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Die verschiedenen, dem Nachweis des Vitamins C dienen-
den Verfahren trachten alle, die groBtmaogliche Spezifitit auf-
zuweisen. Da diese Reaktionen zum groBten Teil auf der
reduzierenden Eigenschaft des Vitamins C beruhen, stellte
die Gegenwart von anderen reduzierenden Stoffen im Unter-
suchungsmaterial — Harn, Gewebe usw. — das Haupthinder-
nis dar. Die quantitative Bestimmung der Ascorbinsdure wird
insbesondere durch die Sulfhydril-Derivate-Cystein, Cystin,
Glutathion, Ergothionein usw. — gestort.

Die verschiedenen Verfasser versuchten diese Fehlerquellen
auf verschiedene Art zu beseitigen; diese Bestrebungen galten
insbesondere dem Jod- und dem 2-6-Dichlorphenolindo-
phenol-Verfahren (TiLLmans). Harris und Ray, v. EULER,
v. EEKELEN u. a. suchten dieses Ziel durch die starke Sauerung
der Losung zu erreichen, EMMERIE fillte die reduzierenden
Stoffe mit Quecksilberacetat, AMmoN und HINSBERG fiigten
bei Anwendung des Jodverfahrens KJ hinzu, TAUBER und
KLEINER verwendeten das aus Cucurbita maxima (Kiirbis)
bzw. WACHHOLDER das aus Blumenkohl hergestellte, die
Ascorbinsdure spezifisch oxydierende Oxydaseferment.

BonsiGNORE und MARTINI schlugen zur Erzielung der
Spezifitit andere Wege ein. Sie gingen davon aus, dal das
Oxydoreduktionspotential des Methylenblaus geringer sei als
jenes des Dichlorphenolindophenols; durch diesen Umstand
kommen zahlreiche Verbindungen, durch die die Reaktion
zwischen Ascorbinsdure und Dichlorphenolindophenol gestort
wird, nicht in Betracht. Da in dem System Methylenblau-
Leukomethylenblau das letztere in Gegenwart von Oxygen
rasch reoxydiert wird, suchten die genannten Forscher Be-
dingungen, bei denen die Reoxydation gehemmt wird. Dies
konne i. E. auf zweierlei Weise, und zwar entweder durch
die Einstellung der p,; des Mediums oder durch die Hinzu-
fiigung von Natriumthiosulfat erreicht werden. Da jedoch
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durch Natriumthiosulfat im saueren Medium (unter einer
gewissen py-Grenze) S abgespalten wird, das auch an sich
imstande ist, Methylenblau zu reduzieren, versuchten sie diese
Fehlerquelle durch Hinzufiigung von Citratpuffer zu besei-
tigen. Durch diese Modifikation werde die Abspaltung des
Schwefels vermieden, Methylenblau wird demnach spontan
nicht abgespalten, durch das Natriumthiosulfat wird hin-
gegen die Reoxydation von Leukomethylenblau verhindert.
Angenommen, daB Methylenblau und Ascorbinsiure mit-
einander eine dquimolekulare Reaktion eingehen (Methylen-
blau = 373: Ascorbinsdure = 176}, dann entspricht einem
Kubikzentimeter der 1/,jq-Methylenblaulésung 0,047 mg
Ascorbinsdure. BoNsSIGNORE und MARTINI betonen jedoch,
daB man mit den Fehlerquellen zu rechnen habe, die sich aus
der Verunreinigung, aus dem Krystallwassergehalt sowie aus
der hygroskopischen Beschaffenheit des Methylenblaus er-
geben und daB es daher ratsam sei, den Titer empirisch ein-
zustellen.

BonsiGNoRE und MARTINT verwendeten ihr Verfahren ur-
spriinglich zum Nachweis von Vitamin C in Geweben, be-
dienten sich aber desselben spiter auch zur Bestimmung des
Ascorbinsduregehaltes des Harnes, des Blutes usw. AMMON
und HinsBERG verglichen an der Hand eingehender Versuche
das Methylenblauverfahren mit dem Jod- und dem Tillmans-
schen Verfahren und gelangten zu der Uberzeugung, daB man
im Harn die niedrigsten Werte mit dem Methylenblauverfah-
ren erhalte, daB also dieses offenbar den tatsichlichen Werten
am ehesten entspriche. Das Methylenblauverfahren fand
nach verschiedenen Modifikationen allenthalben Verwendung.
WacHBHOLDER und HAMEL verwendeten statt der urspriing-
lich vorgeschriebenen Trichloressigsiure die 4,4proz. Sulfo-
salicylsdure; Lunp und LiEck arbeiteten — unabhingig von
BonsigNORE und MARTINI — ebenfalls ein Verfahren aus, bei
dem Methylenblau und verschiedene Pufferlosungen ver-
wendet wurden zur Bestimmung im Harn*.

* Nicht unerwihnt soll bleiben, daB das Methylenblau-
verfahren zahlreiche Gegner hat, die dem Indophenolverfahren
den Vorrang zusprechen (LEy, KAISER, DAGULF). In neuester
Zeit erklirten WIDENBAUER und Sarm das von WACHHOLDER
angewendete Methylenblauverfahren fiir vollkommen un-
brauchbar zur Bestimmung im Harn, da der Harn gewisse
Stoffe — wie z. B. die B-Fraktion des Urochroms — enthilt,
durch die die Reaktion zwischen Methylenblau und der
Ascorbinsdure gehemmt wird. Dagegen halten dieselben
Forscher das Verfahren von Lunp fiir spezifisch, da sie das

* 1 ccmn Harn wird mit 9 ccm dest. Wasser verdiinnt. Hiervon nimmt man 1 cem in
das Titrationsglas, setzt einen Spatel NaCl und eine Messerspltze KH,PO, zu und titriert
mit alkoholischer Methylenblaulbsung



dem Harn hinzugefiigte Vitamin C restlos wiedererhalten
konnten. WACHHOLDER beruft sich in seiner Antwort darauf,
zu den Bestimmungen die 1ofache Menge der 4,4proz. Sulfo-
salicylséiurelé')sung verwendet zu haben, obwohl er auch so
mit einem gewissen Verlust rechnen mufite.

Aus dem Gesagten geht die wichtige Rolle der py hervor
worauf zuerst NEUWEILER aufmerksam gemacht hatte. Auf
nachstehender Kurve (Abb. 1) ist deutlich zu sehen, da8
dieselbe Vitamin C-Menge (0,1 mg) bei verschiedener py im
salicylsauren Medium ganz verschiedene Methylenblaumengen
zu reduzieren imstande ist. Wihrend die Ergebnisse bei einer
niedrigeren p,; als 3 bis 4 unverindert bleiben, nimmt die
Fihigkeit zu reduzieren bei hdheren py-Werten stindig ab.
Meiner Amnsicht nach sind die groBen Unterschiede, die
zwischen den mit dem Tillmansschen Verfahren und den mit
dem Methylenblauverfahren-gefundenen Ergebnissen bestehen, .
zum groBen Teil mit diesem Umstand zu erkldren. Auch wir
verglichen ndmlich an der Hand von rund 200 Untersuchungen
das Tillmanssche Verfahren mit dem Wachholderschen
Methylenblauverfahren und fanden dabei Unterschiede von
nicht weniger als durchschnittlich 15—20 % ; natiirlicherweise
ergaben die Versuche mit Indophenol stets die héheren Werte.

AnliBlich unserer Nachpriifungen konnten wir bei der
Wachholderschen Modifikation des Methylenblauverfahrens
2 Fehlerquellen entdecken:

1. Verwendet man die rofache Menge der 4,4proz. Sulfo-
salicylsdureldsung, dann kann die pg des Mediums sehr leicht
jenen Punkt erreichen — und sogar auch oft iiberholen —, bei
dem aus dem Thiosulfat Schwefel abgespalten wird, der das
Methylenblau weiter reduziert und somit die Bestimmung
unbrauchbar macht. Dies geht auch daraus hervor, da@
sich die untersuchte Lésung durch das gefdlite S sehr oft
triibt.

2. Im sulfosalicylsauren Medium war der empirische Titer
niemals zu erhalten, obwohl wir simtliche Vorschriften ge-
nauestens eingehalten hatten (500-Watt-Nitraphot-B-Lampe,
Entfernung der Lichtquelle, Kiihlvorrichtung, Methylenblau
purissimum Merck, die nétige py usw.). Im sulfosalicylsauren
Medium schwankte der auf 1: 10000 Methylenblan bezogene
Titer zwischen 0,15 und 0,16 mg, was dem 3fachen theore-
tischen Titer entspricht. Da der Titer ohne Thiosulfat be-
deutend hoher liegt, darf man darauf schliefen, dafl die
Reduktion des Methylenblaus durch die Sulfosalicylsdure bis
zu einem gewissen MaBle gehemmt werde. Hiermit im Zu-
sammenhang ist zu bemerken, daB durch die einzelnen Ver-
fasser verschiedene Titer angegeben werden: WIDENBAUER
und Sarm, Lunp und LieEck, WACHHOLDER erhielten dem
theoretischen Wert nahestehende Ergebnisse, wiahrend NEU-
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WwEILER den Faktor 0,1 und AmMMon und HINSBERG 0,087 im
trichlorsauren Medium fanden (der erstere verwendete
8,8proz., die letzteren verwendeten 4proz. Trichloressig-
sdure). NEUWEILER hilt die Anwendung von Thiosulfat im
trichlorsauren Medium fiir iiberfliissig; dies stimmt mit un-
seren Erfahrungen iiberein, jedoch bedarf es dann eines
20proz. trichlorsauren Mediums: 1 ccm Harn, 1 ccm 4oproz.
Trichloressigsdure, 2 ccm Citratpuffer, py; = 2,8—2,9. Bei
stirkerer Verdiinnung der Trichloressigsdurelosung nimmt der
Titer wegen der Erhohung der py all-
maéihlich zu. Bei der hier angegebenen
_Einstellung betrug der Titer 0,083, was
dem theoretischen Wert bedeutend
nihersteht. Da auch bei dem durch
A Luxp und Lieck empfohlenen Ver-
% fahren 1cm (I:I0000) Methylenblau
\ 0,12 mg Vitamin C entspricht, versuch-
ten wir ein Medium zu finden, durch
VY das in dem Ascorbinsiure-Methylen-
\% N blau-Oxydoreduktionssystem die Reak-
tion durchaus nicht beeinflut wird,
indem die Reoxydation des Leuko--
methylenblaus nicht zu rasch erfolgt
und dabei ein Wert erreicht wird, der
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I 5% dem theoretischen Titer nahesteht. Ein
Pi—e derartiges System fand ich im Acetat-
Abb. 1. puffer. Wie auf der Abb. 1 zu sehen,

e 2‘63’{7;!13:721)130 kann dieselbe Vitamin C-Menge (0,1 mg
ox mgv;ia;i;clf‘n eG‘eg"e‘;“ in -2proz. Metaphosphorsiure geldst)
wart von Acetat-Puffer bei D€l derselben py, aber in einem anderen
verschiedener py; System, Methylenblau in recht verschie-
s dasselbe im tri-  Jenen Mengen reduzieren. Diese Reduk-
oressigsauren Medium; . sy s . 2 -

dasselbe im sulfo.  tionsfdhigkeit hingt auch bei Verwen-
sauren Medium. dung des Acetatpuffers bis zu einem ge-
wissen Grade von der pg des Mediums ab.

Bei einer py von iiber 4,4 nehmen die Werte ebenso ab
wie in jedem anderen Medium. Bei der Bestimmung der
Ascorbinsidure im Harn hat man natiirlich fiir die notige py
zu sorgen.

Im Harn wird dies dadurch erreicht, da man 1 ccm (bei h$herem
Vitamin C-Gehalt 0,2 ccm) des Harnes mit wenigen Tropfen Eis-
essig sowie mit 5,2 ccm ®/,4-Essigsaure- und o,5 ccm ®/y,-Natrium-
acetatlsung versetzt und hierauf mit der 500-W-Nitraphot-B-
Lampe — héchstens 1 Minute lang — beleuchtet. Vergleichshalber
wird ein ebensolches, aus destilliertem Wasser und o,2 ccm Methylen-
blau bestehendes System ebenfalls 1 Minute lang bestrahlt. Titrie-
ren mit einer 1:10000 Methylenblaulésung. Faktor = 1 ccm
Methylenblau entspricht 0,063 mg Vitamin C. Es ist wichtig,
daB die Methylenblaulésung nicht mit. Cut+, Fet++-Ionen ver-
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unreinigt sei, da schon eine ganz geringe Menge derselben imstande
ist, die Reaktion vollkommen zu verhindern; das bei der Reaktion
infolge der reduzierenden Wirkung der Ascorbinsiure entstehende
Leukomethylenblau reduziert namlich die C++, Fet++-Ionen
sofort zu Cut, Fet +-Ionen. So kann z. B. die methylenblauredu-
zierende Wirkung von o,1 mg Ascorbinsiure durch 0,1 —o0,2 ccm einer
1proz. CuSo,-Losung vollstindig hintangehalten werden. In dem-
selben System kann jedoch die Reaktion des Dichlorphenolindo-
phenols trotz der Gegenwart der Cut +-Ionen unbeeintrachtigt
ablaufen. Diese Feststellung erscheint mir um so wichtiger, da
F. B. STRAUB bei der im Dunklen ablaufenden Reaktion zwischen
Methylenblau und der Ascorbinsdure die katalytische, beschleu-
nigende Wirkung der Cupri-Ionen beobachten konnte. :

Um die Brauchbarkeit des Verfahrens zu priifen, fiihrte
ich folgende Untersuchungen aus: 1. bediente ich mich. zu
den Bestimmungen im selben Harn der verschiedenen Methylen-
blauverfahren (s. Tabelle 1); es zeigte sich, daB die grofte

Tabelle 1. Die Fahigkeit gleicher Harnmengen Methylen-
blau (1:10000) in verschiedenen Medien zu reduzieren.

e .

. 41,31;::(!;;. 40plrg(z:fn’!‘ri- 1o I?iss?ggﬁure Vel;lf::gen

Diaguoe Sulfegaliyl | chlovesi | ¥ opcom | 1k

. Methylenblau in Kubikzentimetern

Purpura vasc. . . . . 0,5 0,9 1,22 0,71
Pleuritis . . . . . . 0,61 1,0 1,5 0,7
Lymphogranulomatosis 8,7 11,0 15,5 —
Gastritis . . . . . . 0,8 1,5 2,5 0,85
Ulcus ventriculi- . . . 0,9 1,7 2,7 1,0
Ulcus ventriculi . . . 0,3 0,8 1,7 0,5
Lymphogranulomatosis 1,4 — 3,2 1,8
Ischias . . . . . . . 0,9 —_ 1,8 1,25
Ischias . .". . . . .} 0,4 0,8 1,0 —
Ischias . . . . . . . 1,1 1,7 3,1 1,5
Peritonitis tbc.. . . . 0,1 0,12 0,17 —

Menge des Methylenblaus bei Verwendung desselben Harnes
in Gegenwart des Acetatpuffers reduziert werde. Hierauf
folgen der Reihe nach, an der reduzierten Methylenblaumenge
gemessen, das essigsaure Medium, das Verfahren nach Lunp
und schlieBlich die Bestimmung im sulfosalicylsauren Medium.
Bei Verwendung der Vitamin C-L&sung bestand zwischen den
einzelnen Verfahren nahezu dasselbe Verhiltnis, so. da8 auch
die Ergebnisse einander nahestehen; eine Ausnahme bildet
~ das Verfahren nach Lunp, mit dem wir im’ Vitamin C in

stirkerer Konzentration enthaltenden Harn wesentlich niedri-
gere Werte erhielten, worauf auch schon DAGULF aufmerksam
gemacht hatte. Mit dem Verfahren nach Tirrmans erhiel-
ten wir hingegen stets hohere Werte als bei sdmtlichen
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Methylenblauverfahren. Der Unterschied schwankte zwischen
5 und 25%, je nach der Ascorbinsidurekonzentration des
Harnes.

2. Wir untersuchten ferner, in welchem MafBle die den
verschiedenen Harnen in verschiedenen Mengen beigemengte
Ascorbinsidure mit Hilfe der einzelnen Verfahren quantitativ
zuriickzubekommen sei. Waiahrend GABBE, ferner WIDEN-
BAUER und SaLM die dem Harn im sulfosalicylsauren Medium
beigemengte Ascorbinsiure nicht wiedergewinnen konnten,
gelang es NEUWEILER, FERRAND und PoLicarD, diese im tri-
chloressigsauren Medium bei entsprechender py restlos wieder
zu. erhalten.

Bei unseren Versuchen konnten wir die dem Harn bei-
gemengte Ascorbinsiure mit keinem der Verfahren vollstindig
wieder auffinden (s. Tabelle 2). Bei der Beimengung kleiner
Mengen (10 mg) Ascorbinsdure betrug der Verlust bei dem
Methylenblauverfahren sowohl in Gegenwart der Sulfosalicyl-
sdure wie auch in Gegenwart des Acetatpuffers etwa 2 mg
(20 %), bei groBeren Mengen (50 mg) betrug der Verlust etwa
3—7 mg (6—14 %). Bei Verwendung des Tillmansschen Ver-
fahrens betrug jedoch der Vérlust auch bei kleinen Mengen
Vitamins C 20 %, manchmal sogar noch mehr. Scheinbar gibt
es also im Harn tatsidchlich Stoffe, die — dhnlich wie die
Schwermetallsalze — die Reaktion zwischen Ascorbinsdure
und Methylenblau verhindern. Diese Hemmung nimmt aber
unseres Erachtens niemals die MaBe an, wie sie WIDENBAUER
und SaLm annahmen, insbesondere dann nicht, wenn fiir die
entsprechende py gesorgt und statt Sulfosalicylsiure Acetat-
puffer verwendet wird.

Zusammenfassung : Bei der Bestimmung der Ascorbinsidure
mit Methylenblau hat man mit zahlreichen Fehlerquellen zu
rechnen; um diese zu vermeiden, ist es besonders wichtig,
die py jenes Mediums, in dem die Reaktion vor sich geht,
genau einzustellen. Auch bei der Einstellung der Versuchs-
bedingungen auf dieselbe py hidngt aber die Fihigkeit der
Ascorbinsdure, Methylenblau zu reduzieren, in hohem Ma@e
vom Puffersystem ab. Da dieselbe Vitamin C-Menge auch
bei optimaler py die gro8te Methylenblaumenge in Gegen-
wart von Acetatpuffer reduzieren kann, wodurch der theo-
retische Titer am ehesten erreicht wird, ist dieses System als
das geeignetste anzusprechen. Diese Ansicht erscheint um
so mehr berechtigt, da das in der urspriinglichen Vorschrift
von BonsiGNORE und MaRrTINI die Rolle des Katalysators
spielende Natriumthiosulfat vollkommen {iberfliissig geworden
ist, so daB man auch nicht mehr mit der Fehlerquelle zu
rechnen hat, daB der im stark saueren Medium abgespaltene
Schwefel das Methylenblau weiter reduziere. Die zwischen
Methvlenblau und der Ascorbinsiure ablaufende Reaktion



Tabelle 2. -

Ascorbinsiuregehalt des Hinzu- Berechnete Werte in Erhalt in y . —
Diagnose, Tagesharnmenge || Harpes in Miglligrztnm?n 52?11‘?'55:?& Milligramm Mi?ﬁér‘;v;]:f:e Verlust in Milligramm
T* B4M* mg T B+M T B+ M T B+M
Ulcus ventriculi 670 ccm 2,4 o 410 12,4 10,0 6,9 8,7 5,5 55% 1,3 13%
Endokarditis 930 ccm 3,5 3,4 +10 13,5 13,4 7,L 13,2 6,4 64% | 0,2 2%
Hypertonia 1000 ccm . 6,6 3,3 +10 16,6 13,3 14,8 13,0 1,8 18% 0,3 3%
Cholelithiasis 1500 ccm . 5,5 1,7 +10 15,5 11,7 11,0 8,95 4,0 |. 40% 2,8 28%
Myodeg. cord. 500 ccm . 12,0 2,0 +10 22,0 , 12,0 20,5- 10,5 1,5 15% 1,5 15%
Peritonitis tbc. 650 ccm 11,0 6,6 +10 21,0 16,6. 19,5 13,6 1,5 15% 3,0 30%
Vitium 1500 ccm 3,4 1,5 +50 53.4 51,5 ° 50,2 44,5 3,2 6,4% 7,0 14%
Pleuritis 1500 ccm . 6,0 o +50 56,0 50,0 53,0 43,5 3,0 6,0% 6,5 13%
Ulcus ventriculi 1500 ccm 4,2 %] —+50 54,2 50,0 50,1 . 48,1 4,1 8,2% 1,9 3,8%

* T = TiLLmaNs, B+M = BONSIGNORE-MARTINI.
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wird durch die Cupri- und Ferri-Tonen in groBem Grade
gestort, da diese durch das entstehende Leukomethylenblau
sofort zu Cupro- und Ferro-Ionen reduziert werden. Die
reduktorische Wirkung von o,1 mg Ascorbinsiure wird durch
0,1—o0,2 ccm der 1proz. Cuprisulfatlésung scheinbar voll-
kommen gehemmt. Die zur Verwendung gelangende Methylen-
blaulésung und das Untersuchungsmaterial miissen daher
vollkommen frei von Cupri- und Ferri-Ionen sein. Im Harn
gibt es zweifellos Stoffe (Urochrom B), durch die die re-
duzierende Wirkung der Ascorbinsiure gehemmt wird,” bei
entsprechender py; und bei Verwendung des Acetatpuffers
erreicht jedoch der durch die Hemmung entstandene Verlust
bloB miBige Grade. Der Verlust betrdgt bei geringen Mengen
(zo mg) hochstens 30 %, bei groBeren Ascorbinsduremengen
(50 mg) 6—14%.
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