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Verianderung der Mol bdﬂngl“a‘txfgrbung mit der Zeit. 1. im
Dunklen gehaltene Probe; II: im Sonnenlicht gehaltene Probe
nach etwa 5 min ein Maximum erreicht wird. Dann folgt ein Ab-
fall der Extinktionswerte, der zunichst schnell, dann langsamer
vor sich geht, bis nach 20 min eine schwache stetige Abnahme
der Extinktion einsetzt, die in dem zur Kolorimetrierung einer
ldngeren Versuchsserie notwendigen Zeitraum eine befriedigende
Konstanz zeigt. Ins direkte Sonnenlicht gebrachte Proben zeigen
einen prinzipiell dhnlichen Verlauf ihrer Zeitkurve, nur daB die
Abnahme der Extinktion mit der Zeit etwas groBer ist. Es em-
pfiehlt sich daher, die Proben im Dunkeln aufzubewahren, bis sie

kolorimetriert werden. '

Das photometrische Verfahren

Bei dem angegebenen MeBverfahren mit dem lichtelektrischen
Lange-Kolorimeter genfigt es im allg., wenn eine einmalige Ver-

Extinktion

fahrenseichung durchgeftihrt wird, die zu einer ein f&ir alle Male
festgelegten Eichkurve fiihrt. Bild 4 gibt eine solche Eichkurve
fur den Bereich von 0,000—0,150 mg P wieder. Bel der Konzen-
96 tration 0,000 muB die
Kurve durch den Koor-

/ dinatenanfangspunkt

/  gehen, wenn die be-

4 nutzten  Reagenzien
frel von P sind. Bei
einem Wechsel der

6 Reagenzien besonders

bei Ubergang zu Sub-

stanzen vongeringerem

005 410 mg? g5 ?einheitsgrad muB

Ex3 Konzentration lese Bedingung sorg-
Bild 4 fdltig nachgepraft bzw.

Belspiel elner Eichkurve zur kolorimetrischen eine neue Eichkurve

P-Bestimmung aufgestellt werden.

Fiir besonders wichtige Bestimmungen empfiehlt es sich, den

in einem Vorversuch angendhert ermittelten P-Wert noch einmal
in zwel Eichwerte einzugabeln, deren innerhalb der Fehlergrenze
genaue Lage auf der Eichkurve die konstante Ubereinstimmung
aller Versuchsbedingungen mit den Bedingungen der Verfahrens-
eichung erweist. Fiir diesen Zweck sowie zur Ausfithrung der

Uber die Veraschungsdauer bei

Eichung selbst ben&tigt man eine Standardlésung mit bekanntem
P-Gehalt. Feingepulvertes prim. Kaliumphosphat wird im Exsic-
cator tber Schwefelsdure grandlich getrocknet. 0,4394 g davon
werden in 1000 cm® Wasser geldst, das 33 ¢cm?® konz. H,S0, ent-
hdlt. Diese Lbsung enthdlt 0,1 mg P auf 1 cm? und ist unbegrenzt
haltbar. Zum alsbaldigen Verbrauch kann sle beliebig mit H,0
weiter verdiinnt werden.

Ffir die Kolorimetrierung dient das Schott-Filter GG 11, das
ein Durchlissigkeitsgebiet von 500—550 my an aufwirts hat und
von 410 mu an abwdirts stark absorbiert!®). Um eine einzige Eich-
kurve ftir den ganzen Konzentrationsbereich zu erhalten, wurde
eine mittlere Schichtdicke von 15 mm gewdhlt, wie sie die recht-
eckigen Trogkiivetten des Kolorimeters besitzen. Als MeBmethode
dient das von B. Lange als ,,Ausschlagmethode’‘ bezeichnete Ver-
fahren'?). Als photometrische Vergleichslbsung wird eine Blind-
probe benutzt, die bis auf die Abwesenheit des P-haltigen Mate-
rials alle Zusdtze des Analysenganges enthilt.

Arbeitavorschrift zur Best. des Geaamt-P in EiweiBsubstanzen

Die Probe, die biszu 0,15 mg P enthalten darf und im Mittel 10 mg Eiweil
onthaiten kann, wird im Resgenzglas oder Mikro-Kjeldahlkolben mit 15
Tropfen konz. H,80, versetzt und auf dem elektrisch beheizten Sandbad
erhitzt. Wenn alles H,0 verdampft ist, was am Auftreten von 50,-Nebeln
erkennbar ist, wird der Aufsohlul vom Bandbad genommen und nach kurzem
Abkithlon 1 Tropfen Perhydrol 809, (Merck) hinzugefiigt. Darauf{ wird noch-
mals 30 min suf dem Sandbad weiter erhitzt. Der abgekthlte AufechluB, der
wasserklar und ungefirbt ausaehen soll (anderntalls ist Perhydrol-Zugabe und
Erhitzen zu wiederholen), wird in einen 100 cm® MeQkolben ibergesptilt und auf
ein Volumen von etwa 50 om?® gebracht. Dann versetzt man mit 1 Tropfen
einer 1%igen wilrigen «-Dinitrophenol-Ldsung und l4lt aus einer Biirette
soviel 3 n Na-Aoetatldsung hinzutropfon, bis ein schwacher gelber Farbton
auftritt. Dazu sind etwa 4 om? erforderlich. Dann wird aufgefitllt bis etwa
80—85 cm® Volumen und 2 cm® Molybdanschwefelsdure (1 Teil 10%ige
Ammoniummolybdat-Losung 4 8 Teilc 19,4 n H,50,) hinzugefiigt. Es wird
umgeschiittelt, it 3 Tropfen frisch bereiteter SnCl,-L8sung (1 g SnCl, p. a.
in 10 om? konz. HCl unter vorsichtigem Erwirmen frisch geldst) versetzt,
sofort kriftig umgeschiittelt und bis zur Marke aufgefiillt. Dann wird die
Probe 30 min ins Dunkle gestellt und photometriert. Als Bezugsldsung dient
ein Blindversuch, der farblos sein muf, wenn die verwandten Reagenzien frei
von P gind.

Arbeitsvorschrift zur Best. des als Phosphat vorliegenden P

Die siweiBhaltige Ldsung wird mit 2 cm? Wasser vordiinnt und darauf
mit 2 om? 25%iger Trichloressigadure versetzt. Es wird dfter umgeschiittelt,
nach 30 min der Niederschlag abfiltriert und mit 2—3 cm® Wasser nachge-
waschon., Darauf wird das Filtrat + Waachwasser in cincn 100 em? MeBkolben
tibergespillt, auf etwa 80 cm?® aufgefillt, mit 2 cm?® Molybdinschwefelsiure ver-
setzt und dann weiter behandelt wie bei der ersten Vorschrift. Ist der P zwar
nicht an Eiwei8 wohhaber in anderer Form (Nukloinséure} an organische Sub-
stanz gebunden, die mit Trichloressigsiure nicht gefdllt wird, so miissen Filtrat
und Waschwasser der Trichloressigsure-Fillung erst eingedampft und dana
wie angegeben mit Schwefelsdure-Perhydrol aufgeschlossen werdon.

Eingeg. 21, Marz 47, [A 32).
1%) Liste der DiaQatiewerte tiir Jenaer Farb- u. Filterglas, herausgegeben von

Schott u. Gen. ,}ena.
1) 8. Lange, Kolorimetrische Analyse, Berlin 1942, Verlag Chemie.

der Mikro-Stickstoff-Bestimmung

nach Kjeldahl

Von Dr. H- M. RAUEN und MARIANNE BUCHKA
Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitit F(rank/urt 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-
kroausftihrung 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 fiberpriift. Die meisten Kri-
tiken betreffen den ersten Teil des Bestimmungsverfahrens, die
Veraschung, wihrend die Bestimmung des Ammoniaks nach
dem Destillationsverfahren oder durch , NeBlerisation* heute
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kaum noch Probleme sein diirften. So wurde wiederholt darauf
hingewiesen, daB es beim AufschluB trotz des groBen Uberschus-
ses an konz. Schwefelsdure zu N-Verlusten kommen kann. Ein
Teil des Gesamt-Stickstoffs soll in Form von Methylamin!) oder
anderen Aminen®?) und elementarem Stickstoff’) in den Ver-
aschungsabgasen nachgewiesen worden sein. Von verschiedenen
Autoren wurde angegeben, daB Stickstoff-Verluste bei der Ver-
aschung von Lysin, Tryptophan und Tyrosin eintreten, die u. U.
1) H. J. Fuchs, Klin. Wschr. 9, 1990 [1930].

:g R. A. Goriner u. W. F, Hoffmann, J. blol. Chemistry 70, 457 [1926]] .

J. P. Peters u. D. D. Van Slyke: Quantitative Clinical Chemical Me-
thods, S. 519. Baltimore 1932,
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10-279, betragen koénnen% 11). Andere Aminosluren lassen da-
gegen eine glatte, verlustfrele N-Analyse zu.

Man hat versucht, den AufschluB durch Zugabe von kataly-
tisch wirksamen Metallen oder Metallsalzen oder durch
Zusatz von oxydierenden Verbindungen zu beschleunigen.
Bel Gebrauch des frither ausschlieBlich benutzten Katalysators
Quecksilber soil der Verlust an N vermeldbar sein®). Osborne®)
gebrauchte noch das Makroverfahren mit 0,1 g Protein, 20 cm?
konz. Schwefelsdure, 1 Tropfen Quecksilber, und erhitzte noch
4-5 h nach Farbloswerden der Reaktionsmischung weiter. Zur
Beendigung des Aufschlusses wurden dann einige Krystalle Ka-
liumpermanganat zugefigt und nochmals erhitzt. Sérensen?) be-
nutzte 20 mg Protein, 20 cm® konz. Schwefelsdure, 5 g Kalium-
sulfat und 50 mg Kupferdraht als Katalysator. Er bendtigte
2-4 h Erhitzen bis zur Klidrung des Gemisches, dann weitere
5 h zur Weiterfilthrung des Aufschlusses, und gab schlieBlich in
die noch kochende Flassigkeit 1,5 g trocknes gepulvertes Kalium-
permanganat in drei .Anteilen. Nach diesen beiden Vorschriften
werden erhebliche Zeitspannen bis zum vollstindigen AufschluB
bendtigt. Sie lassen sich wesentlich verkfirzen, wenn Seien,
Selendloxyd oder Selenate als Katalysatoren angewandt wer-
den®% ?). Noch besser wirkt ein Gemisch von Se und HgCl,;%).
Die Veraschung ist dann nach 1 h Weitererhitzen nach Klarwerden
beendet. Nach Robinson und Mitarb.1%) genigen sogar 20 min,
wenn SeOCl, als Katalysator gebraucht wird. Lingeres Erhit-
zen des Veraschungsgemisches mit Se-Katalysatoren fahrt nach
einigen Autoren wieder zu Stickstoff-Verlusten, wihrend andere
erst korrekte Werte bei langer dauerndem AufschluB erhalten®).
Wahrscheiniich muB fGr jedes Protein bzw. jedes N-haltige Pro-
dukt die ganstigste Katalysatormischung und die optimalste
Veraschungsdauer ausprobiert werden®).

Trotz dieser Verbesserungen ist noch keine befriedigende
Ubereinstimmung zwischen den N-Werten fir EiwelBkorper
festzustellen, Wie neuerdings Chibnall und Mitarb.11) mitteilen,
beruht dies darauf, daB die meisten Untersucher modifizierte
Bestimmungsverfahren anwenden ohne die Abweichungen genau
zu beschreiben, ferner, daB gereinigte EiweiBk{rper eine gewisse
Hygroskopizitdt besitzen und die Analysen auf den lufttrocknen
und nicht den voilig trocknen Zustand berechnet werden. SchlieB-
lich werden auch bei den mit Katalysatoren durchgefiihrten Auf-
schl@ssen Lysin, Tyrosin und Tryptophan nicht véllig verascht,
wodurch bei Anwendung kiirzerer Veraschungszeiten Fehler auf-
treten. Die genannten Autoren geben an, daB ein vollstandiger
AufschluB nur dann angenommen werden kann, wenn 5 g eines
Katalysatorgemisches, bestehend aus 80 g Kaliumsulfat, 20 g
Kupfersulfat und 34 mg Na-selenat pro Ansatz angewandt wer-
den. Der Ansatz enthilt Protein mit 10-15 mg N, 20 cm® konz.
Schwefelsdure und zunichst 5 cm® Wasser. Es soll mindestens
8 h nach Kldarung am leichten Sieden erhalten werden. Den

$) Serio u. Fiandanca Blochem. Z. 250 408 1932]; L. Miller u. J. H.
Houghton, J. Blol. Chemistry 159, 373 ]1
Yy Von der Heide, Z. analyt Chem. M 7 1934
*) T. B. Osborne u. J. F. Harris, Amer. J. Physlol. 13, 436 81905].

S. P. L. Sorensen u. M. derup C. R. Carlsberg 12 l[l 18]
; M. F. Lauro, Ind. Eng. Chem. Anal. Edt 3, 401[19

L;telr;rsxr siehe bel S. M. Patel u. Sreenlva.san, Analyt Chem, 20,

V6
H. W. Robinson u. C. G. Hogden, ]. blol. Chemistry 140, 853 51941&.
A.C Chlbnau M. W. Reesu. E.F, Wllllams, Blochemic. J 37, 354[1943].
[ll)OD]Vnn Slyke A, Hiller u. R. T. Dillon, ]. biol. Chemmry 146, 137

-
» - e

Zuschriften

schweren AufschliuB von Lysin beschrieben auch Van Slyke und
Mitarb.1?), Mit einem Praparat von d,1-Lysin-HCl erhielten
Chibnall und Mltarb. theoretische Gesamt-N-Werte unter den
genannten AufschluBbedingungen, jedoch bei 12standigem Er-
hitzen auf einem elektrischen Heizk6rper. Mit QGasbrennern
wurden nur 95-100% wiedergefunden. Mit einem Zusatz von
HgCl, zur angegebenen Katalysatormischung (32 mg/g) wird der
theoretische Wert schon in 4-5 h erreicht, in 2 h dagegen nur
98,59,1%). Danach wird empfohlen, bel Anwesenheit von Lysin
(und auch Histidin) in Proteinen den AufschluB zur N-Bestim-
mung mindestens 8 h nach Klarwerden fortzutihren.

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

Wir legten jeweils die gleichen Mengen von Lysin, EiweiBhydrolysaten oder
Proteinen vor, fiigten je 2 om® konz. Bohwefelsdure hinzu, die pro 100 om*
0,7 g Se0, enthalt, und zur Verhinderung des vdlligen Verdampfens der Schwe-
felsdure noch 0,5 g KHSO, und erhitzten jeweils 2 Ansdtze ftir bestimmte
Zoiten, d. h. 1 h, 2, 4, 6 und 8 h nach Klarwerden der AufschluBSmischungen
iber Gasbrennern. Die Werte der Tabelle sind jeweils Mittelwerte aus zwei
innerhalb der Fehlergrenze ibereinstimmenden Doppelbestimmungen. Die
Angaben erfolgen.in om® n/100 Bchwefelsdure, die bei der Bestimmung des
NH, in einem modifizierten Apparat nach Parnas-Wagner verbraucht wurden
und also der NH,-Menge &quivalent sind.

Veraschungsdauer

Versuchsidsung 1h 2h & 6h ah
Lysin-HCl ........... 8,42 8,46 8,49 8,42 8,36
Lysin-HCl ........... 6,46 6,45, 6,45, — 6,46
Lysin-HCl ........... 6,06 8,06 6,08, 6,08 8,07,
Lysin-HCl ........... 9,66 9,67 9,64, —_ 9,61
Lysin-HCl ........... 6,12 6,12 6,09 6,05 —_
Lysin-HCl ........... 4,31 4,32 4,30, 4,28 4,28
Lysin-HCl ........... 7,92 7,93, 7,90 7,90 7,84
Histidin-HCl ......... 3,1 3,70 3,68 3,68 3,
Arginin-HCl .......... 4,73, 4,74 4,72 4,74 4,74
Qelatinehydrolysat .... | 5,12 5,11 5,12 5,07 5,02
Gelatinchydrolysat .... 9,60 9,58 9,60 9,58 9,56
Caselnhydrolysat ...... 13,08 13,07, 13,08, 13,07 13,06,
Caseinhydrolyeat ...... 7,80 7,80 7,80, 7,79, 7,80
Edestin .............. 3,12 3,10 3,12 3,08 3,06
Edestin .............. 9,32 9,30 9,30 9,30, 9,28,
Clupein C ............ 4,25 4,25, 4,25 4,26 4,25
Clupein C ............ 7,58 7,60 7,60 7,58, 7,58

Tabelle 1

Versuche {tber die notwendige Veraschungsdauer beim Qes.-N nach
Kjeldah! (Mikroverfahren). Angaben in n/100 Schwefelsdure
Man sieht aus allen Versuchsreihen der Tabelle 1, daB eine
AufschluBzeit von 1 h nach Klarwerden des Reaktionsgemisches
ausreichend ist, daran feststellbar, da8 durch Veriingerung der
Veraschungszeit keine Zunahme des NH, eintritt. Vielmehr las-
sen einige Versuchsreihen erkennen, daB bel fortgesetztem Er-
hitzen eine geringe Abnahme des NH, eintritt®). Wir schlieBen
aus diesen Versuchen, daB beim Mikro-Kjeldahl, entgegen den
Befunden von Chibnall und Mitarb., eine AufschluBdauer
von 1 h nach Klarwerden der Ansitze bei Verwendung
von ,,Selen-Schwefelsdure* (0,7% SeO,) ausreichend
ist, auch wenn Lysin oder lysinhaltige Proteine vorliegen.
Eingeg. am 10. Marz 1948, [A 98]
is) V'Fl hierzu N, Weimann u. R. Schonheimer, ]. blol. Chemistry 140,

14) vgl. dle el]mprechenden Ergebnisse von S, M. Patel u. H, Sreenivasan®).

Bestimmung von SO, und H,S mittels Kaliumpermanganat

Von Dr. ERICH BOYE und EUGEN GRANER, Darmaladt.

Unter obigem Titel verdffentlichte F. Petio in dieser Zeitsohrift!) eino Arx-
beit, in der die bis dahin itbliche Methdde der Bestimmung mit Jod-Ldsungen
als Uberflissig erachtet wurde. An Stelle des Jods tritt KMnO,. Es wire dies
ein hdohst erwfinschter Austauschstoff, da es an Jod in Deutschland iberall
fehlt, Uns interessierte nur die Bestimmung des H,8 und zwar in Kokerei-
gasen, und wir haben daher die neue Methode anzuwenden versucht. Naoch der
bisher iiblichen Analysenmethode wurde der H,8 als CdS gebunden und der
aus diesem in angesduerter Jod-Losung wieder freigemaohte H,S durch den
Jod-Verbrauch bestimmt.

Nach Pslio wird das CdS nach Filtration durch ein Schwarzband{filter und
Auswaseshen zusammen mit dem Filter in einem Erlenmeyer-Kolben mit

1) Dlese Ztschr, &4, 59 [1841].
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n/2 oder n/10 KMnO,-Lbsung erhitzt, worauf dann die gleiche Menge n/2 oder
n/10 Schwefelsdure zugefigt und geschittelt wird. Dann wird in der Siede-
hitze mit Na-Oxalatldsung znrlicktitriert.

Die eingehende Nachprifung dieses Verfahrens ftihrte zu folgenden Er-
kenntnissen;: Grundsatzlioh falsche Ergebnisse ergibt schon allein die Tat-
sache, den CdS-Niedersohlag mit dem Filter der Oxydation xu unterwerfen.
Cellulose reduziert schon in der Kilte eine KMnO,-Losung und in noch viel
hoherem MaBe in der Wairme und in schweislsaurer Losung. Bo ergab denn
auch die Behandlung einer gleichen Menge CdB-Niederschlag mit KMnO,-
Lasung mit Filter einen 4-mal so groSen Verbrsuch su Oxydationsmittel ala
ohne Filter. Es wurden such verachiedens Fiitersorten allein mit KMnO,-
Losung behandelt und ergaben in schwefeleaurer Ldsung stark unterschiedliche
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