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52. Stabilisierte Diazoniumsalze als Reagenzien zur Bestimmung 
von Dioxybenzolderivaten. 

11. Uber eine kolorimetrische Bestimmungsmethode des i,  2-Dioxy- 
benzols, des Methylaminomethyl-[3,4-dioxy-phenyl]-earbinols 

und der a-Amino-~-[3,4-dioxy-phenyl]-propionstiure1) 
von P. Heinrieh und W. Schuler. 

(23. XII. 47.) 

Unter den von uns dargestellten und beschriebenenl), rnit 
Xaphthalinsulfosaure stabilisierten Diazoniumsalzen eignet sich das 
u - (oder ,f?) - naphthalinsulfosanre 4 - Nitro - 2 - chlor - 1 - diazo - benzol 
(N.N.C.D.) am besten als Reagens zur kolorimetrischen Bestimmung 
von Dioxy-benzolderivaten. Es lost sich praktisch farblos in Wasser 
und reagiert niit der erwiihnten Stoffgruppe in saurem Milieu unter 
Bildung gelber Farbstoffe; diese Reaktion ist, wie wir zeigen werden, 
genugend empfindlich, fur die genannte Korperklasse relativ spezifisch 
und bei entsprechender Temperatur und gunstiger Wasserstoffionen- 
konzentration einfach und in angemessener Zeit durchfuhrbar. 

Die E m p  f i nd l i c  h ke i  t d e s R eagens  auf Dioxybenzolderivate 
ist unter den von uns ausgearbeiteten Bedingungen so gross, dass 
noch 0,05 y der Dioxybenzole pro em3 sicher erfasst werden konnen; 
sie ist also grosser als die Empfindlichkeit des PoZin’schen Reagens 2, 

auf Adrenalin, erreicht jedoch nicht die des Reagens yon Whitehom3). 
Die Empfindlichkeit des Whitehorn’schen Reagens kann jedoch auch 
mit unserem Reagens erreicht, wenn nicht ubertroffen werden, wenn 
man die bei der Reilktion rnit Dioxybenzolen entstehenden Farbstoffe 
mit einem geeigneten Extraktionsmittel ausschuttelt und entsprechend 
konzentriert. Auf diese Art der Empfindlichkeitssteigerung mochten 
wir aber erst spater eingehen, wenn die Reaktionsprobkte unseres 
Reagens rnit mehreren Dioxybenzolderivaten analysenrein vorliegen, 
und vorlaufig nur erwahnen, dass die bisher rein dargestellten Reak- 
tionsprodukte, auch das mit Adrenalin gewonnene, iiberraschende 
Rtabilitat aufweisen. 

Ein besonderer Vorteil unserer Diazoreaktion gegenuber anderen, 
zur Bestimmung von biologisch wichtigen Phenolderivaten ver- 
wendeten Reaktionen, scheint uns zu sein, dass erstere in stark 
saurem Milieu rnit der genannten Empfindlichkeit auf Dioxybenzole 

l) 1. Mitteilung: Helv. 30, 886 (1947); Exper. I ,  235 (1945). 
2, 0. Polin, IV. B. Cannon und W .  Denis, J. Biol. Chem. 13, 477 (1912). 
3, J .  C.  Whitehorn, J. Biol. Chem. 108, 633 (1935) - c .  f .  N. L. Allport, Colorirne- 

t r i c  Analysis, Verlag Chapman and Hull, London, 1945. 
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durchfuhrbar ist, diese also bei der Bestimmung nie dem zerstorenden 
Einfluss alkalischer Reaktion ausgesetzt werden mussen. 

Die Spezifitiit  unseres Reagens ist bedeutend grosser als 
die des Polin’schen Reagens, welche zu starker Kritik Anlass gegeben 
hat1). Aber auch die Spezifitat des Whitehorm’schen Reagens wird 
durch die des unseren ubertroffen, soweit sich aus den vorliegenden 
Vergleichsangaben und aus unseren bisherigen Versuchen schliessen 
ltisst : Unser Reagens reagiert zwar allgemein mit Dioxybenzol- 
derivaten, nicht aber mit Glutathion, Ascorbinstiure und Sympathol, 
Verbindungen, welche nach Whitehorn mit ArsenmolybdBnsSiure 
reagieren. Keine Reaktion in dem f i i r  biologische Untersuchungen in 
Betracht kommenden Konzentrationsbereich von unter 100 mg 7- 
geben mit unserem Reagens weiterhin aliphatische und aromatische 
Aminosiiuren, Aldehyde und Ketone, Cystein und Cystin, Imidazol- 
und Indolderivate. Dagegen reagieren Pyridin- und Chinolinderivate 
sowie aromatische Diamine schon in relativ kleinen Mengen und 
miissen vor der Bestimmung der Dioxybenzolderivate entfernt 
werden, was keine Schwierigkeiten macht. Im ubrigen muss der 
Spezifittitsbereich unseres Reagens im Laufe der Zeit noch abgekltirt 
werden. 

Bei der Bestimmung von Dioxybenzolderivaten llisst sich die 
Spezifittit offenbar dadurch noch wesentlich steigern, dass man, nach 
Ablauf der Reaktion im Sauren, die entstandene Farblosung alkali- 
siert. Die Reaktionsprodukte mit verschiedenen Dioxybenzolderivaten 
geben dam, wie schon mitgeteilt2), gum Teil unterschiedliche Far- 
bungen, worauf wir spiiter zuriickkommen werden. 

Uber die Milieuabhangigkeit  der  Reakt ion  des nayh- 
t halinsulfo sauren 4 -Nitro - 2 - chlor - 1 -diazo - benzoles mit Dioxybenzol- 
derivaten haben unsere Versuche folgendes ergeben : 

Die Reaktion fiihrt in saurem Milieu zur Bildung gelber Farb- 
stoffe. Das Absorptionsspektrum der mit Adrenalin gewonnenen 
Farbstofflosung ist in Fig. 1 dargestellt. 

Bestimmt man die Farbstiirke mit dem Zeiss’schen Stufen- 
Photometer unter Verwendung des Filters S 43, so findet man, wie 
aus den Eonzentrations-Durchliissigkeitskurven der Fig. 2a ersicht- 
lich, in einem Konzentrationsbereich der Dioxybenzole von 0-5 y/cm3 
das Beer’sche Gesetz erfiillt. Das gleiche gilt f i i r  das Weka-Photo- 
meter von Kauhausen mit Schottfilter BG 12. Bei Bestimmung der 
Farbstiirke mit dem lichtelektrischen Lumetron-Photometer 400 A 
Photovolt Gorp., New York3) unter Verwendung des Filters Blue 420 

l) H .  Fujiwara und E.  Kataoka, Z. physiol. Ch. 21 6,133 (1933). 
2, 1. Mitteilung: Helv. 30, 886 (1947). 
3, Das Lumetron-Photometer 400A wurde uns von der CIBA Aktiengesellschaft, 

Basel, zur Verfugung gestellt, wofur wir bestens danken. 
21 
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200 300 400 500 600mfi 

Fig. 1. A b s o r p t i o n s s p e k t r u m  der  R e a k t i o n s l o s u n g  yon  <%drenal in  
m i t  4-Kitro-2-chlor-1-diazo-benzol. 

(pH 2, 35", 1 Stunde) 

rengens (0,409. lop3 Mol/L) 
Extinktionswerte der Reaktionslosung von Adrenalin (0,228. 

Abszisse : Wellenlange in mp 

Mol/L) und Diazo- 

Ordinate : log E 
r 

Fig. 2a. Konzentrations-Durchlassigkeitskurven d e r  R e a k t i o n s l o s u n g e n  
d r e i  e r D i o x y b e n z o lder  i v  a t e gem e s s e n  i m  PuZ/rfch- P h o t o m e t e r. 

Adrenalinreaktionslosung ~l Brenzkatechinreaktionslosung 
Abszisse : y/cm3 o Dioxyphenylalaninreaktionslosung Ordinate: T 

(p 1, 20°, 1 Stunde, Wilter 8 43, d = 30 mm) B 
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ist dies jedoeh, wahrseheinlich der geringeren Selektivitat des Filters 
wegen, nichf der Fall, Tie aus den Konzentrations-Durchhsigkeits- 
kurven der Fig. 2b zu ersehen; in diesem Fall ist es notwendig, Eich- 
kurven aufzustellen, bis eine gunstige Fil terkombination gefunden 
und erha,ltlieh ist. 

J 

0 I 2 3 4 5 6 7 8 9 707lcrn3 

Fig. 2b. 
Konzentrations-Durchlassigkeitskurven d e r  Reakt ions losungen  
dre ie r  D i o s y b e n z o l d e r i v a t e  gemessen i m  L u m e t r o n - P h o t o m e t e r .  

(pH 1, 20°, 1 Stunde, Filter Blue 420, d = 30 mm) 
Adrenalinreaktiomlosung 

3 Brenzkatechinreaktionslosung 
o Dioxyphenylalaninreaktionslosung 

Sbszisse : 7/cm3 Ordinate: T 

Die pH-Abhangigkeit des Reaktionsverlaufes bei gleicher Tempe- 
ratur und Zeit ist aus Fig. 3 am Beispiel der Adrenalinbestimmung 
zu ersehen. In  einem p,-Bereiche von 1-3 steigt mit steigendem 
p,-Werte die IntensitSit der Farbstoffbildung an, bei p,-Werten 
uber 3 macht sich aber eine storende Lichtempfindliehkeit unseres 
Reagens an einem Ansteigen des Leerwertes bemerkbar, sodass 
als optimaler p,-Bereich fur die Reaktion des Diazoniumsalzes mit 
Dioxybenzolen ein pH von 2-3 zu gelten hat. 

Die Temperaturabhangigkeit des Reaktionsverlaufes bei glei- 
chem pH und gleich langer Zeit ist der Fig. 4 ebenfalls am Beispiel 
der Adrenalinbestimmung zu entnehmen. Als Temperaturoptimum 
hat ein solches von ca. 35O zu gelten, hohere Temperaturen sind aus 
Grunden, die im experimentellen Teil erortert werden, zu vermeiden. 
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Fig. 3. K onz e n t r a t  i o n s - D u r  c h l  ti s s ig k e i t s k u r ve n e in e r Ad r e n a linre a k t i on s - 
losung bei vcrschiedencn Wasserstoff ionenkonzentrationen. 

Messungen m i t  Lumetron-Photometer.  
(35", 1 Stunde, Filter Blue 420, d = 30 mm) 

* Messwerte bei pH 0 Messwerte bei p, 1 Messwerte bei pE 2 
Abszisse : y/cm3 a Messwerte bei pH 3 Ordinate: T 

T 

Fig. 4. K o n z en t r a t i o n s - I> u r c h 1 a s s i g k e i t s k u r v e n e i n e r Ad r e n a 1 i n  r e a k t i o n s - 
losung gemessen im Pulfrich-Photometer bei verschicdenen Tempera turen .  

(p, 1, 1 Stunde, Filter S 43, d = 20 mm) . Messwerte bei 20" Nesswerte bei 25O a Messwerte bei 35O 
Abszisse: y/cm3 Ordinate: T 
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Die Zeitdauer des Reaktionsverlaufes ist, bei pH 1 und einer 
Temperatur von 20°, bei der sie experimentell leichter bestimmbar ist 
als bei 350, der Fig. 5 xu entnehmen. Am besten hat sich eine Zeit- 
dauer von einer Stunde erwiesen, welche bei einer Versuchstempe- 
ratur von 35O mit einer Genauigkeit von f 3  Minuten eingehalten 
werden sollte. 

T 

Fig. 5. 
Zeitlicher Anstieg der Farb in tens i ta t  (Abfall  der  Durchlassigkeit)  de r  mi t  
Diazoreagens versetzten Losungen de r  dre i  Dioxybenzolderivate gemessen 

im Lumetron-Photometer.  
(pH 1,20°, Filter Blue 420, d = 30 mm) 

Adrenalinreaktionslosung, entheltend 5 y/cm3 
o Brenzkatechinreaktionslosung, enthaltend 6 y/cm3 
o Dioxyphenylalaninreaktionsloaung, enthaltend 4 y/cm3 

Abszisse: Zeit in Minuten Ordinate: T .  

Das Konzentrationsverhaltnis zwischen dem zu bestimmenden 
Dioxybenzol und dem Reagens soll etwa 1 : l O O  betragen; eine 
geringere Konzentration an Reagens hat sich als weniger giinstig 
erwiesen; eine hohere Konzentration verursacht, abgesehen von der 
bald erreichten Loslichkeitsgrenxe, Eigenfarbung des Leerversuchs. 

Die Au s f uhrung s v o r s c h r i f  t d er k o 1 or  im e t r is  c h e n B e - 
s t imm u n g vo n D i o x y b en z o 1 d e r i v  a t e n mit unserem Reagens 
lautet somit unter Berucksichtigung der von uns erhobenen Befunde: 

Die zu untersuchende Losung soll maximal 5 y/cm3 Dioxybenzol 
enthalten. Pyridin- und Chinolinderivate sowie aromatische Diamine 
miissen, wenn vorhanden, entfernt werden. Die Losung soll auf 
pR 2-3 eingestellt sein. 

10 em3 der zu untersuchenden Losung von pH 2-3 werden in 
einem Reagensglas von 2,5 em iiusserem Durchmesser mit ein- 
geschliffenem Stopsel mit 2 em3 einer 0,l-proz. frisch bereiteten 
Losung von /?-naphthalinsulfosaurem 4-Nitro-2-chlor-1-diazo-benzol 
von gleichem pH versetzt und 60 Minuten in ein Wasserbad von 35O 
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gebracht. 12 cm3 Beagensltisung von gleicliem pH dienttn %Is Le,er- 
versuch. 

Nach genau einer Stunde wird im Zeiss’schen Stufen-Photometer 
oder in einem lichtelektrischen Photometer, z. B. dem Lumetron- 
oder dem Weka-Photometer kolorimetriert ; im ersten Fall mit Filter 
S 33, im zweiten Fall mit dem Blue Filter 420, im clritten mit dem 
Schott-Filter GB 12, jedenfalls mit einem Blauviolettfilter von einem 
Durchlsssigkeitsbereich von 400-430 mp. ills Kiketten eignen sic11 
solche yon 30 mm Schichtdicke; bei Dioxybenzolkonzentrationen 
von 1-2,s ?/em3 genugt eine Schichtdicke von 20 mm, bei Konzen- 
t,rationen zwischen 2,5 und 5 ylcm3 eine solche von 1 0  mm. Beim 
Lumetron-Photometer ist es mveckmiissig, die Pyrevrohren durch 
Kiivetten zu ersetzen. 

Die Auswertung der 3lessergebnisse erfolgt an Hand yon Eich- 
kurl-en . 

E x p e r i m e n t e l l e r  T e i l .  
In unsercn Tabellen urid Abbildungen verwenden wir die folgenden Bczeichnungen : 

Extinktion E := log &,/ID . T, kcnnzeichnet die abgelesenen Durchlassigkoitswcrte beini 
Pulfrich-Photometor, T, die entsprechenden Werte des Lumetron-Photometers, die Zahl 
in Klammern hinter den Ablesewerten die Schichtdicke (d) der verwcndetcn Kuvetten 
in cm. Dic Extinktion ist immer bezogcn auf 1 cni Schichtdicke. 
a ) Absorpt ions  s p  e k t r e n der  R e  a k t i o n s l  o s u n g e n : 

Die Absorptionsspektren der Reaktionslosungen der Dioxybenzole mit /Lnaphthalin- 
sulfosaurem 4-Nitro-2-chlor-1-diazo-benzol (pH 2 ,  35O, 1 Stunde) wurden von Frl. cand. 
rcr. nat. E.  Lazarus’) mittels einer vereinfachten Sektormethode im sichtbaren Spektral- 
bereich visuell bestimmt. Das Spektrum der Adrenalinreaktionslosung wurde ausserdcni 
im physikalisch-chemischen Institut der Universitat Zurich von Hrn. P.-D. Dr. K. W i e -  
Zund2) sowohl im sichtbaren als auch im ultravioletten Spektralbereich mit der Sekt’or- 
niethode photographiert und photometrisch ausgewertet. Diese Kurve ist in Fig. 1 zur 
Darstellung gebracht. Sic stimmt mit der von uns visuell fur  Adrenalin im sichtharcn 
Spektralbereich gefundenen innerhalb der Fehlergrenze iiberein, obgleich die Adrenalin- 
reaktionslosung unter dern Einfluss des Lichtes eine Veranderung erfilhrt und die Extink- 
t,ion wahrend der Belichtung etwas zunimmt. 

Der Kurve der Fig. 1 ist zu entnehmen, dass das Absorptionsmaximum der Adrenalin- 
reaktionslosung im ultravioletten Spektralbereich bei ca. 260 mp gelegen ist. Da die beiden 
anderen Dioxybenzole im sichtbaren Spektralbereich nach unseren Messungen eine ahn- 
liche Lage ihrer Absorptionskumen aufweisen, kominen fur  ihre photometrische Bestim- 
mung Blauviolettfilter in Frage: fiir das Zeiss’sche Stufen-Photometer das Filter S 43, fur 
das Lumetron-Photometer das Filter Blue 420 und fur  das Weka-Photometer von Kuu- 
hausen das Xchottfilter BG 12. Wir hoffen, durch Kombination einiger dcrzeit erhiiltlicher 
Farbglilser noch bessere Filter als die genannten zu finden. 

b )  E i c h k u r v c n :  
Konzentrations-Durchlassigkeitsmcssungen mit Dioxybenzolderivaten unter Ver- 

wendung des Zeiss-Stufen-Photometers ergaben die in Tabelle 1 und Fig. 2 a dargestelltcn 
Werte fur T (Filter S 43, prr 1, 200, 1 Stunde Reaktionsdauer), welche orkennen lassen, 

l) E .  Lazarus, Dissertation Fribourg, in Bearbeitung. 
2, Herrn P.-D. Dr. K.  Wieland, Vorstand des physikalisch-chemischen Imtitutcs 

der Universitat Zurich, danken wir auch an dieser Stelle fur die Durchfuhrung der Mes- 
sungen. 

- ~- 
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Tabelle I. 
Konzentrations-Durchllssigkeitswerte der Reaktionslosungen mit 

drei Dioxybenzolderivaten. 
(Pulfrich- bzw. Lumetron-Photometer, Filter S 43 bzw. Blue 420 

pH 1, 20°, 1 Stunde) 

Brenzkatechin I Adrenalin I Dioxyphenylalanin 
__ 

0,5'75(3)10,042 77 
1,5 50(3)'0,100' 57,5 
2,5 33(3) 0,161 I 43 
3,5 62(1)'0,208 ~ 33,5 

1,0 69(3)'0,054 ~ 63 
2,0'43(3)/0,123 146 
3,0130(3) 0,174 37 

6,o 43(1)jo,367 120,5 

~~~ ___ 

0,038 
0,080 
0,122 
0,158 
0,229 
0,067 
0,112 
0,144 

"" '_- . 

4,8 ' 40,5(2) 10,197/ I 
4,8 I 26 (3) 0,195 3435 1 0y154 

~ 

~ __ - 
0,2 88(3) 0,019 
0,4 68(3) 0,056 
0,5 65(3) 0,062 
0,6 62(3) 0,069 
0,8 48(3) 0,106 
1,2 33,5(3) 0,158 
1,4 30(3)10,174 
1,5 2 7 4 3 )  0,187 
2,O 11,5(3) 10,252 
2,5 11,5(3)' 0,313 
3,O 8(3) 0,366 
3,5 6(3) 0,407 
4,O 5(3) 0,430 
4,5 3,5(3) 0,485 
5,O 3(3) 0,508 
1,0 34(3) 10,166 

- 

T, 
-. ~ .. 

82 
67 
62 
59 
54 
41 
33 
38 
27 
23 
18 
16 
15 
13 
12  
- 

- 

EL I 
_ _  

0,025 
0,058 
0,069 
0,078 
0,089 
0,129 
0,160 
0,140 
0,187 
0,213 

0,261 
0,275 
0,290 
0,307 

*) d = 30 mm. 

dass das Beer'sche Gesetz bis zu Konzentrationen yon 5 y/cm3 Brenzkatechin und Adrenalin 
und 2,50 y+m3 Dioxyphenylalanin gilt. Analoge Messungen mit dem Lumetron-Photometer 
400 A, wie sie in Tabelle 1 und Fig. 2b zur Darstellung gebracht sind, zeigen deutliche 
Abweichungen, wahrscheinlich bedingt durch die fiir unseren Zweck nicht vollig ausrei- 
chende Selektivitat des Filters Blue 420; denn auch mit dem Weka-Photometer von 
Kauhausen unter Vorschaltung von Schott-Filter BG 12 findet sich die durch das Beer'sche 
Gesetz geforderte Extinktion. 

c )  pH-Abh&ngigkeit der  Reaktion: 
Die Wasserstoffionenkonzentration beeinflusst die Empfindlichkeit der Reaktion. 

Aus den Werten der Tabelle 2 (Fig. 3), die fur Adrenalin bei 35O und einer Stunde Reak- 
tionsdauer mit dem Lumetron-Photometer ermittelt wurden, ergibt sich die Erhohung 
der Farbatarke mit Abnahme der Wasserstoffionenkonzentration. Der sich aufdrangenden 
Forderung, die Reaktion in noch weniger saurem Milieu als pH 3 vor sich gehen zu lassen, 
kann nur teilweise entsprochen werdcn, da das 8-naphthalinsulfosaure 4-Nitro-2-chlor- 
1-diazo-benzol, trotz seiner grossen Bestandigkeit, in schwacher sauren Losungen (von 
einem pH uber 3 an) sehr lichtempfindlich ist und sich, besonders in Gegenwart von violet- 
tern Licht, rasch zersetzt, so dass der Leerwert wahrend der Messung ansteigt, was ein 
genaues Arbeiten verunmoglicht. 

d )  Temperaturabhangigkeit  der  Reaktion: 
Am Beispiel der Adrenalinbestimmung bei p H 1 und einer Stunde Reaktionsdauer 

wurde mit dem PuZfrich-Photometer die Abhangigkeit der Reaktion von der Tempera- 
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tur ermittelt. Es ergaben sich die in Tabelle 3 zusammengestellten und in  Fig. 4 kurven- 
miissig wiedergegebenen Werte, welche zeigen, dass die Farbstiirke mit steigender Tem- 
peratur stark zunimmt und dass auch bei hoheren Temperaturen das Beer’sche Gesetz 
erfullt ist. 

Tabelle 2. 
Konzentrations-Durchliissigkeitswerte von Adrenalinreaktionslisungen 

bei verschiedenen pH. 
(Lumetron-Photometer, Filter Blue 420, d = 30 mm, 35O, 1 Stunde) 

___.__ ____. 

0,057 
0,104 
0,142 
0,173 
0,216 
0,237 
0,292 
0,241 
0,199 

96 0,05 
89 
84 

68 
23 
13 
16,5 
53,O 
14,O 

79 5,o 

0,6 
0,8 
2,O 
4,O 
5,O 
0,6 
1,0 
3,O 
3,O 

Tabelle 3. 

43 
23 
18 
753 
64,5 
32,5 
34 
83 
24 
17,5 

Konzentrations-Durchlcssigkeitswerte der Reaktionslosung 
mit Adrenalin bei verschiedenen Temperaturen. 

(Pulfrich-Photometer, Filter S 43, d = 20 mm, pH 1, 1 Stunde) 

Reaktionstemperatur Reaktionstemperatur Reaktionstemperatur 
- 

I 25O I 350 

0,183 
0,319 
0,372 
0,064 
0,194 
0,244 
0,234 
0,040 
0,310 
0,378 

200 -~ 

TP 
__ - 

75 
42 
34,5 
28,O 
50 
89 
69 
60 
54 
4495 
38 

_____- 
0,062 0,9 
0,188 1,8 
0,231 2.7 
0,276 3,6 
0,150 4,5 
0,025 5,4 
0,080 6,3 
0,111 5,O 
0,134 4,O 
0,176 
0,210 

TI? 
__ 

77 
62 
52 
45 
37 
33,5 
26 
33 
40 

Bei Temperaturen von 35 und 38O und besonders bei einem pH-Wert iiber 1 muss 
daher genau nach einer Stunde (& 3 Minuten) abgelesen oder aber die Reaktionslosung in 
Eiswasser gestellt werden. In letzterem Fall bleibt die Farbintensitiit mindestens wahrend 
20 Minuten konstant. 
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An sich konnten Messungen auch bei hoherer Temperatur als bei 35-38'' vorgenom- 
men werden. Ein Erhitzen iiber 40" hat jedoch zur Folge, dass einerseits der Leerwert der 
Reaktion stark arhoht, andererseits die Spezifitiit des Reagens auf Dioxybenzolderivate 
beeintriichtigt wird; denn die meisten Diazoniumsalze reagieren in mineralsaurem Medium 
auch'mit Monooxybenzolen, bei Zimmertemperatur allerdings mit sehr geringer Reaktions- 
geschwindigkeit, die aber bei hoheren Temperaturen merklich beschleunigt werden kann; 
so fanden wir, dass bei 45" auch Tyrosin in einer Konzentration von 100 y/cm3 eine mess- 
bare Farbung gibt, was bei 35O noch nicht der Fall ist. 
e) Einfluss de r  Reaktionsdauer:  

Tabelle 4 gibt die Lumetron-Durchlassigkeitswerte fur die Reaktion des p-naphthalin- 
sulfosauren 4-Nitro-2-chlor-1-diazo-benzols mit Brenzkatechin, Adrenalin und Dioxy- 
phenylalanin bei 20° undpH 1 in Abhangigkeit von der Reaktionsdauer. Aus der kurven- 
miissigen Darstellung in Fig. 5 ist ersichtlich, dass nach 1 Stunde die Zunahme der 
Farbintensitiit in jedem Fall nur mehr ca. 1% in 5 Minuten betriigt, die Reaktion im 
wesentlichen also als beendet gelten kann. 

Tabelle 4. 
Abhiingigkeit der Lichtdurchliissigkeit der Reaktionslosungen 

von der Reaktionsdauer. 
(20° und pH 1) 

~ ~~~ 

Brenzkatechin 
5 y/cma ____ 

Ablesung 
nach 

5' 
10' 
15' 
20' 
25' 
30' 
35' 
40' 
45' 
50' 
56' 
60' 

__- - 

-- 

. _  

TL 
~ __ 

59 
51 
44 
39 
36 
33 
31.5 
30 
28 
26,B 
25 
24 

- 

Adrenalin 
5 y/cm3 

Ablesung 
nach 

5' 
10' 
15' 
20' 
25' 
30' 
35' 
40' 
45' 
50' 
55' 
60' 
60' 
110' 
120' 
180' 

___- - ___ __ 
TL 
_. __ 

70 
65 
56 
51 
48 
45 
42 
40 
38 
36 
34 
34 
33 
22 
21 
17 - 

Dioxyphenylalanin 
4 y/cm3 

Ablesung 
nach 

5' 
15' 
20' 
30' 
35' 
40' 
45' 
50' 
55' 
60' 

~ .~ 

TL 
___ __ 

71 
43 
31 
24 
22 
19,5 
18 
17 
16,5 
15,5 

- 
Wenn die Ablesungen nach einer Stunde mit einem Zeitfehler von f 3 Minuten vor- 

genommen werden, so sind auch bei hoheren Temperaturen und niederen Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen die dadurch entstehenden Fehler geringer als die sonstigen Fehler- 
quellen der Bestimmung. 

Ein Vergleich der mit Adrenalin nach drei Stunden bei 20'' erreichten Farbtiefe der 
Reaktionslosung mit der nach einer Stunde bei 35'' gefundenen, welche der Tabelle 2 bzw. 
Fig. 3 entnommen werden kann, zeigt, dass beide nahezu gleich sind. Die Farbintensitlt, 
welche bei dem Temperaturoptimum von 35'' nach einer Stunde erreicht ist, wird bei einer 
Temperatur von 20° erst nach drei Stunden erreicht. 
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f )  Einf luss  d e r  K o n z e n t r a t i o n  d e s  Diazoreagens:  
Es bleibt noch die Frage zu erortern, welcher nberschuss an Reagens im Vergleich 

zur Konzentration der Dioxybenzole notwendig ist. Nimmt man als optimal bestim mbare 
Mengen der Dioxybenzolderivate etwa 2 y/cm3, so ist au8 der Tabelle 5 am Beispiel der 
Adrenalinbestimmung ersichtlich, dass bei pH 1 und 35O ein etwa 100facher nbersckuss 
an Reagens notwendig ist, wahrend ein nur zehnfacher nberschuss die Reaktion f iir die 
Bestimmung von Mengen unter 1 y/cm3 unbrauchbar macht und iiqnimolare Mengen iiber- 
haupt keinen wesentlichen Unterschied zum Leerwert mehr erkennen lassen. 

Durch Verwendung eines grosseren uberschusses als eines 1OOfachen zu grosserer 
Lichtabsorption der Reaktionslosung gelangen ZLI wollen, verbietet sich infolge der nicht 
ausreichenden Loslichkeit des Reagens, wie auch (z. B. bei Herstellung konzentrierter 
Reagenslosungen in Eisessig) infolge dann auftretender starkerer Eigenfarbungen. Auch 
haben entsprechende Versuche gezeigt, dass bei einer Temperatur von 35" ein grosserer 
nberschuss an Reagens nur mehr eine geringe Vcrstlrkung der Farbintensitat bewirkt. 

Tabelle 5. 
Einfluss der Konzentration des Diazoreagens auf die 

(Lumetron-Photometer, Filter Blue 420, pH 1, 35O, 1 Stunde! 
Farbintensitat (Lichtdurchlassigkeit). 

Vorgelegte Menge 
Adrenalin in 

Y b 3  

0,05 
032 
5 8  

Konzentration an Reagens 

100 100 

Z u s a m  m enf a s s 11 ng. 
Es wird eine kolorimetrische Bestimmungsmethode fiir Uioq--  

benzolderivate mit ,+naphthalinsulfosaurem 4-Nitro-2-chlor-1 -diazo - 
benzol (N 3.C.D. )-Reagens beschrieben. 

Es wird uber die Eigensehaften des Reagens, uber die Empfind- 
lichkeit, Spezifitat und Milieuabhiingigkeit seiner Reaktion mit eiriigen 
Dioxybenzolderivaten berichtet und - unter Beriicksichtigung der 
erhobenen Befunde - - eine Ausfuhrungsvorschrift dcr Bestimmung 
dieser Dioxybenzole gegeben. 

Physiologisch-chemisches Institut der UniversitBt, 
Fribourg. 




