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A c e t y l t r i t y l a m i n .  
1.) S u s  clem Versuch  e i n e r  U m s e t z u n g  m i t  T r i t y l i s o c y a n a t  zuruckgcwon - 

nenes P r i i p a r a t  vom Schmp.  814O. 
C!,,H,,ON (301.4) 13er. C83.69 Gef. C84.59,84.38, 83.59,84.02 

9. H 6.35 ( 9  H 6.45, 6.61, 6.18, 6.24 . 
N 4.65 9 8  S 4.57, 4.55, 4.23, 4.27. 

C,l,H,,O,N, (386.7) (Acetylditritylharnstoff) Ber. C 83.93 H 5.81 N 4.78. 
2.) D a r s t e l l u n g  aus Acetamid  u n d  T r i t y l c h l o r i d :  11.2 g T r i t y l c h l o r i d  und 

!l.6 g A r c t a m i d  (4 Mol.) wcrden bei einer olbadtemp. von 180-20O0 30 Min. unter ofte- 
rem Umruhren verschmolzen. Die homogene Mause liefert nach dem Krkaltcn und Um- 
krystnllisicrrn ails Alkohol 4.6 g (387; d.Th.) A c e t y l t r i t y l a m i n  rom Schmp. 214O. 

i d .  Eiigen Bamann,  Elfriedc Nowotny und Liselotte Rohr: Zur 
colorimetrischen Bestimmu'ng der I'hosphorsaure (EinfluB der Saurekon- 
xenkatioii aiif die Reduktion der Phosphormolybdansaure durch Amino- 

nsphtholsnlfonsaure) . 
I Aus den1 l'harinazrut. lnstitut der ehemaligen Deutschen Karls-Vniversitiit in Prag.] 
( Eingegangen hei der Hedaktion der Herichte der Deutsphen Chemischen Gescllschaft 

am 9. Januar 194.5.) 

Es wurdc drr  EinfluD dcr Silurekonzentration auf die Hrduktion 
tlrr PhosphormolybdiinsiLure durch Aminonaphtholsulfonsaure bei der 
coiorimctrischen Bestimmune der l'hosphorsaure nach C. H.8 Fis ke  
undY. S u b b a r o w  untersucht. Wichtigist, daB bei Einhaltungeiser 
Kntwicklungszeit von 15 Min. dcr theoretische odcr fast theoretische 
Phosphorsaurr-Wert auch d a m  gefunden w i d ,  wrnn an Stelle der 
vorgcschriebenen Acidittit (w H,SO,) Aciditiiten entsprechend 0.7 his 
1 .:3 ti vorlirgen. In  diesen Grenzen ist ewar der Entwieklungsvcrlauf 
chrchaus verschieden, aber nach Erreichung der Farbtiefe, die der 
irnwescnden Phosphorsiiuremenge estspricht, schreitet die Farbent- 
wicklung in der his zur festgesetzt.cn Entwicklungsdauer von 15 >fin. 
vc~bleibeaden restlichen Zcit nuninchr so langsam vorm, daB sic 
nicht ins Gewirht fallt. 

Vntcr dt.n colorinietrischcn Verfehren zur Hcstimrnung der Phosphorsaure') ist dim- 
j y i g r ,  das Phosphormolybdansaure mit l-Amino-naphthol-(2)-sulfonsaure-(4) bzw. drm 
-.1 .C,-lsomerens) (,,Eikonogen") zu ,,Moiybdanblau" reduziert, ein fur vielc Zwecke beson- 
tlers geeignetes. Ks ist im Jnhre 1925 von C. H..Fiskc und Y. Subbarow3) vorgeschla- 
gen und kune  Zeit spiiter durch K. L o h m a n s  und L. Jendrass ikP)  zu seiner heutc 
angewandten Forn15) gestaltet wordcn. 

Diesrs Verfahren weist gegrniibcr den hisherigen colorimetrischen Bestimmungsmetho- 
den bzw. dcn dahei benutzten verschiedrnartigen Reduktionsmittaln eiuige wesentliche 
Vorzuge auf. Dazu liommt, daB berrits eine lleihe von Beobachtungcn brkannt sind, die 

1) Umfassende Stellungnahmen zu den jeweils hekannten Verfahren finden sich bei 
H. Kle inniann ,  Biochem. Ztschr. 99, 19 [1919]; C. H. F i s k e  u. Y. S u b b a r o w ,  Journ. 
hiol. Chcm. (Am.) 66, 375 [1925]; H. K. Barrenscheen ,  Mikrochem. 7, 127 [1929]; 
F. Pe ig l ,  ebenda, S. 116; R. S t r e b i n g e r ,  ebenda, S. 119; E. T s c h o p p  u. F:. Tschopp,  
Helv. rhim. Acta 15, 793 [1932]; 13. Lange ,  Kolorirnetr. Analyse, Berlin 1941. Uber 
den Mechanismus des Reduktionsvorgangs s .  u.a. P. Peig l  u.P. K r u m h o l z ,  B. 68, 1148 
[1929]; E. T s c h o p p  u. E. T s c h o p p ,  8.  oben. 

2,  Auch die 2.3.6- und 2.8.6-Isomeren eignen sich voniiglich (B. VBst i rhel i i ,  Mikro- 
chem., I'regl -Festschr., S. 329 [1929]). 

Journ. biol. Chem. (Am.) 66, 373 [1925J. 
') Biochem. Ztschr. 178, 419 [1926]. 
5,  .S. z.H.: E. B a m a n n u .  K. Myrback ,  DieMethodenderFermentfoischung, 8.1603, 

_ _  - 

Lc:ipz~g 1941, Xew York 1946. 



Nr. 5/19481 Bestimmung der Phosphorsaure. 439 

sich auf den EinfluD bzw. die 13eriicksichtigung oder Ausschaltung von schon Torhanddonen 
oder zusatzlichen Stoffen bezishen, welche die Farbentwicklung stiiren. 

Diesen Erfahrungen mijchten wir einige gelegentliche Beobachtungen an- 
fiigen, die den Einf luB de r  S t iurekonzent ra t ion  auf den  Reduk t ions -  
vorgang betreffen. Diese Frage, zu der wir eine Stellungnahme qualitativer 
Art bereits E. Tschopp und E. Tschopp6) verdanken: hat fur munche Vnter- 
suchungen ein besonderes Interesse. 

Unter den bisher ublicben I3edingungen des Verfahrens vollzieht sich die 
Reduktion in n schwefelsaurem Medium. Uei dieser Aciditat verliiuft die Farb- 
bildung zu Beginn der Entwicklung verhiiltnism5iBig ravch und steigt nach 
15 Min. nur noch langsam an, so daB die Coloriinetrie init genugend Sorgfalt 
und Zeitaufwand erfolgen lrann. Allerdings macht die k’arbvertiefung nicht 
vollig halt; nach Ablauf von insgesamt einer Stunde (15 Min. unter den Be- 
dingungendes Verfahrens, 45Min. bei Z O O )  betriigt die Abweichung vom theoret. 
Wert + 3%, nach 24 SMn. + 8 l % ,  nach 10 Tagen + 176% und nach 15 ‘I’age‘n 
+ 180%. Bei noch liingerer Einwirkungsdauer schreitet die Ferbvertiefung 
bei 20° nur noch sehr lengsarn voran; sie erreicht nach 30 Tagen einen Weit. 
der einer Abweichung von i- 185% entspricht. Wird die Entwicklung bei einer 
von der n &sung verschiedenen Aciditat vorgenommen, so ist der zgitliclie 
Verlauf der Farbbildung ein anderer, selbst bei nur geringen Abweichungen 
von der Norm-Aciditkt des Verfahrens. Und zwar bewirkt eine hohere ’3” aure- 
konzentration in den Anfangszeiten zunachst eine Verzogerung der Entwick- 

24 48 i2 
Zeit in Stunden 

Abbild. EinfluR der Siiurekonzeqtrstion auf den Reaktionsvorgsng.  
Kurve I: Entwicklung in 0.5 n H,SO, 

, I  11: ,. 1.0 n ,. (Norm-Aciditiit des Verfahrens) .. 111: I t  1.5 n ,. 
$3 IV: ,. 2.0 n .. 

lung, spiiter aber iibertreffen diese Losungen an Parbtiefe die unter den Be- 
dingungen des Verfahrens durchgefuhrten ; im Laufe lilngefer Versuchsdauer, 
nkmlich nach sieben und mehr Tagen, gleicht sich dann die Farbtiefe des 
Normalversuches derjenigen der anderen Versuche an. Einen uberblick iiber 
diese Verhkltnisse und die quantitativen AusmaBe der beschriebenen Erschei- 

0) Helv. chim. Acta 16, 793 [1932]. 
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niingen gewBhrt die -4bbildung: deren Ergebnisse durch die Tafel ergiinzt 
werden. 
Tnfel. Abweichusg vom theoretischen Wert der Phosphorsiure bei verschici - 
denen Siiurcgraden und Entwicklungszeites (die Zahlen bcdeuten Prozeqte). 

- - . 
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Farbstoffes 

Von Redantung fiir die p rak t i s che  Anwendung des  Verfahrens  ist, 
da13 bei Einhaltung der Entwicklungszeit von 15 Min. innerhalb der Aciditiits- 
grenzen 0.7-1.3 n die theoretischen oder fast theoretischen Werte fur die 
z u  bestimrncnde I'hosphorsauremenge gefunden werden. In  diesen Grenzen 
ist zwar der Entwicklungsverlauf durchaus verschieden, indem beispielsweise 
in  0.7 IL Losung volle Farbtiefe schon vor 1 Min., in 1.0n Losung in etwL 
1 Min., in 1.2 n Losung nach etwit 3 Min. und in 1.3n Losung nach etwa 5 Min. 
eintritt; aber die weitere Farbentwicklung in der restlichen Zeit der Entwick- 
lungsdauer schreitet nunmehr so langsam voran, daB sie nicht ins Gewicht 
filllt. Innerhalb der angegebenen Aciditiiten zeigen also nach Ablauf \-on 
15 Minuten Entwicklungszeit alle Versuche praktisch die gleiche Awbtiefe. 
Vermieden werden miissen demnach Sauregrade unter 0.7 n und uber 1.3 ti .  

Im ersteren Falle ergeben sich nach 16 iMin. Entwicklungszeit bereits zu  liohe 
Werte, im letztgenannten zu niedrige (s. die Tafel). 

Bei Liisungen <0.7n treten nach liingeren Zeiten (10-24 Stdn.) mit ab- 
nehmender Aciditiit zunehmende Triibungen bzw. AusfBllungen an Farbstoff 
ibuf. so da13 Ferbmessungen nicht mehr vorgenommen werden kiinnen. In ab- 
norm sauren, I .  B. 2 n Lijsungen ist die anfiingliche Versogerung der Farb- 
entwicklung nicht nur sehr stark, sonden in Parallelversuchen gleichen Saura- 
grads ituch verschieden stark. XS sind bisher unerkonnbare iiuBerc Einfliisxe, 
die das AusmaB der Verzogerung bestimmen und die Reproduzierbarkeit er- 
schweren. Der in der Abbildung dargestellte lteaktionsverlauf im F d e  einei- 
2 n Lijsung gibt einen Versuch mit mittelstarker Verzogerung wieder. In  den 
nach Tagen erreichten Endwerten kommt es aber wieder zu einer Cleichheit 
der . Farbtiefe. In 3 n Losung unterbleibt die Reduktion zu Molybdanblitu ; 
selbst nach sehr langen Einwirkungszeiten sind die Losungen vollig furblos. 

Die nsch etwa 30 Tagcn bei 2p0 erhaltene Farbtiefe stellt nicht, wie man 
ails den fur die verschidenen Sguregrade iibereinstirnmenden Endwerten der 
Tafel schlieBen konnte, das ubcrhaupt erreichbare Farbniaximum dar ; das 
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ist nur bei den Versuchen in stiirker saurem Medium der Fall: In 2 nLiisungen 
beispielsweise kann die nach 30 Tagen erreichte Farbtiefe (entsprechend +185 yo 
Abweichung) weder durch weitere Entwicklung bei bedeutend hoheren Tem- 
peraturen (Verweilen des Ansabhes wahrend 5 Min. im siedenden Wasserbad) 
noch durch Hinzufiigen zusiitzlicher Entwicklerlosung verstiirkt werden. Ent- 
wicklungen, die bei diesem Siiuregrad von Anfang an bei hoheren Temperit- 
turen durchgefiihrt werden, erreichen die gleiche Farbtiefe (5 Min. bei 1W: 
+ 185% Abweichung). Indenversuchengeringerer Aciditiit (1.5 n, 1.2 n, 1.0 n 
l i d  0 .91~)  beobachtet man indes bei Erhohung der Temperatur ein Fort- 
gchreiten der bei 20° praktisch zum Stillstand gekommenen Entwicklung, die 
zu um so stiirkerer Farbvertiefung fiihrt, je gcringer der Siiuregrad der Losung 
ist. Dementsprechend 'geben innerhalb dieser Aciditatsbereiche auch von An- 
fang an bei LOOo vorgenommene Entwicklungen innerhalb kurzer Zeit, z. 1%- 
5 Min., weit groaere Farbtiefen als solche nach 30 Tagen bei 20°. Daraus 
ergibt sich, daB der Siiuregrad de r  Losung nicht nur auf den zeitlichen 
Verlauf der Entwicklung, sondern auch auf das erreichbare Farbmaximum 
von EinfluB ist. Dies ist besonders wichtig, weil bei dem colorimetrischen Ver- 
fahren von Soh. Zinzadze'), das a l ~  Redulitionsmittsl das ,,Molybdiinblau- 
Reagens" (mit Molybdan reduzierte Molybdiinsiiure) beniitzt, die Erreichung 
voller Farbintensitat entweder durch langere Einwirlrungsdauer bei niederen 
Temperaturen (3 Tage bei 20-30°) oder durch hohe Temperaturen bei kurzer 
Entwicklungszeit (4-5 Min. bei 1000) als mijglich bezeichnet wird. 

Beschreibung der Versuche. 
Unter dcn Bedingunges des Verfahrens, 5 ccm Molybdiinaiiurelosung (2.5% Ammo- 

ninmmolybdat in 5 la H,SO,) sowie 1 ccm Rduktiowmittellosung (0.5 g gereinigta Amino- 
naphtholsulfonaiiure in 195 c a n  16-proz.Netriumhy~ge~~itlosung i 5 ccms) 20-proz. 
Xatriumsulfitlosung) im Reaktiowvolumen von 25 ccm, vollzieht sich die Reduktion in 
1 n schwefelsaurer Lasung. Die geringe Erhohung der Acidit& dureh die Reduktions- 
mittellosung kam vernachliissigt werden; dem 1 ccm cqtspricht qur etwa 1.2 ccm einer 
n Saure. Die Eatwicklung nirnmt rnaq 5 Min. bei 37O uqd amchliebend 10 a. bei 200 
vor. Bei einer etwaigen Auskrystallisation des Entwicklem im Ansatz dWen qur ab- 
geeetzte, klare Proben zur colorimetrischen Bestimmuq gelangcn, da Messungen voa Pro- 
ben, die KrysGUchen suspendiert enthalten,' grijbere Farbintensitiit vortiiuscheq. Zur 
Bestimmung der Farbtiefc bedienten wir uns des lichtelektrischen Colorimeters w c h  
B. Lange. 

Die mitgeteilten Ergebnjsse uber den EinfluB der Siiurekonzentration auf die Reduk- 
tion der Phosphormolybdiinsiiure sind erhalkn unter Zugrundelegung von 0.100 mg P,O, 
in Form von KH,PO,. Erhohung des Siiuregrads iiber die Norm des Verfahrew wurdc 
durch Zugabe entaprechender Mengen Sch~efelsiiure~), Erniedrigq unter die Norm 
durch Zufiigen entsprechcnder Mengen Ammoniaklosuqg erzielt ; die Versuche unter 
den letztgeaannteq Bediogungen enthalten demnach mehr Arnmoniumsulfatlo). 

?) Pflanzene-,Diingungu.Bodenkunde, T1.A.16,126[1930],23,447[1932]; Ind. 
ewin. Chem. 27,24 [1935];vergl.a. B.Lange, Kolorimetr. Analyse, Berlinl941,S. 288 uaw. 

Meistens w i d  Lasung der Sulfowiiure erst bei Zugabe von etwas mehr Sulfitlosung 
erreicht. 

9 )  In Versuchen, in denen dio Ekhohung des Siiuregrads durch Salzsiiure bewirkt 
wurde, ergaben sich die gleichcn Werte. 

lo) Die Versuche mit 1.0 bis 0.7 n Liisungen lasaen also auch den SchluB zu, daB 
hmoniumsalze in der vorliegenden Komentration (0.3 n) das Ergebsis nicht beeintriich- 
tigen, in ffbereinetimmung mit den Befunden von E. Tschopp und E. Tschopp. IXea 
ist besonders fur die Phosphorsiiurebestimung in biologischem und biochemischem Unter. 
suchungsmaterial wissemwert. 


