.05 ccm) einer eiweillhaltigen Losung wird
auf der Tiipfelplatte mit einem Tropfen eiues Indicators versetzt und mit 1 oder 2 Tropfen
einer Siurelésung (Essigsidure, Trichloressigsiure oder Salzsiure) bzw. einer Alkalilosung
in einer zum Indicator geeigneten Konzentration vermischt. Bei Vorhandensein von
Eiweil3 bleibt der Farbton der Losung bestehen, wihrend die Farbe der Kontrollsung
vollkommen umschligt. Die folgenden Indicatoren lieferten bei der 1-proz. Ldésung von
Casein, Himoglobin, Ovalbumin und 3-proz. Gelatine keine Reaktion: Phenolphthalein
(Umschlagsgrenzen: pg 8.2—10.0), Thymolphthalein (9.3—10.5), «-Naphtholphthalein
{7.0—9.0), Methylrot (4.2—6.3), Neutralrot (6.8—8.0), Phenolrot (6.8—8.0), Kresolrot
(7.2—8.8), Diithylrot (4.5—6.5), Lackmoid (4.4—6.3), Lackmus (5.0-—8.0), Thymolblau
(8.0—9.6), Bromthymolblau (6.0—7.6), Tropiolin 0 (11.0—13.0), Bromkresolpurpur
(5.2—6.8), Malachitgriin (0.0—2.0), Alizaringelb (10.1-—12.1), alizarinsulfonsaures Na
(3.7—5.2).

1y Mikrochim. Acta 2, 107 [1937]; vergl. auch F. Feigl: Qualitative Analyse mit
Hilfe von Tiipfelreaktionen, 4. Aufl, 1938, 8. 455.
Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. LXXIV. 11
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Tafel 1.
Um- Grenzkonzentration (9})
schlags- und Erfassungsgrenze (y)
Indicatoren .
intervall .
. Himo- Oval- . )
(pm) Casein globin bumin Gelatine
1. Tetrabromphenolphthalein-
dthylester-K ............... 4.5—5.5 0.004 0.005 0.005 | 0.005 (%)
2 2.5 2.5 25 (y)
2. Kongorot ................. 3.0—5.2 0.05 0.05 0.05 0.1
25 25 | 25 50
3. Bromphenolblau ........... 3.0—4.6 0.02 0.03 0.05 0.05
10 15 25 25
4. Dimethylgelb .............. 2.9—4.0 0.002 0.005 0.005 0.13
1 2.5 2.5 65
5. Metanilgelb ............... 1.2—2.3 0.015 0.03 0.05 0.25
8 15 25 125
6. p-Benzolsulfonsiureazobenzyl-
anilin ........ .. ... L oL 2.0—-33 0.02 0.03 0.05 0.5
10 15 25 250
7. Thymolblau ............... 1.2--2.8 0.1 0.1 0.2 1
50 50 100 500
8. Bromkresolgriin ............ 3.8—54 0.15 0.2 0.25 1
80 100 125 500
9. Tropdolin 00 .............. 14—26 0.25 0.25 0.25 0.3
125 125 125 150
10. Methylorange .............. 3144 0.25 0.5 0.5 —
125 250 250 —-

Aus der Tafell ist ersichtlich: 1) die reaktionsfahigen Farbstoffe sind
solche, deren Umschlagsintervall ausnahmlos in saurem Gebiete liegt; 2) Te-
trabromphenolphthaleinester hat die kleinsten Erfassungsgrenzen und Kongo-
rot, Bromphenolblau, Dimethylgelb und Metanilgelb sind auch empfindlich
genug, um zur qualitativen EiweilBbestimmung verwendet werden zu kénnen;
3) verschiedene Eiweiarten kénnen gegen einen bestimmten Farbstoff mehr
oder weniger verschiedene Erfassungsgrenzen aufweisen, was wahrscheinlich
von ihrem Mol.-Gew. abhingt; so hat Casein, dessen Mol.-Gew. nach
unserer heutigen Kenntnis kleiner ist als das der anderen 3 EiweiBarten, eine
hohere Empfindlichkeit, wihrend Gelatine mit dem gréBeren Mol.-Gew. eine
geringere Empfindlichkeit aufweist.

Die Proteinlésungen erniedrigen, wenn sie durch Erhitzen mit 2-n Salz-
sdure oder Natronlauge abgebaut wurden, ihre Empfindlichkeit gegen die
genannten Farbstoffe nur unbetrdchtlich, mit Ausnahme gegen Tetrabrom-
phenolphthaleinester, so dal der letztgenannte einen vorziiglichen Indicator
zum Nachweis von nativem FEiweil darstellt.

Eiweillabbauprodukte wie Pepton, Aminosduren, einige amphotere
Korper wie Lecithin, und ein Kolloid wie Seifenldsung reagieren gegen die
genannten Farbstoffe sehr trige. In hoher Konzentration jedoch sind sie
nicht ganz negativ,wihrend sich neutrale kolloidale Substanzen wie Stirke,
Agar-Agar und Gummi arabicum in noch héherer Konzentration fast reak-
tionslos erweisen. Die Anwesenheit méfiger Salzmengen bei der Tiipfelreak-
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tion beeinflut die Reaktionsintensitit iiberhaupt nicht, unter der Voraus-
setzung, dall man je nach der Pufferwirkung der Salze geniigend starke Sduren
anwendet, damit die salzhaltige Liosung eine fiir den Farbumschlag erforder-
liche Wasserstoffionenkonzentration behilt.

Das AusmaB des Proteinfehlers verschiedener Farbstoffe wird durch
die Abweichung zwischen den colorimetrischen und elektrometrischen pg-Wer-
ten gemessen. Abbildd.1 und 2 ergeben die pg-Abweichungskurven der wich-
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tigsten Indicatoren bei den verschiedenen Wasserstoffkonzentrationen in
Gelatine- und Albuminlésung. Je groler die Abweichung eines Farbstoffes
ist, desto giinstiger mul} er fiir den Eiwei-Nachweis sein. Es ist jedoch be-
merkenswert, daB der Abweichungswert des Kongorots den des Tetrabrom-
phenolphthaleinesters iibertrifft, trotzdem die Empfindlichkeit des Kongorots,
die mittels der Tiipfelreaktion gefunden wird, geringer ist, da ndmlich bei der
Tiipfelreaktion die Werte der minimalen Eiweilmenge nur subjektiv durch
die deutliche Umfirbung der I,6sung abgeschatzt werden.

Wird die Kurve von 1-proz Gelatinelésung mit der von 0.1-proz Losung
und die Kurve von 0.2-proz. Albuminlésung mit der von 0.1-. Losung verglichen
so bemerkt man, daBl die Konzentrationsinderung des Eiweilles auf den
Verschiebungswert des pg fast keinen Einflu} ausiibt, mit anderen Worten,
die Konzentration des Eiweiles von dem Farbton der Losung fast unabhangig
ist. Ebensowenig beeinflu3t die zugesetzte Menge der Indicatoren den Ver-
schiebungswert (Versuchsteil S.170). Daher scheint die colorimetrische
EiweiBbestimmung mittels dieser Reaktion unméglich zu sein. Nach den
eingehenden Versuchen, den Albumingehalt mit Hilfe von Tetrabromphenol-
phthaleinester bzw. Bromphenolblau zu messen, sind, wie aus Abbild. 3 ersicht-
lich, tatsichlich die colorimetrischen Werte der Lsungen von einer hoheren
Konzentration als 0.02-proz. fast dieselben, und nur in sehr verdiinnten Lésun-
gen — unter 0.02-proz. — #ndern sich die Werte mit der Konzentration.
Auf Grund dieser Ergebnisse kann man wohl den Mechanismus des Protein-

11*
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fehlers so erkldren, daB der amphotere Charakter des EiweiBes eine viel
groBlere Rolle spielt als die kolloidalen Eigenschaften, bzw. der Proteinfehler
hauptsichlich auf die Ionenbindung zwischen dem dissoziierten Eiweil-
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Abbild. 3. Lichtabsorption in Albuminlésung. I == mit Tetrabromphenolphthaleinester,
I1 = mit Bromphenolblau.

Zwitterion und Farbstoffion zuriickzufithren ist. Nach Gutbier und Brint-
zinger?) und auch Ostwald®) und Thield) ist jedoch die Verschiebung des
Farbumschlags von Indicatoren (besonders bei Kongorot) teils auf die Teil-

) Kolloid-Ztschr. 41, 1 [1927]. %) Kolloid-Ztschr. 24, 67 [1919].
4) Ztschr. anorgan. allgem. Chem. 220, 25 [1934].
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chenverringerung des Farbstoffes durch hydrophile Kolloide wie Eiweill und
teils auf die Pufferwirkung der Eiweilosung zuriickzufiihren. Diese beiden
Wirkungen wiirden aber fiir den Proteinfehler bei unserer Reaktion nur
geringfiigige Bedeutung haben.

SchlieBlich wollen wir noch auf die Tatsache aufmerksam machen, daf
sich die Maxima der Abweichung des pg, soweit die Messungen erlauben, gerade
an der Stelle der isoelektrischen Reaktion des Eiweiles und deren Minima in der
Nihe von pg 2.5 befinden und diese Extreme ohne weiteres denen bei der Toni-
sation des Eiweilles entsprechen wie es bei vielen anderen Erscheinungen des'Ei-
weiles (Quellung, Oberflachenspannung, optischem Verhalten usw.) der Fall ist:

Beschreibung der Versuche.

1. Bestimmung der Grenzkonzentration bzw. Erfassungs-
grenze der EiweiBarten (Tafel 1): Die zu der Untersuchung verwendeten
EiweiBarten waren Priparate von E. Merck. Zur Bestimmung der Grenz-
konzentration mittels der Tiipfelreaktion unter den vorliegenden Bedingungen
wurden folgende Losungen der Farbstoffe und der Siuren verwendet:

Farbstofflosungen Sauren

1. Tetrabromphenolphthaleinester

(T.B.P) ...ttt 0.19, alkoholisch .... n/,-Essigsdure
2. Kongorot (K.R.) ................ 0.029, alkoholisch ... n/,-Essigsiure
3. Bromphenolblau (B.B.) .......... 0.029,, alkoholisch ... n/;-Essigsdure
4. Dimethylgelb (D.G.) ............. 0.029, alkoholisch ... nf,4-Trichloressigsdure

oder -Salzsiure

5. Metanilgelb M. G.) .............. 0.019%, wilbrig ...... n/so-Trichloressigsdaure

6. p-Benzolsulfonsiure- oder -Salzsdure

azobenzylanilin (B.A.) ...... ... ..ol n/s-Essigsdure
7. Thymolblau (T.B.) .............. 0.0259,, wilrig ..... n/qo-Trichloressigsdure
8. Bromkresolgriin (B.G.) ........... 0.19%, alkoholisch.... n/,,-Essigsiure
9. Tropédolin 0 (T.0.) .............. 0.1%, wiabrig ....... nfy00-Trichloressigsdure
10. Methylorange (M. D.) ............ 0.05%, wiabBrig ...... nfy-Essigsdure

2. Erfassungsgrenze der denaturierten Eiweiflstoffe: 0.2 g des
EiweiBes wurden mit 10 ccm einer 2-n.Salzsiure bzw. Natronlauge im
siedenden Wasserbade 1—4 Stdn. erhitzt. Nach der Neutralisation wurde
die Lésung zur Bestimmung der Erfassungsgrenze verwendet (Tafel 2):

Tafel 2.
Erfassungsgrenze (in -
Zeit der Casein Himoglobin | Ovalbumin Gelatine
Indicatoren Erhitzung mit mit mit mit
inStdn. | 2 2.n. | 2m. 2. | 2.n. 2-n. | 2-n. 2-n
HCl NaOH| HCl NaOH| HCl NaOH| HCl NaOH

1. T.B.P...... 1 7.5 250 4 8 30 250
4 30 15 50 65 50 250 250

22K.R........ 1 15 4 15 7.5 30
4 15 25 8 25 30 25 15 50

3.B.B. ....... 1 30 15 30 30 65
4 30 50 30 25 65 50 30 125

4. D.G. ....... 1 30 65 30 3 65
4 30 25 65 25 125 25 30 50

5.M. G, ....... 1 30 15 30 30 65
4 65 25 15 —_ 65 — 65 50
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3. Priiffung anderer Kérper: Das zur Priiffung angewandte Material
war Pepton (nach Teraushi), Glycylglycin, Glykokoll, Lecithin
(von Takeda A.-G.), Amylumsolubile, Agar-Agar, Gummi arabicum
und Sapo medicatus (nach der japanischen Pharmacopoea). Die Arbeits-
weise war dieselbe wie oben.

Tafel 3
Konzentration der Lésung T. B.P. C.R. B. B. D.G. M. G.
Pepton ........... 19%......... -
0.5% ....... - 1
. 01% ....... - .
Glycylglycin und | 19......... - = : 4
Glykokoll .... | 0.5% ....... - - -
Lecithin .......... 1%......... - o+ -
05% ....... - - - | -t
0.19% ....... - - i -
Starke ..o 1% -
059% ....... - - —-
Agar-Agar ........ 19 . ........ - - - ‘ e -
05% ....... - -
Gummi arabicum JCERREERREE - - =
> 19......... - - - - - -
Seife .............. 1 % ......... - - o ji, _L\
05% ....... - - .- ‘ - - - -
- positive Reaktion, - - negative Reaktion, - selir schwacli positive Reaktion.

4. Die Messung der Abweichung in Gelatineldsung.

Die pg-Werte der mit verschiedenen Mengen Salzsiure angesiuerten Eiweif3-
losungen wurden einerseits durch Vergleichen mit den Clarkschen Puffer-
I6sungen unter Zusatz einer bestimmten Menge einer Indicatorlésung (je
0.2 cem einer 0.1-proz. Indicatorlésung zu 10 ccm der EiweiB16sung) colori-
metrisch abgeschitzt. Anderseits wurden dieselben Lésungen mit der Wasser-
stoffelektrode elektrometrisch bestimmt.

A) Die Bestimmung in 1-proz. Gelatineldsung.

Kongorot

pr colorimetrisch .. .. .. 5.1 5.0 5.0 4.57  4.36 4.14 375

pir elektrometrisch . . ... 489 450 392 342 290 268 241

APH oo 0.21 050 108 115 146 151 1.34
Tetrabromphenolplithaleinester

pg colorimetrisch .. .. .. 5.1 4.51 4.22 3.98 3.63 3.60 3.00

putelektrometrisch ..... 4.89 4.50 3.92 3.42 2.90 2.63 2.4

APH o 0.21  0.01 0.3 0.56  0.73 097 1.09
Bromphenolblau

pm colorimetrisch ...... 4.75 442 425 42 +.0 3.0 3.24 294

pm elektrometrisch . . ... 4.8 433 403 365 327 274 2386 211

Apg ..... P --0.11 0.09 0.22 0.55 0.73 . 0.86 0.88 0.83
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B) Die Bestimmung in 0.4-proz. Gelatinelésung.

Bromphenolblau
Py colorimetrisch ... ... 475 443 423 3.8 35 328 295
py elektrometrisch . .. .. 4.8 421 382 322 276 288 220
ApH - vvii —0.11 0.22 041 066 074 090 075
C) Die Messung in 0.1-proz. Gelatinelésung.
Kongorot
py colorimetrisch ...... 4.8 4.6 414 350 312
Py elektrometrisch ... .. 388 336 297 256 235
Apr v 692 124 117 094 0.77
Tetrabromphenolphthaleinester
py colorimetrisch ...... 5.4 422 406 387 352
pr elektrometrisch . . ... 535 388 336 297 256
Apr oo 005 034 070 090 6.9

5. Die Bestimmung der Abweichung in Albuminlésung.

(Abbild. 2a und 2b.).

A) Die Bestimmung in 0.2-proz. Albuminlésung.

Kongorot

(0.5 cem der 0.04-proz. Losung zu je 5 ccrn der Albuminldsung)
pg colorimetrisch .. .... 5.0 5.0 3.0 5.0 4.80 4.7 +.4
py elektrometrisch . .. .. 4.16 3.60 3.0 2.58 2.20 1.87 1.62
AP oo 0.84 1.40 2.0 2.42 2.60 2.83 278

Tetrabromphenolp]xthaleinester
(0.1 cem der 0.1-proz. Indicatorenlésg. zu je 5 ccm der Albuminlésung)

Py colorimetrisch . ... .. 4.5 4.4 4.3 4.25 4.15 4.05 4.0
py elektrometrisch ... .. 4.16 360 300 2.58 220 1.87 1.72
AP - 0.34  0.80 1.30 1.67 1.95 218 228
Bromphenolblan
(0.1 ccm der 0.1-proz. Indicatorenldsg. zu je 5 ccm der Albuminlosung)
py colorimetrisch ...... 4.1 4.0 3.9 3.8 3.6 3.55
Py elektrometrisch ... .. 4.16 3.62 3.00 2.58 232 2.20
Apr oo —0.06 038 090 1.22 1.28 1.35

B) Die Bestimmung in 0.1-proz. Albuminlésung.
(Die Arbeitsweise ist dieselbe wie eoben.)

32
1.53
1.67

38
1.62
2.18

Kongorot
py colorimetriscl .. .. .. 3.0 5.0 4.8 4.6 +4.25 3.8
pH elektrometrisch . .. .. 334 290 250 195 1.73 1.53
Apr o 16 210 230 265 252 227
Tetrabromiphenolphthaleinester
py colorimetrisch .. .... 4.5 4.35 4.3 4.05 3.85 3.5
pH elektrometrisch . .... 3.76 2.90 2.50 2.09 1.84 1.51
Apgr o 0.74 1.45 1.80 1.96 2.01 1.99
Bromphenolblau
px colorimetrisch ...... 4.0 3.8 3.6 34 3.25
pH elektrometrisch . ... . 3.76 2.90 2.50 2.09 1.84
ApE -o o 024 09 110 131 141
6. Die Bestimmung der Abweichung in 0.7-proz. Pepton-
lésung.
Kongorot
px colorimetrisch .. .... +.86 +4.62 +4.62 4.35 371
px elektrometriseh . . ... 4.80 4.30 4.21 3.83 3.30

Apn .o il 006 0.32 0.41 0.52 0.41
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Tetrabromphenolphthaleinester

py colorimetrisch ...... 5.5 516  4.86 4.44 4.30 4.08

Pa elektrometrisch . . ... 550  5.09 480 430 421 3.83

Apr oo 0 0.07 006 014 009 .25
Bromphenolblau

pr colorimetrisch ...... 4.40 4.24 3.90 3.42

pu elektrometrisch ... .. 4.30 4.21 3.83 3.30

R 0.1 0.03 0.07 0.2

7. Der EinfluB der Indicatormenge auf die Abweichung des pg.

Zu je 10 ccmn der mit Salzsiure angesiuerten 1-proz. Gelatineldsung
wurden verschiedene Mengen von 0.1-proz. Kongorotlosung zugegeben,
und die Gelatinelsungen colorimetrisch und elektrometrisch verglichen.
Aus den Ergebnissen ersieht man, dafl die Menge des Indicators vom Ab-
weichungswert des Indicators unabhingig ist.

Zugegebene PH PH
Kongorotlésung  colorimetr. elektrometr.
in com
0 — 3.91
0.2 5.1 3.86
0.6 5.1 3.80
1.0 5.2 3.87

8. Die colorimetrische Bestimmung des EiweiBgehaltes.

Zu je 10cecm der Albuminlosung von verschiedener Xonzentration
wurde 0.1 cem der 0.1-proz. Tetrabromphenolphthalein-ithylester-kalium-
T6sung bzw. der 0.02-proz. Bromphenolblaulésung und 0.25 ccm einer n [-Essig-
siure zugegeben, worauf sie im Leifo-Photometer (Filter: Nr. 620) colori-
metrisch gemessen wurden, wobei die Absorptionskoeffizienten der Ver-
‘suchslésungen unter Abrechnung des vom Eiweil} selbst stammenden Wertes
ermittelt wurden.

Tafel 4. Lichtabsorption in Albuminlésung mit Tetrabromphenolphthaleinester
und Bromphenolblau.

Konzentration Ethnk:E:SLOdf' Extinktionskoeff.
des Albumins Tetrabromphenol- mit
- Bromphenolblau
in 9 phthaleinester

0.001 ............. 0.07 0.047
00025 ............ 0.11 0.057
0.005............. 0.127 0.10
0075 ............. 0.147 0.12
001 .............. 0.20 0.15
0.015........ S 0.21 0.17 .
002.............. 0.233 0.196
0025 ............. 0.23 0.22
005 ... ... .. 0.25 | 0.23
01 ............... 0.267 | 0.231
0.2 . .o, e | 0.21
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