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Die Blutzuckerbestimmung mit der o-Toluidin-Methode ohne Eisessig

Von A. HArTEL, R. HELGER und H. LANG

Aus der Biochemischen Abteilung der E. Merck AG, Darmstadt

(Eingegangen am 6. August 1968)

Bei der Blutzuckerbestimmung mit o-Toluidin bietet die Verwendung eines Gemisches aus Glycolsiure und Athylenglycolmonomethyl-
ither anstelle von Eisessig folgende Vorteile: keine Geruchsbelistigung, hohere Fatbausbeute. Die nach der neuen Variante erhaltenen
Glucosewerte stimmen sehr gut mit denen der bisherigen Methode iiberein, so daB die Anwendung des eisessigfreien ¢-Toluidin-Rea-
genzes zur Blutzuckerbestimmung im Kliniklaboratorium empfohlen werden kann.

The determination of blood sugar by the o-toluidine method without glacial acetic acid

In the determination of blood sugar with o-toluidine, a mixture of glycollic acid and ethyleneglycol-monomethyl ether has the following
advantages as a replacement for the glacial acetic acid: no irritant vapour, higher colour yield. The glucose values obtained with the
modified method are in good agreement with those obtained by the former method. The use of the néw o-toluidine reagent without
glacial acetic acid is recommended for the determination of blood sugar in the clinical laboratory.

Die Blutzuckerbestimmung mit o-Toluidin (1, 2) ge-
hort seit einigen Jahren wegen der Spezifitit, der
geringen Storanfilligkeit und der einfachen Durch-
-fithrung zu den Standard-Methoden der klinischen
Laboratorien. Allerdings besitzt sie im Vergleich zur
enzymatischen, Blutzuckerbestimmung einen Nachteil:
Durch die Verwendung von Eisessig als Losungsmittel
kommt es fast bei allen Schritten der Analyse (z. B. beim
Pipettieren des Reagenzes, bei der Durchfithrung der
Farbreaktion im siedenden Wasserbad, beim Messen am
Photometer) und beim Reinigen der GefiBle zu einer
Geruchsbelistigung. Wenn pro Tag einige Hundert
Analysen durchgefiihrt werden, was in gréBeren
Kliniken hiufig vorkommt, wird der Essigsiuredampf
zum ernsten Problem.

Man hat versucht, durch Verwendung von 50proz.
Essigsiure diesen Nachteil zu verringern (3). Dabei
muBte jedoch eine lingere Reaktionszeit und eine
geringere Farbausbeute in Kauf genommen werden
(siche Abb. 1), so daB sich das Verfahren in der Praxis
nicht durchsetzen konnte. Aus diesem Grund wurde
nach Moglichkeiten gesucht, die Blutzuckerbestim-
mung mit Hilfe der o-Tolnidin-Methode ohne Eisessig
durchzufithren. ‘

Untersuchungen iiber die 0-Toluidin-Methode

Glucose bildet mit o-Toluidin in Eisessig in der Hitze
einen griinen Farbstoff. Die Losung besitzt je ein
Extinktionsmaximum bei 380 nm, bei 480 nm und bei
620 nm. Wihrend Ketosen unter den gleichen Reak-
tionsbedingungen ebenfalls eine Absorption im nahen
UV-Bereich und Pentosen ein Extinktionsmaximum
bei 480 nm ergeben, ist das 620 nm-Maximum fiir
Aldohexosen spezifisch. Anstelle von ¢-Toluidin
konnen auch andere aromatische Amine mit einer
freien und einer Alkyl-substituierten. o-Stellung ver-
wendet werden (z. B. 2,3- oder 2,4- oder 2,5-Xylidin).
Dagegen bilden Anilin, - und p-Toluidin sowie 3,4-,
3,5- und 2,6-Xylidin und viele andere aromatische

Amine mit Aldohexosen nur das unspezifische Maxi-
mum im UV-Bereich. Auch hinsichtlich der Stérbat-
keit durch andere Verbindungen bestehen groBe
Unterschiede zwischen der Anilin-Methode (380 nm)
und der o-Toluidin-Methode (620 nm) (z. B. wird durch
Mineralsiuren die Ausbildung des 620 nm-Maximums
verhindert, wihrend die des UV-Maximums ver-
stirkt wird). Aus diesen Griinden beschrinken sich die
nachfolgenden Untersuchungen nur auf das ,,Aldo-
hexose-spezifische* Maximum und sind nicht immer auf
das sogenannte Anilin-Eisessig-Verfahren anwendbar,

a

0,50

g1

I | 1 |
5 70 5
t [Min2]

Abb. 1

i o-Toluidin-Methode mit Eisessig:
Farbentwicklung in Abhéngigkeit von der Zeit fiir verschiedene
Wassergehalte im Reaktionsgemisch

Reagenz: 10 ml o-Toluidin
100 m! Eisessig-Wasser-Gemisch
0,1 g Thioharnstoff
Analyse: O, 4 m! Glucose-Standard (20 mg/100 mi)!)

2 ml Reagenz

1) wasserfreie Glucose
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obwohl! diescs Verfahren manchmal als Variante der
o-Toluidin-Methode angeschen witd.

Bs empfichlt sich nicht, den Eisessig durch dic {iblichen Siuren
zu ersetzen. Im Falle der aliphatischen Monocarbonstiuren ist dic
Geruchsbeliistigung zu stark bzw. dic Loslichkeit im wiiBrigen
Mcdium zu gering. Dic Dicarbonsiurcn sind fest und auch mit
den in Trage komnmenden Ldésungsvermittlern nicht in ausrei-
chender Konzentration in Lésung zu bekommen. Aullerdem
teeten mit o-Toluidin hiufig Ausfillungen auf. Bel Verwendung
von Halogenfettsiuren oder Thiosiuren oder anorganischen
Sduren crhilt man keine bzw. nur duBerst geringe Farbaus-
beuten.

Ferner vethindert der Ersatz des Eisessigs durch organische
Losungsmittel dic Rntstchung des Farbstoffes.

Dagegen ist es moglich, den Eisessig vollstindig durch
cinc Losung von Hydroxycarbonsduren in hydroxyl-
gruppenhaltigen  organischen Losungsmitteln  zu er-
setzen. Dieses Reaktionsmedium bewirkt im Gegen-
satz zum Eiscssigreagenz keine Geruchsbelistigung. Es
licfert dariiber hinaus bei gecigneter Wahl der Reak-
tionsbedingungen sogar hohere Farbausbeuten.

Fiir dic Verwendung der im reinen Zustand kristallinen
Hydroxycarbonsiuren sind Lésungsvermittler notwen-
dig. Dic genannten hydroxylgruppen-haltigen or-
ganischen Losungsmittel sind hierfiir bestens geeignet,
da sie dic Farbreaktion nicht bzw. kaum stéren. Wegen
der héhetren Sicdepunkte werden Propanol und Athylen-
glycolmonomethylither bevorzugt. Es ist vorteilhaft,
die Sdure so weit wie méglich durch das Losungsmittel
zu ersctzen, da hierdurch die Viskositit der Reaktions-
16sung ernicdrigt wird. Bei zu geringer Sdurekonzen-
tration sind jedoch die Reaktionszeiten zu lang und die
Farbausbeuten zu klein: optimal ist eine Konzentration
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Einflud der Glycolsdurekonzentration auf die optimale Reaktlonszeit,
auf dic Farbausbeute und auf dle Viskositdt der Reagenzidsungen
Reagenz: 1 0 ml o-Toluldin

9 ml Qlycolsfiure-Athylenglycolmonomethyldther-

Gemisch
10 mg Thioharnstoff

Analyse: 0,2 ml Glucose-Standard (20 mg/100 ml)

2 ml Reagenz
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o Reagenz: 3(l)g Qlycols#ure

von 20—359%, (sichc Abb. 2). Zur weiteren Erniedri-
gung der Viskositit und zur Verringerung der GelbFie-
bung des Reagenzes kann man schlieBlich noch cine ge-
ringe Menge Mcthanol zusctzen, wobcei wihrend der kur-
zen Erhitzungszeit bei Gehalten unter 109, kaum Ver-
dunstungsverluste zu befirchten sind (siche Abb. 3).
Von den IHydroxycarbonsiuren sind Glycolsiure und
Milchsiure am besten geeignet, da sic aus den handels-
iiblichen technischen Losungen in der erforderlichen
Reinheit durch mchrfaches Umbkristallisicren bzw. durch
Hochvakuum-Destillation hergestellt werden kdnnen,
In geringen Konzentrationen kénnen auch Apfel- und
Weinsiiure fiir dic Blutzuckerbestimmung verwendet
werden, Die Verwendung von Citronensiure bedingt
oft Nachtcile, da dic handelstiblichen Produkte Spuren
von Aldosen enthalten, die sich nur schwer abtrenncen
lasscn. AuBlerdem ist dic Viskositit der Idsungen
relativ hoch, so daB3 Schlieren in der McBkiivette sich
nicht geniigend ausgleichen und Fehler verursachen
koénnen. .

Wie bei der Verwendung von Eiscssig sind auch bei
Verwendung von Hydroxycarbonsiiuren die Geschwin-
digkeit der Farbbildung und die Farbausbcute stark vom
Wassergehalt der Reaktionsldsung  abhingig. Ohne
Wasser bildet sich der griine Farbstoff verhiltnismiBig
schnell. Er ist aber auch relativ unbestiindig, so daB dic
Erhitzungszeit genau eingehalten werden muB. Da-
gegen entsteht der Farbstoff in Gegenwart von wenig
Wasser langsamer, er ist aber auch in der Hitze stabiler.
Bei Wassergehalten iiber 309 ist die Farbbildung fiir
cine Routine-Blutzuckerbestimmung berceits zu langsam.
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Abb. 3

EinfluB des Methanol-Qehaltes auf die Viskositit, auf dic Gelbfiirbung
und aufdle Verduxnstungs\\;}:rlustg dgs Reagcnzcs im sledenden
asserba

ml o-Toluldin
10 mf Thloharnstoff
Mcthanol-Athylenglycolmonometlwllithcr-
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Die Konzentration des aromatischen Amins, z. B. des
o-Toluidins, becinflut die Farbausbeute und die Be-
stindigkeit des gebildeten Farbstoffes (siche Abb. 4).
Wegen der Zunahme der Zersetzungsgeschwindigkeit
bei hoherer o-Toluidin-Konzentration empfiehlt es sich,
unter Verzicht auf maximale Farbausbeute bei einer
Konzentration von etwa 6%, o-Toluidin zu arbeiten.

Die Ergebnisse der Versuche zur Ermittlung optimaler
Reaktionsbedingungen, die nach den Kriterien Ge-
schwindigkeit detr Farbbildung, Farbausbeute und
Konstanz der Farbe beurteilt werden, sind in den Ab-
bildungen 2—S5 fiir das Beispiel Wasser/Glycolsiure/
Athylenglycolmonomethylither dargestellt. Bei Ver-
wendung anderer Hydroxysiuren bzw. hydroxylgrup-
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—se~—e——e— Farbausbeute in Abhidngigkeit vom o-Toluidin-Gehalt
des Reagenz
_ Zersetzung des gebildeten Farbstoffs in Abhingigkeit
vom o-Toluidingehalt des Reagenz bei 25°
Reagenz: 3g Glycolsdure

10 mg Thioharnstoff
7 ml o-Toluidin-Athylenglycolmonomethyldther-
Gemisch
Analyse: 0,2 ml Glucose-Standard (10 mg/100 ml)?)
2 ml Reagenz
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Abb. 5

o-Toluidin-Methode ohne Eisessig
Farbentwicklung in Abhingigkeit von der Erhitzungszeit

Reagenz: 1,0 ml o-Toluidin

5 ml Methanol

g Glycolsdure

g Apfelsiure

mg Thioharnstoff

ml Athylenglycolmonomethyldther
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penhaltiger Losungsmittel bzw. Amine erhilt man
dhnliche Zusammenhinge zwischen den einzelnen
Parametern; die Farbausbeuten sind jedoch meist
etwas geringer und die Maxima hiufig etwas verschoben.
Optimal ist ein Reaktionsgemisch, das aus 1 Teil o-
Toluidin, 0,01 Teilen Thioharnstoff, 1,5 Teilen Wasser,
4,5 Teilen Athylenglycolmonomethylither, 1 Teil
Methanol, 1,2 Teilen, Glycolsiure und 1,2 Teilen
Apfelsiure besteht. Da die Farbapsbeute fast doppelt
so hoch wie bei der Verwendung des iiblichen ¢-To-
luidin-Eisessig-Reagenzes ist, kann man ein kleineres
Volumen des eiweiBfreien Uberstandes (0,2 m/ Uber-
stand anstelle von 0,4 m/ pro 2 m/ Reagenz) zur Ana-
lyse verwenden.

Methodik?)

1. Glucosebestimmung in Vollblut, Serum oder Plasma
Farbreageng,

12 g Glycolsiure, 12 g Apfelsiure, 100 mg Thioharnstoff, 5 m/
Wasser, 10 m/ Methanol und 10 m/ ¢-Toluidin werden in 45 m/
Athylenglycolmonomethylither gelost. Bei Raumtemperatur etwa
1 Jahr haltbar.

Enteiweiffungslisung
5 g Trichloressigsiure in 100 m/ Wasser 16sen.

Standardlsung

100 mg wasserfreie Glucose in 100 m/ 0,15proz. wiBsr. Benzoe-
siurelosung aufldsen. /’
Ausfiibrung

Zu jeder Analysenserie werden nur eine Blind- und ein bis zwei Stan-
dardproben angesetzt.

A) EnteiweiBung: In Zentrifugengldser einpipettieren:

Analyse Standard Blindprobe
EnteiweiBungslosung 1,0 ml 1,0 mi —_—
Vollblut bzw. andere 0,1 m! —_ —_

Korperfliissigkeit

Standardlgsung —_ 0,1 ml —
mischen, Analysen'probe 5 Min. lang zentrifu'gieren
B) Farbreaktion: In Reagenzgldser einpipettieren:

Analyse " Standard Blindprobe
EiweiBfreier Uberstand 0,2 ml — —_
Standardgemisch —_ 0,2 ml —
EnteiweiBungslosung —_ —_ 0,2 ml
Farbreagenz 2,0ml . 2,0 ml 2,0 m!l

Mischen, 5—6 Min. lang in ein siedendes Wasserbad und dann sofort
in kaltes Wasser stellen.

Nach dem Abkiihlen die Extinktionen der Analysen- und der Stan-
dardprobe gegen die Blindldsung moglichst kurz hintereinander
messen.

Extinktionsmaximum: 625—630 nm

Filter: zwischen 575 und 650 nm z. B. Hg 578;
Hg 623; J 62,5 :
Schichtdicke: 1cm.
Berechnung:
Glucosegehalt = —Aml¥e 100 (mg/100 m/).
) Estandard

2) Diese Methode ist demnichst als Merckotest-Reagenziensatz
erhiltlich.
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In Kiirge erscheint

G. EBer

Pfortaderhochdruck und EiweiBstoffwechsel

Indikation und metabolische Konsequenzen porto-kavaler Anastomosen

bei Leberzirrhosekranken

Von Priv.-Doz. Dr. med. Gregor EBer

Chirurgische Universitéts-Klinik und Poliklinik Bonn (Direktor: o. Prof. Dr. A. Gitgemann)
Mit 49 Abbildungen. Oktav. XII, 190 Seiten. 1969. Plastik flexibel DM 36,—

In der ganzen Welt steigen die Krankheiten der Leber an. Die Hepadtitis steht mit an der Spitze der Infektionskrankheiten. In der
Bundesrepublik Uberireffen Leberschdden die Frequenz der Tuberkulosefélle. Die Anzahl der Leberkranken entspricht annghernd

der der Zuckerkranken.

Die vorliegende Arbeit wurde in der Absicht geschrieben, anhand der Erfahrungen an einem einheitlichen groBen Krankengut sowie
aufgrund tierexperimenteller Studien eine aligemeine sowie spezielle Orientierung ber Indikationsgrenzen und Behandlungs-
probleme der porto-kavalen Anastomose bei Leberzirrhosekranken mit Pfortaderhochdruck zu geben. Es war Bestrében des Autors,
sowohl dem am Problemkreis der portalen Hypertension besonders interessierten Kliniker und Wissenschaftler als duch dem Allge-
meinpraktiker einen Einblick in die Pathophysiologie des Pfortadérhochdrucks und der Pfortaderchirurgie zu vermittein. Gleéichzeitig
aber sollte diese Arbeit den in der Praxis tdtigen Hausdrzten und Fachdrzten eine Hilfe fir die Auslese operativ zu behandelnder
blutungsgefdhrdeter Leberzirrhosekranker und in der postoperativen Weiterbehandlung dieser Patienten sein.

WALTER DE GRUYTER & CO - BERLIN 30

Es hat die Stabilitit und Linearitit eines
Doppel-Strahl Monochromator-Gerites, kostet
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Abb. 6

Vergleich der o-Toluidin-Methode mit Eisessig (Merckostest) mit oder
ohne Eisessig
Glucose-Bestimmung im Serum

2. Glucosebestimmung im Liquor und im Urin

Anmerkang:

Die Anwendung dieser Methode setzt voraus, daB das Volumen von
0,02 ml sehr genau pipettiert wird. Falls keine geeigneten Pipetten
zur Verfiigung stehen, wird der Urin, bzw. der Liquor nach der fiir
Vollblut bzw. Serum angegebenen Vorschrift untersucht. Unter Ver-
zicht auf Genauigkeit kann aber auch im Serum und Plasma der
Glucosegehalt nach dieser Schnellmethode bestimmt werden.

Verdiinntes Farbreagenz,

10 Teile des oben beschricbenen Farbreagenzes werden mit
1 Teil Wasser verdiinnt.

Ausfithrang:

Zu jeder Analysenserie werden nur eine Blind- und 1—2 Standard-
proben angesetzt.

In Reagenzgldser pipettieren:
"~ Analyse Standard  Blindprobe

Liquor bzw. Urin 0,02 m! —_ —_
Standardlésung —_ 0,02 m! —
Verdiinntes Farbreagenz 2,0 ml 2,0 ml 2,0 ml

mischen, 5—6 Min. lang in ein siedendes Wasserbad und dann sofort
in kaltes Wasser stellen. Nach dem Abkiihlen die Extinktionen der
Analysen- und Standardlésungen gegen die Blindlésung moglichst
kurz hintereinander messen. Bei Extinktionen iiber 1,5 0,5 cm-Kii~
vette verwenden oder 1 m! der Analysen-Losung mit 4 ml verdiinntem
Reagenz verdiinnen, messen und das Ergebnis mit 5 multiplizieren.

] +

/

Glucose [%)] Hexokinase -Methode

o= +,
A+
e
s
+
+
05— *.,_/ y=0396x+0,03
+ T=0997 *
# / s=01
hd
#
# [ | |
0 05 30 15
Glucose [%] o-Tolvidin-Methode ohne Eisessig
Abb. 7 .
Vergleich der o-Toluidin-Methode (ohne Eisessig) mit der Hexokinase-
Methode

Glucose-Bestimmung in Diabetiker-Urinen

Ergebnisse

Die Brauchbarkeit der neuen Methode zeigt sich bei
Paralleluntersuchungen von eiweiBfreien Uberstinden
und von Urinproben mit der alten und der neuen ¢-Tolu-
idin-Methode und der Hexokinase-Methode. Die Ergeb-
nisse sind fiir die mittleren Konzentrationsbereiche in
den Abbildungen 6 und 7 dargestellt. Man findet keine
signifikanten Unterschiede in den gemessenen Glucose-
Werten. Wegen der genannten Vorteile (keine Geruchs-
belistigung, groBere Empfindlichkeit) ist die neue Va-
riante der alten ¢-Toluidin-Eisessig-Methode jedoch ein-
deutig iiberlegen.

Wir danken Friulein R. FINKENAUER, Frau A. Himser, Friulein
H. Konrscatrrer und Frau E. Atanasova fiir die Durchfithrung
der Versuche.
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