Die Formoltitrierung zur Bestimmung des Gesamtstickstoffs.

Von
Dr. L. de Jager zu Stiens (Niederland).

(Der Redaktion zugegangen am 2«. April tyio.)

Die Kjeldahl-Methode zur Bestimmung des Gesamtstick-
stolfs hat einen ibelstand, welcher die Methode weniger geeignet
macht flr den, der nicht Gber die Hilfsmittel eines Laboratoriums
verfiigt. Ich meine das Abdestillieren des gebildeten Ammoniaks.
Wo alle Hilfsmittel zur Verfugung stehen, bietet die Destillation
keine Schwierigkeiten, aber immerhin Dbleibt es eine lang-
wierige Operation.

Es schien mir die Formoltitrierung dazu geeignet, die
Ammoniakbestimmung im Reaktionsprodukt abzukirzen und
somit die Methode einfacher zu gestalten.

Mag man Kupfersulfat oder Quecksilber bei der Schwefel-
sdureeinwirkurtg benutzen, das Reaktionsprodukt ist ohne weiteres
zur Formoltitrierung nicht geeignet. Die von mir angewandte
Methode ist eine Modifikation der Methode, wie sie von Huppert-
Neubauer angegeben wird: 5 ccm Harn werden mit 0,500 g
CuSO4, 3,0 g K2S04 und 5 ccm Schwefelsdure im Kjeldahl-
Kolben erhitzt und der Rickstand in Wasser aufgenommen.
Um diese Losung zur Formoltitrierung geeignet zu machen,
mull das Kupfer entfernt werden. Ferner erschien es mir
empfehlenswert, die Phosphate zu entfernen. Man konnte dann
in der von Phosphorsaure und Kupfer befreiten LOsung nach
der Methode von SoOrensen den Ammoniakgehalt bestimmen.
Die Losung soll fiir Lackmuspapier neutralisiert und nach Formalin-
zusatz unter Benutzung von Phenolphthalein als Indikator aufs
neue neutralisiert werden. Die Entfernung der Phosphorsdure
aus dem Harn mittels Baryumchlorid und Barytwasser ist nicht
statthalt, weil dadurch u. a. auch die Harnsdure niederge-
schlagen wird. Es gelang mir, dieses Ziel durch Eisenchlorid
zu erreichen. Ich versetze 40 ccm Harn mit 5 g Natriumacetat,
fiige soviel einer 10°/oigen Eisenchloridlésung hinzu, bis die
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Farbe rotbraun erscheint, und fulle bis zu 50 ccm an. Die
Mischung wird in ein Erlenmeyersches Kolbchen gegossen,
dasselbe genau gewogen und zum Kochen erhitzt, wobei die
Phosphorsaure als Eisenphosphat gefallt wird, wéhrend das
Uberschussige Eisen als basisch essigsaures Salz niederge-
schlagen wird. Das Koélbchen wird auf die Wage gestellt und
soviel Wasser hinzugefligt, bis das anfangliche Gewicht wieder
erreicht ist, noch einmal auf die Flamme gestellt und heif
filtriert. Von dem Filtrat wird nach dem Abkihlen 10 ccm
entsprechend 8 ccm Harn abgemessen und im Kjeldahl-Kolben
mit 0,5 g CuS04, 3 g K2S04 und 8 ccm Schwefelsdure erhitzt.

Das Kupfer kann auf verschiedene Weise entfernt werden,
als Hydrat, Cvanur oder Sulfid.

Fallung des Kupfers als Hydrat durch (Gberschissige
Natronlauge ergab einen Verlust an Ammoniak. Durch Ferri-
cyankalium wird das Kupfer nicht vollstandig ausgefallt. Ein
vollig befriedigendes Resultat erhielt ich durch die Fallung
als Kupfersulfid. Zu dem in Wasser geltsten Reaktionsprodukt
setze ich langsam 10 ccm einer 10°/oigen L6ésung von Natrium-
sulfid und erhitze, um den Uberschussigen Schwefelwasserstoff
zu entfernen. Wenn die Flamme nicht zu groB ist, setzt sich
das Kupfersulfid an den Wandungen des Kolbens an, und es
wird die Flussigkeit ganz klar. Wenn dieses erreicht ist, ist
der Schwefelwasserstoff ausgetrieben. Das Filtrat bleibt nach
Zusatz von Kupfersulfat klar.

Der Inhalt des Kjeldahl-Kolbens wird in ein MeRkolbchen
gebracht und das Spllwasser nachgefullt. Nachdem bis auf
Zimmertemperatur abgekdhlt ist, wird auf 100 ccm angefllt
und 50 ccm von der Lésung, entsprechend 4 ccm urspriinglichen
Harns, abfiltriert.

Man hat jetzt eine Losung von Ammoniumsulfat, welche
aulBer geringen Mengen anderer anorganischer Salze der Haupt-
sache nach nur Sulfate und Schwefelsdure enthélt. Letztere
wird mit starker Natronlauge neutralisiert. Man konnte nun
nach Neutralisierung fur Lackmuspapier mit der Formolmethode
den Ammoniakgehalt bestimmen.

Kontrollversuche ergaben nun ein unerwartetes Resultat.
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Eine Lbésung von Ammoniak wurde unter Anwendung
von Alizarin als Indikator mit Salzsaure neutralisiert. 10 ccm
entsprechen 24 ccm Zehntelnormalsalzsdure. Mit Lackmuspapier
wird dieselbe Menge S&ure festgestellt. Eine neue Probe wird
nach Zusatz von 24 ccm Zehntelnormalsalzsdure mit Phenol-
phthalein versetzt. Zur Rotfarbung sind 0,6 ccm Zehntelnorinal-
natronlauge erforderlich. Nach Zugabe von 4 ccm neutrali-
sierten Formalins sind im ganzen 24,2 ccm Zehntelnormal-
natronlauge erforderlich.

Es werden jetzt 10 ccm der Ammoniaklésung mit 0,5 g
CuS04, 3,0 ccm K2S04 und 5 ccm Schwefelsdure versetzt, und
nachdem alles geldst ist, 10 ccm einer 10°/oigen Natrilim-
sulfidlésung hinzugesetzt, gekocht, auf 100 ccm angefillt und
50 ccm des Filtrats auf Ammoniak untersucht. Durch Zusatz
von Natronlauge wird fir Lackmuspapier neutralisiert und
Phenolphthalein hinzugesetzt. Bis zur Rotfarbung sind noch
2,3 ccm  Zehntelnormalnatronlauge noétig. Nach Zugabe von
Formalin tritt die rote Farbe auf, nachdem 14,3 ccm Zehntel-
normalnatronlauge hinzugesetzt sind, anstatt, wie zu erwarten
war, 12 ccm. Wenn somit vor dem Zusatz von Formalin der
Neutralisationspunkt nichtmit Lackmuspapier,sondern mitPhenol-
phthalein bestimmt war, wurde der genaue Wert: 14,3—2,3
= 12,0 ccm gefunden.

Ich habe diesen Versuch mehrmals mit Ammoniak und
Salmiakldsungen wiederholt und immer genaue Werte gefunden,
wenn Phenolphthalein als Indikator benutzt wurde, wahrend die
vorherige Neutralisierung mit Lackmuspapier zu hohe Werte
ergab. Einige Zahlen mégen genigen.

Vorhandenes Gefunden wurden in Kubikzentimeter n/i<>-NaOH
Ammoniak ;
mit Lackmus mit Phenolphthalein
20,9 25.3 21,1
17.7 18,0 17,3
19,0 19,8 19,0
19,0 — 19,5
19,0 — 185
18,0 — 17,8

13,5 13.5 >

1=
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Die Lackmuswerte sind sehr unregelmafig und es gelang
mir nicht, mit Lackmuspapier den Neutralisationspunkt genau
zu bestimmen. Doch war die Flissigkeit immer stark alkalisch
fur Lackmus, wenn dieselbe fur Phenolphthalein neutral war. Es
war also wahrscheinlich, daR durch die konzentrierte Sulfat-
lisung der Neutralisationspunkt verschoben wird. Der Versuch
bestatigte dieses. Es ist bekannt, dall zu einer Ldsung von
Salmiak Alkali hinzugesetzt werden muf3, bevor Phenolphthalein
rotgefarbt wird. Eine Losung von 50 mg NH4C1 wurde mit
59 K2S04 versetzt. Es genlgte jetzt ein Tropfen Zehntel-
normallauge, um Kotfarbung hervorzurufen. Nach Zugabe von
Kaliumsulfat zu einer Salmiaklosung kann der Ammoniakgehalt
genau bestimmt werden, wenn sowohl vor als nach dem
Formalinzusatz Phenolphthalein als Indikator benutzt wird und
bis zur Rosafarbung titriert wird.

Der EinfluR des Sulfats ist leicht verstandlich. Ammonium-
chlorid ist fur Phenolphthalein sauer, weil die H-lonenkonzentration
zu hoch ist. Dasselbe ist auch der Fall, wenn auch in ge-
ringerem MalRe, wenn das Ammoniak durch Formol gebunden
ist. Durch Zusatz einer grofReren Menge eines Neutralsalzes
wird die lonisation verringert und es wird die Flussigkeit tat-
sachlich neutral, so dal} eine Spur eines Alkalis genlgt, die
OH-lonenkonzentration so weit zu erhéhen, dal die Zwischen-
farbe des Phenolphthaleins zum Vorschein gerufen wird.

Dasselbe fand Folinl) nach Zusatz von Kaliumoxalat.
Auch dadurch wurde die saure Reaktion von Ammoniakver-
bindungen zu einer neutralen.

Die Bestimmung gestaltet sich nun Uberaus einfach. Die
\ ccm des urspringlichen Harns entsprechenden 50 ccm des
von Kupfer befreiten Filtrats werden mit starker Natronlauge
unter Zusatz von 3 Tropfen einer Phenolphthaleinldsung bis
zur Rotfarbung neutralisiert und soviel starke Salzsaure hin-
zugesetzt, bis die rote Farbe eben verschwunden ist. Mit
Zehntelnormalnatronlauge wird jetzt bis zur Rosaférbung titriert,
0 ccm neutralisiertes Formalin  zugesetzt und wieder bis zur
Rosaféarbung Lauge hinzugesetzt.

» American Journal of Physiologie, Bd. IX. Nr. 5.
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Kauflicher Harnstoff, auf diese Weise behandelt, gab fol-
gendes Resultat:

Vorhandener Harnstoff Gefunden
mg in mg in O)
147.0 140,4 93,5
117.0 118,2 100,5
73,5 00.0 93,9
75,0 729 97,2

Mit kauflichem Glykokoll erhielt ich folgende Werte. 150 mg
erheischten nach Formalinzusatz 18,8 ccm Zehntelnormalnatron-
lauge. In drei Bestimmungen fand ich 18,8,18,8 und 18,85 ccm
Zehntelnormalnatronlauge entsprechend je 141,0, 141,0 und
1*1,375 mg Glykokoll. Wenn das Glykokoll ganz rein ge-
wesen ware, wirden 94 resp, 94,4 °/o gefunden worden sein.

Ich verflige leider nicht Gber Kontrollbestimmungen mit
Harn, weil das Abdestillieren des Ammoniaks mir nicht mdg-
lich ist. Nur eine Bestimmung kann ich mitteilen, bei der
ich das Ammohiak anstatt durch Destillation im Schloesing-
Apparat bestimmt habe. Ich fand nach I[Otdgigem .Stehen
in 5 ccm Harn eine Ammoniakmenge entsprechend 38 ccm
Zehntelnormallauge. Nach der oben beschriebenen Methode fand
ich in 4 ccm Harn mit Lackmus 32,8 ccm, mit Phenolphthalein
31,2 ccm Zehntelnormallauge. Diese Zahlen ergeben fir 5 ccm
Harn je 41,0 und 39,0 ccm Zehntelnormallauge. Der Stickstoff-
gehaltwirde somit nach der Schloesingschen Methode I'0(i4°/n,
nach meiner Methode 1,092°/o, wenn Lackmuspapier benutzt
wurde, 1,148°/0 betragen. Zwar sind noch mehrere Kontroll-
bestimmungen erwinscht, doch scheint mir die Kontrolle mit
Ammoniaklésungen von bekanntem Gehalte genug beweisend
zu sein, weil diese Losungen bis auf geringe Mengen an-
organischer Verbindungen, welche keinen Einflul auszutben
Imstande sind, genau mit der aus Harn dargestellten Uberein
stimmen.

Sowohl bei der Schloesingschen Methode als bei dem
Abdestillieren des Ammoniaks hat man immer mit zwei Ver-
suchsfehlern zu rechnen, namlich dal? nicht alles Ammoniak
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ausgetrieben und nicht alles ausgetriebene Ammoniak aufge-
fangen worden ist. Bei der von mir angegebenen Methode
wird das Ammoniak in der Losung, in welcher dasselbe an-
wesend ist, bestimmt.

Ein Verlust an Ammoniak ist auszuschlieBen. Bei dem
Kochen des Harns mit Natriumacetat und Eisenchlorid wird
eine betrachtliche Menge Essigsdure gebildet, wodurch die
Verdunstung von Ammoniak verhindert wird. Es ist daher
empfehlenswert, nicht zu wenig Eisenchlorid zuzufigen.

Durch die Fallung des Kupfersulfids geht, wie die Kontroll-
bestimmungen zeigen, kein Ammoniak verloren.

Nur ein moglicher Fehler ist zu beachten. Wenn das
von Kupfer befreite Reaktionsprodukt mit Natronlauge neu-
tralisiert wird, erwarmt sich die Ldosung. Wenn mehr Lauge
hinzugesetzt wird, als zur Neutralisation der freien Saure er-
forderlich ist, so wird Ammoniak ausgetrieben. Die Lauge
mulB vorsichtig zugegeben werden und w*enn ein Zuviel an
Lauge zugesetzt ist, wie die Rotfarbung der Flussigkeit an-
gibt, so soll der UberschuR sofort durch Saurezusatz gesattigt
werden. Die von mir mitgeteilten Zahlen geben nicht immer
den richtigen Gehalt. Die Ursache ist zum Teil darin zu suchen,
dall bisweilen zuviel Lauge verbraucht wurde und zweitens,
dall ich im Anfang bis zum deutlich roten Farbenton titrierte.
Wenn in diesem Fall der Farbenton vor und nach dem Formalin-
zusatz nicht genau derselbe ist, so kann ein zu hoher oder
zu niedriger Wert gefunden werden. Beim Innehalten der
Rosafarbung sind die gefundenen Werte bis auf geringe Ab-
weichungen genau. Ich fand hochstens einen Fehler von 2,6°/o,
indes braucht diese Fehlerhéhe nicht erreicht zu werden.

Nachtrag.

Ich habe fruherl) darauf hingewiesen, daR der Gehalt
des Harns an Aminoséure nach der SorensenschenMethode und
bei einfacher Titrierung unter Zusatz von Kaliumoxalat un-
gefahr dieselben Werte ergibt. Es ist mir nun wahrscheinlich,
daB gerade durch den Zusatz des Kaliumoxalats der storende

’) Diese Zeitschrift, Bd. LXV, S. 189.
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EinfluR der Ammoniaksalze beim Gebrauch von Phenolphthalein
als Indikator aufgehoben wird. Durch das Oxalat und die an-
wesenden Harnsalze wird die lonisation verringert und es gibt
Phenolphthalein jetzt richtige Zahlen. Ich versetzte eine Harn-
probe zu 20 ccm mit 5 g Kaliumsulfat und erhielt jetzt bei
der Formoltitrierung genau denselben Wert wie bei Oxalat-
zusatz. SOrensen hat seine Methode, bei welcher die Phos-
phate zuerst entfernt werden, angegeben, weil die Ammonium-
verbindungen Phenolphthalein als Indikator ausschliellen. Wo
dieser Einflud der Ammoniaksalze durch Zusatz neutraler Salze
u. a. Oxalate oder Sulfate aufgehoben werden kann,'da er-
scheint mir diese Methode der einfacheren Titrierung unter
Oxalatzusatz gegeniuber UberflUssig.



