
t Eichung selbst bentitigt man eine Standardlbung mit bekanntem 
P-Gehalt. Feingepulvertes prim. Yaliumphosphat wird im Exsic- 
cator nber Schwefelsaure grnndllch getrocknet. 0,4394 g davon 
werden in lo00 cms Wassergeldst, das 33 cm8 konz. HISO, ent- 
halt. Diese Ltisung enthalt 0,l mg P auf 1 cma und ist unbegrenzt 
haltbar. Zum alsbaldigen Verbrauch kann sie bellebig mit H,O 
welter verdtinnt werden. 

Fnr die Kolorimetrierung dient das Schott-Filter GG 1 I ,  das 
ein Durchlassigkeitsgebiet von -550 mp an aufwarts hat  uhd 
von 410 mp an abwarts stark absorbiertl?. Um eine einzige Eich- 
kurve fnr den ganzen Yonzentrationsbereich zu erhalten, wurde 

rn 20 40 min eine.mittlere Schichtdicke von 15 mm gewahlt, wie sie die recht- 
eckigen Trogkfivetten des.Kolorimeters besitzen. Als MeSmethode 
d i d  das von B. Lange alS ,,Ausschlagmethode" bezeichnete Ver- 
fahren"). Als photometrische Vergleichsltisung wird eine Blind- 
probe benutzt, die bis auf die Abwesenheit des P-haltigen Mate- 
rials a l le  Zusatze des A~~~~~~~~~~~~~ enthalt. 

c 
.? 

E 
I c * 

c < G 
l?2. 

Blld 3 

Dunklen gehaltene Pro%e; 11:  im Sonnenllcht gehaltene probe 

nach etwa 5 min ein Maximum erreicht wird. Dann folgt ein Ab- 
fall der Extinktionswerte, der zunachst schnell, dann langsamer 
vor sich geht, bis nach 20 min eine schwache stetige Abnahme 
der Extinktion einsetzt, die in dem Zur Kolorimetrierung einer 
langeren Versuchsserie notwendigen Zeitraum cine befriedigende 
Konstanz zeigt. Ins direkte Sonnenlicht gebrachte Proben zeigen 
einen prinzipiell ahnlichen Verlauf ihrer Zeitkurve, nur da6 die 
Abnahme der Extinktion mit der Zeit &was grSBer ist. Es em- 

Veritndcrung der Mol bdlnblauiarbung mlt der Zelt. I: Im 

A r b e i t s v o r e o h r i f t  z u r  Bes t .  den G e e a m t - P  i n  EiwciDsubetanzen  

Die Probo, die bin zu 0,15 mg P onthalten darf undim Mittel 10 mg EiweiD 
onthalten kmn, Grd i m  Roagenzglas oder Kkro-KjeIdahlkoIben mit 15 
Tropfen konz. Ha806 versetzt und suf dern elektriach beheizten Sandbad 
erhitzt. Wenn allell HaO verdampft iet, WBB am Auftrcten Von SO.-Nebeln 

Abkilhlon 1 Tropfen Perhydro1 30% (Merok) hinzugefiigt. Darauf wird nooh- 
mah 30 min auf dem Sandbad weiter erhitzt. Der abgekiihlte AufschluO, der 

pfiehlt daher, die proben im ~ ~ ~ k ~ l ~  aufzubewahren, biS erkennbsr ist, wird der AuieohluO vom Gmdbad genommen und nach kuracm 

kolorimetriert werden. 

D u  photomstrlrchs Verfahrsn 
Bei dem angegebenen MeSverfahren mlt dem lichtelektrischen 

Lange-Kolorimeter gentigt es im allg., wenn eine einmalige Ver- 
fahrenseichung durchgefnhrt wird, die zu einer ein f a r  alle Male 
festgelegten Eichkurve ftihrt. Bild 4 gibt eine solche Eichkurve 
ftir den Bereich von 0,000--0,150 mg P wieder. Bei der Yonzen- 

tration 0,OOO mu6 die 
96 Yurve durch den Yoor- 

C dinat enanfangspunkt 
gehen, wenn die be- 

.2 44 nutzten Reagenzien 
I: frei von P sind. Bei 

einem Wechsel der 
Reagenzien besonders 
bei Ubergang zu Sub- 
s tamen von geringerem 
Reinheitsgrad mu6 ''' mgp q'5 diese Bedingung sorg- 
faltig nachgeprnft bzw. 

Bclaplel elner Eichkurve zur kolorlmctrlschen eine neue Eichkurve 
aufgestellt werden. 

Fur besonders wichtige Bestimmungen empfiehlt es sich, den 
in einem Vorversuch angenahert ermittelten P-Wert noch einmal 
in zwei Eichwerte einzugabeln, deren innerhalb der Fehlergrenze 
genaue Lage auf der Eichkurve die konstante Ubereinstimmung 
aller Versuchsbedingungen mit den Bedingungen der Verfahrens- 
eichung erweist. Ftir diesen Zweck sowie zur AusfPhrung der 
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Konzentmtion 
Bild 4 

P-Bestlmmung 

wasserklar und ungefkbt aueaehen sol1 (andernfalls ie t  Perhydrol-Zugabe und 
Erhitzen zu wiederholen), wird in  einen 100 oma MeDkolben iibergesplllt und auf 
ein Volumen von etwa 50 om' gebraoht. Dann vereetzt man mit 1 Tropfen 
einer l0/ggen wurigen a-Dinitrophenol-Lasung und Ut nus einer BIirette 
noviel 3 n Na-Aoetatlaeung hinrutropfon, bin ein sohwacher gelber Fnrbton 
auftritt. DUU sind etwa 4 om' srforderlioh. Dann wird aufgefilllt bie etwa 
8 W 5  cma Volumen und 2 om' MolgbdBnschwefeLePure (1 Teil lOO/Bge 
Ammoniummolybdat-L(1sung + 3 Teilo 19,4 n &SO,) hinzugefiigt. En wird 
umgesohtittelt, init 3 Tropfen frisoh bereiteter SnCl,-LUsung (1 g SnC1, p. 8. 

in 10 om' konz. HCl unter voreichtiiem Erwkmen friaoh gelaet) vernetzt, 
s o f o r t  kraitig umgeschiittelt und bin zur Marke aufgefilllt. Dann wird die 
Probe 30 min ins Dunkle gestellt und photomctriert. Ale BezugdOsung d i e d  
ein Blindoerauoh, der farbloe eein muP, wenn die verwandten Reagenzien frei 
von P sind. 

A r b e i t s v o r s o h r i f t  z u r  Bes t .  den ale P h o n p h a t  v o r l i e g e n d e n  P 

Die eiweiBhaltige Lasung wird mit 2 ema Wassor vordiinnt und darauf 
mit 2 oma 25%iger Triohloressigslure vernetzt. Es wird after umgeschiittolt, 
naoh 30 min der Niedereohlag abfiltriert und rnit 2-3 ema Wseser naohgo- 
waschon. Darauf wird das Filtrat f Waschwasecr in einen 100 cms MeOkolben 
Ubergespillt, auf etwa 60 om' aufgefiillt, rnit 2 om8 Molybdenschwefelsaurc ver- 
setzt und dann weiter behandelt wic bei dcr ereten Vomohrift. 1st der P zwar 
nioht an EiweiD wohkbcr  in anderer Form (Nukloine8uro) an organisohe Sub- 
stanz gcbundcn, die mit TriohlorennignPura nicht geflllt wird, so miissen Filtrat 
und Wsschwsseer der TriohloreseigsPure-FPllung erst eingedampft und dann 
wie angcgeben rnit Sohwefelekure-Perhydrol aufgesohlossen werden. 

Elngeg. 21. M a n  47. [A 321. 

la) Llste der  Dla@atlewerte fur Jenacr Farb- u. Fllterglas, herausgegeben von 

I)) 6. Langc, Yolor~mctrische Analyse. Berlin 1942, Vcrlag Chernie. 
Schott u. Ocn. m a .  

Uber die Veraschungsdauer bei der Mikro-Stickstoff-Bestimmung 
nach Kjeldahl 

Von Dr. H .  M. R A U E N  und M A R I A N N E  B U C H K A  

Aus dem Institut far vegetative Physiologie der Universitat #rankfurl a .  M. 

Die Bestimmung des nicht an Sauerstoff gebundenen Stick- 
stoffs organischer Verbindungen nach Kjeldahl ist ein heute un- 
entbehrliches Verfahren. Nachdem vor etwa 20 Jahren eine Mi- 
kroausffihrung beschrieben und im Laufe der Zeit noch verbes- 
sert wurde, konnten auch kleinste Substanzmengen mit hinrei- 
chender Genauigkeit analysiert werden. 

Mit dem Fortschritt der EiweiBchemie wurde auch die Mi- 
kro-N-Bestimmung immer wieder tiberprfift. Die meisten Kri- 
tiken betreffen den ersten Teil des Bestlmmungsverfahrens, die 
V e r a s c h u n g ,  wahrend die Bestimmung des Ammoniaks nach 
dem Destillationsverfahren oder durch ,,NeSlerisation" heute 

kaum noch Probleme sein dtirften. So wurde wiederholt darauf 
hingewiesen, da6 es beim Aufschlu6 trotz des groSen Oberschus- 
ses an konz. Schwefelsaure zu N-Verlusten kommen kann. Ein 
Teil des Gesamt-Stickstoffs sol1 in Form von Methylamin') oder 
anderen Aminen') und elementarem Stickstoffa) in den Ver- 
aschungsabgasen nachgewiesen worden sein. Von verschiedenen 
Autoren wurde angegeben, da6 Stickstoff-Verluste bei der Ver- 
aschung von Lysin, Tryptophan und Tyrosin eintreten, die u. U. 

l )  H. J .  Fuchs Klln. Wschi. a I990 [1930]. 
a) R. A. 00rtn;r u. W. F. HoJ)munn J. biol. Chernlstry 70 457 (1926 
I )  J .  P. Peter6 u. D.  D. Vun Stykc: Quantitatlve Clln1c;l Chcmlcal M e -  

thods, S. 519. Baltlmore 1932. 
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10-27y0 betragen kbnnen'n 11). Andere Aminosauren lassen da- 
gegen eine glatte, verlustfreie N-Analyse zu. 

Man hat  versucht, den Aufschlu6 durch Zugabe von kataly- 
tisch wirksamen M e t a l l e n  o d e r  M e t a l l s a l z e n  oder durch 
Zusatz von oxydierenden Verbindungen zu b e  s c  h 1 e u n i g e n . 
Bei Oebrauch des frtlher ausschlieWch benutzten Yatalysators 
Quecksilber sol1 der Verlust an N vermeidbar sein'). Osborne') 
gebrauchte noch das Makroverfahren mit 0,l g Protein, 20 cmq 
konz. Schwefelsaure, 1 Tropfen Quecksilber, und erhitzte noch 
415 h nach Farbloswerden der Reaktionsmischung weiter. Zur 
Beendigung des Aufschlusses wurden dann einige Yrystalle Ka- 
liumpennanganat zugefngt und nochmals erhltzt. SGrensen') be- 
nutzte 20 mg Protein, 20 cma konz. Schwefelsaure, 5 g Yalium- 
sulfat und 50 mg Kupferdraht als Yatalysator. E r  benotigte 
2-4 h Erhitzen bis zur Ylarung des Oemisches, dann weitere 
5 h zur Weiterfnhrung des Aufschlusses, und gab schfie6lich In 
die noch kochende Flnssigkeit 1,5 g trocknes gepulvertes Yalium- 
permanganat in drei .Anteilen. Nach diesen beiden Vorschriften 
werden erhebliche Zeitspannen bis zum vollstandigen Aufschlu6 
bentitigt. Sie lassen sich wesentlich verknrzen, wenn Se l  e n ,  
Selendioxyd oder Selenate als Yatalysatoren angewandt wer- 
den"'). Noch besser wirkt ein Oemisch von Se und HgClag). 
Die Veraschung ist dann nach 1 h Weitererhltzen nach Ylarwerden 
beendet. Nach Robinson und MitarbLO) genflgen sogar 20 min, 
wenn SeOCl, als Katalysator gebraucht wlrd. LPngeres Erhit- 
zen des Veraschungsgemisches mit Se-Katalysatoren ftihrt nach 
einigen Autoren wieder zu Stickstoff-Verlusten, wahrend andere 
erst korrekte Werte bei langer dauerndem AufschluS erhaltenO). 
Wahrscheinlich mu6 fnr  jedes Protein bzw. jedes N-haltige Pro- 
dukt  die gnnstigste Yatalysatormischung und die o p t i m a h e  
Veraschungsdauer ausprobiert werdeng). 

Trotz dieser Verberserungen 1st noch keine befriedigende 
Obereinstlmmung zwlschen den N-Werten fnr EiweiSktirper 
festzustellen. Wie neuerdings Chibnall und Mitarb.11) mltteilen, 
beruht dies darauf, da6  die meisten Untersucher modifizierte 
Bestimmungsverfahren anwenden ohne die Abweichungen genau 
zu beschreiben, ferner,. da6 gereinigte Eiweiaktirper eine gewisse 
Hygroskopizitat besitzen und die Analysen auf den lufttrocknen 
und nicht den vtillig trocknen Zustand berechnet werden. Schlie6- 
lich werden auch bei den mit Katalysatoren durchgeftihrten Auf- 
schlflssen Lysin, Tyrosin und Tryptophan nicht vtillig verascht, 
wodurch bei Anwendung ktirzerer Veraschungszeiten Fehler auf- 
treten. Die genannten Autoren geben an, da6 eln vollstandiger 
AufschluS nur dann angenommen werden kann, wenn 5 g eines 
Katalysatorgemisches, bestehend aus 80 g Yaliumsulfat, 20 g 
Kupfersulfat und 34 mg Na-selenat pro Ansatz angewandt wer- 
den. Der Ansatz enthalt Protein mit 10-15 mg N, 20 cms konz. 
SchwefelsBure und zuntlchst 5 cms Wasser. Es sol1 mindestens 
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6) Serio u. Piandanca Blochem. 2. 860 408 19321; L. Miller u. J .  H .  

Hounhfon. 1. Blol. Chemlstrv 2SB. 374 [ l a d .  
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Van-dcr Hdde 2. analyt. Cliem. 98 7 19341. *I T. 8. Osborne'u. J .  P.  Harris Am&. f. Physlol. 13 436 19051. 
S. P. L. Sdrcnscn u. M .  Hdy;up C. R.  Carlsberg I d  1 [lh15]. ;] M .  P.  Lauro Ind. Eng. Chem. A h .  Edlt. 3 401 [19!31]. 
Llteratur sdhe be1 S. M. Pafcl u. H .  Srcehivasan. Analvt. Chem. Y O .  
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-i 63 [1948]. 
H .  W .  Roblnaon u. C .  0. Ho den, J. blol. Chemlstry 240 ,  853 1941 . ::I A.C. C h i b n d l , M .  W .  Rccsu. %.F. William, Blochemlc. J .  37, 554[1e431. 
D. D. Van Slykc, A. Hiller u. R.  T .  Dfllon, J. blol. Cheml6try 148,  137 
[ 19421. 

schweren AufschluB von Lysin beschrieben auch Van Slykc und 
Mitarb.l;). Mit einem Praparat von d,l-Lysln-HCl erhielten 
Chibnall und Mitarb. theoretische Gesamt-N-Werte unter den 
genannten Aufschlu6bedingunger1, jedoch bei 12stnndigem Er- 
hitzen auf einem elektrischen Heizktirper. Mit Oasbrennern 
wurden nur 95-100% wiedergefunden. Mit einem Z u d z  von 
HgCl, zur angegebenen Katalysatormischung (32 mg/g) wird der 
theoretische Wert schon in 4-5 h erreicht, in 2 h dagegen nur 
98,5Yo1'). Danach wird empfohlen, bei Anwesenheit von Lysin 
(und auch Histidin) in Proteinen den Aufschlu6 zur N-Bestim- 
mung mindestens 8 h nach Ylarwerden fortzufnhren. 

Diese Veraschungszeit, trotz des Zusatzes von katalysierenden 
Agenzien, erschien uns nach unseren seitherigen Erfahrungen 
zu lang und wir haben diese Angaben tiberprllft. 

Wir legten jeweib die gleiohen Mengen wn Lpin, EiweiDhydrolpaben oder 
Proteinen vor, fllgten j e  2 om8 konz. Bohwefebkue hinm, die pro 100 oma 
0,7 g SeO, enthut, und zur Verhinderung den vOlligen VOrdCUnpfeDE der Bohwe- 
febhre  nooh 0,L g KHSO, und erhitzten jeweila 2 Annltze fllr bentimmte 
Zeiten, d. h. 1 h, 2, 4, 6 und 8 h naoh Klmerden der AufsahluDmisohungen 
Uber Qaebrennern. Die Werte der Tabelle sind jeweils Mittelwerte w e  rwei 
innerhalb der Fehlergrenze' llbereinetimmenden Doppelbestimmunfen. Die 
Angaben erfolgwjn om' n/lOO Sohwefelshre, die bei der BeiMmmung den 
NH, in einem modifiierten Apparat naoh Pornor-Wogncr verbrauoht wurden 
iind also der NH,-Menge iquivalent sind. 

Versuchd6sung 
~~~ ~~ 

Lyrln-HCI ........... 
Lyaln-HCI ........... 
Lyaln-HCI ........... 
Lysln-HCI ........... 
Lyaln-HCI ........... 
Lyiln-HCI ........... 
Lyiln-HCI ........... 
Hlatldln-HCI ......... 
Arglnln-HCI .......... 
Oelatlnchydrolysat .... 
Oelatlnchydrolysat .... 
Carelnhydrolyaat ...... 
Caaelnhydrolyaat ...... 
Edeitln .............. 
Edeitln .............. 
Clupeln C ............ 
Clupeln C ............ 

ve1 
I h  I 2 h  

chungdauer 
4 h  I 6 h  8 h  

8,36 
6,46 

9,61 

4,28 
7.84 
3,71 
4,74 
5,02 
9,66 

13,06' 
7,= 
3,00 
9,286 
4,25 
7,58 

- 
0,07n 

- 

Tibelle 1 
Vcnruche Uber dle notwendl e Veraschungadauer belm Oes.-N nach 

Kjcldahl (Mlkroverfahren$. Angaben in n/1m Schwefebiure 

Man sieht aus allen Versuchsreihen der Tabelle 1, daS eine 
AufschluSzeit von 1 ' h  nach Ylarwerden des Reaktionsgemisches 
ausreichend ist, daran feststellbar, da6 durch Verlangerung der 
Veraschungszeit keine Zunahme des NH, eintritt. Vlelmehr las- 
sen einige Versuchsreihen erkennen, da6  bei fortgesetztem Er- 
hitzen eine geringe Abnahme des NH, eintritt'*). Wir schlie6en 
aus diesen Versuchen, da6 beim Mikro-Kjeldahl, entgegen den 
Befunden von Chibnall und Mitarb., eine A u f s c h l u 6 d a u e r  
v o n  1 h n a c h  Y i a r w e r d e n  d e r  A n s h t z e  b e i  V e r w e n d u n g  
v o n ,; S e 1 e n  - S c h we f el s t l  u r e  " (0,7% S e  0,) a u s r e i  c h e n d  
i s t ,  auch wenn Lysin oder lysinhaltige Proteine vorliegen. 

In) V 1. hlerzu N. WriJmann u. R. Schdnhrimcr, J .  blol. Chemlrtry 240, 

In) Vgl. dle entsprechenden Ergebnlase yon S. M. Pafcl Y. H .  SrccniumanD). 

Elngeg. am 10. MBrz 1948. [A 961 
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Bestimmung von SO, und H,S mittels Kaliumpermanganat 
Von Dr. E R I C H  B O Y E  und E U f f E N  B R A N E R ,  Danniodl. 

Unter obigem Titel VerOflentliohte F. Pdio in dieser Zeitaohrift') eine Ar- 
beit, in der die bin d d i n  ilbliohe Methdde der Beetimmung mit Jod-LOsungen 
als Uberfllbsig erMhtet wurde. An Stelle den Jods tritt KMnO,. Es w&e dics 
ein h8ohat erwtbnohter Auntsunohstoff, da en M Jod in Deutsohland llberall 
fehlt. Uni interessierte nur die Beetimmung dee H,8 und zwar in Kokerei- 
gseen, und wirhaben daher die neue Methode anauwendcn versuoht. Naoh der 
biaher ilbliohen Analysenmethode wurde der Has all CdS gcbunden und der 
aus dieiem in angeekuerter Jod-L6sung wieder freigemaohte H,S durch den 
Jod-Verbrauoh bestimmt. 

Nsoh Pdm wird d.e CdS naoh Filtration duroh sin Sohwarzbandtilter und 
Anearnahen znsammen rnit dem Filter in einem Erlenmycr-Kolben mit 
I) DIere Ztrchr. 64; 69 [1941]. 

n/2 oder n/10 KMnO,-Maung erhitxt, worauf dann die gleiahe Menge IJ2 oder 
n/10 Sohwefelsiure zugefegt und genahfittelt wird. Dann wird in der Siede- 
hitae mit Na-OxalatlOsung mriloktitriert. 

Die eingehende NaohprlUung d iem Verfahrena ftlhrte zu folgenden Er- 
kenntnissen: QrundsPtzlioh faleohe Ergebnisee ergibt d o n  d e i n  die Tat- 
saohe, den CdS-Niedernohlag mi t  dem Filter der Oxydation m unterwerfen. 
Cellulose reduziert sohon in der Kate eine KMn06-L08ung und in nooh vie1 
haherem Malls in der WLrme und in sohwefsbaurer L6nung. 80 egab  denn 
auoh die Behandlung einer gleiohen Menge CdB-Niedemohlsg mit KMn0.- 
Lasuqg mit Filter cinen 4-ma1 so groOen Verbyuoh an Oxydatfonwfttel da 
ohne Filter. En wurden auoh versahiedene Filternortan allein mit -0,- 
LOsung behandelt und ergaben in aohwefelaanrer L&mg s t u k  unternohiedliohe 
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