
Voliinien XXXI, Fasciculus 1x1 (1945). 709 

217 m p  einem einfach a,  ,b-ungesattigten Lacton entspricht, dasjenige 
hei ca. 308 m p  einer Carbonylgruppe. 

2. a-Antiarin gab ein kryst. Tribenzoat, das bei der Dehydrierung 
mit CrO, einen kryst. Neutralstoff lieferte; trotzdem ist die An- 
wesenheit einer Aldehydgruppe nicht ausgeschlossen. 

3 .  a-Antiarin liess sich mit Na-amalgam zum al-Dihydro- 
r-antiarin reduzieren, das im Ultraviolett noch die fur a, ,b-unge- 
sattigte Lactone typische Absorption besass und biologisch etwa 
gleich stark wirksam war wie a-Antiarin. Es lieferte ein kryst. Tetra- 
benzoat, das bei der Dehydrierung mit CrO, unter Verlust von 2 H- 
Atomen einen Neutralstoff lieferte. a-Antiarin enthdt  somit eine bei 
Raumtemperatur nieht benzoylierbare sekundare HO-Gruppe. 

4. Nach der hydrolytischen Spaltung von a-Antiarin mit HCl 
in Aceton nach Xu.i~.nich und Siewert konnte eine kleine Menge eines 
kryst. Stoffes isoliert werden, der wahrscheinlich Antiarigenin dar- 
stellt; er lieferte ein kryst. IlTonobenzoat. Aus den amorphen Mutter- 
laugen konnte ein anderes kryst. Benzoat erhalten werden, das wahr- 
scheinlich ein Anhydro-a-antiarin-tribenzoat war. 

3 .  Die zuckerfreien Anteile der analogen Spaltung des al-Dihydro- 
x-antiarins gaben erst nach Benzoylierung Krystalle. Ihre Analyse 
passte auf ein al-Dihydro-antiarigenin-dibenzoat. 

6. Antiarose, die Zuckerkoniponente des a-Antisrins, korinte als 
D- Gulomethylose identifiziert werden, die damit zum ersten Male in 
einem Naturprodukt naehgewiesen wurde. 

Pharmazeutische Anstalt der Universitiit Basel. 

101. Uber eine Semimikro-Kjeldahl-Bestimmung 
des Aminosaure-Stickstoffes 

von G .  Frey. 
(18.11. 4P.) 

Anlasslich des Studiums von cr-Aminosiiuren wurde die Stick- 
stoffbestimmung nach Iijeldahl in unsereni Laboratoriuni neu ausge- 
arbeitet. Fur die uns gestellten Aufgaben hat sich der Semimikro- 
Masstab (1-2 mg X pro Destillation) als praktiseh erwiesen. 

Um die ursprungliche Kjeldnhl’sche Nethodikl) und ihre ap- 
parativen Modifikationen nach I. K.  Parnus und R. Wagner2) den 
Anforderungen des Betriebes anzupassen, Tvurde speziell die Destil- 
lationsapparatur f iir eine zweckmassige Arbeitsweise umgebaut. 
Dabei bietet die Verwendung von Wasser mit Tashiro-Reagens als 

l) Z. anal. Ch. 22, 366 (1883). 
z ,  Bioch. Z. 125, 253 (1921) und Z. anal. Ch. 114, 261 (193s). 
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Vorlage, die elektrische Dampferzeugung sowie die Einstellung der 
0,02-n. H,SO, mittels Ammonsalzen besondere Vorteile, ohne die 
erreichbare Genauigkeit einzuschriinken. 

Es muss noch vorausgeschickt werden, dass die in diesem Bericht 
beschriebene Methodik fur die a-Aminosluren spezifisch ist. Andere 
Substanzen fuhren wieder zu anderen Modifikationen der immer viel- 
seitiger gebrauchten KjeZdahk'schen Stickstoffbestimmungsmethode. 

Experimenteller Teil .  
1. Bcschrc ibung dcr A p p a r a t u r e n .  

a) D a s  Aufschlussgestel l :  - I n  der vielseitigen Literatur iiber die Kjelduhl- 
Methodik sind genaue Angaben uber die Beschaffenheit des Veraschungsgestelles selten. 
Es sol1 deshalb hier etwas naher darauf eingegangen werden. 

Unser Gestell ist eine Modifikation des Modelles nach Pregll). Die Absaugvorrichtung 
aus Glas wurde durch Bleirijhren ersetzt. Wie aus Fig. 1 ersichtlich, ist diese ,,Veraschungs- 
cinheit" zur Aufnahme von 6 bzw. 11 Veraschurigskolben zu 100 em3 vorgesehen. Um 
eine maximale Warmeausniitzung zu erziclen, licgcn die Veraschungskolben in genau 
angepassten V2A-Stahlschalen. Als Hcizquolle wurden gewohnliche Bunsen-Brenner ver- 
wendet, die nur die vordere 6-er Reihe der Kolben aufheizen. Durch indirekte Heizung 
kann man auf der hinteren 5-er Reihe bereits eine Anzahl Anal ysen soweit eindampfen 
und vorveraschen, dass sie nach dem Freiwerden der vorderen Reihe ohne Zeitverlust 
sofort weiter verascht werden konnen. Diese Anordnung bat die Kotwendigkeit eines 
zweiten Bleirohres als Absaugvorrichtung mit sich gcbracht. Die 2 Bleirohren werden 
mit gewohnlichen Wasserstrahlpumpen verbnnden. Diesc Absaugvorrichtung hat sieh 
sehr gut bewahrt, was jedoch eine gute Ventilation in der Veraschungskapelle nicht aus- 
schliesst. Zur Entfernung des Kondensates aus den Bleirohren wird der Rohrcnaufsatz 
um ca. 10 mm auf einer Seite erhoht. 

Die Verwendnng eines nichtrostenden Stahls (V2A oder V4A) fiir die 0,5 mm- 
dicken Schalen ist zu empfehlen (nach einem ca. 2-jahrigen standigen Gebrauch haben die 
verwendeten Schalen keine grosse Abnutzung aufgcwiesen). Als Bodenplatte wird eine 
3 mm-dicke Eisenplatte verwendet. Die auf der Fig. 1 gezeigte Verschalung, die zur Zeit 
der Gasknappheit angebracht wurde, envies sich spater hinsichtlicli des Schutzes gegen 
starke Warmeausstrahlung, Erhohung der Warmc un ter der Bodenplatte, besonders 
der hinteren Reihe, als sehr praktisch. 

Infolge der Beweglichkeit des Gestelles, auf welcheni die 2 Bleirohren liegen, kann 
man diese durch Losen der 2 Flugelschrauben fur die Vcrwendung von 100er, sowie Boer 
KjeZduhZ-KoIben einstellen. 

Die Gleichheit und die R.egelmassigkeit der 6 Bunsen-Brenner spielt eine besondere 
Rolle, die man zur Erzielung reproduzierbarer Resultate nicht unterschatzen darf. Sind 
alle 6 Brenner im Gebrauch, so kann man eine Wassermenge von 10 em3 (mit Zusatz von 
2 em3 H,SO, konz. und 3 Perlen) auf der vordercn Reihe innerhalb von 7 Minuten, und 
auf der hinteren Reihe innerhalb von 12% Minuten eindampfen. 

b) D i e  D e s t i l l a t i o n s a p p a r a t u r :  - Die verweridete Destillationsapparatur ist 
in Fig. 2 wicdergegcben und besteht im Prinzip ails denselben Teilen wie diejenige von 
Parnas und Wagwer2). Eine wesentliche lfodifikation stellt die Einfuhrung der aus- 
schliesslich elektrischen Dampfentwicklung dar. L. Miller und J .  A .  Houqhton3) haben 
die Dampferzeugung ebenfalls dnrch einen Heizdra.ht bewerkstelligt, ohne jedoch auf den 
Bunsen-Brenner zu verzichten. 

Als Dampfentwicklor wird cin 500 em3 Jenaer ,,KeZZer-Dreihals-Sulfierkolben" ver- 
wendet. Der Durchmesser des zentralen Halses betragt ca. 55 mm und derjenige der 

l) P. Pregl und H. Both, Die, quantitative organische Xkroanalyse, 4. Aufl. (1935), 
s. 108. 2,  Siehe Pregl, loc. cit., 8.107. 3, J .  Biol. Chem. 159, 373 (1945). 
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Seitenhalse 18-20 mm. Mittels eines dicken, gut ausgekochtcn Gummistopfens wird 
ein Tauchsieder von 750 Watt in den Keller-Kolbcn fixiert. I n  einer zweiten Bohrung 
des Stopfens wird ein Sicherheitsventil angebracht.. 

Die zwei Seitenhalse dienen zur Wasserzufuhr, resp. Dampfentnahme. Als Wasser- 
quelle wurde eine mit destilliertem und aufgekochtem Wasser gefiillte 5-10 Liter Vorrats- 
flasche verwendet. Diese steht auf einem um mindestens 40 cm iiberhohten Gestell. 
Eine regelmassige Wasserzufuhr wird durch einen Quetschhahn kontrolliert. Verfugt man 
uber ein gut enthartetes Fabrikwasser, so kann man den Dampfentwickler mittels eines 
Druckreduzierventils direkt an die Wasserleitung anschliessen. 

Nach Beendigung einer Destillation und Entfernung der Vorlage wird der Destil- 
lationskolben mittels Vakuum ciner Wasserstrahlpumpe naeh St. Zb. Burtosiewiczl) ent- 
lee& Die Dampfentwieklung ist kontiuuierlich und wahrend des Einfiillens der nachsten 
Analysenlosung wird der Dampf durch das Entleerungsrohr in die Wasserstrahlpumpe 
umgeleitet. 

Alle Gummiverbindungen sind so kurz wie moglieh und aus gutem, ausgedampftem 
Material hergestellt. Die Verbindung Sehaumkugel-Silberkiihlrohr wird biindig, Metal1 
auf Glas gemaeht. 

Die mit dem 750 W-Tauchsieder entwickelte Dampfmenge ist konstant und ent- 
sprieht, fur  eine Destillationsdauer von 1% Minuten, einer Kondensatmenge von 20 ems. 
Der Wasserverbrauch betragt ca. 1,2 Liter pro Stunde. Die hohe Wattzahl des Taueh- 
sieders ermoglicht das Aufheizen der Wassermenge im Dampfentwickler (ca. 350 em3) 
von Zimmertemperatur auf Siede-Temperatur innerhalb von 3 Minuten 15 Sekunden. 

Die hochstzulassige Fliissigkeitsmenge, die man in den Destillationskolben einfiillen 
kann, betragt (NaOH inbegriffen) 35 em3. 

Die Kuhlung des Silberrohres muss entsprechend der grossen Dampfmenge gut 
sein. Da die Temperatur des Kondensabes eine Rolle spielen kann, wurde diese durch den 
Durchfluss von ca. 90 Liter Kiihlwasser pro Stunde (Leitungswasser) durch den Kuhl- 
mantel auf ca. 19O C gehalten. 

Die abgebildete Destillationsapparatur ist sehr leistungsfahig und ein geschickter 
Laborant kann mit etwas Ubung mehr als 200 Destillationen im Tag ausfiihren. 

Die weiter unten angegebene Destillationszeit von 1 % Minuten wurde an Hand von 
zahlreichen Versuchen ermittelt. Eine 4 mg N entsprechendc Ammoniakmenge wurde 
in dieser relativ kurzen Zeit ohne Verlust abdcstilliert. Anderseits ist eine minimale 
Destillationsdauer von 1 Minute erforderlieh, um eine 1 mg Ammoniak-N-Menge abzu- 
destillieren. Die Zeit der Destillation wird vom Moment des Dampfeintrittes in die obere 
Schaumkugel an bereehnet. Die Flussigkeitsmenge im Destillationskolben variiert nor- 
malerweise zwischen 20 und 25 om3 (inklusiv 10 om3 NaOH). 

2. Exper imente l les .  
a) Reagenzien :  

Schwefelsaure : rein konz. 98-proz. 
CuS0,-Ka,SO,-Losung: eine wasserige Losung von 40 g CuSO,, 5H,O ,,Analar" und 

40 g Na,SO, (anhydr.) Merck pro Liter. 
SaOH 40-proz. (Gew. 7 6 )  : puriss. Siegfried. 
KMn0,-Se-Gemisch: 95 g feinpulverisiertes KMnO, reinst Merck + 5 g Selen reinst, 

gefallt, Kahlbaum. 
Tashiro-Reagens : Ein Gemiseh aus 100 cm3 einer 0,03-proz. alkoholischen 

Methylrotlosung + 15 cm3 einer 0,l-proz. alkoholischen 
Methylenblaulosung. 

Wasserige Liisung fur die Vorlagc: Auf 2 Liter gekochtes dest. Wasser 20 om3 Tushiro- 
Reagens. Die blass rosa-violette Farbung der Losung wird 
durch Zusatz von 0,5-1 om3 H,SO, 0,02-n. hergestellt. 
dureh Verdiinnung einer 0,l-n.  Losung. Schwefelsiiure 0,02-n. : 

l) Bioch. Z. 289, 55 (1937). 
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b)  E i n s t e l l u n g  d e r  Schwefe lsaure  0 ,02-n .  : Die H,SO, wurde direkt diirch 
Titration bekannter NH,OH-Mengen eingestellt, die durch alkalische Destillation genau 
abgewogener Aminonsalzmengen erzcugt wurden. Vorerst musste der Blindwert oder 
Leerwert der Apparatur (Destillation+ Titration) bestimmt werden. Dieser Wert wurdc 
dann von jedem Resultat abgezogen. 

Als Testsubstanzen verwendeten wir : Ammonsulfat pro anal. Kahlbanm, Ammon- 
sulfat pro anal. ,,Analar", Ammonchlorid pro and .  ,,bnalar", Ammonoxalat pro anal. 
Z e r c k .  

Die drei ersten Substanzen wurden eine Nacht lang in der Trockenpistole (Alkohol- 
fullung) iibcr P,O,, das Ammonoxalat bei Zimmertemperatur iiber P,O, im Vakuum- 
exsikkator getrocknet. 

Von jeder Ammonverbindung wurde eine Losung hergestellt, die ca. 0,2 mg N 
pro em3 enthielt. Von diesen Losungen wurden je 1, 2, 3, 5, 10 em3 abdestilliert und 
titriert. Nach Abzug des Blindwertes wurden alle Resultate auf eine Basis yon 5 emy 
(= ca. 1 mg) umgerechnet und ein Mittelwert am den 4 Testlosungen (ca. 45 Einzel- 
bestimmnngen) ermittelt. Der Faktor der H,SO,, die fur diese Versuche (Tabelle) ver- 
wendet wurde, war z. B. 1,0263. 

Zur weitcren Kontrolle wwrden die verschiedenen Test-Losungen nlit H,SO, konz. 
angesetzt und wic gewiihnliche Analysen aufgeschlossen. Die Resultate, nach Abzug 
dcs Veraschringsblindwertes, stimmtcn mit den Tostresultaten .fiberein. 

Da die abdestilliertc NH,OH-Menge direkt mit H,SO, 0,02-n. titriert wird, lrann 
man mit einem Multiplikationsfaktor die Anzahl verbrauchter em3 H,SO, 0,02-n. direkt 
in mg ?u' ausdriicken. Der fur  das oben erwahnte Beispiel gefundene Multiplikationsfaktor 
betrug 0,2875. Die erhaltenen Testkurven sind fur alle 4 Substanzen Gcraden, die durch 
den Koordinatennullpiinkt gehen. 

Zur Kontrolle der oben erhaltenen Resultate und Faktoren wurde die H2S0, 0,02-11. 
noch nach dem gewohnlichen acidimetrischen Verfahron bestimmt. Zu diesem Zweck 
wurden genaue 0,02-n.-Losungen von KHCO, und Na2B40,, 10 H,O hergestellt. KHCO, 
p. anal. Merck und Kahlbaum wurden eine Nacht uber P,O, in1 Vakuumexsikkator ge- 
trocknet und Borax nach der Methode von F.  H.  Hurley jr.l) umkrystallisiert und gc- 
trocknet. Der sich aus 9 Titrationen ergebende Faktor der H,SO, 0,02-n. war 1,0263. 
Bls Indikator wurde wie bei der Ammoniakdestillation Tashiro-Reagens (siehe R. Fre- 
senius") verwendet. Die Zuverlassigkeit dcr Einstellung der 0,02-n. H2S04 mit Bmmon- 
salzen wird damit bestatigt. 

Zur Priifung der hier bescliriebcnen Serrliinikro-Rjelthl-Methode vvurden folgende 
A4minosauren verwendet : 

D,L-cc-Ahnin, D,L-NOrhcin, L( + )-Glutaminsaure, I,( + )-Lysin, HC1, D,L-Mcthionin, 
L( + )-Histidin, HCI, H,O von Merclc and Co. Rahway N.Y., ,,C.P.-Grade"-Produkte: 
L( - )-Tryptophan 'yC.P.", n,L-Phenylalanin, L( ~ )-Lcucin ,,C.P.'', D,L-ISolCUcin ,,c.P.'', 
L( - )-Cystin,,C.P. , L( ~ )-Prolin ,,C.P.", D,L-Threonin ,,c.P." von PjanstiehlChemicaECo.. 
Waukegan, Illinois; ferner : D,L-Valin, u,r,-Serin, D, L-Asparaginsaure, L( + )-Arginin, HCl 
von 1'heGeneral Biochemical Inc., Chagrin Fall, Ohio; L( - )-Tyrosinvon Hoffmann-LuRoche, 
Basel; I,( - )-Methionin". 

Jede Rininosiiure wurdc in der Trockenpistole (Alkoholfiillung) uber P,O, bis zur 
Gewichtskonstanz (16-24 Stunden) getrocknet. 

Ein Teil der Probe wurde fur die Semimikro-Dumas-~'-Bestimniung verwendet 
(Einwage je nach Aminosaure 20-60 mg). Zur N-Bestimmung nach KjeEdahZ wurden 
von jeder Aminosaure 2 Losungen (Einwage 60-120 mg/100 cm3) mit Zusatz von I--- 
2 Tropfen HCl konz. hergestellt. 

1) Ind. Eng. Chem. Anal. Ed. 8, 220 (1936). 
2)  Z. anal. Ch. 114, 275 (1938). 
$) Wir danken Herrn Dr. K.  Vogler von der Aligenu A.G., Basel, fur die freundliche 

Uberlassung dieses Kontrollpraparates. 
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Fig. 1. 
(Lange der vorderen Kante =- 55 cm) 

Fig. 2. 

Hclvctica chiriiics scta, 1'01. XXX1, K'asc. 111, No. 101 (1948). 
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Fig. 1. 

Melvetica chimica acta, Vol. XXXI, Fasc. IV, No. 153 (1948). 
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Fur die eigentlichen h'jeldahl-Bestimmungen wurden von jeder Losung mindestens 

c) A 11 s f ii h r 11 n g d e r S t i c k  s t o f f b e s t i m m un g. 
Anse tzen:  Das Snsetzen wird in der ublichen Weise, rnit einer Substnnznienge, 

die ea. 1 nig S entspricht, ausgefiihrt. 2 em3 H,SO, konz., 1 em3 der &SO,--Na,SO,- 
Losung und 2 oder 3 Qlasperlen werden zugesetzt. 

Aufschluss:  Die Dauer der Veraschung wird vom Moment des Auftretens der 
weissen H,SO,-Dampfe an berechnet. 20-30 Minuten nach diesem Zeitpunkt erfolgt 
die Behandlung mit dem KMn0,-Se-Gemisch und die Veraschung wird dann je nach der 
Aminosaure noch nahrend 15 Minuten bis 2 Stunden fortgesetzt. 

B e h a n d l u n g  m i t  d e m  KMn0,-Se-Gemisch:  Zur Beschleunigung des Ver- 
:mhungsprozesses wird cine Menge von 20-30 ing (Spatelspitze) des Gemisches in sehr 
kleinen Portionen in die noch kochende Aufschlussliisnng zugegeben. Die Praxis hat 
gezeigt, dass folgendes Vorgehen zu empfehlen ist : 1-2 sehr kleine Portionen zugeben, 
den Kolben wieder auf das Feuer stellen, nach ca. 30-40 Sekunden dieselbe Behandlung 
niederholen (und das 2- his 3mal). In der Zwischeiizeit werden die iibrigen Kolben be- 
handelt. 

Des t i l l a t ion :  Zur Alkalisierung der verdunnten Aufschlusslosung werden 10 em3 
SaOH 40-proz. verwendet. Die Vorlage, ca. 1'0 0111~ Vorlage-Losung in eincm Erlenmeyer- 
kolben von 100 emt, wird vor dem Einfiillen der Aufschlusslosung unter das Silberkuhlrohr 
gestellt, dessen Ende in die Losung eintaucht. Die Dcstillation dauert 1 Minute 30 Se- 
kunden. Diese Zeit wird mit der Stoppuhr gemessen. Xach 1 Minute 25 Sekunden wird 
die Vorlage auf die untere Stufe des abgebildeten Holzblockes gestellt und das Ende des 
Silberrohres mit 2-3 cn13 Wasser gespult. Kurz darauf wird die Verbindung mit der 
IVasserstrahlpumpe hergestellt und der Inhalt des Destillationskolbens entleert. Eine 
Spulung der Apparatur ist nieht notwendig. Eine nene Vorlage wird sodann bereitgestellt 
und die niichste Analysenlosung kann eingefiillt werden. 

T i t r a t i o n :  Diese kann miihelos wLhrend der Destillat.ion der nachsten Analyse 
ausgefiihrt werden. Eine Bang'sche Burette von 10 (l/50 Teilungen) init dem Gummi- 
verschluss nach Bunsen nird verwendet. Das grun gefarbte Destillat wird bis zum blei- 
benden schwach rosa-violetten Umschlag des Tashiro-Reagens titriert. 

Zur Berechnung der St'ickstoffmenge wird die Anzahl der verbrauchten em3 H,SO, 
0,02-n. (minus Blindwert aller Reagenzien) mit dem Multiplikationsfaktor multipliziert. 
%ur Ermittlung des genauen Blindwertes wurden Snsatze mit allen iiblichen Reagenzien, 
-i- 10 em3 H,O und ca. 5 lug Glucose reinst gemacht. Der Blindtvert betrug 0,OP em3 H,SO, 
0,02-n. 

Die Fehlerbreite bei der Titration betrug durchschnittlich 5 0,Ol em3 H,SO, 
0,02-n., was einer Menge von f 0,002875 mg iK entspricht. An Hand von zahlreichen 
Bestimmungen wurde festgestellt, dass die durchschnittlichen Abweichungen der X-Werte 
innerhalb dieser Fehlerbreite liegen. 

Die Tabelle stellt die Versuchsergebnisse fur die oben erwahntcn Aminosauren 
dar. Lysin und Tryptophan wurden absichtlich nicht in diese Tabelle eingereiht, da diese 
zwei Sminosauren sich nicht nach der allgcmeinen Veraschungsmethode bestimmen 
lassen. Zahlreiche Versuche haben gezeigt, dass Tryptophan und Lysin, wenn sie als reine 
Substanzen behandelt wurden, trotz dern wiederholten Zusatz von KMn0,-Se- Cemisch 
sich erst in eincr Veraschungszeit von 6-7 Stundcn zu 99-100% bestimmen liessen. 
Wird der KMn0,-Se-Gemisch-Zusatz weggelassen und die Veraschung wahrend der- 
selben Dauer nur mit H,SO, und dem CuS0,--Na,,SO,-Gemisch ausgefiihrt, so lasst sich 
Lysin nur zu 8576 und Tryptophan zu 85-95;/, bestimmen. 

Als Vergleich zur KieZdahZ-Methode und zur Kontrolle der Reinheit der verwendeten 
Bminosauren wurden diese mit der Semimikro-Dumas-Methode auf ihren N-Gehalt 
gepruft. Es wurde jeweils nur eine Bostimmung von jeder Substanz ansgefiihrt. Die 
Dumas-N-Werte fur  Lysin und Trypt.ophan betrugen: 15,37% N (Theorie 15,34'$,), 
resp. 13,7.Sr;4 X (Theorie 13,7204). 

2mal 5 em3 und 2mal 10 em3 angesetzt. 
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Tabelle. 

Aminosaure 
- ~- 

cl.-Alanin . . . . 
Norleucin . . . . 
GlutaminsBure . 
Methionin. . . . 
Histidin, HCI, H,O 
Phenylalanin . . 
Leucin . . . . . 
Isoleucin . . . . 
Cystin . . . . . 
Prolin . . . . . 

Threonin . . . . 
Valin . . . . . 
Serin. . . . . . 
Asparaginsaure . 
Arginin, HC1 . . 
Tyrosin . . . . 
Methionin. . . . 

yo N Tlieorie 
~- ~ - ~~- 

1 3 , z  
10,68 
9,52 
9,39 

20,04 
8,48 

10,68 
10,68 
11,GG 
12J5 

11,96 ’ 
13,33 ~ 

1032 
26,GO 

11,76 i 

7,73 1 
9,39 1 

~~~ ~~ 

% ?u’ nach ’ 
Dumas gef. 1 Kjehldahl gef. 

% N nach 

- -. - ____ 

15,75 
10,89 
9,cil 
9,46 

20,23 
8,50 

10,62 
10,65 
11,62 
12,28 
11,84 
12,16 
13,11 
10,59 
2 6 , s  
7,65 
9,38 

~ ~~~ 

~~ 

15,63; 15,71 
10,67; 10,68 

9,51; 9 3 7  
9,28; 9,35 

19,99; 20,03 
8,45; 8,46 

10,70; 10,65 
10,63; 10,68 
11,59; 11,61 
12,16: 12,18 
11,74; 11,68 
11.92; 11,97 
13,25; 13,24 
10,50; 10,.51 
26,42; 26,58 

7,76 
9,37; 9,38 

“lo der Theorie 
~. ~~ 

99,48; 99,92 
99,96; 100,07 
99.98; 100,39 
98,86; 99,61 
99,74; 99,96 
99,68; 99,76 

100,23: 99,72 
9934; 100,oo 
99,42; 99,61 
99,94; 100,08 
99,81; 99,34 
99,68; 100,13 
99,42; 99,30 
99,83; 99,W 
99,31; 99,91 

99,84; 9933 
100,42 

Alle KjeZdu,hZ-lXesultate entsprechen einem Durchschnitt von je 4 Bestimmungen. 

Die bcschricbene Kjeldahl-Methode w-urde auch zur Bestimmung des Stickstoff- 
gehaltes von Casein und Zein angewandt. Casein lag als umgefalltes technisches Produkt 
vor, Zein stammte aus den praparstiven Laboratoricn der Aligenal) und wurde dort 
niehrmals gereinigt. Diese zwei EiweiBstoffe wurden nach der in der Arbeit von L. Miller, 
J .  A .  Houghton2) angegebenen Methode analysiert. 

Nach einer 4%-stiindigen Hydrolyse mit H,SO, in 1angha.lsigen 50 em3 Pyrex- 
Ampullen wurden die 2 Eiwdsshydrol~~sate in Messkolbcn von 50 om3 gespiilt und auf 
die Marke gestellt. Aliquote Tcile dieser Hydrolysate wiirdcn darauf fur die Veraschung 
vcrwendet. 

K nach Dumas: 14,5594. Gef. yL K nach Kjeldahl, 
Durchschnitt aus 4 Best. : 14,61:(, (bezogcn auf Trockensubstanz). Die Vcraschungs- 
dauer betrug 45 Minuten bis 2 Stunden. Nach der gleichen Dauer, jedoch ohne KMn0,- 
Se-Behandlung w-urden 993% dcs Dumas-K gefunden. 

N iiach Kjeldahl, 
Dnrchschnitt aus 4 Best. : 16,19% (bezogen auf Trockensubstanz). Wir erhielten also gute 
obereinstimmung mit den in der Literatur angegebencn Werten: T. B. Osborne, S. H .  
Clapp3): 16,1y0; T. B. Osborne4): 16,13%,; H .  B. Bickery5): 16,10/0. 

Die Veraschiingsdauer war dieselbe wic fiir Casein. Ohne KMnO,-Se-Gemisch 
konnten in derselben Zeit nur 98,47:1 N gefundcn werdon. 

Dieser Analysengang fiir Eiweiss ist sehr zu ctnpfchlen. Versuche, Casein und Zein 
in Mengen von 30-50 mg dirclit zu veraschen und dann aliyuote Teile der Aufschluss- 
fliissigkciten zu destillieren, habcn bei einer Veraschnngsdauer von 2-4 Stunden stets 
z u  tiefe Resultate ergeben (95-9894 des Dz~mas-N). 

l) Wir danken Herrn Dr. R. Mnrbel von der Sligenu A.G., Basel, fur die freundliche 
Ubcrlassung dieser Substanz. 

2, LOG. cit. 3, Am. J. Physiol. 20, 477 (1907---38). 
4,  The vegetable proteins, S. 72 (1924), London 2. Aufl. 
5,  J. Biol. Chem. 132, 325 (19120). 

Casein:  Einwage ca. 50 mg; 

Zein: Einwage ca. 50 mg; yo K nach Dumas: 16,34%. Gef. 

_ _ _ ~  _. 



Volumen XXXI, Fasciculus 111 (1948). 

Diskussion.  
Es wurde die Anwendungsmoglichkeit der Semimikro- Kjeldahl-Methode fur  die 

Stickstoffbestimmung von Aminosauren und Eiweissen mit kleinen apparativen und 
methodischen hderungen  gepriift. Aus den gewonnenen Resultaten geht hervor, dass 
die in der Tabelle angefiihrten Aminosauren mit einer Veraschungsdauer von 45 Minuten 
bis 2 Stunden und mit Zusatz eines KMn0,-Se-Gemisches bis zu 99-100% ihres theo- 
retischen N-Wertes bestimmbar sind. 

Die Verwendung des Oxydationsgemisches ist hauptsiichlich fur  die Kiirzung der 
Veraschungsdauer von Tyrosin, Prolin, Methionin, Histidin, Arginin und Phenylalanin 
sehr niitzlich. Die iibrigen in der Tabelle angefiihrten Aminosauren konnen bereits inner- 
halb von 45 Minuten bis 1 Stundc verascht werden. 

Lysin uiid Tryptophan bilden eine Ausnahme und ihr Fall gab zu zahlreichen 
Publikationen und Arbeiten Anlass. Eine bedeutende Anzahl von Katalysatoren wurde 
ausprobiert. Es sei auf die Arbeiten hingewiesen von: Gunning'), Arnold und Wedemeyer2), 
S. P. L. Rorensen, A.  C. Andersen3), P. Serio, S. Fiundnca4), A .  Sreenivasun, P. Sada- 
sivnn5), R. D. Hotchkiss, R. J. Dnbose), um nur einige der wichtigsten zu erwahnen. 

Viele Autoren heben die Vorteile des Hg oder HgO als Katalysator hervor. Die 
Aufschlussdauer von Tryptophan und Lysin soll bedeutend kiirzer sein. Wir haben aber 
den Aufschluss mit Se vorgezogen und die langere Veraschungsdauer diescr zwei Amino- 
sauren in Kauf genommen, denn wie E. Ruuterberg, H .  Benischke vermerken, hat der 
Aufschluss mit Se den Vorteil, dass keine Schwefelverbindung bei der Destillation ver- 
wendet werden muss, und damit die Titration nicht durch Destillieren von H,S gestort 
nerden kann (siehe diesbcziiglich die Vermerkung von Miller und Houghtons)). 

Zur Veraschung von Lysin ist noch zu bemerken, dass Resultate von 99% des 
theoretischen Wertes bei einer Veraschungsdauer von 35 Minuten erhalten wurden, wenn 
das KMn0,-Se-Gemisch in dem Augenblick zugegeben wurde, als alles Wasser einge- 
dampft war. Diese Resultate waren jedoch nicht reproduzierbar. 

Was die Bestandigkeit der wasserigen Ammoniaklosung in der Vorlage betrifft, 
so wurde festgestellt, dass ein 2 mg NH,-N entsprechendes Destillat nach 1% Stunden 
noch keine merkliche h d e r u n g  erfahren hatte. Die Titretionswerte nach 2-2 % Stunden 
Wartezeit waren erst um ca. 1% des totalen Titrationswertes zu tief. Da aber eine Vor- 
lage stets spatestens 2-3 Minuten nach der erfolgten Destillation titriert wird, so besteht 
keine Gefahr, dass in einer normalen Laboratoriumsluft hderungen  des Ammoniak- 
gehaltes eintreten konnen. Die Temperatur des Destillates darf natiirlich nicht stark von 
dcr Zimmertemperatur verschieden sein. 

Am Schliiss soll noch erwahnt werden, dass bei der Veraschung von schaumbilden- 
dem Analysenmaterial (Futtergemische, Kot u.a.m.) die Verwendung von Stearinsaure 
nach H. HadornQ) sehr gute Resultate bei der Bekiimpfung des Schlumens ergeben hat. 
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Zusammenf assung.  
1. Die Stickstoffbestimmung der AminosDuren nach KjeZdahZ 

2.  Veraschungsgestelle und Destilla,tionsapparatur werden zweck- 
wird betriebsmiissig beschrieben. 

miissig modifiziert. 
Wir mochten noch a n  dieser Stelle den Herren P. Buumann, F.  Hoerler und E. 

Eichenberger fur  ihre Mitarbeit bestens danken. 
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