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Uber den Nachweis einiger fliichtiger Amine im
Hinblick auf die Untersuchung biologischer
Vorgange

Von
ANTON WacEk und HEINRICH LOFFLER

Aus dem I. Chemischen Laboratorium der Universitit in Wien
(Mit 2 Tafeln)

(Vorgelegt in der Sitzung am 26. April 1934)

Fiir manche pathologische Vergiftungserscheinungen macht
man die bei gewissen biologischen Prozessen auftretenden Ab-
bauprodukte, die sogenannten Toxine, verantwortlich. Obwohl es
in manchen Fillen gelungen ist, solche auBerordentlich giftige
Produkte zu isolieren — es sei aus den vielen bekannten nur das
von Briraeer entdeckte Neurin herausgegriffen —, wird anderseits,
30 insbesondere von H. Eppivger ', die Meinung vertreten, dal
primir sehr fliichtige, eventuell ungesittigte und labile Substan-
zen recht einfacher Bauart die den Onganismus schwer schidi-
genden Stoffe sind.

Der Nachweis solcher Verbindungen im Organismus ist recht
schwierig. Einerseits ist ihre Konzentration in den Organfliissig-
keiten (Harn, Plasma usw.) wahrscheinlich in der Zeiteinheit eine
sehr geringe, anderseits aber koénnen bei der Aufarbeitung und
Konzentrierung diese Substanzen leicht verlorengehen oder sich
verindern. Eine Herstellung solcher Stoffe in groBerer Menge
durch Abbau biologischen Materials in vitro bietet wiederum keine
Gewidhr dafiir, daB diese Vorginge sich auflerhalb des Organis-
mus nicht anders abspielen.

Solite eine Nachweismethode entsprechen, so muB sie fol-
genden Forderungen nachkommen:

1. Der Nachweis muBl womoglich in sehr kleinen Mengen
Material und da noch in sehr geringer Konzentration durchfiihr-
bar sein;

2. Der Nachweis mull es ermdglichen, #hnliche Substanzen

t H. EppiNgER, H. KauxniTz und H. PoppeEr, Wiener Klin. Wochenschr,
47, 1934, S. 225 u. 262.
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nebeneinander und ohne komplizierte Trennungsmethode ein-
wandfrei identifizieren zu konnen.

Von den fliichtigen Abbauprodukten waren besonders Amine
als Endprodukte des EiweiBzerfalles zu erwarten. Von diesen sind
ja auch vielfach toxische Wirkungen bekannt. Fiir den Mikro-
nachweis solcher Amine haben G. Kiew und M. StriNER * und
M. Steiner und H. LorrLER ® eine sehr elegante Methode * aus-
gearbeitet, die der ersten oben aufgestellten Forderung vollauf
genligt. Man kann auf diese Art Aminmengen in der GroBen-
ordnung von 1—5 y nachweisen und auch ann#hernd quantitativ
schitzen, wenn man Vergleichslésungen von bekanntem Amin-
gehalt zur Hand hat. Zur Erfullung der zweiten Forderung haben
wir an der Arbeitsweise einige Abidnderungen vornehmen miissen,
die sich sehr bewéhrt haben.

Kreww und Stewer haben bei der Analyse wvon Pflanzen-
exhalaten — zur Untersuchung dieses und #dhnlichen Materials
war die Methode urspriinglich ausgearbeitet worden — stets den
Trennungsgang mach Fraxcors (Schiitteln mit gelbem Queck-
silberoxyd in stark alkalischer Losung), u. zw. in einer fiir kleine
Mengen modifizierten Form in Anwendung gebracht. In diesen
Fillen liegen die Verhiltnisse insofern giinstig, als durch iiber
lingere Zeit ausgedehntes Ansammeln eine Anreicherung simt-
licher fliichtiger Stickstoffverbindungen mdoglich ist. Bei der di-
rekten Untersuchung von Organen und Organteilen von Pflanzen
haben Stever und LorrLER wegen der sehr geringen Menge Aus-
gangsmaterials (einige mg) von einer Trennung abgesehen. Das
148t sich bei Pflanzenmaterialien in den allermeisten Fillen wohl
durchfiihren, bei Pilzen aber und ganz besonders bei unseren Ver-
suchen mit tierischen Stoffwechselprodukten (z. B. Harn) ist das
Verhiiltnis Ammoniak zu Aminen ein derart ungiinstiges (100 :1
und dariiber), daB eine Abtrennung des Ammoniaks nicht zu um-
gehen ist, will man nicht Gefahr laufen, daf die durch das Am-
moniak und das Reagens im Wassertropfen des Deckglases gebil-

* Jahrb. wiss. Bot. 68, 1928, 8. 602.

3 Jahrb. wiss. Bot. 71, 1929, S. 463.

4 Die Methode beruht im wesentlichen darauf, daB die Amine aus
ihren Salzen am Boden einer Mikrogaskammer (nach Molisch) durch Alkali
freigemacht werden. In einem Tropfen Wasser, der an einem Deckgldschen,
mit dem die Kammer abgeschlossen ist, hiingt, befinden sich einige Kristalle_
eines Reagens (meist Nitronaphthole), mit dem die Amine charakteristisch
kristallisierende Verbindungen ergeben.
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deten Kristalle die Reaktionsprodukte aller anderen Amine iiber-
decken. Die immerhin zahlreichen Operationen -—— Sehiitteln, Zen-
trifugieren, Filtrieren, Abdestillieren — der oben erwithnten Ab-
trennungsmethode sind aber mit ganz kleinen Mengen nicht an-
gereicherten Materials nicht durchfithrbar.

Abtrennung des Ammoniaks.

Wir versuchten daher die Abtrennung des Ammoniaks auf
einfachere Art in der Mikrogaskammer selbst durchzufiihren und
verfahren dabei folgendermaBen:

Auf den Boden der Gaskammer® kommt ein Tropfen
(zirka 0-01 bis 0:03 cm?®) der zu untersuchenden Losung, die meist
neutral oder ganz schwach sauer ist. Man fiigt hierauf Queck-
silberoxyd zu, bis die gesamte Fliissigkeitsmenge aufgesaugt ist
und iiberschichtet noch mit trockenem Oxyd. Hierauf macht man
alkalisch (siehe weiter unten). Als Reagens im Deckglastropfen
beniitzten wir Dinitro-a-maphthol. Bei Einhaltung dieser Bedin-
gungen wird Ammoniak, auch wenn es andere vorhandene Amine
mengenmiBig tibertrifft, quantitativ zuriickgehalten. Bei jeder
angesetzten Untersuchung wurde ein Priparat ohne Quecksilber-
oxyd aufgestellt, u. zw. um erstens die Ammoniakmenge an-
nahernd schitzen zu konnen und zweitens, um in solchen Fillen
(Blut, Sputum), wo nur geringe, nicht storende Ammoniakmengen
vorhanden sind, ohne Quecksilberoxyd arbeiten zu konnen.

Fraktionierung in der Gaskammer.

Wir haben nun weiters gefunden, daB man durch stufen-
weises Erhohen der Alkalitit beim Freimachen der Amine aus
ihren Chlorhydraten gleichzeitig eine Fraktionierung erreichen
kann, die iiber die Trennung nur auf Grund der verschiedenen
Fliichtigkeit, die schon Kiemw und Stemner angewendet haben,
hinausgeht. Modellversuche mit verschiedenen Amingemischen

5 Wir verwenden zu diesem Zwecke nicht mehr aufgekittete Ringe,
sondern kleine Glasndpfehen von 15 mm Durchmesser und 15 mm Hohe
mit plangeschliffenem Rand, die man eventuell mit einer Spur Vaseline
auf dem Objekttriger aufklebt. Man erspart so das Histige Aufkitten und
ein Undichtwerden des Kitts bei linger dauernden Versuchen und kann
nach beendetem Versuch durch Eintragen der Nipfchen in Chromschwefel-
siure diese bequem reinigen.

13*
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(z. B. Trimethylamin, Dimethylamin, Allylamin, Ammoniak) ®
zeigten, daB bei Anwesenheit von Quecksilberoxyd aus Proben,
die mit Mischung 47 versetzt wurden, nur das Trimethylamin
quantitativ in Freiheit gesetzt wird. Die anderen Amine kénnen
nur in Spuren im Deckglastropfen nachgewiesen werden. Uber
Nacht ist der Tropfen mit dem iberschiissigen Reagens und dem
Reaktionsprodukt eingetrocknet. Das Deckglas wird entfernt und
auf die erste Fraktion untersucht.

Um die anderen Amine erfassen zu konnen, fiigen wir zum
Riickstand in der Gaskammer einige Tropfen - einer stirkeren
Base (meist 2% %ige NaOH) hinzu, wodurch auch diese Reak-
tionsprodukte im Deckglastropfen erscheinen. Trimethylamin er-
scheint hier nicht mehr. Solite in dieser Fraktion doch Trimethy!-
amin auftreten, so deutet dies darauf hin, daB in dem Unter-
suchungsmaterial ein Stoff vorhanden ist, der bei dieser Behand-
lung sekundiir Trimethylamin abspaltet. Wir haben uns davon
iiberzeugt, dafl bei Anwesenheit von nur reinem Trimethylamin-
chlorhydrat in dieser und in den folgenden Fraktionen kein Tri-
methylamin mehr aufzufinden ist.

Um nachzupriifen, ob vielleicht noch geringe Mengen Amine
zurlickgehalten werden, was bei groBleren Aminmengen vorkom-
men kann, fiigen wir schlieBlich noch einige Tropfen 8%ige Na-
tronlauge hinzu und verfahren ansonsten wie bei den ersten Frak-
tionen. Bei groBeren Ammoniakmengen kann an dieser Stelle
schon etwas Ammoniak freigemacht werden. Bei anderen Kon-
zentrationen und Aminmischungen muf man unter Umstéinden die
Laungenkonzentration #dndern.

Nachweis einiger noch nicht untersuchter, un-
gesittigter, flichtiger Amine.

Nachdem wir aus den eingangs erwidhnten Griinden unser
Hauptaugenmerk auf ungesittigte Amine richten mufiten, so
haben wir die von G. Kreww, M. Stemwer und H. LOFFLER angeleg-
ten Tabellen noch in dieser Hinsicht erginzt und nehmen nur
der Vollstindigkeit halber in unsere Tabelle auch das einzige von
diesen Autoren wuntersuchte ungesittigte Amin, nfdmlich Allyl-
amin, auf.

¢ Fiir unsere Versuche verwendeten wir 1/, %ige Standardldsungen
die im Tropfen (0.03 ¢m?*) ungefihr 30 v Amin enthalten.

" Mischung A besteht aus gleichen Teilen 59%iger Natriumchlorid-
losung und H%iger Natriumcarbonatlosung.
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Nachweis eines injizierten toxischen Amins
im Blut.

Um uns von der Brauchbarkeit der Methode fiir unsere spe-
ziellen Zwecke zu itherzeugen, wollten wir vor allem einmal iiber-
priifen, ob man ein in die Blutbahn eingefithrtes Amin nach
einiger Zeit im Blute noch nachweisen kann. Wir wihlten zu
diesem Zweck Diallylamin, das mit Dinitro-a-naphthol sehr cha-
rakteristische Kristallformen gibt. Von diesem wurde einem Ka-
ninchen etwas in die Blutbahn injiziert. Von Zeit zu Zeit ent-
nommene Blutproben wurden dann auf das Amin untersucht. Da
im Blute sehr wenig Ammoniak vorkommt, konnten wir hier die
Abtrennung mit Quecksilberoxyd fortlassen und das Blut direkt
untersuchen. Wir konnten in allen Proben das Amin wieder-
finden, besonders deutlich in denen, die eine halbe Stunde und un-
mittelbar vor dem Verenden des Tieres entnommen wurden (Fig. 5).
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Zwei Tropfen des zur Untersuchung bendtigten Blutes konnen
natiirlich jedem Tier ohne irgendeine Schiadigung entnommen
werden, so dall man dadurch in der Lage ist, einen fortschrei-
tenden ProzeB auch fortlaufend untersuchen zu konnen. Gegen-
itber anderen Aufarbeitungsmethoden, bei denen man gezwungen
ist, das Tier zu toéten, um die Gesamtmenge des Blutes unter-
suchen zu konnen, bedeutet dies sicherlich einen Vorteil.

Anwendungen der Methode.

Nachdem wir uns jetzt von der Leistungsfdhigkeit der
oben geschilderten Arbeitsweise ein Bild machen konnten, gingen
wir daran, sie in einigen praktischen Fillen anzuwenden. Das
Material zu diesen Versuchen wurde uns von der I. Medizinischen
Klinik in Wien durch die Herren Prof. Dr. H. EppingEr und
Dr. Kauvwitz zur Verfiigung gestellt, wofiir wir auch an dieser
Stelle unseren besten Dank aussprechen wollen.

Wir untersuchten unter anderem mehrere Harnproben und
zum Vergleich auch einen normalen Harn. Da im Harn natiirtich
stets groBe Mengen Ammoniak vorkommen, mubten wir hier
immer unsere Abfangmethode mit Quecksilberoxyd anwenden. Im
Normalharn konnten wir so einwandfrei Dimethylamin nach-
weisen, dessen Vorkommen im Harn unseres Wissens bis jetzt
nicht bekannt war. Daneben findet man wenig Trimethylamin.
Mit einigen Unterschieden, die wir bei wverschiedenen patholo-
gischen Harnen feststellen konnten, wollen wir uns an anderer
Stelle befassen, da wir damit beschiftigt sind, unsere Methode
diagnostisch auszuwerten. Iin besonders auffillizes Resultat er-
hielten wir aber bei zwei Harnen, die von Patienten mit schweren
Verbrennungen stammten. In diesen war die Trimethylaminmenge
ungeheuer gesteigert (Fig. 6, 7, 8). Ahnliche, aber geningere
Steigerungen fanden wir auch bei anderen pathologisehen Vor-
gingen, ferner fanden wir Trimethylamin auch in Eiter. Wir
glauben daraus schlieBen zu diirfen, daff dem Trimethylamin als
pathologischem Abbauprodukt vielleicht eine groBere Bedeutung
zokommt, als man bisher angenommen hat, Die Ansicht
H. Eppincers, daB leicht fliichtige und einfache Korper bei In-
toxikationen eine Rolle spielen, wiirde so eine Stiitze finden.

Herrn Direktor Patzau, durch dessen materielle Unter-
stiitzung diese Arbeit wesentlich gefordert wurde, sagen wir un-
seren besten Dank.



A. Wacek und H. LorrLer, Uber den Nachweis einiger fliichtiger Amine im
Hinblick auf die Untersuchung biologischer Vorginge

TAFEL 1

Fig. 1. Vinylamin Fig. 2. Allylamin

Fig. 3. Propenylamin Fig. 4. Diallylamin
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TAFEL 1T

«1g. 5. Diallylamin in Kaninchenblut Fig. 6. Trimethylamin in Normalharn
(die Biischel sind Ammoniak)

Fig. 7. Trimethylamin im Harn eines Fig. 8. Das Produkt von Fig. 7 ,,um-
Brandverletzten (hohe Konzentration!) gelagert“. Charakterist. Querrisse
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