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Das aul]erordentliche Interesse, welches die Arbeitsphysiologie am 
Muskelchcmismus im allgemeinen und an dem Verha]ten der Milchs~ure 
im besonderen hat,  ]iei~ schon ]~ngst den Wunsch nach einer zuverliis- 
sigen, rasch arbeitenden und leicht zu handhabenden l~r zur Be- 
s t immung der Milchsi~ure aufkommen.  Vor einigen Jahren  beschrieb 
Harrop  I ein Verfahren, welches diese Erwartungen zu erfiillen schien. 
Es wurde in letzter Zeit yon Mendel  und Goldscheider~ wesent].ieh ver- 
bessert, so dal~ es sieh schon in vielen Laboratorien Eingang versehafft  
ha~. Die Methode eignet sieh zur quant i ta t iven Best immung yon kleinen 
Mengen Milehs~ure in Blur und anderen bio]ogischen Fliissigkeiten. 
Nach Beseitigung yon Begleitsubstanzen (Eiwei~stoffen und Kohle- 
hydraten)  durch aufeinanderfolgende ~ l l u n g  mi t  m-Phosphorshure so- 
wie Kupfersu]fat-Calciumhydroxyd wird die restierende Milchsi~ure- 
]6sung mi t  konz. Schwefelsiiure und alkoholischer VeratrollSsung ver- 
setzt. Aus der IntensitAt der auftretenden Rosaf~rbung durch Vergleich 
mi t  einem geeichten Keil kann dann die Menge der in der untersuchten 
LSsung vorhandenen Milchs~ure bes t immt  werden. Die Verfasser 
nehmen dabei an, dal~ beim Mischen der Milehsi~ure mit  konzentrierter  
Schwefels~ure Acetaldehyd entsteht,  welcher sich mit  Veratrol zu der in 
schwefelsaurer LSsung rosa gefi~rbtcn Verbindung kondensiert.  

Es ist nun yon gro~er Bedeutung, ob auch andere K6rper  als Milch- 
s~ure einen ~hnlichen Farbeneffekt  mi t  Veratrolliisung geben. I m  fol- 
genden wird gezeigt werden, dal~ dies fiir Methy]glyoxal, Dioxyaeeton 
und Glycerina]dehyd (und hShere Zucker) in der Ta t  zutrifft.  Dami t  
erleidet aber die Mendel-Goldscheidersche Milchs~urebestimmungsme- 
thode keinen Abbruch;  denn alle die oben genannten K6rper  kSnnen 
nieht a]s StSrungssubstanzen wirken, weil sie mit  Ausnahme des Methyl- 
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glyoxals bei der Kupfersulfatkalkf~llung cntfernt werden. ])as u 
kommen des Methy]glyoxals im Blur oder anderen biologischen Flfissig- 
keiten ist aber unwahrscheinlich, weft es durch die im Organismug weit- 
verbreitete Glyoxalase 1, 2,.~ sehr schnell in Milchshure verwandelt wird. 
Man kann also wohl zur Zeit sagen, da~ bei vorschrif tsm~iger Aus- 
ffihrung der Methode eine quantitative Erfassung der Milchs~ure ge- 
~v~hrleistet ist. 

Andererseits wird es aber sehr h~ufig wfinsehenswert sein, auch die 
oben genannten Stoffe quanti tat iv zu ermitteln ; besonders das Methyl- 
glyoxal spie]t ja beim Muskelchemismus und G~rungsvorgang als 
Zwisehenprodukt eine gro~e Rolle. Der quantitative Nachweis des 
•ethylglyoxals, Dioxyacetons und Glycerinaldehyds gelingt unschwer 
nach den ffir d ie  Bestimmung der Oxyaldehyde bekannten Me~hoden, 
were1 sie in relativ grS~erer Menge vorliegen. I)iese Methoden versagen 
aher, wenn es gilt, den Gehalt dieser drei genannten KSrper in extrem 
Verd~innten LSsungen zu bestimmen. 

Es lag somit nahe, diese colorimetrische Bestimmungsmethode, 
deren Vorzfige in der Unabhhngigkeit yon besonderen Lichtquellen, 
geringem Apparateaufwand, rascher und einfacher Ausffihrung besteht, 
Und die dadureh ffir die analytische Praxis in einer Reihe mit  den 
Titrier. und elektroanalytischen Schnellmethoden steht, auch auf die 
~estimmung des Methylglyoxals, Dioxyacetons und Glycerinaldehyds 
aUszudehnen. Es gelang ffir die drei genannten KSrper zu zeigen, dab 
sie sich nach dieser Methode mit einer Genauigkeit bestimmen lassen, 
~velche innerhalb der den colorimetrisehen Methoden eigentfimlichen 
~ehlergrenzen (=L 2%) liegt. Der Nachvceis der in Rede stehenden 
KSrper ~nit dieser Methode ist so fein, dab sich noch 0,02 mg von ihnen 
~ i t  der angegebenen Genauigkeit bestimmen lassen. 

Ferner wurden einige yon Denig~s 4 angegebenen Kondensations- 
reaktionen des Dioxyacebons mit  Resorcin, Thymol, ~-Naphtol, Gua- 
Jakol, Salicyls~ure und Kodein, welche zu intensiv gef~rbten Konden- 
satiOnsprodukten fiihren, auf ihre Eignung zur quantitativen Bestim- 
Iaurlg der drei in Frage stehenden KSrper untersucht und gcfunden, 
da{~ es in den untersuchten F~llen schwierig ist, mit  den gen~nnten 
~ubstanzen reine FarbtSne zu erzeugen and zu reproduzieren. ]:)as Kodein, 
Welches gestatten wiirde, noeh geringere Mengen Dioxyaccton als mit  
Veratrol nachzuweisen, scheidet Icider ffir die quantitative colorimetrische 
~estinaraung aus, da die grfinlich gef~rbte, schwefelsaure LSsung des 
~ o n s p r o d u k t e s  n~cht dem Beerschen Verdfinnungsgesetz folgt. 

C. Neuberg, Biochem~ Zeitschr. 49, 502. 1913; ~1, 484. 1913. 
H. D. Dakin und H. W. 19udley, Journ. of biol. chem. ~4, 155 u. 423. 1913; 
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])as Prim,dp der M e n d e l - G o l d s c h e i d e r s c h e n  Methode, welcher ich reich 
zur Best immung,  des Methylglyoxals ,  GIycer inaldehyds u n d  Dioxyace-  
tons bediente ,  ist  schon oben angegeben worden.  Die Ausf i ihrung der 
B e s t i m m u n g  is t  fiir alle drei Subs tanzen  die gleiche u n d  wie folgt :  

Die LSsung einer der 3 Substanzen wird, falls sie konzentrierter als 15 rag-% 
ist, durch Verdiinnen auf eine Konzentration yon 5--15 mg-% gebracht. Von 
dieser verdiinnten LSsung werden in einem weitcn Jenaer Reagensglas unter 
Eiskiiblung 0,5 cem tropfenweise mi~ gcnau 3 ccm Acidum sulfuricum cone/ pro 
analysi acidi lactici (Kahlbaum) versetzt und genau 4 Minuten in cinem stark- 
siedenden Wasserbade erhitzt, 

Hierauf wird die L~sung solort in Eis abgekiihlt und naeh 2 Minuten mit 
0,1 ccm einer 0,125proz. LCisung yon Veratrol in absolutem Alkohol versetzt. Die 
auftretcndc Rosafi~rbung, welche einen reinen Farbton besitzen muff, wird nach 
genau 20 Minuten im Autenrieth-Colorimeter abgclesen. Der zumVergleich dienende 
Keil wird mit einer verdiinnten alkoholischen LSsung yon Carbotfuchsin geffillt, 
welcher ein Tropfcn Organge G zugeffigt ist. 

Zur  E ichung  des Colorimeterkeils werden n u r  LSsungen der re inen  
Subs tanzen  yon  genau  b e k a n n t e m  Gehal t  verwendet ,  wobei es sich 
empfiehlt ,  die Subs t anzen  wie folgt darzus te l len :  

Mcthylglyoxall: 5 g Dioxyaceton werden in einem Rundkolben mit kurzem 
breiten ttals mit ungefi~br 15 g Phosphorpentoxyd gut gemischt und im Vakuum 
destilliert. Als Vorlagc dient ein langes Saugglas, das durch flfissige Luft ge- 
kfihlt wird. Die Destillation geht nach kurzem ,Erw~rmen mit freier Flamme you 
selber unter heftiger Reaktion zu Ende. Das fibergchende gelbgrfin gef~rbto 
Methylglyoxal erstarrt zu einer glasigen Masse (Ausbeute 40--60% der Theorie), 
welche zur ~einigung noehmals im Vakuum destilliert wird. Das frisch bereitete 
gelbgrfin gef~rbte, leicht bewegliche Methylglyoxal ist unter spontaner Erw~.rmung 
und Entfi~rbung beliebig 15slieh in Wasscr. 

Das Dioxyaceton ist am leichtesten zugs durch Einwirkung yon Sorbose- 
Bacterium au~ Glycerin nach Bertrand ~. Es ist im festen Zustande dimolekular 
und geht in w~sseriger LSsung im Verlauf yon einigen Stunden 3 (sclmeller beim 
Erwi~rmen) in monomolekulares Dioxyaceton fiber. Zur Reinigung wird das k~uf- 
liche Dioxyaeeton (Oxantin, ~eister, Lucius und Briining) nach Auskochcn mit 
Accton im Hoehvakuum destillierO und das monomolekulare Destillat mehrmals 
aus Alkohol umkrystallisicrt. 

Die Darstellung des Glycerinaldehyds, welche zeitraubend und umst~ndlieh 
ist, geschieht am besten nach A. Wohl und Mylo 5 oder in der yon E. J .  Witze- 
mann 6 abgei~nderten Form. ]~ber die Darstcllung ist bei dicsen beiden Autorcn 
nachzulesen. Der nach Wohl oder Witzemann dargestellte krystalIisierte Glycerin- 
aldehyd ist auf jeden Fall mehrm~Is mit absolutem Aceton auszukochen, wobei 
der Schmelzpunkt von 132 auf 145,5 ~ steigr ~. 

1 H. O. L. Fischer und C. Taube, Ber. d. chem. Ges. 57, 1502. 1924. 
2 Bertrand, Ann. de chim. 8, 3, 253. 1904. 
a Bertrand, Cpt. rend. 129, 341. 1899. 
4 H. O. L. Fischer und H. Mildbrandt, Ber. d. chem. Ges. 57, H. 4. 1924. 

A. Wohl  und Mylo,  Ber. d. chem. Ges. 45, 2046. 1912. 
8 E . J .  Witzemann, Journ. of the Amerie. ehem. soc. 36, 1766. 1914 (Chem. 

Zen~ralbl. 2, 974. 1914). 
H. O. L. Fischer, C. Taube, E. Baer, Ber. d. chem. Ges. 60, 479. 1927. 
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Von jeder der drei genannten Substanzen wurden nun zwei L6sm)gen 
yon verschiedenem Gehalt hergestellt, yon we]chen je eine LSsung zur 
Eichung des Kei]s diente, w~hrend aus der anderen durch Verdtinnen 
eine l'r yon schw~cheren L6sungen hergestellt wurde, in welchen mit 
Hilfe des nunmehr geeichten Keils der GehMt an der betreffcnden Sub- 
St~nz bestimmt wurde. 

Die Brauchb~rkeit dicser Mcthode zur :Bestimmung der drei AI 
dehyde geht aus den folgenden Versuchsprotokollen hervor. 

M e t h y l g l y o x a l :  LSsung I enthi~l~ 126,3 rag; L6sung I I  305,2 mg 
Methylglyoxal in 100 ccm Wasser. 

Eichung: L5sung I wird, wie in Tab. 1, Sp~lte 1 angegebcn, vet. 
diinnt und von jeder L5sung die auftretende Rot f i rbung nach Konden- 
sation mit Veratrol im Aut~,nrieth-Colorimeter bestimmt. 

T a b e l l e  1. 

Skalenteil 5 T r .  Verdtinnung der L6sung i 

mg-% ~ethy[- 
glyokal der L6s. 
1--6 berechne~ 

aus der :Eiuwage 

1 0,3 ccm LSs. I -t- 9,7 ccm H,O 
2 0,4 . . . .  q-9,6 . . . .  

3 0,5 , ,  ,, ~ 9,5 . . . .  
4 0,6 . . . .  @ 9,4 . . . .  
5 0,7 . . . .  + 9,3 . . . .  

6 0,8 . . . .  -~-9,2 . . . .  

Die in Spalte 2 stehenden Zahlen 
geben die Skalenteile an, welche man 
finder, weun man den Keil des Colori- 
laeters so verschiebt, dab der Farbton 
des in dem Beobachtungsfcnster er- 
seheincnden Teils des Kcils mit dem der 
Uatersuchten L6sung fibereinstimmt. 
]~estimmung des Methylglyoxals in den 
dutch Verdiinnen aus L6sung( n I I  her- 
gestellten schwgchercn L6sungcn (L6- 
SUngea 1--4). 

T a b e l l e  2. 

Nr. 

1 
2 
3 
4 

90,0 
83,0 
75,5 
68,5 
61,5 
56,5 

3,79 
5,05 
6,03 
7,6 
8,8 

10,1 

. J f l  

q __J  . . . . . . .  

Skalen-Tei/e 
Eichkurve I. 

Verdiinnung der LSsung 2 Skalenteil 

0,15 ccm L6s. II -]- 9,85 ccmH~O 81,5 
0,25 . . . .  -~- 9,75 . . . .  68,5 
0,35 . . . .  + 9,65 . . . .  51,5 
0,45 . . . .  H-9,55 . . . .  36,0 

JO qO 

mg-% Methylglyoxal 

berechnet gefunden 

4,60 4,75 
7,63 7,60 

10,68 10,60 
13,70 13,40 



134 E. Baer: l~ber eine quantitative colorimetrische Bestimmungsmethode 

Glycerinaldehyd: LSsung I en th~ l t  162,8 rag, L6sung I I  202,6 mg 
Glycer ina ldehyd in 100 ccm Wasser.  Vor der B e s t i m m u n g  s t anden  
beide L6sungen  30 Minu ten  in s iedendem Wasscr.  

Eichung des Kei l s :  Wie oben.  

Tabelle 3. 

I mg-% Glycerin~ 
Nr. Verdflxmung der  LSsung  1 . a ldehyd  berech-  Skalentei l  ne t  aus der  Ein- 

_ _  = - -  [ _ w _ a l z e  _ . 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

0,30 ccm L6s. I ~ 9,70 ecru H~O 
0,40 . . . .  ~ 9,60 . . . .  
0,45 . . . .  -b 9,55 ,, ,, 
0,50 . . . .  -[- 9,50 ,, , ;  

0,60 ,, ,, + 9,40 . . . .  
0,70 . . . .  ~ 9,30 . . . .  

88,5 
81,0 
78,0 
74,0 
66,0 
60,0 

4,88 
6,51 
7,32 
8,14 
9,80 

11,40 

I, / 
~ 6 - - - - Z 7  - - - -  

2 
100 

I 

80 80 70 6O 5O 4tO 
~kalen-Te#e 

12 

~00 .qo 

. . . . . . . . . .  / I  

_ / _  I 

80 70 5O 5O 
S/raien-Te#e 

Eichkurvc  2. E ichkurve  3. 

Bes t immung  des Glycer inaldehydgchal tes  der LSsungen 1--5 ,  welche 
durch Verdfinnen der L6sung I I  hergestel l t  worden sind. 

l~r, 

Tabelle 4. 

' Verdi innung de r  LSsung 2 Skalentei l[  . . . . .  i . . . . . . .  
[ ~ _ g e f u n d e n  L be r ec tme t  

[ 

0,3 ccm LSs. 1I -]- 9,7 ccm H~O 82,5 6,2 [ 6,08 
0,4 . . . .  + 9,6 . . . .  73,0 8,3 ] 8,10 
0,5 . . . .  + 9,5 . . . .  63,5 10,4 10,13 
0,6 ,, ,, -t-9,4 . . . .  57,0 11,8 12,15 
0,7 . . . .  + 9,3 . . . .  46,5 14,2 14,18 
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.D ioxyace ton :  L6sung I e n t h M t  155,4 rag, L6sung  I I  141,1 mg  
] ) i o x y a c e t o n  in 100 ccm Wasser .  Vor  der  B e s t i m m u n g  s t a n d e n  be ide  
L6sungen  30 Minu ten  in s i edendem Wasser .  

E i c h u n g  des K e i l s .  

Tabelle 5. 

)Tr. Verdfinnung der L~sung 1 

0,3 ccm L/is. I -[- 9,7 ccm H20 
0,4 . . . . .  % 9,6 . . . .  

0 , 5  . . . .  ~ 9,5 . . . .  
0,6 , ,  ,, q-9,4 ,, ,, 
0,7 . . . .  -~ 9,3 . . . .  
0,8 . . . .  ~ 9,2 . . . .  

(Siehe Eichkurve 3.) 

rag-% Dio•y- 
Skalenteil aceton berech- 

net aus der FAn- 
wage 

4,66 
6,22 
7,77 
9,32 

10,87 
12,43 

87,0 
81,5 
75,0 
70,0 
64,0 
58,0 

B e s t i m m u n g  des D ioxyace tons  de r  L6sung  1 - -5 ,  welche durch  Ver- 
df innen der  LSsung I I  herges te l l t  worden  s ind.  

Tabelle 6. 

Nr. Verdiinnung der LSsung 2 

0,4 ccm LSs. I I  -~ 9,6 ccm H.O 
0,5 ,, ,, ~b 9,5 ,, ,, 
0,6 . . . .  -}-9,4 . . . .  
0,7 . . . .  ~ 9,3 . . . .  
0,8 . . . .  ~ 9,2 . . . .  

Skalenteil - -  

82,5 
78,0 
73,5 
66,0 
61,0 

mg-% Dioxyaceton 
berechnet gefunden 

5,64 5,80 
7,05 %05 
8,46 8,25 
9,87 10,30 

11,28 11,70 

I n  den  E i c h k u r v e n  I ,  I I  und  I I I  s ind zur  E r l e i ch t e rung  der  Berech-  
a tmg des  Methy lg lyoxa l s ,  G lyce r ina ldehyds  u n d  D i o x y a c e t o n s  die  zu 
den Ska len te i l en  des Autenr ie~h-Color imeters  gehSrigen K o n z e n t r a t i o n e n  
der  3 Subs t anzen  in Mi l l i g r ammprozen t  angegeben .  

Z u s a m m e n / a s s u n g .  

Die Methode  der  M i l c h s i u r e b e s t i m m u n g  nach  Mende l -Go ldsche ider  

Wurde zur  B e s t i m m u n g  des Methy lg lyoxa l s ,  D i o x y a c e t o n s  u n d  Glycer in-  
a ldehyds  angewcnde t  m i t  dem Erfolg,  d a b  sich die drei  g e n a n n t e n  
SUbstanzen noch  bis  zu  einer  K o n z e n t r a t i o n  bis zu 4 rag-% herab ,  oder  
absolu t  0,02 mg m i t  aus re ichender  Genau igkc i t  q u a n t i t a t i v  b e s t i m m e n  
lassen. 
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