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Titolazione: 100 mg di sostanza pura sono neutralim~ti d3  4,7 (.ins di SaOH 0.1-11. 
(fenolftaleina), ossia 1,02 equivalenti. 

C,H,O,CI, peso-equiv. calc. 217,44 trov. 212,9:! 

Le analisi sono state eseguite dei Sigg. IV. Manxa, o (:. Corit,ali 111.1 nostro laboratorio 
microanalitico. 

ZusammenfasRu  iig. 

Bei der Kondensation von Athoxalylki4~oncn bzn. ihwr X'atrium- 
enolate mit Chloral entstehen cr-Keto-~-;ic~~l-y-triol~lormethyl-y-lac- 
tone. Die Konstitution dieser Substanzeri wgibt Hi(% auf C h n d  ihrer 
Eigenschaften, welche denjenigen einer 12eihe friihcr von 1uis $us den 
entsprechenden xthoxalylverbindungen unci Fet t~al~~eltydcn darge- 
stellter cr-Keto-y-lactone analog sind. 

Da diese a-Keto-y-trichlormethyl-y-li~~tone idtbntisch sind mit 
den nach dem anglischen Patent 592 283 ~ U J  den gleiichen Ausgangs- 
materialien unter etwas andern Bedingungw hergext,ellten Verbindun- 
gen, so besitzen auch letztere die Struktur von x-Kcto- (hzw. Eno1)- 
y-lactonen und nicht, wie die Patenturhebtlr annehmtq diejjenige von 
Chloraliden. 

Laboratorio tli lrhimica Organics della 
3cuola Politemica Fetlerslc di Burigo. 

264. uber die Beeinflussung der chemischen Alarlinbestimmung 
durch Asparaginsiiure. 

Vergleich des mikrobiologisch und chemisch ermittelten 
Alaningehaltes einiger Eiweisskorper 

von G. Ritzel und 0. Wiss. 
(1. IX. 49.) 

Die quantitative chemische Bestinmiing kleiner Mengen ali- 
phatischer cr-Aminosauren bietet insofern Schm-iei*igkeiten, als in 
vielen Fiillen keine fur die einzelnen Aminosauren c hsrakteristischen 
Reaktionen bekannt sind. Neuerdings is1 6% gelungen, die einzelnen 
Vertreter auf chromatographischem Wpge voneinander zu trennen 
und so wenigstens teilweise eine quantitative Bestirrimung zu ermog- 
lichen1). Fur Glykokoll und Alanin t4nd Methoden ausgearbeitet 
worden, die auf Desaminierung mittels Ninhytirin untl spezifischer 

l) Vgl. zusammenfassende Darstellung: A.  J .  I'. Marlin rind R. L. M .  Synge, Adv. 
in Prot. Chem. 2, 1 (1945); A. Tiselius, Adv. in R o t .  Chem. 3, 6 i  (1947). 
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Best'immung des Reaktionsproduktes, das heisst des Formaldehyds 
bzw. Acetaldehyds, be- uhenl). 

Grosse Verbreitung haben in letzter Zeit die mikrobiologischen 
Aminosaurebestimmungen erfahren2). Es ist auch gelungen, beinahe fur 
jede einzelne Aminosaure eine brauchbare Methode zu finden. Natur- 
gemass liegen dieFehlerquellen der chemischen Bestimmungen einerseits 
und der mikrobiologischen anderseits auf ganz anderen Gebieten. Ein 
Vergleich einer chemischen mit einer mikrobiologischen Methode ist des- 
hslb fur die Beurteilung der Zuverlassigkeit besonders aufschlussreich. 
In  der vorliegenden Arbeit wurde der Alanirigehalt verschiedener Ei- 
weisskorper vergleichsweise chemisch und mikrobiologisch ermittelt'. 

Experimente l ler  Teil .  
1. Chemische  A l a n i n b e s t i m m u n g s m e t h o d e .  

Die Alminbestimmung erfolgt nach einer friiher beschriebenen Methode3) : 1 cm3 
Analyse, enthaltend ca. 50-100 y Alsnin, wird mit 5 em3 1-proz. Pikrinsaurelosung ver- 
setzt und nach Zusatz von Ninhydrin und Bimssteinpulver mit kleiner Flamme wahrend 
20 Minuten bei schwachem Sieden gehalten. Der gebildete Acetaldehyd wird in der Vor- 
lage in 3 em3 0,2-proz. Natriumhydrogensulfitlosung aufgefangen, anschliessend mit 
Piperazin und Katriumnitroprussid behandelt und der entstandene Farbstoff spektro- 
photometrisch bestimmt. Berechnung: Extinktion ma1 460 ergibt y Alanin pro cm3 Ana- 
lyse. Wir haben friiher den von Lieb-Zacherl fur  die Milch~urebestirnmung angegebenen 
Apparat vcrwendet, habcn ihn aber neuerdings, wie aus Fig. 1 hervorgeht, vereinfacht : 

E i n f l u s s  d e r  A s p a r a g i n s a u r e :  Van Slyke und Mitarbeiter*) haben auf Grund 
der Desaminierung der Aminosauren durch Ninhydrin eine Gesamtarninosaurebestimmung 
ausgearbeitet, die auf der Nessung des gebildeten Kohlendioxyds beruht. Sie haben fest- 
gestellt, dass die Asparaginsaure insofern die Bestimmung stort, als in geringem Umfang 
auch die zweite Csrboxylgruppe decarboxyliert wird. Es  kommt somit bei Anwesenheit 
von Asparaginsaure auch zu einer Mehrbildung von Acetaldehyd, so dass die Alanin- 
bestimmung bei Gegenwart von Asparaginsaure zu hohe Werte ergibt. Die Mehrbildung 
von Acetaldehyd ist immerhin so klein, dass sie vernachlassigt werden kann, wenn Aspara- 
ginsaure in kleinerer prozentualer Konzentration vorliegt a,ls Alanin. Eine Korrektur 
bei Bestimmung des freien Alaningehaltes im Blute ist deshalb nicht notig3). Wenn jedoch 
die Asparaginsaurekonzentration gleich oder grosser ist als die Alaninkonzentration, so be- 
steht die Moglichkeit, dass ein messbarer Pehler zustande kommt, der durch gleichzeitige 
Bestimmung des Asparaginsauregehaltes ausgeschaltet werden muss. Fig. 2 zaigt die Be- 
einflussung der Alaninbestimmung bei Gegenwart verschiedener Mengen Asparaginsaure. 

Kurve 1 ist eine Alanineichkurve. Kurve 2 ergibt sich, wenn an Stelle von Alanin 
Asparaginsaure verwendet wird. Kurve 3 zeigt die Verhaltnissc, wenn zu einer konstanten 
Menge Alanin (50 y )  steigende Mengen Asparaginsaure zugegeben werden. Aus dem Ver- 
gleich von Kurve 1 und 2 ergibt sich, dass Asparaginsaure eine Extinktion gibt, die 15% 

l) D. A. Mac Fadyen, J. Biol. Chem. 158, 107 (1945); B. Alexander, C. Landwehr 
und A . M .  Seligman, J. Biol. Chem. 160, 51 (1945); R. Kruger, Helv. 32, 238 (1949); 
A. I .  Virtanen, T .  Laine und T .  Toivonen, Z. physiol. Ch. 266, 193 (1940); -4. I. Virtanen 
und N.  Rautanen, Suomen Kemistilehti B, XIX, 56 (1946); P. Roine, Suomen Kemisti- 
lehti 19 B (1946); Ann. Acad. Sci Fennicae Ser. A. 11. Chem., Nr. 26, 1 (1947); P. Roine 
und N .  Rautanen, Acta Chemica Scandinavica I ,  854 (1947); R. Alexander und A . M .  
Seligman, J. Biol. Chem. 159, 9 (1945); 0. Wiss, Helv. 31, 22 (1948). 

2, Vgl. zusammenfassende Darstellung: E. E. Snell, Adv. in Prot. Chem. 2, 85 (1945). 
3) 0. Wiss, Helv. 31, 22 (1948). 
*) D. D. Van Slyke, R. T.  Dillon, D. A. MacFadyen und P. Hamilton, J. Biol. Chem. 

141, 627 (1941). 
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* Zahlen in Klammern = Alaningehalt auf Frischorgan berechnet. I- 

yo Alanin che- % Alanin mikro. 
misch bestimmt biolog. bestimmt 

6,3 (0,93)* 6 3  (035 )  
6,l (0,62) 6 4  (0,64) 
5,7 (1,20) 597 (1320) 
5,6 (LOO)  6J (1,W 
6,l (1,OO) 6 2  (1,lO) 

5,1 521 
495 497 
5 2  5S 
399 339 
4,2 4,3 
6,3 6,6 
5,3 6,O 
6 J  6 3  
8,l 795 

1) H .  E .  Sauberlich und C. A .  Buumunn, J. Biol. Chem. 177, 545 (1949). 
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derjenigen des Alanins betragt. Aus dem parallelen Verlauf von Kurve 2 und 3 ist zu 
ersehen, dass eine rechnerische Korrektur moglich ist. 

Bei Bestimmung des Alaningehaltes in Eiweisshydrolysaten liegen die Verhaltnisse 
insofcrn komplizierter, als eine grosse Anzahl anderer Aminosauren gleichzeitig desami- 
niert wird. Es erhebt sich deshalb die Frage, wie weit die Alaninbcstimmung von den 
begleitenden Aminosauren beeinflusst wird. Wir haben zu diesem Zweck eine Amino- 
satwelosung hergestellt, deren Mischung ungrfahr einem Eiweisshydrolysat entspricht. 
Losung A : je 50 mg Glykokoll, L-Alauin, L-Valin, L-Leucin, L-Isoleucin, L-Phenylalanin, 
L-Tyrosin, L-Tryptophan, L-Histidin, L-Arginin, :,-Lysin, L-Glutaminsaure, L-Prolin, 
L-Oxyprolin, DL-Serin, DL-Methionin und DL-Threonin werden in 500 om3 Wasser gelost. 
Losung B:  gleiche Zusammensetzung wie Losung A, ausserdem noch 100 mg 1,-Asparagin- 
sawel500 om3 enthaltend. Es werden bei der Bestimmung von je 1 om3 der Lijsnngen in 
Parallelansatzen folgende Alaninwerte erhalten : 

Losung A: 99% und 108% der zugesetzten Menge 
Losung B: 1027" und 106% der zugesetzten Menge 

Es ist daraus ersichtlich, dass die Methode innerhalb ihrer Fehlergrenze die richtigen 
Werte ergibt und dass die Asparaginsaure in der in iiblichen Eiweisshydrolysaten vorkom- 
nienden Ronzentration die Bestimmung nicht beeintriichtigt. 

2. Mikrobiologische Alaninbes t immung.  
Wir bestimmen den Alaningehalt mit der mikrobiologischen Methode von Xaubcrlich 

und Baumannl), die auf der Milchsaurebildung von Leuconostoc citrovorum 8081 beruht. 
Der Nahrboden enthalt ausser den bei anderen mikrobiologischen Aminosaurebestim- 
muugen verwendeten Bestandteilen noch ,,LiEly's Reticulogen". I n  Abweichung von den 
iZngaben der oben genannten Autoren verwenden wir pro Ansatz 2 em3 Pu'ahrlosung; 
die Titration der gebildeten Milchsaure erfolgt mit 0,l -n. Xatronlauge. 

3. Eiweisshydro lyse .  
5 g Eiweiss entweder in Form des reinen Eiweisskorpers - Protamine-Edestin- 

Casein - oder als Organacetontrockenpulver werden mit 50 em3 konstant siedender 
Salzsaure wahrend 16 Stunden am Riickfluss im Luftbad beim Sieden gehalten. Die iiber- 
schiissige Salzsaure wird anschliessend durch mehrmaliges Einengen ini Vakuum vertrieben 
und der Ruckstand so verdunnt, dass pro om3 ca. 50 y Alanin enthalten sind. 

4. A l a n i n g e h a l t  e in iger  Eiweisskorper .  
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Die Tabelle zeigt, dass beide Methoden gut Ubelriiistimm~~ndt~ W'rrt e crgeben. Dass 
die Asparaginsiiure die Bestimmung nicht stort, geht ilnraus hervor. dass Asparaginsgum 
haltige Eiweisskorper (Lcber, Pankreas, Casein, Edecrt in) eine gbich p,ute cherrinstirnmung 
zeigen wie die Asparaginsaure-freien (Scombrin, Clul win Sturin). 

Z u s ammenf a B s 11 11 g. 
1. Es wird der Einfluss hoher Koneeii trationeii Asparaginsaure 

auf die chemische Alaninbestimmung iint~ersucht untl festgestellt, 
dass in einfacher Mischung von Alanin iind Aspara8giiis&ure letztere 
eine Erhohung der Alaninwerte zur Folge hat. Der FeEiler Iisst sich 
aber leicht bci gleichzeitiger Bestimmung der A4sp;wagins5iure rech- 
nerisch ausschalten. Die Asparaginsiiure i 11 Eiweisuhydrol ysaten in 
uhlicher Konzentration (his zu ca. der doppelttm Menge iles Alanin- 
gehaltes) Rtort die Bestimmung nicht. 

2. Verschiedene Hydrolysate von Kiweisskiirpern werden che- 
misch und mikrobiologisch auf den Rlmingehdt gepriift, und es 
wird eine gute Ubereinstimmung der iWt  hoden fextgest ellt. 

Herrn Professor Dr. A. Werthemann danken a-ir fur die frrundliche 'ifberlassung 
einiger Organpraparate. 

Physiologisch-chemisches Insti1,u t der Uni vcrsitat Hasel. 

Weitere Stera 

265. n e r  Steroide. 
94. Mitteilung'). 

dhormone mit susatzlicher Doppelh-i 
in ll-Stellung2) 

von Ch. Meystre und A. Wettstein. 
(19. VIII. 49). 

Tinliingst konnten wir mitteilen3), (lass 11-Dehydro-progesteron 
das am Kaninchen stiirkst wirksame der hekannten Gestagene dar- 
stellt. Diese in Arbeiten von Reichstein4) beschriehene Verbindung, 
die wir nach einem modifizierten Verfaliren gewonnen hatten, uber- 
traf niimlich das genuine Hormon Propstcron um das Dreifache an 
Wirkung. Auch das erstmals hergestelltth A ll-Anhytlro-corticosteron- 

l) 93. Mitt., siehe Helv. 32, 1957 (1949). 
2, Vorgetragen von A. W. anliisslich des 1. Internat. Konpresses fur Biochemie, 

8,  Ch. Meystre, E .  Tschopp und A. Wettstein, Hclv. physiol. acta 6, C 60 (1948); 

I )  P. H e p r  und T .  Reichstein, Helv. 26, 715 (1943); J. von I:uw und 2'. Reichstein, 

Cambridge, 19. Aug. 1949. 

Helv. 31, 1463 (1948). 

Helv. 29, 669 (1946). 




