
gespalten; eine daron wird das tei tiaie Hydtoxyl a n  C,, sein. 
Die Stellung der zweiten leicht acetylierbaren OH-Gruppe 

laWt Jensen noch offen Das 
diitte Hydroxyl sol1 sich 

o/' FI nun in einer Oxymethyl- 
Giuppe an C,, oder C,, fin- 

\ o /  Schwefelsaure bei 70O lie- 
fert Marinobufagin Formal- 
dehyd. Es zeigt damit ein 
ahnliches Verhalten wie das 
schon genannte Ouabain 

SchlieBlich gibt J e n s e n  an, dalJ es ihm gelungen ist, iiii 

I1 
L I  r, 

, 
/\/\/ 1 o i r  

\/\/ ( \ A t ' )  
l.Inrinoliii: 1x1 11 (Jensen) 

Cliioiiisaure-Oxydaticnsp:odukt des Marinobufagins eine 
Aldehyd-Gxuppe nachzuweisen. Da Tschesche u. in 
diesein Genin noch drei Doppelbindungen durch katalytische 
Hydrierung gefunden haben, schreibt Jensen dem Marino- 
bufagin Porniel (XXVI) zu. 

E'iir die arideren in Tab. T aufgefiihrtcn Kroten-Getiine ist (lie 
clietriische Untersuchung kauiii oder nieist iiberhaupt nicht iiber 
die Aufstellung der Eruttoforniel hinausgekoninien, oder sie sind niir 
pharmakologisch gepriift worden. Bei den beiden Cenineri cler siirl- 
ariierikanischen Kratenart Rufo arenarurn rniissen die gegenseitiga 
Ikziehungen erst noch aufgeklart werden, so (la8 es sich iui Rahnien 
tlieser %usaitimcnfassung eriibrigt, niiher darauf einzugehexi. 

0 8 )  Ebeirdn 89: "301 [19330]. 
Eingeg. 2.  J i i l i  1942. [A. 391. (SchluU Polgt.) 

Analytisch-technische Untersuchungen 

Zur colorimetrischen Bestimmung des Sauerstoff s in strtimenden Gasen 
V o n  D r  - I  tag H E I N R l  L H  .M.4 iCTI iA  u n d  DapI -Llzeuuz 
M a t t  nus d e m  S c h l e s z s c h e n  K o h l e n  f 0 1  s r l z u n g s i n r t i t u t  d e v  I ~ a a s e r - ? V a I h e l m - C e s e I l s c h a f t ,  B i e s l a z i  

G U N Z  H E R  W E R N E R  

~i dieseni Zweck benutzen Hofev u.  z'. Wartenbergl) einealka- 
z l i  sc h e Natriurnhy-drosulfit-Losung, der eine bestirnnite 
Menge Ind&ocarmin (5,5'-1ndigo-disulfonsaui-e) zugesetzt ist2). 
Der Farbstoff wird in dieser 1,osung verkiipt ; der durchperleritie 
0,-haltige Gasstrom oxydiei t die Leukoverbindung wieder zuni 
F'arbstoff, wobei die Farbe von Gelb in Hlaugrfin iibergeht, die 
clur ch zwei empirische Vergleichsf arbeii -- (hiinea echt gelb 
uiid Columbiagriin3) - festgelegt sind. Der Verlauf der Farb- 
vertiefung zwischen deli beiden Eichtonen wi: t i  beobachtet und 
die dazu e . forde:liche Gasmenge niit dem Gasmesser bestimnit. 

Dieses Verfahren, das fur die Betriebskontrolle gedacht 
war, wurde \-on uns zu einer Prazisionsbestiinniung ausgebaut 
und in einigen wesentlichen Punkten abgeander t . Die Far b- 
anderung der verkiipten Indigocar min-Losung hangt stark voiii 
Alkali-Zusatz ab. In bicarbonatalkal ischer  Losung geht 
die Farbandeiung von Gelb zu Blau, oline rote Nuancen zu 
durchlaufen. In stark alkalischer Losung bildet sich das 
Na-Salz der 5,5'-Tndigo-disulfon aure, das eine unrein gelbe 
Farbung gibt und nicht verkiipbar ist. 

In 0,15 n-Nat ronlauge  gibt Indigocarniin eine blaugriiiie 
Losung, de.en Farbe beirn Veikiipen rein gelb mird und bei 
der Osydat ion die Farbtijne Orange, Kot, Violett durchlauft 
und bei Blaugrun endet. Diese Parbskala gestattet einen selir 
genauen Farbvergleich, weil sie vie1 differenziei ter ist als cler 
Farbumschlag \-on Gelb zu Rlau. Deshalb legten wir sie 
unserem Vei fahi en zugrunde. 

Die eingangs genannten Ve: gleiclisfarben sincl fiir diese 
Farbskala unbrauchbar, weil sie deien Enden zu nahe liegen. 
Unsere Vergleichsfarben - Ka p h t li ol or  a ng e und Indigo  - 
carmin  -- liegen weiter riach der Mitte der Skala, wodurch 
die Farbentwicklung der Keaktionslosung Vorlauf und Auslauf 
erhalt. Erst dadurchwii d eingenauer Farbvergleichnicglich. Ila 
ferner die Ablesegenauigkeit eines Gasmessers in keineni Ver- 
haltnis zur Scharfe steht, rriit der die Farbgleichheit in Re- 
aktions- uiid Vergleichslosung zu erfassen ist, arbeiten wir mit 
konstanter Stromungsgeschwindigkeit (@,5 l/min) und bestimmen 
die Dauer der Farbiinderung niit der Stoppuhr auf rolle 
Sekunden. Der 0,-Wer t we d einem Konzentration-Zeit-Dia- 
gramm entnommen. 

Die Apparatur (ilbb. 1) ist giundsatzlich die gleiche ge- 
blieben; sie steht in einem Kasten, in den lediglich durch eine 
Nlilchglasscheibe das Licht einer Soffittenlainpe (40--60 Watt) 
fallt. Die beiden Flaschen sollen inoglichst den gleiclien Durch- 
inesser haben w-ie das Abso: ptionsgefailj. Dieses wird mit 
300 en13 destillierteni Wasser, 5 em3 kalt ges. Indigocarmin- 
Losung und 1 cnia 4n-NaOH gefiillt, der Tropftrichter bis 
zum Ende des ,4uslaufs mit 10yoiger Natriumhydrosulfit- 
Lbsung. Damit wahrend der Messung kein Hydrosulfit nach- 
tropft, wird an einem D;aht ein Stiickchen Filterpapier be- 
festigt und unter den Tropftrichter gebracht. Hierauf wircl 
der Gasstrom auf 0,5 l/min eingestellt und durch einen Stro- 
rnungsmesser am Gasaustritts! ohr kontroiliert ; gegen Schwan- 

l) a) Diese Ztschr. 38, 9 [1925]. b) Dieselhen, Diss. T. H. Dansig 1623; 0 )  Sschlich uuver- 
anderte Ausziige in: 7. Buye?: Gasanalyse, Encke Stuttgart. 1. 11. IT. Aufl. 1938 u. 1941. 

a) Frunzen, Ber. dtsch. chem. U-es. 39, 2069 [1906]. 
9) Der I. G. Fsrbenindu3trie A-G., Ludwigshafen a .  I t h , ,  siiiil wir fiir clir hrl: issuiig 

ilieser Filrhstoffe zu Dmik verpflichtet. 

kungen ist das Yerfahren wenig enipfindlich. Als Gaseiii- 
leitungsrohr dient eine Jenaer I'ritte G 1. Das ,4bsorptions- 

/-- 

I/ 
Abb. 1. Der besseren Ubersicht wegen ist der Tropfenfanger weg- 
gelassen und nur die fur ihn bestimmte Bohrung im Stopfen an- 
gedeutet. Die punktierten Linien bezeichnen die Lage des 

Beleuchtungsschlitzes. 
rohr wird d a m  1 mill mit dem Gasstrom gespiilt, Hydrosulfit 
zugegeben, bis eben reine Gelbfarbung auftritt, und die Zeit 
bestimnit, in der sich die Farbe von Orange bis zum hlauen 
Eichton entwickelt. 

T:ibell(: 1 .  
Streuuiig dpr hialgacuwcrti~ 

9;) t s  dt fur Dlellf?hler = + 2 s 

I,O 
u ,'J 
0,s 
0,'i 
0,0 
0.5 
0.4 
n,:j 
0,e 
0,l 

Tab. 1 elithalt die Daten, die iinserer Eichkuri7.e (Abb. 2) 
zugi unde liegen 

1 8Mtn 0 

Xbb. 2. Eichkurre: Diagramni aus 0,-Konzentrntion in \'ol.-;{, 
und Zeit in Stkunden. 
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Die Streuungen der Aiialysenwerte sind fur einen Feliler 
von 1'2 s bei der Zeitmessung berechnet. Diese Genauigkeit 
ist leicht einzuhalten ; daniit der MeBfehler klein bleibt gegeir 
iiber deni MeBergebnis, ist fur hohere 0,-Konzentrationen die 
Dauer der Farbentwicklung zu verlangern, fur niedere zu ver- 
kiirzen ; dies geschieht durch Erhohung bzw. Senkung des 
IJarbstoffzusatzes irn Absorptionsrohr. MeBfehler ron 4 5  s 
zeigen einen apparativen oder inethodischen E'ehler an. Der 
quantitative Kachweis vr)n rtl. 0,2./b , 0, dauert insgesaiiit - 10 tnin, dabei werden - 5 1 Gas verbraucht ; zuni Nachweis, 
daW ein Gasstroni weniger als 0,05yo 0, enthalt, sind 10 1 
notwendig, fur die Doppelbestimmung also 20 1. Storend sind 
Gase xiiit saurer Reaktion, wie CO,, H,S, SO,, 11. zw. schon 
in Konzentrationen von - 1% ab, weil sie die Alkalitat der 
Reaktionslosung andern und der Farbumschlag an einen ver- 
hiiltnism&Wig schnialeii p,-Bereich gebunden ist (s. 0.). -4uBer- 
cleixi storen ungesattigte Kohlenwasserstoffe voxi - 10% ab, 
weil auch sie durch alkalische Na,S,O,-Liisung langsam osy- 
diert werden. 

Reagentien. 
Die Losung von Nat r iurnhydrosul f i t  ist uur selir begrenzt 

haltbar und deshalb jeden Tag friscli anzusetzen. %ur Bestimrnung 
klciiier 0,-Konzentrationen ist die lO%ige Losung wrteilhaft noch 
weiter zu verdiinnen. 

Zur Bereituiig der I n d i g o c a r m i n - ~ o s u n g  werdeii 4---5 g 
,,Itidigocarniin optimum, teigformig, Merck" in 1 1 Wasser durch 
kurzes Aufkochen moglichst rollstandig gelost, die bosung auf 
Zimmertemperatur abgekiihlt und filtriert. Zuni Zeichen der 
Sattigung soll auf der Nutsche ein kleiiicr Riickstand Indigocarniiri 
hinterbleiben. 

Die Vergleichsfarben werdeii folgendermaWen hergestellt : E'iir 
den Eichton Orange werdcn 50 Tropfen eiiier kalt gesattigteii 

1,osutig ~ o i i  Kaphtholuranye  i n  200 cniY \Vasser eiiigetropft. 
Die Losung ist lichtbestandig und andcrt ihre Nuance auch i n  
mehreren Monxtcn nicht merklicli. Fiir tien Eichton Rlaii werilcii 
3 cms der kalt  gesattigten In~~igocarmin-~ ,osu i ig ,  die auch in1 
Absorptioiisrohr verwandt wird, niit 200 tins n'asser Tertliiiint. 
Die 1,osung bleicht im Hellen wie im Dunklei1 langsarii ails. 1Yi1- 
die Vergleichslosung ist dies aber ohne 13edeutiiiig. dei in  man w i i l i l l  
d s  ScliluBpunkt cler Messung nicht die Parb~leichlivit ii i  AIisor]> 
tionsgefao und Vergleichslosung, sondern den Augenblick, iii tlciii 
die Rotkomponente im Parbton der MeWlosung ebeu versrhn~iiitlv! 
iincl der Farbton in ein reines Rlau iibergeht. Z s  kotnn1t also 
weniger auf die inimer ~leichbleihentle Stiirke tler blaucii \'ci-- 
gleichslosnng an, sondern rlarauf, tiaD sic clci i  cliarakteristisclicn 
Kotstich zeigt. 

Dagegen darf diese 1;iibestaiidigkcit iiiclit \-crii;ichliissigt 
werden bei der Indigocarniin~Losung, dic zur Yiillung ilcs All)sor])- 
tionsrohrcs dient. Uiescr Variablen wird auf folgencle \\ 
nung getragen : Die Bestimmung wird niit eiriem Gas bckauiilvii 
0,-Gehaltes n"/b durchgefiihrt. Der Eichkurrc ist die Zcittlaucr t 5 

fiir den Farbumschlag zu entnchmen. In  mchrcren T'ersurhcn ivii-(l 
die Menge x cm3 der Farbstofflosung bestiinint, tlic der Kenktioiis- 
losung im Absorptionsrohr zugcsetzt wcrden muB, clainit rlcr Stiucr- 
stoff-Konzeiitration II $/o die Zeit t s eiitspricht 

Zur Eichung dienten Gase aus Stahlflaschcn, 11. T X .  S , ,  
H,, CO, CH,, die geringe Mengen 0, riithielten, nuWcrtlcni 
Mischungen dieser Gase mit vollkommen 0 , - h i e m  Stickstoff. tlcr 
in einer von Meyer u. I20nge.4) beschriebenen i2iiordnung her -  
gestellt wurde. Zur Mischung der Gase dienten g e n  a u  durcli- 
geeichte Stromungsmesser. Sehr clegaiit ist der Vorschlag ~ o i i  

Hofer u. u. Wurtenber.g'bj, den Saiicrstoff-Zusatz elcktrolytisch xi1 

erzeugen und durch Kegelung tler Stronistarke x u  tlosiercn. 
Einqeg. 6. Oh-tober 1942. [A.  .ZS.I 

4, Diose Ztschr. 52, 6% [l!)YY]. 

Colorimetrische Bestimmung der AlphalAminosauren Arginin und Tyrosin im EiweiB*) 
l'on P ~ ~ i ~ ~ a t d o z e ? ~ t  D r  E' R A  1'7 E R B E R G  
L n n dw T'e v 5 u c h F 7 t n t a o n d e s D e u  t s c la e n K C L  1 i s y n d a k a t e s , H e  Y 1 i n - L 1 c 11 t a t f P I d e - S aid 

ie a-Amitiosauren, aus derien das EiweiB aufgebaut ist, D bestimnien nacli Art und Menge den Wert der EiweiBstoffe 
als Nahrungs- und Futtermittel. Zur Bestimmung der Amino- 
sauren miissen die EiweiBstoffe hyclrolysiert werden ; dies ge- 
schieht mit Fernienten, Sauren oder auch Laugen. Da die 
Praparate zur fermentativen Hydrolyse haufig Aminosauren 
enthalten, die gesondert bestimmt werden miissen, und da ihre 
Wirksamkeit durch Begleitsubstanzen der EiweiBstoffe beein- 
fluBt werden kann, sind dieErgebnisse etwas unsicher, Anderer- 
seits wird bei der Hydrolyse rriit Sauren oder Laugen, die besser 
reproduzierbare Ergebnisse liefert, nicht die gleiche Menge an 
Aiiiinosauren gefunden wie bei der ferinentativeii Hydrolyse, 
so daB nur bedingt Schliisse iiber die Verwertbarkeit der 
EiweiBstoffe durch den Tierkorper zu ziehen sind. AuUerdeni 
werden beini Kochen init den relativ starken Sauren und 
Laugen organische Verbindungen zerstort und in dunkelbraun 
oder auch schwarz gefarbte Substanzen iibergefiihrt, die das 
Hydrolysat intensiv farben und entfernt werden miissen, wenn 
die Aminosauren colorimetrisch bestinimt werden sollen. 
Haufig sind in den Hydrolysaten auch Verbindungen ent- 
halten, welche ebenfalls eine Parbreaktion geben wie die zu be- 
stinimende Aminosaure und daher ebenfalls vor cler A4nalyse 
z ~ i  entfernen sind. Die Entfernung derartiger Verbindungen 
ist i. allg. schwieriger als die Entfernung der gefarbten Sub- 
stamen. Einzelne Verbindungen lassen sich wohl durch Aus- 
fallung beseitigen, andere konnen durch A4iisschiitteln uiit 
Ather, Chloroform usw. entfernt werden, wobei die p,-Zahl 
des Hydrolysats eine grol3e Rolle spielt. Ob Sauren oder 
Laugen zur Hydrolyse ZLI verwenden sintl, richtet sich nacli 
tler Empfindlichkeit der Aminosauren. SchlieNich ist (lie 
Haltbarkeit der gefarbten 1,osung zu priifen. 

-4lle die ;e Schwierigkeiten sind zu beachteii und inoglichst 
zu unigeheii, wenn eine brauchbare Bestiinmungsiiiethode aus- 
gearbeitet werdeii soll. Die ilrginin-Bestimtnung, die in1 
folgenden gexhildert mird, ist ein lehrreiches Beispiel hierfiir 
und wie es gerade bei coloritiietrischen Restimmungen darauf 
ankoriinit, daB alle wohliiberlegten und ausprobierten Vor- 
schriften genau eiiigehalteii Tverden. 

Arginin- Bestimmung . 
lliecolorinietrischen Methoden zur Bestiniinung der einzeltien 

Aminosauren haben sich haufig aus Farbreaktionen entwickelt, 
die zum clualitativenNachweis der EiweiBstoffe benutzt werden. 

1925 war \-on S u h u g ~ ~ c h i ~ )  entdeckt worden, (lala I+:ineiId- 
stoffe niit a-Saplithol und Natriuniliypochlorit eiiie Itot- 
farbung liefern, und daM die Rotfarbung auf das rlrginiii 
zuriickzufiiliren ist . PoZlev2) untersuchte, welche \Terbindungen 
aufler Arginin eine derartige Rotfarbung gebeii, und fantl 
eine positive Reaktion hei Dicyandiamid, ~onorneth?;lguaiiiiliii 
IISW., negative Reaktion z. B. bei Guanidin, asym. Diiiietliyl- 
guanidin, Nitroguanidin usw. Fiir das Auftreteii cler P'ar1)- 
reaktion ist tler Guanidin-Kein rerantwortlich, u. zw. iiiuld 
mindestens ein Wasserstoff-Atom substituiert sein; aul3ertleni 
rliirfen von einer Amino-Gruppe zwei ~~asserstoff-Atoine iiiclit 
substituiert sein, und schlieglich clarf keine .k~iiino-(:ruppe 
iiiit einem negative11 Substitueiiten verbunden sein. T y i i i  die 
Haltbarkeit der Rotfarbung zu verbessern, er 
das Hypochlorit durch Hypobromit und zerst 
scliiissige Hypobromit durch Harnstoff ; durch Eiskiihlung 
wird dafiir gesorgt, daB die Reaktion niclit zu sclinell verliiuft 
Wie bei vielen colorimetrischen Methodeii inuli auch ljei dei- 
Arginin-Bestimmung die Intensitat cler entstandenen 1:arb- 
losung nach einer genau einzuhalteiiclen %eitspaiinc ii:ic.li 

Zugabe der Keagentien gemessen werden. 
Die Hydrolyse erfolgt mit Siiu--en, 11. zm-., da die 2stiiiitlige 

Behandlung mit 10°/,iger Sch~vefelsiiiure bei 200n ini zu- 
gesch~~iolzenen Kohr nach  lclein 11. 7'ai4biick4) bei Seiienunter- 
suchungen zu unistancIlic1i ist, riacli .A [ t e n  11. ~ a i r p t 5 j  tlurcli 
Koclieii niit Schwefelsaure bei nornialeiri 1)rucB. 1 3  
Schwefelsaure-Konzentration, Hydrolysierzeit und 
auf die Xrginiii-Meiige, die bei der Hydrolyse in I, 
bracl-it wiril, wurclen iiberpriift. Danach wachst iiiit 
Konzentratioii tler Scliwefelsiiure die Ausbeute an ,Argiiiin ; 
bei eiiier Versuclisreihe iiiit Haferstroh fanclen wir z. E. bei 
5oAiger Sclirvefelsaiure 10,5 *[ iirginin, bei IUxiger 1 1  ,.j -;, 

bei 1574iger 12 y, bei 20o,/,iger 12,5 y, bei 25ohiger 13,5 -; uiitl 
bei .?O%iger I3,5 -! Xrginin. Die Hylrolysierzeit untl such 
die Eiriwaage habeii praktisch keinen Einflufi. Die Pflrnzeii- 
proben iniissen fur die Hydrolyse fein zerkleinert werdeii, 
es gcniigt aber, menn sie in einer D r . - I ~ o ~ ~ ~ z e ~ ~ - S c l i l a ~ ~ ~ i i i l ~ l e  
so weit zerkleiner-t wertlen, tlaB die Probe eiri 1-111ii1-Siel~ 

") Vurgetrageu auf  der Krieg~arboitst,aguLlg der Irbeitsgruppe fur h i11 ,~ t~ .  CliC,ulit. ~ i j ~ i i  

I) J. Biochemistrj- 5, 25 [1925]. Rev. iltsch.  lam. (;w, 59. l ! ~  [I!r?iq. 
a) J. biol. Cheinistrx 86, 217 [1H30]. 
9 Biochem. 2. 251, 10 [1932]. 
5 ,  Bodclll;uil~le ( I .  L ' i l ~ i ~ ~ ; I C i ~ ~ . ~ i i L i i ~ ~ .  16. 372 [l 

der FBBK ilcr Ucoheina ain 24. O k t n i m  1922 ill Frmkfart  a.  K. 
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