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Das aullerordentliche Interesse, welches die Arbeitsphysiologie am
Muskelchemismus im allgemeinen und an dem Verhalten der Milchsiure
im besonderen hat, liel schon lingst den Wunsch nach einer zuverlis-
sigen, rasch arbeitenden und leicht zu handhabenden Methode zur Be-
stimmung der Milchsiiure aufkommen. Vor einigen Jahren beschrieb
Harrop! ein Verfahren, welches diese Erwartungen zu erfiillen schien.
Es wurde in letzter Zeit von Mendel und Goldscheider? wesentlich ver-
bessert, so daBl es sich schon in vielen Laboratorien Eingang verschafft
hat. Die Methode eignet sich zur quantitativen Bestimmung von kleinen
Mengen Milchsiure in Blut und anderen biologischen TFliissigkeiten,
Nach Beseitigung von Begleitsubstanzen (EiweiBstoffen und Kohle-
hydraten) durch aufeinanderfolgende Fallung mit m-Phosphorsiure so-
wie Kupfersulfat-Calciumhydroxyd wird die restierende Milchsiure-
16sung mit konz. Schwefelsdure und alkoholischer Veratrollésung ver-
setzt. Ausder Intensitdt der auftretenden Rosafiirbung durch Vergleich
mit einem geeichten Keil kann dann die Menge der in der untersuchten
Losung vorhandenen Milchsiure bestimmt werden. Die Verfasser
nehmen dabei an, dafl beim Mischen der Milchsiiure mit konzentrierter
Schwefelsiure Acetaldehyd entsteht, welcher sich mit Veratrol zu der in
schwefelsaurer Lésung rosa gefirbten Verbindung kondensiert.

Es ist nun von grofier Bedeutung, ob auch andere Kérper als Milch-
siure einen dhnlichen Farbeneffekt mit Veratrollosung geben. Im fol-
genden wird gezeigt werden, daB dies fiir Methylglyoxal, Dioxyaceton
und Glycerinaldehyd (und hoéhere Zucker) in der Tat zutrifft. Damit
erleidet aber die Mendel-Goldscheidersche Milchsiurebestimmungsme-
thode keinen Abbruch; denn alle die oben genannten Kérper kénnen
nicht als Storungssubstanzen wirken, weil sie mit Ausnahme des Methyl-

1 G. 4. Harrop jr. (Chem. div., Med, dep. John Hopkins hosp. Baltimore),
Proc. of the soc. f. exp. biol. a. med. New York 1%, Nr.7, 8. 162. 1920.
® B. Mendel und J. Goldscheider, Biol. Zentralbl. 164, H. 1/3, S. 163174, 1925.
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glyoxals bei der Kupfersulfatkalkfallung cntfernt werden. Das Vor-
kommen des Methylglyoxals im Blut oder anderen biologischen Fliissig-
‘keiten ist aber unwahrscheinlich, weil es durch die im Organismus weit-
verbreitete Glyoxalase>®® sehr schnell in Milchsiiure verwandelt wird.
Man kann also wohl zur Zeit sagen, daB bei vorschriftsmaBiger Aus-
tiihrung der Methode eine quantitative Erfassung der Milchsiure ge-
wihrleistet ist.

Andererseits wird es aber sehr hiufig wiinschenswert sein, auch die
oben genannten Stoffe quantitativ zu ermitteln; besonders das Methyl-
glyoxal spiclt ja beim Muskelchemismus und Girungsvorgang als
Zwischenprodukt eine groBe Rolle. Der quantitative Nachweis des
Methylglyoxals, Dioxyacetons und Glycerinaldehyds gelingt unschwer
nach den fiir ‘die Bestimmung der Oxyaldehyde bekannten Methoden,
wenn sie in relativ gréBerer Menge vorliegen. Diese Methoden versagen
aber, wenn es gilt, den Gehalt dieser drei genannten Korper in extrem
verdiinnten Losungen zu bestimmen. '

Es lag somit nahe, diese colorimetrische Bestimmungsmethode,
deren Vorziige in der Unabhingigkeit von besonderen Lichtquellen,
geringem Apparateaufwand, rascher und einfacher Ausfithrung besteht,
und die dadurch fiir die analytische Praxis in einer Reihe mit den
Titrier- und elektroanalytischen Schnellmethoden steht, auch auf die
Bes‘oimmung des Methylglyoxals, Dioxyacetons und Glycerinaldehyds
auszudehnen. Es gelang fiir die drei genannten Korper zu zeigen, dafl
8ie sich nach dieser Methode mit einer Genauigkeit bestimmen lassen,
Welche innerhalb der den colorimetrischen Methoden eigentiimlichen
Fehlergrenzcn (4 2%) liegt. Der Nachweis der in Rede stehenden

Orper mit dieser Methode ist so fein, daB sich noch 0,02 mg von ihnen
it der angegebenen Genauigkeit bestimmen lassen.

Ferner wurden einige von Denigést angegebenen Kondensations-
feaktionen des Dioxyacetons mit Resorein, Thymol, &-Naphtol, Gua-
lako], Salicylsiure und Kodein, welche zu intensiv gefirbten Konden-
Sationsprodukten fithren, auf ihre Eignung zur quantitativen Bestim-
Mung der drei in Frage stehenden Korper untersucht und gefunden,

a8 es in den untersuchten Fillen schwierig ist, mit den genannten
Substanzen reine Farbtone zu erzeugen und zu reproduzieren. Das Kodein,
Welcheg gestatten wiirde, noch geringere Mengen Dioxyaceton als mit
eratrol nachzuweisen, scheidet leider fiir die quantitative colorimetrische
estimmung aus, da die griinlich gefarbte, schwefelsaurc Losung des
&%n\%\ti_onsproduktes nicht dem Beerschen Verdiinnungsgesetz folgt.

» C. Neuberg, Biochem, Zeitschr. 49, 502. 1913; 51, 484. 1913.
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Das Prinzip der Mendel-Goldscheiderschen Methode, welcher ich mich
zur Bestimmung des Methylglyoxals, Glycerinaldehyds und Dioxyace-
tons bediente, ist schon oben angegeben worden. Die Ausfithrung der
Bestimmung ist fiir alle drei Substanzen die gleiche und wie folgt:

Die Losung einer der 3 Substanzen wird, falls sie konzentrierter als 15 mg- %
ist, durch Verdiinnen auf eine Konzentration von 5-—15 mg-% gebracht. Von
dieser verdiinnten Losung werden in einem weiten Jenaer Reagensglas unter
Eiskiihlung 0,5 cem tropfenweise mit genau 3 cem Acidum sulfuricum conc. pro
analysi acidi lactici (Kahlbaum) versetzt und genau 4 Minuten in einem stark-
siedenden Wasserbade erhitzt.

Hierauf wird die Lésung sofort in Eis abgekiihlt und nach 2 Minuten mit
0,1 cem einer 0,125 proz. Losung von Veratrol in absolutem Alkohol versetzt. Die
auftretende Rosafirbung, welche einen reinen Farbton besitzen muf}, wird nach
genau 20 Minuten im Autenrieth-Colorimeter abgelesen. Der zumVergleich dienende
Keil wird mit einer verdiinnten alkoholischen Ldsung von Carbolfuchsin gefiillt,
welcher ein Tropfen Organge G zugefiigt ist.

Zur Eichung des Colorimeterkeils werden nur Lésungen der reinen
Substanzen von genau bekanntem Gehalt verwendet, wobei es sich
empfichlt, die Substanzen wie folgt darzustellen:

Methylglyoxall: 5 g Dioxyaceton werden in einem Rundkolben mit kurzem
breiten Hals mit ungefihr 15 g Phosphorpentoxyd gut gemischt und im Vakuum
destilliert. Als Vorlage dient ein langes Saugglas, das durch fliissige Luft ge-
kithlt wird. Die Destillation geht nach kurzem Erwiirmen mit freier Flamme von
selber unter heftiger Reaktion zu Ende. Das tibergehende gelbgriin gefirbte
Methylglyoxal erstarrt zu einer glasigen Masse (Ausbeute 40—60% der Theorie),
welche zur Reinigung nochmals im Vakuum destilliert wird., Das frisch bereitete
gelbgriin gefirbte, leicht bewegliche Methylglyoxal ist unter spontaner Erwirmung
und Entfarbung beliebig ldslich in Wasser.

Das Dioxyaceton ist am leichtesten zugéinglich durch Einwirkung von Sorbose-
Bacterium auf Glycerin nach Rertrand® s ist im festen Zustande dimolekular
und geht in wisseriger Logung im Verlauf von einigen Stunden® (schneller beim
Erwérmen) in monomolekulares Dioxyaceton iiber. Zur Reinigung wird das kiuf-
liche Dioxyaceton (Oxantin, Meister, Lucius und Briining) nach Auskochen mit
Aceton im Hochvakuum destilliert* und das monomolekulare Destillat mehrmals
aus Alkohol umkrystallisiert.

Die Darstellung des Glycerinaldehyds, welche zeitraubend und umstandhch
ist, geschieht am besten nach 4. Wok! und Mylo® oder in der von E.J. Witze-
mann® abgeinderten Form. Uber die Darstellung ist bei diesen beiden Autoren
nachzulesen. Der nach Wohl oder Witzemann dargestellte krystallisierte Glycerin-
aldehyd ist auf jeden Fall mehrmals mit absolutem Aceton auszukochen, wobei
der Schmelzpunkt von 132 auf 145,5° steigt?.

1 H. 0. L. Fischer und C. Taube, Ber. d. chem. Ges. 57, 1502. 1924,
2 Bertrand, Ann. de chim. 8, 3, 253. 1904.

3 Bertrand, Cpt. rend. 129, 341. 1899.

$ H.O. L. Frscher und H. Mildbrandt, Ber. d. chem. Ges. 5% H. 4. 1924,

5 A, Wohl und Mylo, Ber. d. chem. Ges. 45, 2046, 1912.

8 B.J. Witzemann, Journ. of the Americ. chem. soc. 36, 1766, 1914 (Chem.
Zentralbl. 2, 974. 1914).

7 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 Losungen
von verschiedenem Gehalt hergestellt, von welchen je eine Lisung zur
Eichung des Keils diente, wihrend aus der anderen durch Verdiinnen
. eine Rejhe von schwiicheren Losungen hergestellt wurde, in welchen mit
Hilfe des nunmehr geeichten Keils der Gehalt an der betreffenden Sub-
stanz bestimmt wurde.

Die Brauchbarkeit dieser Methode zur Bestimmung der drei Al
dehyde geht aus den folgenden Versuchsprotokollen hervor.

Methylglyoxal: Losung I enthilt 126,3 mg; Liosung II 305,2 mg
Methylglyoxal in 100 ccm Wasser.

Eichung: Lésung I wird, wie in Tab. 1, Spalte 1 angegeben, ver-
diinnt und von jeder Losung die auftretende Rotfarbung nach Konden-
Sation mit Veratrol im Autenrieth-Colorimeter bestimmt.

Tabelle 1.
mg-% Methy!:
Nr. Verdlinnung der Ldsung 1 Skalenteil | gfgk?)leriifl;lllg:'
I N i - aus der Einwage -
1 || 03cem Lés.T+ 97 com H,0 | 90,0 3,79
2 0:4 3 (1} "' 9)6 3 " 83,0 5,05
3 0,5 ‘ ’» ’s + 9!5 Ll 2 75,5 6,03
4 0.6 wo T 68,5 7,6
5 0,7 ., s 93 . . 61,5 8,8
6 08 ,, . +92., 56,5 10,1
Die in Spalte 2 stehenden Zahlen 72—
geben die Skalenteile an, welche man ;’;" %
Indet, wenn man den Keil des Colori- Yot r
Meters so verschiebt, dafl der Farbton \S;a R //
des in dem Beobachtungsfenster er- §7 e
Scheinenden Teils des Keils mit dem der S g T —
Untersuchten Lésung  iibereinstimmt. 4 ,/ L ]
desf'lm mung des Methylglyoxals inden 3t
Urch Verdiinnen aus Losungen IT her- 4 —ar— 50 0
$estellten schwacheren Lésungen (Lé- Shalen-Teile
sungen 1— 4). Eichkurve 1.
—_— Tabelle 2.
-% Methylglyoxal
Ne. Verdiinnung der Losung 2 Skalenteil _Ime % Me Wieyoxa
e - berechnet | gefunden
1 .
9 0,15 cem Ldés. II - 9,85 com H,0 81,5 4,60 4,75
5 025 ., ., -+975 , . 68,5 7,63 7,60
1 } 035 ,, . 4965 , 5L,5  |. 10,68 10,60
045 ., ., +955 , 36,0 13,70 | 13,40
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Glycerinaldehyd: Losung I enthilt 162,8 mg, Losung II 202,6 mg
Glycerinaldehyd in 100 cem Wasser. Vor der Bestimmung standen
beide Lésungen 30 Minuten in siedendem Wasser.

Eichung des Keils: Wie oben.

Tabelle 3.
T mg-%, Glycerin-
Nr. Verditnnung der Lésung 1 Skalenteil f;:ée;ﬁ;d‘;irg;::
e - wage -
1 0,30 ccm Lés. I + 9,70 cem H,O 88,5 4,88
2 0’40 33 E2) + 9’60 s EH) 81,0 6,51
3 7045 s FABE L, 78,0 7,32
4 050 s+ 9580, 74,0 8,14
5 0,60 ,, » +940 ., 66,0 9,80
6 070 ,, ., +930 , 60,0 11,40
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Skaten-Terte Skalen-Teite
Eichkurve 2. Bichkurve 3.

Bestimmung des Glycerinaldehydgehaltes der Losungen 1 —5, welche
durch Verdiinnen der Lésung IT hergestellt worden sind.

Tabelle 4.
T | mg-% Giyeerinaldebyd
Nr. . Verdiinnung der Lésung 2 Skalenteil{ ———— —j——— ———
gefunden lberechnet
1] 0,3com Los. 1+ 9,7 cem H,0 | 82,5 | 6,2 6,08
2) 04 , w96, . ] T80 8,3 8,10
31 05 ,, s+ 95 ., s 63,6 10,4 10,13
4] 0,6 ,, s  +94 ,, 57,0 11,8 12,15
5 0,7 s 93, » | 46,5 14,2 14,18
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Losung I enthilt 155,4 mg, Losung 11 141,1 mg

Dioxyaceton in 100 cem Wasser. Vor der Bestimmung standen beide
Lésungen 30 Minuten in siedendem Wasser.
Eichung des Keils.

Tabelle 5.

7 7%. S - mg-% Dioxy- )
- i 5 N + | aceton berech-
NT. Verdiinnung der Lisung 1 Skalenteil neb aus der Bin-
- o wage
1 0,3 cem Loés. I - 9,7 cem H,0 87.0 4,66
2 094 s R + 996 3 E2] 8155 6,22
3 : 095 E2] sy + 9~5 EE 2 75,0 7,77
4 06 , 5, +94, 70,0 9,32 .
5 1007 ., . +93 ., 64,0 10,87
6 | 08 ., ., +92., . 58,0 12,43

(Siehe Eichkurve 3.)

Bestimmung des Dioxyacetons der Losung 1—35, welche durch Ver-
diinnen der Lésung IT hergestellt worden sind.

Tabelle 6.

o mg-% Dioxyaceton
Nr. Verdiinnung der Ldsung 2 Skalenteil -

berechnet gefunden
1] 04 com Los. IT+ 9,6 com H,O | 825 | 564 5,80
2105 w 95 78,0 7,05 7,05
3106 , R X 73,5 8,46 8,25
4 O’7 I b4 + 9’3 2 k4 66,0 9987 10,30
5 038 2 39 + 9’2 2 E3] 61,0 11,28 11,70

In den Eichkurven I, II und III sind zur Erleichterung der Berech-
Nung des Methylglyoxals, Glycerinaldehyds und Dioxyacetons die zu
den Skalenteilen des Autenrieth-Colorimeters gehérigen Konzentrationen
der 3 Substanzen in Milligrammprozent angegeben.

assen, )

Zusammenfassung.

Die Methode der Milchsiurebestimmung nach Mendel-Goldscheider
Wurde zyp Bestimmung des Methylglyoxals, Dioxyacetons und Glycerin-
Aldehyds angewendet mit dem Erfolg, daB sich die drei genannten

Ubstanzen noch bis zu einer Konzentration bis zu 4 mg-% herab, oder
absolut 0,02 mg mit ausreichender Genauigkeit quantitativ bestimmen
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