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bei 366 m#, vermindert  um die Extinktions~nderung des Blindwertes, multipliziert 
mit  9,15- 10 -7 (82,5) ergibt den Gehalt an L(+)-Milehs~ure in Mol (/~g) in der 
Bestimmung. Die Faktoren ffir Nessung bei 340 m# sind 4,8" 10 -7 (43,3). Der 
Umrechnung liegen die Extinktionskoeffizienten A E~66 = 3,30 �9 106 em~/Mol und 
A Est 0 = 6,29 �9 10 ~ em2/?~iol, beide ftir 25 ~ C, zugrunde. - -  Ohne Vakuum. Bis zu 
0,2 ml ProbelSsung, die 0,25--2,5 �9 10 -~ Mol L(+) -Lae ta t  enth~lt, werden in einer 
1 em-Ktivette mit  0,06 ml obiger DPN-LSsung versetzt und mit  obigem Semi- 
earbazidpuffer auf 1,65 ml aufgeftillt. Die Anfangsextixktion wird bei 366 m/~ und 
25 ~ C gemessen; naeh Erw/irmen auf 37 ~ C mischt man 0,02 ml MDH-LSsung ein 
[ungef~hr 5 mg Protein/ml in 0,4 ml (? l~ef.) ges~ttigter Ammoniumsulfatl6sung 
mit  mindes~ens 20000 E/rag Protein, MDI-I I Boehringer Nr. 15145]. Ein gleieh- 
angesetzter Reagentienblindwert l~uft mit. Naeh 30 rain bei 37 ~ C wird auf 25 ~ C 
abgektihlt und erneu~ photometriert. Die Bereehnung erfolgt wie oben, die Faktoren 
sind ftir 366 m#:  5,06- 10 -a (45,6) und fiir 340 m# : 2,66.10 -~ (24,0). - -  EnteiweiBung. 
5 ml Blur oder Serum werden mit  2,5 ml 5% iger Perehlors~ure gemiseht und 5 rain 
bei 3000 U/min zentrifugiert. Ein aliquoter Tell des Uberstandes wird mit  2 n KOH- 
L6sung neutralisiert und naeh Ktihlung vom Kaliumperehlorat dureh Zentri- 
fugieren getrennt. E. M(iLLER, Wtirzburg 

Eine Methode zur Bestimmung yon 0xalsiiure im H a m  geben E. R. H~usM~,  
J.  S. MoANALLY und G. T. LEwIs 1 an. Sie beruht darauf, d~g Oxals~ure mit  Indol 
einen Farbkomplex bildet, der sich photometrisch auswerten ]/~gt e. - -  Aus/i~hrung. 
Der 24 S td-garn  wird in 10--12 ml Eisessig gesammelt. Er  ist 48 Std haltbar und 
sell nicht gekiihlt werden. Nach Verdtinnen auf 2 1 stellt man mit  konz. Ammoniak 
auf  px 4,9--5,1 ein und versetzg 150 ml mit  1 g LLOYDS I~eagens. W~hrend 5 min 
sehtittelt man ab und zu, liigt 5 min stehen und filtriert dureh Whatman-Papier 
Nr. 1, wobei man die ersten 10 ml Fi l t rat  verwirft. In  2 konisehe Zentrifugengl/iser 
pipettiert  man jo 40 ml Filtra~ (Doppelansatz), setzt 0,2 ml gesattigte Calcium- 
ehloridlSsung hinzu und 1/~13t tiber Naeht bei 4 ~ C stehen. Die Glaser werden bei 
2 - - 5 ~  30 min mit  2000 U/min zentrifugiert. Naeh Dekantieren yon etwa 30 ml 
bringt man den aufgewirbelten Niederselflag mit  3 ml Eiswasser quantita~iv in 
graduierte, konisehe 12 mLZentrifugengl/~ser, zentrifugiert wieder, dekantiert den 
Uberstand und l~Bt die umgekehrten Gl~ser einige Sekunden auslaufen. Der Nieder- 
schlag wird 2 real mit  je 2 ml 0,5 vol-~oigem Ammoniak (5 ml konz. Ammoniak 
+ 995 ml Wasser) gewasehen. Die letzten nach Dekantieren an der Wandung noch 
anhaftenden Fltissigkeitsreste entfern* man mit  Filtrierpapier. Zum Niederschlag 
gibt max 1 ml 1 n Sehwefels~ure, setzt die G1/~ser einige Sekunden in ein kochendes 
Wasserbad und bringg mit  einem Glasstab alles in L6sung. Nach Abktihlen sptilt 
man den Stab mit  weniger als 1 ml 1 n Sehwefels~ure ab, bringt din'oh Zentrifugieren 
alle Fltissigkeit naeh unten, ftillt mit  l n Sehwefelsgure auf 2 ml auf (diese Marke 
muB mitunter naehgeeieht werden), versehliel?t, sehfittelt und zentrifugiert. (Mit- 
unter bilden sieh in 1 n Schwefels~ure nieht 15sliehe geringe Niedersehl/tge.) In 
Colorimetergl~sern (Klett-Summerson) miseht man 1,5 ml Uberstand mi~ 0,5 ml 
einer LSsung yon 0,40 g Indol in 100 ml 95~o igem Athanol, untersehiehtet mit  2 ml 
konz. Schwefels~ure, mischt mit  einem Hakenglasstab, erw~rmt 45 mix in einem 
Wasserbad auf 80--90 ~ C, ktihlt unter der Wasserleitung, ftiHt mit  Wasser auf 5 ml 
auf, iuiseht dm'eh l~tihren und li~gt 45 min bei l~aumtemperatur stehen. Die Farbe 
ist einige Stunden bes~/~ndig; die Standardans~tze sollen abet naeh gleiehem Zeit- 
intervaH wie die Proben abgelesen werden. Man benutzt das Grtinfilter Nr. 54 
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(540 m#) (die Maximalabsorption liegt bei 525--530 m#). StandardlSsungen laufen 
in dreffachen Ansi tzen mit, sie bestehen aus 1,0 ml GebrauehslSsung (siehe unten), 
0,5 ml 1 n Sehwefelsiure und 0,5 ml Indoll5sung. Den Blindwert ergibt eine LSsung 
yon 1,5 ml 1 n Schwefelsiure and 0,5 ml Indoll5sung. Standardl5sung : Man 15st 
1,4870 g l~atriumoxalat ( iquivalent 1,0000 g Oxalsiure) in Wasser zu 1 1 Gebrauchs- 
15sung: 50 ml Standardl5sung + 50 ml 2 n Sehwefelsiure ~ 0,5 mg Oxalsi~ure/ 
1,0 ml 1 n Schwefelsiure. Die Werte bei 3 Menschen sehwanken zwisehen 12 und 
49 rag/Tag. Zugesetzte Oxalsiure finder man zu 95--110% wieder. 

E. Mi~LLEI~, Wfirzburg 

Papierehromatographische Identifizierung und quantitative Bestimmung yon 
Ketos~uren. Xetos~uren and andere Carbonylverbindungen in biologisehem 
Material werden yon E. K u ~  und M. GAROI~-HE~ANDEZ i quanti tat iv bestimmt. 
Die Verbindungen werden in ihre 2,4-Dinitrophenylhydrazone (DNPH) iiberge%hrt 
und papierchromatographisch getrennt und iso]iert. Die einzelnen Stoffe werden 
nochmals chromatographiert und katalytiseh zu den entsprechenden Aminen redu- 
ziert. - -  Aus/i~hrung. Zur Oarstellung der D N P R  wird das biologische Material 
zun~chst durch Zusatz yon 0,05--0,1 seines Vohmens  an eiskalter 60%iger Per- 
clorsgure enteiweil~t. ])as Gemisch bleibt im Eisbad und wird nach 10 rain in einen 
fTberschul~ (50--200 ml) yon frisch hergestellter 2,4-DinitrophenylhydrazinlSsung 
(1 g/1 1 2 n Salzsaure) filtriert (Whatman Nr. 1). Das Reaktionsgemiseh bleibt 
2 Std bei Zimmertemperatur and dann fiber Naeht  bei 4 ~ C stehen. Mit Ausnahme 
der fl-Mercaptobrenztranbens~ure werden ~lle untersuchten Xetos~uren unter 
diesen Bedingungen quanti tat iv in die D N P H  fibergeffihrt. Dureh die Perchlor- 
s~ure wird nut Aeetessigs~ure zum Tell zersetzt. Die Zersetzung yon Diketobern- 
steins~ure and Oxalglykolsiure, die bereits in neutraler LSsung durch 2-wertige 
Ionen erfolgt, kann dureh Zusatz yon 0,02 m Athylendiamintetraaeetat vermindert 
werden. - -  Die DNPI-I werden im Scheidetrichter 2 real mit  10 ml ~thylaeetat  aus- 
gesehfittelt, der Ext rakt  wird zur Troeknung dureh wasserfreies Natriumsnlfat 
filtriert und das LSsungsmittel im Stiekstoffstrom bei 30--40 ~ C abged~mpft. Der 
Rfiekstand wird in wenig Athylaeetat  aufgenommen und papierehromatographiseh 
(~bsteigend) in Xetons~uren und andere Carbonylverbindungen getrennt. Man ver- 
wendet Whatman-Papier ~r .  1, das mit  0,1 m Xaliumphosphatpuffer (p~ 7,3) 
getr~nkt und bei Zimmertemperatur getrocknet worden ist. Als LSsungsmittel 
dient ein Gemiseh aus Petrol~ther and 95% igem ~thanol  (1 : 4). Die getrennten Ver- 
bindungsgruppen werden mit  Athy]aeetat aus dem Papier extrahiert. Liegen nur 
Xetosi~uren vor, genfigt die l~einigung fiber die N~triumsa]ze. Man extrahiert dazu 
den Xthylaeetatextrakt  mit  20 ml 10%iger Na2CO3-LSsung, gibt diesen neuenEx- 
t rakt  sofort in das Eisbad, siiuert mit  Salzsiure auf p~ 1 an, extrahiert zweimal mit  
Athylaeetat,  trocknet mit  Na~SO a und verdampft  wie oben angegeben. Die D N P H  
der Ketosiuren werden dann voneinander ehromatographisch s~uf dem wie oben 
getr inkten Whatm~n-Papier Nr. 1 mit  83% igem Xthanol als LSsungsmittel ge- 
trennt. Die einzelnen Komponenten werden wieder extrahiert und ihre Absorptionen 
im Phosphatpuffer bei 365--370 m# gemessen. 78--90% der vorhandenen Xeto- 
sguren werden naeh dieser Methode gefunden. In  Zweifelsf/~llen erfolgt Reduktion 
zar Aminos/~ure. Der Ext rak t  aus dem Chromatogramm wird zur Trockne einge- 
dampft, in 3- -5  ml Eisessig aufgenommen and mit  1--2 mg Platinoxyd als Xata-  
lysator in Wasserstoffatmosphire geschfittelt. Die Aminos/~uren werden papier- 
ehromatogr~phisch identifiziert. Die D N P H  yon Formaldehyd, Acetaldehyd and 
Aceton werden zur Identifizierung ebenfalls zu den Aminen reduziert. 

EvA NEUKAUS 
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