Zur Formoltitration der Aminosduren im Harne.

Von

Dr. H. Malfatti.

(Der Redaktion zugegangen am 17. April 1910.)

Im Verlaufe der letzten Zeit sind eine ganze Reihe von
Arbeiten veroffentlicht worden, die sich mit der Mengenbestim-
mung der Aminos#uren im normalen Harne mit Hilfe der Formol-
titrierung beschaftigen. In mehreren dieser Arbeiten wurde
nun ein ganz unglaublich hoher Prozentgehalt des normalen
Harnes an Aminoséuren festgestellt. So fand z. B. V. Hen-
riques!) im Mittel aus vier Versuchen 0,2°/0 (als Glykokoll
berechnet). Walter Frey und Alfred Gigon?) 0,129/,.
V. Henriques und S. P. L. Soerensen in ihrer II. und III.
Abhandlung 3) immerhin noch einen Gehalt von 0,09 und 0,08°/o.
Dieselbe Mittelzahl findet auch Tanzo-Yoshida4).

Solche Resultate miissen Verwunderung und auch Vor-
sicht erregen. Die zahlreichen Publikationen, in welchen die
Menge der Aminoséuren mit Hilfe der Naphthalinsulfochlorid-
methode ermittelt werden sollte, filhren im allgemeinen zur
Ansicht, daB in normalen Harnen zwar manchmal etwas erheb-
lichere Mengen dieser Substanzen vorkommen kdnnen, daBl aber
ihre Menge in den meisten Harnen unter der Grenze der Nach-
weisbarkeit bleibt. Wenn z. B. G. Oehler?) bei einem Zu-
satz von 0,3 g Glykokoll zu 1330 ccm eines Harnes, der mit
Naphthalinsulfochlorid nicht reagiert hatte, 0,277 g des B-Naph-
thalinsulfoglykokolls erhalten konnte, ist es doch ganz unver-

1) Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 1.

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. XXII, S. 309."

3) Diese Zeitschrift, Bd. LXII, S. 27, u. Bd. LXIV, S. 120.
4) Biochem. Zeitschrift, Bd. XXIII, S. 239.

%) Biochem. Zeitschrift, Bd. XXI, S. 484.
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sténdlich, warum sich Gehalte von 0,08—0,2°/o Glykokoll nicht
offenbaren sollten. Auch die giinstigen Resultate, welche eine
Reihe von Autoren bei der Formoltitration des Ammoniaks im
Harne erzielten, und ebenso die vielen Arbeiten, welche sich
mit der Auflosung des Stickstoffrestes im Harne beschiftigen,
lassen die Anwesenheit so groBer Mengen von Aminosduren
recht unwahrscheinlich erscheinen.

Ich selbst habe nun schon in meiner ersten Arbeit (Zeit-
schrift f. analyt. Chemie Bd. XLVII S. 273) auf die geringe Menge
der im normalen Harne vorkommenden Aminosiuren hinge-
wiesen und diese Angabe spiter (Diese Zeitschrift Bd. LXI
S. 499) dahin erweitert, daf im normalen Harne vielleicht
kein Glykokoll vorkommt, jedenfalls aber nicht mehr, als einer
Menge von wenigen Milligrammen formoltitrierbaren Stick-
stoffs entspricht.!) Gleichzeitig habe ich aber auch Henriques
gegeniiber den Grund angegeben, der nach meiner Ansicht
die eingangs erwihnten iiberraschend hohen Glykokollwerte
erklirt.

Henriques?) hatte néimlich den von Phosphaten befreiten
Harn gegen Lackmus neutralisiert und dann einerseits das
Ammoniak, anderseits den gesamten formoltitrierbaren Stick-
stoff unter Zuhilfenahme von Phenolphthalein als Indikator
bestimmt. So miissen natiirlich alle schwachsauren Substanzen
des Harns, welche nicht auf Lackmus, wohl aber auf Phe-
nolphthalein reagieren, mittitriert und filschlich dem formol-
titrierbaren Stickstoff zugezihlt werden.

Soerensen?) nun, der Schépfer der Formoltitration, hat

1) Die dort beschriebene Methode der Glykokollbestimmung nach
Entfernung des Ammoniaks durch Quecksilber muf ich fallen lassen.
Ihre negativen Resultate in bezug auf das Vorkommen von Glykokoll
bleiben zwar mit den angegebenen Beschrinkungen aufrecht. Als all-
gemeine Methode, etwa fiir klinische Zwecke, ist sie aber zu unsicher.
Bei einer Versuchsreihe an mir selbst zeigten sich nimlich (besonders
nach reichlichen Mahlzeiten, gleichgiiltig ob aus Fleisch oder Vegetabilien
bestehend) auffallend hohe Werte der Formoltitration. Ich konnte nach-
weisen, dab es sich um Ammoniak handelte, welches unter besonderen,
nicht weiter ermittelten Umstinden der Ausfiilung entgeht

*) Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 1.

%) Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 27.

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVI. o 11
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diesen meinen Standpunkt nicht anerkannt. Er nimmt an, daB
die Differenz zwischen Lackmus- und Phenolphthaleinneutrali-
tit im phosphat- und carbonatfreien Harn nur durch die An-
wesenheit von Ammoniak und Aminoséuren bedingt sei, und da8
daneben die andern schwach dissoziierten Séuren des Harns
ihrer geringen Menge wegen nicht in Betracht kidimen. Dieser
Ansicht von Soerensen sind auch die Autoren der friiher ge-
nannten Arbeiten; auch sie titrieren von der Lackmusneutrali-
tit ausgehend bis zur Rétung von Phenolphthalein und kommen
so zu den hohen Aminoséurewerten.

Nicht aus Rechthaberei, sondern weil der Frage wirklich
eine bedeutende Wichtigkeit zukommt, wie schon die vielen
und rasch sich folgenden Publikationen iiber dieselbe beweisen,
bitte ich, den Ausfiihrungen Soerensens und der Ansicht der
andern Autoren gegeniiber, meinen ersten Standpunkt noch-
mals klarlegen und verteidigen zu diirfen.

Wenn es sich darum handelt, reines Ammoniak oder Amino-
sduren neben anderen starken Siuren durch Formoltitration
zu bestimmen, etwa in den Produkten der EiweiBhydrolyse oder
im AnschluB an die Sdureoxydation im Kjeldahlproze8, dann
ist es vollberechtigt, die Formoltitration bei der Lackmusneutrali-
tdt beginnen zu lassen, wie es etwa P. Rona und R. Otten-
berg!) tun. John Wilkie?) verwendet Methylrot. Ronchese?)
aber, der Begriinder der Methode, erklédrt jeden fiir Ammonsalze
unempfindlichen Indikator fiir brauchbar.

Wie die Sache bei der Bestimmung im Harne steht, mige
das spiter folgende Beispiel zeigen, das ich aus einer Reihe
ganz gleich verlaufender Versuche herauswihle, nicht weil es
besonders auffallende Resultate zeigt, sondern weil es am voll-
stindigsten und ohne Nebenversuche durchgefiihrt ist und be-
sonders ‘weil alle Doppelbestimmungen besser stimmen als in
den andern Versuchen, so daB die Unsicherheit der Mittelzahlen
groftenteils fortfillt.

1) Biochem. Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 355.

%) Journ. Soc. Chem. Ind., Bd XXIX, S. 6, nach Chem. Zentral-
blatt, 1910, I, S. 1053.

3) Journ. Pharm. et Chim.,‘Bd. XXV, S. 611.



Zur Formoltitration der Aminosuren im Harne. 155

Einige Bemerkungen miissen aber vorausgeschickt werden.
In bezug auf die Formoltitration bin ich auch hier bei der ur-
spriinglich von mir beschriebenen Methode geblieben. Vor allem
verwendete ich nicht n/s Lauge wie Soerensen, sondern die
mehr als doppelt so schwache Lauge, von der jeder Kubik-
zentimeter ein Milligramm Stickstoff anzeigt. Da hier der Lauge-
verbrauch nie bedeutend ist, kommt auch die beim Titrieren
entstehende Verdiinnung nicht in Betracht, Fehler und Differenzen
aber treten viel auffélliger hervor. Auch das Formalin setzte
ich nicht von vornherein und im UbersehuB zu, sondern portionen-
weise, dem Bedarf entsprechend, wihrend des Titrierens; natiir-
lich miissen dann beim Titrieren auf stdrkere RoOtung nach
Soerensen stets besondere Kontrollgsungen hergestellt werden.

Die groften Schwierigkeiten bereitete die Bestimmung
der Lackmusneutralitdt. Ich benutzte ein Lackmuspapier, wie
es vor vielen Jahren zum Zwecke der Bluttitration eingefiihrt
wurde, und das man darstellt, indem durch Alkohol und Dialyse
gereinigte Lackmuslosung -auf sédure- und alkalifreies Druck-
papier aufgemalt wird. Natiirlich kann man auch Azolithmin
nehmen; das Azolithminpapier, wie es Soerensen neuerlich
beschreibt, war fiir die vorliegenden Versuche weniger geignet,
weil bei den vielen Tiipfelproben zuviel Fliissigkeit verloren
ging, wihrend von glattem Papier die einzelnen Tropfen mit
dem Glasstab leicht wieder abgenommen werden konnten. Als
Farbe fiir das hier verwendete Papier wéblte ich nicht das
sonst bessere Lila, sondern einen etwas ritlicheren Farbenton
und bezeichnete als Lackmusneutralitit jenen Punkt, bei dem
ein Tropfen der Fliissigkeit auf dem Papiere eben eine An-
deutung von Umschlag in Blau erkennen lief. Das ist also
schon Lackmusalkalitiit und die Differenzen, auf die ich hier
aufmerksam machen will, erscheinen kleiner, als sie vielleicht
in Wirklichkeit sind, und als sie bei Verwendung bldulichen
Papiers gefunden worden wiren. ,

.. Verwendet man nimlich bei der Tltratlon von Harn oder
daraus hergestellten Losungen rotes und blaues Lackmuspapier,
80 zeigt sich auch bei Abwesenheit von Phosphaten, daB zur
bestimmten Zeit das blaue Papier noch rot gefirbt wird, wih-

11*
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rend das rote schon léngst sich blédulich fiarbt (Zone der ampho-
teren Reaktion). Es wird eben der rote und der blaue Lack-
musfarbstoff durch die schwachen S#duren und phenolartigen
Korper des Harns in die verschiedenen Nuancen des violetten
Lackmus iibergefiihrt und so ein Farbenumschlag hervorgerufen,
der durch seine Kontrastwirkung saure und alkalische Reaktion
in derselben Fliissigkeit vortduscht. Nimmt man aber neutrales
Lackmuspapier, sei es glattes oder Filtrierpapier, so sieht man,
daB beim Titrieren ein Punkt. eintritt, bei dem das Papier keine
Anzeichen stirkerer R6tung mehr zeigt, die Fliissigkeit also
neutral zu sein scheint; aber erst nach ldngerem Zutropfen
der Lauge tritt eben merklicher Umschlag nach Blau hin auf.
Mit einem Worte die Lackmusneutralitidt ist kein bestimmter
Punkt, sondern eine Zone, deren Breite mit der Empfindlich-
keit des Auges — daneben aber auch mit anderen Faktoren —
stark schwankt. Ich habe im Verlaufe der vorliegenden Ver-
suche sehr hiufig versucht, die Breite dieser Zone zwischen
verschwindender Lackmusrétung (La) und auftretender Blduung
(LDb) zu bestimmen. Der héchste im phosphatfreien Harn be-
obachtete Wert war 1,6 ccm der Lauge (%/14) fiir je 10 ccm
Harn, gewohnlich schwankte er um 0,5 ccm herum.

Der Harn nun, iiber den ich zu berichten habe, war ein
Mischharn von zwei gesunden Personen, der eine hoch kon-
zentriert dunkel und stark sauer, der andere licht, verdiinnt
und fast alkalisch. Das Gemenge selbst wies ein spezifisches
Gewicht von 1,0205 auf, war klar goldgelb. 100 ccm zeigten
(nach meiner Methode formaltitriert) eine Aciditit von 0,0965 g
Salzséure und einen Gehalt von Ammoniakstickstoff von 0,041 g,
wihrend der nach Schloesing bestimmte Wert 0,0376 g be-
trug. Nebenbei sei bemerkt, da die oben erwihnte Differenz
von La zu Lb in 10 ccm dieses Harns 0,8 und 0,9 cem der
Lauge, nach Entfernung der Phosphorsédure 0,5 und 0,6, und
nach weiterer Entfernung des Ammoniaks ebensoviel betrug.

10 ccm dieses Harnes brauchten, um von der Lackmus-
neutralitit (L b)zum Phenolphthaleinumschlag gebracht zuwerden.
2,9.ccm der Lauge. Nun wurde Formol zugesetzt und titriert
bis. zum Farbenumschlag des Phenolphthaleins, wozu 4,1 ccm
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der Lauge verbraucht wurden; um zur starken Rotung zu ge-
langen, muBten noch 0,7 ccm der Lauge zugesetzt werden.
Wenn nun, um diese Resultate in Prozenten Ammoniakstick-
stoff umzurechnen, die Lackmusneutralitit zugrunde gelegt wird,
so erhdlt man bei Titration bis zum schwachen Umschlag 0,07 °/o
(0,068—0,071), bei Titration zur starken Rétung 0,077°/0 (0,076
bis 0,078). Die entsprechenden Zahlen gerechnet von der Neutrali-
tét gegen Phenolphthalein sind 0,041 und 0,0489/o (bei vollstéindi-
ger Ubereinstimmung der Parallelbestimmungen). Der fiir den
Harn nach Schloesing ermittelte Wert ist -aber 0,0376°/o.

Fiir den urspriinglichen Harn mit seinem Phosphorsiure-
gehalte sind solche Resultate auch nicht verwunderlich, und
niemand hat wohl daran gezweifelt, daB8 fiir ihn die Phenol-
phthaleinneutralitéit als Ausgangspunkt der Formoltitration benutzt
werden muB. Wenn dabei, infolge des besonderen Verhaltens
der Ammonsalze, kleine Fehler unvermeidlich sind, so ist zu
bedenken, daB die Methode, wenigstens von mir, ausdriicklich
nur als <Kklinische» (nicht als «klassische», wie H. Bjoern-
Andersen und Marius Lauritzen in dieser Zeitschrift,
Bd. LXIV S. 27, einem bekannten Referate nachschreiben) ver-
Offentlicht und empfohlen worden ist.

Wie stellen sich nun die Resultate, wenn der Harn mit
Chlorbaryum und Atzbaryt (hier in Pulverform angewendet) von
den Phosphaten befreit wurde. Da betrug erstens der Ammoniak-
gehalt nach Schloesing bestimmt nur mehr 0,035°/0 Stick-
stoff. In anderen Féllen war dieser Verlust noch viel groSer
und er erklirt sich leicht durch die Annahme, daB beim Fil-
trieren der alkalischen Fliissigkeit Ammoniak abdunstet; auch
kann wohl ein Teil des Ammoniaks als Ammonium-Magnesium-
phosphat im Niederschlag zuriickgehalten werden. An Stelle
dieser 0,035°/0 Ammoniakstickstoff wurden nun gefunden; vom
Lackmus ausgehend 0,045, oder 0,049 bei Titration bis zu starker
Roétung; vom Phenolphthalein ausgehend 0,0385 bezw. 0,043°/o.

Die wichtigste Frage ist aber die, wie sich der Harn nach
Entfernung auch des Ammoniaks verhilt. Es wurde also die
eben beschriebene Fliissigkeit mit recht wenig {iberschiissigem
Barytwasser im Vakuum bei 35—40° unter Durchleiten' von
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Luftblédschen destilliert, der Riickstand wieder verdiinnt und
wieder destilliert, bis ein dreistiindiges Destillieren nur mehr
0,8 mg Stickstoff in die vorgelegte Séure iibertreten lieS.
Der Destillationsriickstand wurde nun filtriert und mit Wasch-
wasser auf das urspriingliche Volumen aufgefiillt, wobei zum Fil-
trat die notige Schwefelsdure und Kaliumsulfat zugefiigt wurde;
so daf eben die Lackmusneutralitit (Lb) erreicht war. Die
erhaltene Fliissigkeit wurde dapn unter vorziiglicher Uber-
einstimmung der Parallelbestimmungen formoltitriert, teils allein;
teils nach Zusatz von Glykokoll, teils nach etwas mehr als
14tdgigem Stehen in der Kilte. Da der Versuch im Winter
ausgefiihrt wurde, war die letztere Probe in geschlossenem Ge-
féaBe vor das Fenster gestellt worden, wo sie meistenteils in ge-
frorenem Zustand stehen blieb. Durch mehrere Tage mit milderer
Temperatur war die Fliissigkeit allerdings aufgetaut; eine Bak-
terienentwicklung ist aber doch mit der groften Wahrscheinlich-
keit auszuschlieBen. Die folgende Tabelle moge die Resultate
zeigen. Die Zahlen sind Kubikzentimeter der /14 Lauge.

Differenz | Resultate der Formoltitrierung |pifferenz von

10 ccm von in mg Stickstoff schwacher
Laczk;nus ausgehend von Neutralitit gegen "“I‘g ésstt:;‘ker
des Phenol- Lackmus Phenolphthalein | geg Pher%ol-

Harns |phthalein-] bis zu |bis zu| bis zu |bis zu| phthaleins
Neutrali- [schwacher|starker [schwacheristarker| am Schluff
tit Rotung [Rotung| Rotung |Rotung|der Titration

Nur von
Phowhotsburel 057 | 445 | 492 | 382 | 43 0,47
(Henriques)
Von Phospl:lor-

.:?nux:leo:il;k 0,55 1,2 1,7 0,7 1,2 0,5
befreit
Nach Zusatz
hrokar | 086 | 80 | 545 | 445 | 49 0,45
=3,74mgN
Nach 1Zousai:z
Glykokoll | 05 31 | 36 2,6 3,1 0,5
=187 mg N '
Ohne Zusatz
e | Lt | 22 |25 | Lt | 14| 03

in der Kilte
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Aus dieser Tabelle geht folgendes hervor. 1. Weder die
Differenz zwischen Lackmusneutralitit und Phenolphthalein-
neutralitit im Anfange der Formoltitration, noch auch die
Differenz zwischen den Punkten der schwachen und starken
Rétung des Phenolphthaleins am Schluff der Titration, wird
durch die Entfernung des vorhandenen Ammoniaks (0,04250/0)
merklich beeinflufit; auch Zusatz von Glykokoll in Mengen von
0,20/ iibt keinen Einflu darauf. Es miissen daher diese
Differenzen nicht auf die genannten Substanzen, sondern auf
andere Harnbestandteile zuriickgefiihrt werden.

2. Dem entsprechend vorbereiteten Harn in nicht zu
grofien Mengen zugesetztes Glykokoll wird durch die Formol-
titration bei jeder Art ihrer Durchfiihrung quantitativ wieder-
gefunden, da es sich ja um Differenzbestimmungen handelt.
Jene Methode, welche die schérfsten Umschlagspunkte bietet,
ist daher als die sicherste zu empfehlen.

3. Die von mir seinerzeit beobachtete Neubildung von
formoltitrierbarer Substanz bei lingerem Aufbewahren des Harns
hat sich auch hier wieder gezeigt. Auffallend ist dabei, daB
die Differenz zwischen Lackmus- und Phenolphthaleinneutralitéit
sehr betrdchtlich anwuchs, wihrend die Differenz am Schlusse -
der Titration zwischen Phenolphthaleinumschlag und starker
Rotung kleiner wurde. )

Tanzo Yoshida konnte in seiner Arbeit (. c.) diese
meine Beobachtung nicht bestéitigen. Immerbin findet er in
seinen zwei Versuchen im Harne nach mehrtigigem Stehen
unter Toluol eine solche Vermehrung des formoltitrierbaren
Stickstoffes im Betrage von 5,4 und 4,5 mg, entsprechend 28,9
und 24,1 mg Glykokoll. Diese Zahlen diirften sich wohl, was
aus den Angaben nicht ersichtlich ist, auf 1000 ccm Harn,
oder gar auf die Tagesmenge beziehen und da die Bestimmung
in 16 ccm Harn vorgenommen wurde, féllt die kleine Ver-
suchsdifferenz allerdings in die Fehlergrenze der Methode (be-
sonders bei Verwendung der unsicheren Lackmusneutralisation),
aber es ist doch auffallend, daB dieser Fehler beide Male in
der gleichen Richtung in Erscheinung trat. Ich habe iibrigens
die deutliche Vermehrung nicht in zwei, sondern in mehr als
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‘zwanzig Fillen nachweisen konnen. Ich vermute, daB der Er-
scheinung {iberhaupt wenig Wichtigkeit zukommt, und daB es
sich um eine geringe hydrolytische Ammoniakabspaltung handelt,
wie sie ja auch bei lidnger fortgesetzter Vakuumdestillation oder
beim Folinschen Verfahren, wenn auch in geringerem Mafe,
in Erscheinung tritt. Die Korper der Oxyprotsiuregruppe, als
Baryumsalze aus eingedampftem Harn nach Dombrowski ab-
geschieden, scheinen dabei nach einem Versuche nicht beteiligt
zu sein. (Carbamin- oder Uramidoséuren ?)

Wenn man aus den Zahlen der obigen Tabelle versucht,
den Gehalt des untersuchten Harns an Aminosduren zu be-
rechnen, so erscheint ihre Menge von 0,037 bis zu 0,088/
(als Glykokoll) schwankend, je nach der angewandten Arbeits-
weise. Ahnliche Resultate, sowohl was die absoluten Zahlen
als auch ihr Verhiltnis untereinander anlangt, gaben mir alle
andern Versuche an normalen Harnen, obwohl ich das Am-
moniak in der verschiedensten Weise entfernte. (Die Queck-
silbermethode, die viel niedrigere Werte liefert, habe ich nicht
mehr in Betracht gezogen.)!) In allen Fillen zeigte es sich
auch, daB groBere Differenzen nicht von der Art der Formol-
titrierung, d. h. dem ziemlich konstanten Unterschied der Titrie-
rung bis zu schwacher oder starker Rotung herriihren, sondern
von der Wahl des Ausgangspunktes, je nachdem er durch die
Reaktion auf Lackmus oder auf Phenolphthalein bestimmt wird.
In einem Falle — es handelte sich um einen eingesandten,
wahrscheinlich pathologischen Harn, in dem die formoltitrier-
bare Stickstoffmenge 0,019 oder 0,0399/0 betrug, entsprechend
0,1 oder 0,20/ Glykokoll — betrug diese Differenz 1,5 ccm der

) Recht praktisch erwies sich die von Wiechowski angegebene
Methode (Arch. f. exper. Pathol, Bd. LX, S. 193), die ich so anwandte:
30 ccm Harn wurden in einem mit Marke versehenen Stopselglas mit
etwas Natriumphosphat, Magnesiumsulfat und dann Magnesiumoxyd ver-
setzt und mit Alkohol auf 120 ccm aufgefiillt. Nach dem Stehen iiber
Nacht wurden 100 ccm abfiltriert (entsprechend 25 ccm Harn), durch
Destillieren im Vakuum vom Alkohol befreit und der Formoltitration
unterworfen. Durch vorsichtiges Abdunsten des Alkohols (der die Titration
absolut hindert) auf dem schwach geheitzten Wasserbad liefe sich wohl
auch die Vakuumdestillation vermeiden.
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Lauge. Bei dem Versuche die stérenden Substanzen auszu-
fillen, ergab sich, daB Tierkohle die Differenz verminderte;
Auskochen mit Bleicarbonat erhohte auf 5,6 ccm; Ausfillen
mit Bleiacetatpulver erh¢hte auch auf 3,0 cem trotz sorgfiltiger
Entfernung der Kohlensiure durch Atzbaryt; und beliebig hohe
Steigerungen lieBen sich durch einfachen Zusatz von Natrium-
acetatkrystallen hervorrufen. Weitere Versuche ergaben nun,
daf alle fetten Sduren von der Ameisensiure in steigendem
MaB bis zur Capronsiure bei der Neutralisation eine starke
Differenz zwischen den Umschlagspunkten von Lackmus und
Phenolphthalein erkennen lassen, ebenso wirkt Zitronenséure.
Bei Anwendung von Milch-, Oxal-, Wein-, Bernsteinsdure und
ebenso von Benzoe-, Salicyl- und Hippurséure trat aber der
Farbenumschlag beider Farbstoffe fast gleichzeitig ein. Ein
aus Harn dargestelltes Oxyprotséurengemenge wirkte zwar -ein,
aber nicht so stark, als ich vermutet hatte; hingegen verschob
Carbolséure die beiden Neutralitdtspunkte sehr stark, und diese
vergroBerte auch die Differenz zwischen der schwachen und
der starken Rotung des Phenolphthaleins am Ende der Formol-
titration.

Welche von den vielen Harnbestandteilen nun die be-
sprochene Differenz bei der Titrierung des von Phosphaten und
Carbonaten freien Harnes bewirken, 1dBt sich nicht sagen, aber
sie sind vorhanden und miissen deshalb beriicksichtigt werden,
indem man als Neutralitétspunkt nicht den Umschlag von Lackmus,
sondern jenen von Phenolphthalein beniitzt.

Nun ist es aber eine altbekannte Tatsache, da Ammoniak
in Gegenwart von Ammonsalzen, und auch Aminoséuren den
Phenolphthaleinumschlag verzogern. Es wire zu erwigen,
ob nicht im Harne diese Verzdgerung groBer ist, als die ent-
gegengesetzte Beeinflussung seitens der schwachen Sauren und
phenolartigen Korper. Wenn das wiire, miifite natiirlich der
kleinere Fehler vorgezogen und unter Verwendung von Lackmus
titriert werden.

Die Resultate der friilher vorgelegten Tabelle, oder ein
Blick auf die sorgfiltigen Zahlenangaben von Soerensen (Diese
Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 27) 148t nun schon erkennen, daB
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diese Befiirchtung unnétig ist, besonders dann, wenn es sich
nach Entfernung des Ammoniaks nur mehr um die Titration
der Aminosduren handelt. Es sind aber in der einschligigen
Literatur der letzten Zeit so merkwiirdige AuBerungen getan
worden iiber die Aciditit der Ammoniumsalze und ihre Ein-
beziehung in die Totalaciditit des Harnes, iiber die schwache
Séure der Aminosduren und die starke ihrer Methylenderivate
und é&hnliches,!) dal es notwendig erscheint, einige Worte
anzufiigen. '
Die Ammoniumsalze der starken Siuren, und ebenso die
Aminoséuren, sind absolut neutrale Kérper. Wenn sie bei der Ti-
tration gegen sehr schwach saure Indikatoren wie Phenolphthalein
oder auch auf Substanzen wie das Magnesiumhydroxyd scheinbar
als Séuren wirken, so beruht das darauf, dal die gut dissoziierten
Ammoniumsalze durch den Reichtum an NH,-Ionen die Disso-
ziation des entstehenden NH,-OH zuriickdréingen, so daB sich
dann in der Fliissigkeit nur mehr neutrales NH; vorfindet. Je
weniger also eine Losung an Ammonsalz enthilt, desto néher
riickt der Lackmus- und der Phenolphthaleinumschlag aneinan-
der. Ja, wenn man zu reinem Wasser mit etwas Phenol-
phthalein verdiinnteste Ammoniaklosung zutropfelt, so tritt der
Farbenumschlag beider Indikatoren gleichzeitig ein; die Rotung
des Phenolphthaleins 148t sich sogar noch frither erkennen,
weil eben die ganze Fliissigkeit sich firbt, wihrend das biBichen
Ammoniumhydroxyd in dem einen Tropfen auf dem Lackmus-
papier der relativ groBen Menge des dargebotenen Farbstoffes
gegeniiber nicht recht zur Wirkung kommen kann.
Interessant ist der EinfluB der Temperatur auf die Be-
hinderung der Ammonsalztitration mit Phenolphthalein. Eine
0,6340/vige Losung von Salmiak (!/10-normal) war (wie alle
von mir untersuchten Ammoniumsalzpraparate) auf Lackmus
neutral. Bei Zusatz von 0,060—0,2 ccm der Lauge zu 10 ccm
der Losung trat deutlicher Umschlag auf dem glatten Lack-
muspapier ein; um das Auftreten der ersten Phenolphthalein-

1) Einer der neueren Autoren schreibt sich sogar ausdriicklich die
Entdeckung des stérenden Einflusses der Ammonsalze auf die Titration
mit Phenolphthalein zu und verlangt dafiir die Prioritit.
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farbung zu erzielen, muBten 0,35 bis 0,5 ccm der Losung
zugesetzt werden. Dabei zeigten gleichzeitig vorgenommene
Parallelproben stets volle Ubereinstimmung, wihrend zu ver-
schiedenen Zeiten vorgenommene Proben die erwihnten Schwan-
kungen aufwiesen. Als Ursache der Erscheinung erkannte ich
bald den Wechsel der Zimmertemperatur zur Zeit der einzelnen
Versuchsreihen. Als Proben in Schnee abgekiihlt wurden, trat
der Phenolphthaleinumschlag schon bei 0,2 cem, beim Erwiér-
men auf etwas mehr als Handtemperatur erst bei 0,9 ccm
Laugeverbrauch ein.

Anhnliches konnte ich bei Glykokollésungen beobachten.
Die neueren ké#uflichen Prdparate von Aminosduren scheinen
alle auf Lackmus etwas sauer zu reagieren. Als Ursache ist
vielleicht die Reinigung der Préparate nach der Fischerschen
Methode anzusehen. Ein im Laboratorium vorritiges altes,
prachtvoll krystallisiertes Glykokollprdparat und ebenso ein
(valinhaltiges) Leucinpréparat zeigte keinerlei saure Reaktion.
Ich verwendete Merksches Glykokoll, das in 1/io-normaler
Losung auf Lackmus kaum merklich sauer reagierte. Beim
Erwérmen der Losung auf 40° erschien die Rotung des Lack-
mus sehr deutlich und um die erste Rotung von Phenol-
phthalein mufiten 0,3 ccm der Lauge zugefiigt werden, wéhrend
bei Zimmertemperatur 0,15 ccm geniigten.

Bei verdiinnteren Glykokollosungen, ca. 0,2°/0 haltend,
tritt der Neutralisationspunkt fiir Lackmus und fiir Phenol-
Pphthalein praktisch gleichzeitig ein, ein Tropfen der »/14-Lauge
ruft ihn schon hervor. Warum ich in meinen Versuchen an
Salmiak und an Glykokollosungen zwar im allgemeinen iiber-
einstimmende, im einzelnen aber geringere Werte fiir den Laugen-
verbrauch bis zum Auftreten der ersten Rotung von Phenol-
phthalein verbrauchte, als Sérensen in seinen Versuchen fand,
kann ich nicht sagen. Ich habe stets mit derselben Fliissig-
keit als Kontrollosung gearbeitet und die erste merkbare Far-
benénderung als Umschlag bezeichnet; vielleicht kommt auch
die Empfindlichkeit des Auges in Betracht. In bezug auf die
Ausfithrung der weiteren Formoltitrationen fiihre ich an, da8
ich bei den stérkeren Losungen die mit den berechneten Mengen
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besser stimmenden Resultate erhielt, wenn ich vom Lackmus-
oder Phenolphthaleinumschlag, der ja sehr nahe beieinander
lag, bis zur starken Rétung titrierte. Bei den verdiinnteren
Losungen aber, wie sie etwa den Verhiltnissen im Harn ent-
sprachen, stimmten die gefundenen Werte besser, ja genau,
wenn ich nur bis zum Auftreten der ersten Rétung des Phenol-
phthaleins nach dem Formalinzusatz titrierte. Glykokoll ver-
brauchte dabei stets sehr viel Formalin, viel mehr, als die ent-
sprechenden Menge von Ammoniak und auch mehr als die
‘Harnfliissigkeit auch bei scheinbar hohem Glykokollgehalt ver-
brauchte. '

Alles zusammenfassend glaube ich behaupten zu kénnen,
daB die Formoltitration im Harne von der Phenolphthalein-
neutralitit ausgehen muB, und daB sie besser nur bis zum
Auftreten der schwachen Phenolphthaleinfirbung fortgefiihrt
werden soll. Wenn das geschieht, so zeigen die mir zur Ver-
fligung stehenden normalen Harne einen Glykokollgehalt von
40 mg in 100 ccm Harn. In Riicksicht auf die Ergebnisse der
Naphthalinsulfochloridreaktion vermute ich, daB auch dieser
Glykokollgehalt nur ein scheinbarer ist, mit anderen Worten,
daB die Formoltitration der Aminoséuren im Harne hochstens
den Wert einer klinischen Schétzungsmethode beanspruchen
kann, fiir die Entscheidung wissenschaftlicher Fragen aber bis-
her noch zu wenig ausgebildet ist.



