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I'd

Acetyltritylamin.

1.) Ausdem Versuch einer Umsetzung mit Tritylisocyanat zurickgewon-
nenes Priparat vom Schmp. 214°.
C,,H,,ON (301.4) Ber. C83.69 Gef. C 84.59, 84.38, 83.59, 84.02
» H 635 . H 645, 6.61, 618, 6.24
» N 465 » N 4.57, 4.55, 4.23, 4.27.
CiH30,N, (586.7) (Acetylditritylharnstoff) Ber. C83.93 H 5.81 N 4.78.

2.) Darstellung aus Acetamid und Tritylchlorid: 11.2 g Tritylchlorid und
9.5 ¢ Acetamid (4 Mol.) werden bei einer Olbadtemp. von 180—200° 30 Min. unter 6fte-
rem Umriihren verschmolzen. Die homogene Masse liefert nach dem Erkalten und Um-
krystallisicren aus Alkohol 4.6 g (38%, d.Th.) Acetyltritylamin vom Schmp. 214°.

74. Eugen Bamann, Elfriede Nowotny und Liselotte Rohr: Zur

colorimetrischen Bestimmung der I’hosphorsiure (Einflul der Siurekon-

zenfration auf die Reduktion der Phosphormolyhdinsiure durch Amino-
naphtholsulfonsiiure).

|Aus dem Pharmazecut. Institut der chemaligen Deutschen Karls-Universitit in Prag.]

(Eingegangen hei der Redaktion der Berichte der Deutschen Chemischen Gescllschaft
am 9. Januar 1945.)

Es wurde der EinfluB der Sidurekonzentration aut die Reduktion
der Phosphormolybdinsiure durch Aminonaphtholsulfonsiure bei der
colorimetrischen Bestimmung der Phosphorsdure nach C. H..Fiske
und Y. Subbarow untersucht. Wichtig ist, daB bei Einhaltung einer
Entwicklungszeit von 15 Min. der theoretische oder fast theoretische
Phosphorsiure-Wert auch dann gefunden wird, wenn an Stelle der
vorgeschriebenen Aciditit (n H,SO,) Acidititen entsprechend 0.7 bis
1.3 » vorlicgen. In diesen Grenzen ist zwar der Entwicklungsverlauf
durchaus verschieden, aber nach Erreichung der Farbticfe, die der
anwesenden Phosphorsiuremenge entspricht, schreitet die Farbent-
wicklung in der bis zur festgesetzten Entwicklungsdauer von 15 Min.
verbleibenden restlichen Zeit nunmehr so langsam voran, dafB sie
nicht ins Gewieht fillt.

Unter den colorimetrischen Verfahren zur Bestimmung der Phosphorsiure!) ist das-
jenige, das Phosphormolybdénséaure mit 1-Amino-naphthol-(2)-sulfonsidure-(4) bzw. dem
2.1.6-1someren?) (,,Eikonogen‘‘) zu ,,Molybdinblau‘* reduziert, ein fiir viele Zwecke beson-
ders geeignetes. Es ist im Jahre 1925 von C. H. Fiskc und Y. Subbarow?) vorgeschla-
gen und kurze Zeit spiiter durch K. Lohmann und L. Jendrassik?) zu seiner heute
angewandten Form®) gestaltet worden. .

Dieses Verfahren weist gegeniiber den bisherigen colorimetrischen Bestimmungsmetho-
den bzw. den dabei beniitzten verschiedenartigen Reduktionsmitteln einige wesentliche
Vorziige auf. Dazu kommt, daB bereits eine Reihe von Beobachtungen bekannt sind, die

1) Umfassende Stellungnahmen zu den jeweils hekannten Verfahren finden sich bei
H. Kleinmann, Biochem. Ztschr. 99, 19 [1919]; C. H. Fiske u. Y. Subbarow, Journ.
biol. Chem. (Am.) 66, 375 [1925); H. K. Barrenscheen, Mikrochem. 7, 127 [1929);
F. Feigl, ebenda, S.116; R. Strebinger, ebenda, S. 119; E. Tschopp u. E. Tschopp,
Helv. chim. Acta 13, 793 [1932]; B. Lange, Kolorimetr. Apalyse, Berlin 1941. Uber
den Mechanismus des Reduktionsvorgangs s. u.a. F. Feigl u.P. Krumholz, B. 62, 1138
[1929]; E. Tschopp u. E. Tschopp, s. oben.

2) Auch die 2.3.6- und 2.8.6-Isomeren cignen sich vorziiglich (B. Vasarhelyi, Mikro-
chem., Pregl-Festschr., S. 329 [1929]).

3) Journ. biol. Chem. (Am.) 68, 375 [1925].

4) Biochem. Ztschr. 178, 419 [1926)].

5) S.z.B.: E. Bamann u. K. Myrbick, Die Methoden der Fermentforschung, S. 1605,
Leipzig 1941, New York 1945.
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sich auf den EinfluB bzw. die Beriicksichtigung oder Ausschaltung von schon vorhandenen
oder zusiitzlichen Stoffen beziehen, welche die Farbentwicklung storen.

Diesen Erfahrungen méchten wir einige gelegentliche Beobachtungen an-
fiigen, die den EinfluBl der Siurekonzentration auf den Reduktions-
vorgang betreffen. Diese Frage, zu der wir eine Stellungnahme qualitativer
Art bereits E. Tschopp und E. Tschopp®) verdanken, hat fiir manche Unter-
suchungen ein besonderes Interesse.

Unter den bisher iiblichen Bedingungen des Verfahrens vollzieht sich die
Reduktion in n schwefelsaurem Medium. Beidieser Aciditit verliuft die Farb-
bildung zu Beginn der Entwicklung verhaltnismiBig rasch und steigt nach
15 Min. nur noch langsam an, so daB die Colorimetrie mit geniigend Sorgfalt
und Zeitaufwand erfolgen kann. Allerdings macht die Farbvertiefung nichs
vollig halt; nach Ablauf von insgesamt einer Stunde (15 Min. unter den Be-
dingungen des Verfahrens, 45 Min. bei 20°) betriigt die Abweichung vom theoret.
Wert + 3%, nach 24 Stdn. + 81%, nach 10 Tagen + 176% und nach 13 Tagen
+ 180%. Bei noch lingerer Einwirkungsdauer schreitet die Farbvertiefung
bei 20° nur noch sehr langsam voran; sie erreicht nach 30 Tagen einen Wert,
der einer Abweichung von +185% entspricht. Wird die Entwicklung bei einer
von der n Losung verschiedenen Aciditit vorgenommen, so ist der zgitliche
Verlauf der Farbbildung ein anderer, selbst bei nur geringen Abweichungen
von der Norm-Aciditit des Verfahrens. Und zwar bewirkt eine hohere Saure-
konzentration in den Anfangszeiten zunichst eine Verzigerung der Entwick-
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Abbild. Einflu8 der Siurekonzentration auf den Reaktionsvorgang.
Kurve I: Entwicklung in 0.5 n H,80,

»w IL: » » 1.0n (Norm-Aciditit des Verfahrens)
” III ”» »w 1.5 n "
”» IV: ”» »n 20 n (2}

lung, spiter aber ibertreffen diese Losungen an Farbtieie die unter den Be-
dingungen des Verfahrens durchgefiihrten; im Laufe lingerer Versuchsdauer,
namlich nach sieben und mehr Tagen, gleicht sich dann die Farbtiefe des
Normalversuches derjenigen der anderen Versuche an. Einen Uberblick iiber
diese Verhiltnisse und die quantitativen AusmaBe der beschriebenen Erschei-

8) Helv. chim. Acta 15, 793 [1932].
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nungen gewihrt die Abbildung, deren Ergebnisse durch die Tafel ergénzt
werden.

Tafel. Abweichung vom theoretischen Wert der Phosphorsiure bei verschie-
denen Siuregraden und Entwicklungszeiten (die Zahlen bedeuten Prozente).

— ——— —

gaurograd des Verfahrens

Entw Dauer T 1 T '—-"f“—ﬂ" T
(Stdn.) 0.5 0.6 |0.77|0.8%0.9n . Onll znll 3u]1 4n]1 s l2. 0ni3.0n
AU S A B _____l___l,.__*_l,,,u__ | S S
Y, +6 +3| +0| 0| xo| xol xo| -1 -2 -4 ~~95| ~100

(Entw.Zeit d. Meth.) i i
1 17 7] 43! 42l w2l 8l w3l 48l w5 a1 —ssi-100
5 +113] +78 | +28 | +24| +24| +24| +28] +29) +32| +32| --60{~100
24 .| +78] +78| +81| +84; +89| +94 +100‘ +21| -100
48 1 +112/+112]+ 115|125/ + 1291135} + 140! +86 100
‘72 Zunehmende  |+132|-+132|+-134|+ 142|+148|+149|+ 155+ 123| ~100
96 Tritbung bzw. {+150;+150|4-150|+158+1601+163|+164|-+146| ~100
240 Ausfallen des +185!+176|+176] +176/+176|+ 1764 176, ~100
360 Farbstoffes — |4180]4-180|-+180|-+180|+180|+ 180[ ~100
720 1185|185/ 185+ 185 + 185+ 185| ~100

Von Bedeutung fiir die praktische Anwendung des Verfahrens ist,
daB bei Einhaltung der Entwicklungszeit von 15 Min. innerhalb der Aciditits-
grenzen 0.7—1.3 n die theoretischen oder fast theoretischen Werte fiir die
zu bestimmende Phosphorsduremenge gefunden werden. In diesen Grenzen
ist zwar der Entwicklungsverlauf durchaus verschieden, indem beispielsweise
in 0.7 n Losung volle Farbtiefe schon vor 1 Min., in 1.0 n Lésung in etwa
1 Min., in 1.2 n Lésung nach etwa 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
fillt. Innerhalb der angegebenen Acidititen zeigen also nach Ablauf von
15 Minuten Entwicklungszeit alle Versuche praktisch die gleiche Farbtiefe.
Vermieden werden miissen demnach Séuregrade unter 0.7 n und iber 1.3n.
Im ersteren Falle ergeben sich nach 15 Min. Entwicklungszeit bereits zu hohe
Werte, im letztgenannten zu niedrige (s. die Tafel).

Bei Lissungen <<0.7n treten nach lingeren Zeiten (10—24 Stdn.) mit ab-
nehmender Aciditit zunehmende Triibungen bzw. Ausfillungen an Farbstoff
auf, so daBl Farbmessungen nicht mehr vorgenommen werden kiénnen. In ab-
norm sauren, z.B. 2r Losungen ist die anfingliche Verzigerung der Farb-
entwicklung nicht nur sehr stark, sondern in Parallelversuchen gleichen Saure-
grads auch verschieden stark. Eg sind bisher unerkennbare éiuBlere Einfliisse,
die das AusmaB der Verzégerung bestimmen und die Reproduzierbarkeit er-
schweren. Der in der Abbildung dargestellte Reaktionsverlauf im Falle einer
2n Liossung gibt einen Versuch mit mittelstarker Verzogerung wieder. In den
nach Tagen erreichten Endwerten kommt es aber wieder zu einer Gleichheit
der Farbtiefe. In 3 n Losung unterbleibt die Reduktion zu Molybdéinblau;
selbst nach sehr langen Einwirkungszeiten sind die Losungen vollig farblos.

Die nach etwa 30 Tagen bei 20° erhaltene Farbtiefe stellt nicht, wie man
aus den fiir dic verschiedenen Sduregrade iibereinstimmenden Endwerten der
Tafel schlieBen konnte, das iiberhaupt erreichbare Farbmaximum dar; das
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ist nur beiden Versuchen in stirker saurem Medium der Fall: In 2 n Lsungen
beispielsweise kann die nach 30 Tagen erreichte Farbtiefe (entsprechend +1859,
Abweichung) weder durch weitere Entwicklung bei bedeutend hoheren Tem-
peraturen (Verweilen des Ansatzes wihrend 5 Min. im siedenden Wasserbad)
noch durch Hinzufiigen zusitzlicher Entwicklerlésung verstirkt werden. Ent-
wicklungen, die bei diesem Sduregrad von Anfang an bei hiheren Temperu-
turen durchgefiihrt werden, erreichen die gleiche Farbtiefe (5 Min. bei 100°:
+ 185% Abweichung). IndenVersuchen geringerer Aciditiit (1.57, 1.2n, 1.0n
und 0.9n) beobachtet man indes bei Erh6hung der Temperatur ein Fort-
schreiten der bei 20° praktisch zum Stillstand gekommenen Entwicklung, die
zu um so stirkerer Farbvertiefung fiihrt, je geringer der Siduregrad der Losung
ist. Dementsprechend geben innerhalb dieser Acidititsbereiche auch von An-
fang an. bei 100° vorgenommene Entwicklungen innerhalb kurzer Zeit, z. B.
5 Min., weit groflere Farbtiefen als solche nach 30 Tagen bei 20°. Daraus
ergibt sich, daB der Sduregrad der Lésung nicht nur auf den zeitlichen
Verlauf der Entwicklung, sondern auch auf das erreichbare Farbmaximum
von Einflu8 ist. Dies ist besonders wichtig, weil bei dem colorimetrischen Ver-
fahren von Sch. Zinzadze”), das als Reduktionsmittel das ,,Molybdinblau-
Reagens* (mit Molybdén reduzierte Molybdénsiiure) beniitzt, die Erreichung
voller Farbintensitit entweder durch lingere Einwirkungsdauer bei niederen
Temperaturen (3 Tage bei 20—-30°% oder durch hohe Temperaturen bei kurzer
Entwicklungszeit (4—5 Min. bei 100°) als méglich bezeichnet wird.

Beschreibung der Versuche.

Unter den Bedingungen des Verfahrens, 5 ccem Molybdinsdurelésung (2.5% Ammo-~
ninmmolybdat in 5 n H,S0,) sowie 1 ccm Reduktionsmittellosung (0.5 g gereinigte Amino-
naphtholsulfonsiure in 195 cem 15-proz. Natriumhydrogensulfitiosung + 5 ecm?®) 20-proz.
Natriumsulfitlésung) im Reaktionsvolumen, von 25 cem, vollzieht sich die Reduktion in
1 n schwefelsaurer Lsung. Die geringe Erhtbung der Aciditit durch die Reduktions-
mittellosung kann, vernachlissigt werden; denn 1 ccm entspricht nur etwa 1.2 cem einer
n Siure. Die Entwicklung nimmt man 5 Min. bei 37° und anschliefend 10 Min. bei 20°
vor. Bei einer etwaigen Auskrystallisation des Entwicklers im Ansatz diirfen nur ab-
gesetate, klare Proben zur colorimetriachen Bestimmung gelangen, da Messungen, von, Pro-
ben, die Krystiillchen suspendiert enthalten, grioBere Farbintensitit vortiuschen. Zur
BesItJimmung der Farbtiefe bedienten wir uns des lichtelektrischen Colorimeters nach
B. Lange.

Die ;gnitgeteilten Ergebnisse iiber den Einflufl der Siaurekonzentration auf die Reduk-
tion der Phosphormolybdinsiure sind erhalten unter Zugrundelegung von 0.100 mg P;0,
in Form von KH,PO,. Erhéhung des Siuregrads iiber die Norm des Verfahrens wurde
durch Zugabe entsprechender Mengen Schwefelsiure?), Erniedrigung unter die Norm
durch Zufiigen entsprechénder Mengen Ammoniaklésung erzielt; die Versuche unter
den letztgenannten Bedingungen enthalten demnach mehr Ammoniumsulfat!®).

" 7y Pflanzenernahrung, Diingung u. Bodenkunde, T1. A, 18, 126 [1930], 28, 447[1932]; Ind.
engin. Chem. 27,24 [1935); vergl. a. B.Lange, Kolorimetr. Analyse, Berlin1941,S. 288 usw.

8) Meistens wird Liosung der Sulfonsiure erst bei Zugabe von etwas mehr Sulfitlosung
erreicht.

%) In Versuchen, in denen die Erhohung des Siuregrads durch Salzsiure bewirkt
wurde, ergaben sich die gleichen Werte.

19 Die Versuche mit 1.0 bis 0.7 # Losungen lassen also auch den Schlufl zu, daB
Ammoniumsalze in der vorliegenden Konzentration (0.3 ») das Ergebnis nicht beeintrich-
tigen, in Ubereinstimmung mit den Befunden von E. Tschopp und E. Tschopp. Dies

ist besonders fiir die Phosphorséurebestimmung in biologischem und biochemischem Unter--
suchungsmaterial wissenswert.



