
576 IIELVETICA CHIMICA ACTA. 

Verdunnen klar, was nach 8-10 Min. der Fall war, wurde die Reduktion noch weitere 
3 Min. laufen gelassen und dann durch Verdiinnen mit 100 om3 Wasser und Abgiessen 
rom Zink beendet. Die wasserige Losung haben wir im Extraktor mit Ather extrahiert 
uiid den getrockneten Athcrauszug eingedampft, zuletzt zur Entfernung des Eisessigs im 
Vakuum bei looo. Es blieb ein gelbes 61 zuruck, aus dem sich bei Zusatz von Methanol 
(2 cm3) Kristalle abschieden. Durch fraktionierte Kristallisation erhielt man aus Methanol 
die Verbindung XI1 bzw. XI11 in etwas uber 20% Ausbeute, sowie eine geringe Menge 
,4usgangsniaterial. Zersetzungspunkt 245.O. 

C,H,O, (200,OS) Ber. C 48,OO H 4,03% Gef. C 48,44 H 4,52% 

21 us  am m e nf a s sung. 
Fur zwei aus a, p ,  6-Tribrom-muconsawe-y-lacton durch Hydro- 

lyse gebildete Oxy-dibrom-muconsiiure-y-lactone konnten die in einer 
friiheren Untersuchung aufgestellten vorlaufigen Konstitutionsfor- 
meln durch weitere Abbaureaktionen bestatigt werden. 

Zurich, Chemisches Institut der Universitat. 

73. Microdosage colorimCtrique en sCrie de l’azote protCique 
par R. A. Boissonnas et C. H. Haselbach. 

(21 I1 53) 

Lorsqu’on procede a des fractionnements, par chromatographie 
sur colonne ou par rhpartition B contre-courant, de quantitbs limitkes 
de substances de nature protkique, il n’est pas possible de determiner 
le poids see de cliaque fraction, les quantiths de produit prbsent Atant 
trop faibles pour pouvoir &re peskes exactement. 

Les m6thodes indirectes b a s h  sur le contenu en tyrosine, en 
groupes amin& libres ou en cuivre complex6 ne permettent pas de 
tirer cles conclusions certaines sur la quantite de substance prhsente 
car le rapport poids sec/tyrosine (resp.: groupes amin&, ou cuivre 
complexi?) change selon le poids molkculaire et la nature des subs- 
tances prothiques. 

Par contre, la teneur en azoto (KjeZdahl) des substances de nature 
protkique varie dams des limites suffisamment faibles pour qu’elle 
puisse donner une indication satisfaisante sur la quantitt! de substance 
pdsente. 

Nous avons done chercht! une nikthode permettant de doser simul- 
tankment quelques y d’azote sur une cinquantaine d’kchantillons. La 
difficult6 principale residait dans le dosage en skrie des faibles quan- 
tit& d’ammoniaque rksultant de l’attaque par micro-KjeZduhZ. 

La mbthode de Nessler et ses nombreuses modifications ainsi que 
les methodes d’oxydation au brome, sont trop dhlicates et ne donnent, 
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P a r t  i e e x p Qr i m en t a I e. 
Rdaetifs (solutions pour 1000 dosages). 

Re‘actif d’attaque. 200 om3 d‘acide sulfurique Merk puriss. sont melanges ii 200 01113 

d’une solution aqueuse contenant 0,274 d’HgC1,. Ce reactif est garde sous une cloche de 
verrc pour le preserver des vapeurs ammoniacales. 

Perhydrol. 100 ctn3 d’eau oxygen& & 30% en poids, stabilisee ?L l’acidc phosphorique 
e t  exempte de composes azot6s. 

Solution de neutralisation. On dissout & chaud, soit 117,s g de LiOH,H,O (Merk 
purum) et  570 g de CH,COOLi, 2 H,O (Herlc puriss.) ou bien 352,5 g de LiOH, H,O et  
320 em3 d’acide acetique glacial (distill6 sur anhydride chromique), dans 3 1 d’eau, re- 
froidit e t  filtre sur Gooeh de verre fritt6 garni de Celite 535 de Johns-Manville. La solution 
limpide est additionnke de 1 1 de m6thylcellosolve (monoether m6thylique de 1’6thylbne- 
glycol, Union Carbide) et  compl6tke ii 5 1 par de l’eau. 
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l) J. Biol. Chem. 176, 367 (1948). 
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pas de resultats suffisamment reproductibles sur de trds faibles quan- 
tit& d’ammoniaque. Les microdosages alcali-ncidimetriques sont trop 
longs pour pouvoir &re effectuds en sdrie. 

Moore & Stein1) ont montrd qu’en presence d’hydrindantine, la 
ninhydrine donne une reaction coloree avec l’ammoniaque sous cer- 
taines conditions. Nous avons done modifid cette methode colorim6- 
trique trBs sensible pour l’adapter au dosage de l’ammoniaque dans 
la solution sulfurique resultant de la digestion KhljeZdahZ. 

Grhce B un appareillage special, la m6thode mise au point permet 
d’attaquer simultanement 50 Bchantillons contenant chacun de 0’5 y 
h 15 y (optimum 5 y )  d’azote proteique. Aprh neutralisation par un 
m4lange contenant un tampon et un solvant organique, la solution 
est additionnee de ninhydrine-hydrindantine. Aprds chauffage, la 
densite optique est mesuree au colorimbtre (fig. 1). La deviation 
st,andard du dosage est de & 2 yo pour 5 y d’azote. Une seule personne 
pcut doser 150 echantillons en une journee. 
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Rdactif h, la n ~ n h ~ d r i ~ - h ~ d ~ ~ n d a n t i n e .  On dissout 20 g de ninhydrine puriss. (Daugk- 
erty Chemical Specialities Co., New-York) dans 500 em3 de mbthylcellosolve et  on ajoute 
une solution de 0,3 g de borohydrure de sodium (BH,Na) dans 500 om3 d’eau. A conserver 
sous azote. 

Diluant. MBlange 1 :1 d’kthanol 96% (ou de n-propanol) e t  d’eau. 

Appareillage. 
Eprouvettes. Pyrex de 150 x 15 mm en verre Bpais sans rebord. Ces bprouvettes soiit 

lavBes chaque fois en les remplissant d’HC10,l-n. et en les chauffant 10 min. b 1000. Apr,rPs 
rinpage A l’eau, les Bprouvettes sont rincBes par NaOH 0,Ol-n. afin d’bviter toute adsorp- 
tion d’ammoniac sup les parois, puis recouvertes de capuchons en aluminium afin d’eviter 
I’introduction de poussikres, e t  sbchees A 1’6tuve. Les capuchons d’aluminium sont obtcnus 
on coupant, A 3 cni du fond, des tubes b cornprim& pharmaceutiques de diamittre con- 
Tenable. 

b’upport en aluminium pouvant contenir 50 Bprouvettes. 
Bain-marie dans lequel on peut placer lc support. 
Bac de refroidissement. 
Photomktre Klett-Summerson, filtre vert KO 54 (500-570 mp) ou tout autre spectro- 

photom8tre absorbant i 570 mp. 
Pipettes automatiques (Blitz-Kippautomat) de 1 em3 et  de 5 em3 (Gerber& Co., Zurich). 
Dispositif d’attaque (fig. 2).  L’attaque est effectuBe dans une caisse A de 60 x 22 cm 

de base et  de 30 cm de haut, en tale plombbe, dont le couvercle A’ amovible pBnktrc dans 
une gouttikre formant chicane. Pendant l’attaque, tin courant d’air (purifi6 par passage 
sur acide sulfurique, eau et  laine de verre) pbnktre per un tuyau dam le fond de la caissc. 
Les vapeurs qni se dbgagent sont ainsi BvaeuBes, e t  toute pknBtration, par le joint  du 
couvercle, de poussikres ou de vapeurs amlnoniacales du laboratoire est hi tbe.  

c 
A 

T 

I,. L 
coupe en hrgeur 

‘I 
1 1- 

i 

1- \ I 

coupe et w e  en hgueur 
U 

t :  
7Qcm ’ 

Fig. 2. 
Dispositif d‘attaque. 

A e t  A‘ caisse avec couvcrcle. C support amovible. 
B rampe de chauffage. D chapeau amovible. 

La rampe de chauffage R, do 14 X 50 cm de surface, contient dans le sens de Id 

longueur 2 series de 3 rbsistanccs en spirales posBes sur amiante, les spires des extr6miti.s 
&ant plus resserrkes de facon assurer une Cgalit6 de tempbrature sur toutc la surface. 
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La puissance totale est de 400 watts. Un Variac, ou tout, autre systknie permettant de 
varier la tension aide it regler l’intensiti? du courant. 

U n  support amovible C permettant de fixer les 50 Bprouvettes en 4 rangees par un 
systkme de pinces & ressort, e t  ayant B sa base une plaque d’6ternit percee de trous dans 
lesquels vienncnt reposer les Bprouvettes, est place sup la rampe de fapoii que le fond des 
bprouvettes se trouve & 1,5 cm des rbsistances. Ce support est surmonte d’un chapeau 
amovible D en tale d’aluminium. 

Mkthode. 
Les prises, d’nn volume inferieur Q 1 cm3 l) e t  contenant de 0,5 y B 15 y (optimum 

5 y )  d’azote proteique, sont plackes au fond des Bprouvettes. On fait simultanBment L 
chaque lot 2 blancs e t  2 standards de 5 y d’azote (par ex. une solution de protamine 
BtalonnBe par Kjeldahl ordinaire). On place dans chaque tube 0,3 cm3 de reactif d’attaque 
et  on met le support sur la rampe qui est chauffke B 85% du voltage d’attaque. L’enceinte 
est fermBe et  parcourue par un courant d’air lave sur H,SO, dilu6, eau et  laine de verre, 
de fapon B entrainer au dehors les vapeurs qui se dbgagent. Une fois la concentration 
effectuee (env. 20 min.), on ajonte dans chaque Bprouvette 0,l om3 de psrhydrol e t  pour- 
suit pendant 2 h. l’attaque B un voltage tel que l’acide sulfurique reflue & 3 cm au-dessus 
du fond des Bprouvettes. Un trop fort chauffage provoquerait des pertes en acide sulfu- 
rique. Le support est sorti de l’enceinte, lea Bprouvettes sont garnies des couvercles de 
protection et, aprks refroidissement, on ajoute & la pipette automatique 5 om3 de solution 
de neutralisation B chaque Bprouvette. Le p H  est alors de 4,6. I1 est indispensable de tr6s 
bien agiter afin d’avoir une solution homoghne. On ajoute alors A la pipette automatique 
1 cm3 de solution de ninhydrine-hydrindantine, agite, e t  place pendant exactement 
30 min. dans le bain-marie bouillant. On refroidit dans le bac B refroidissement. Lz couleur 
violette B chaud devient bleue B froid. Dans l’heure qui suit, on lit au photomktre contre 
le blanc et  exprime les valeurs en y d’azote L l’aide de la eourbe de refi?rence. Lxsque 
les tubes donnent une adsorption trop Blev6e (plus de 8 y )  ou lorsque le cdorim8tre utilisb 
exige un volume final plus grand (p. ex. pour pouvoir rincer chaque fois le tube de lecture 
avec la solution B mesurer). on dilue le contenu de ces tubes, des blancs et  des standards 
par le melange diluant. La fig. 1 donne pour le Klett-Xummerson les rapports eztinctionly 
d‘azote pour diff6rentes dilutions finales. La deviation standard du dosage est de f 2% 
pour 5 y d’azote. 

Discussion. 

La caisse, entourant la rampe d’attaque, permet d’effectuer ces 
microanalyses dans n’importe quel laboratoire, mbme si l’atmosphkre 
de celui-ci est chargee de vapeurs debases organiques ou d’ammoniaque. 
D’autre part, le fait d’effectuer l’attaque, la neutralisation et la r6ac- 
tion B la ninhydrine dans la mhme Bprouvette Bvite les contaminations 
par des transferts. 

Quoiqu’il soit possible d’augmenter la rapidit6 de l’attaque par 
l’acide sulfurique en effectuant celle-ci a une temperature plus BlevBe, 
nous avons prBfBr6 faire une attaque plus longue 21, une tempkrature 
plus basse, car il est ainsi plus f a d e  d’assurer des conditions sem- 
blables pour tout le lot d’eprouvettes et d’6viter une surchauffe qui 
provoquerait des pertes en acide sulfurique dans certains tubes. 

Apri.8 l’attaque, l’acide sulfurique est neutralis6 partiellement par 
de l’hydroxyde de lithium. Par addition d’acdtate de lithium, il se 
forme un tampon acide acbtique-ac6tate de lithium en presence de 

1) Si un solvant organique est present, il est preferable de I’hvaporer avant d’ajouter 
I’ac. sulfurique afin d’eviter un noircissement des tubes. 

____ 
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sulfate de lithium. A cette solution saline concentr6e de pH 4,6, on 
sjoute une solution de ninhydrine-hydrindantine. I1 n’est pas possible 
de mettre directement la ninhydrine-hydrindantine dans le melange 
neutralisant-tamponnant, car il y aurait destruction du reactif par 
des surconcentrations locales momentanees en acide sulfurique. La 
proportion d’hydrindentine a 6t@ &levee B un tiers dc la ninhydrine de 
facon 8 rendre quantitative la formation du colorant qui se fait selon 
la r6action suivante: 

On voit que l’hydrindantine doit dejh &re prhsente dans le milieu 
pour qu’il puisse y avoir reaction avec l’ammoniaque. Dans le cas des 
acides aminks au contraire, il se forme dc l’hydrindantine au eours de 
la reaction, et l’hydrindantine ajoutee dans le r6actif de Moore & Atein 
n’a comrnc but que de compenser la destruction de celle-ci par l’air 
dissout. 

L’hydrindantine est form6e en ajoutant B une solution de nin- 
hydrine du borohydrure de sodium. En  effet, B ces concentrations 
blevBes, le chlorure d’ktain, employ6 par Moore & Ateia, provoyue 
dcs troubles. 

Le mBthylcellosolve, dont la concentration finale est de 25 yo au 
moment du dkveloppement du colorant a chaud, est destini. a per- 
mettre une solubilit6 suffisante de la ninhydrine, de l’hydrindantine 
ct du colorant form& Si la concentration du mBthylcellosolve est in- 
fPrieure a 2574, la solubilit6 de ces corps n’est pas suffisante, il y a 
prkipitation partielle et la r6action color6e n’est plus reproductible. 
Seul le sulfate de lithium a une solubilit6 suffisante dam le m6thyl- 
cellosolve ii 25%. Tous les autres sulilttes essay& ont donn6 des pr6- 
cipitks a froid ou ii chaud. 

11 est indispensable de protkger tr6s soigneusement le collecteur 
de fractions contre l’entr6e de traces de poussibres pendant tout le 
fractionnement. En  effet, alors qu’un grain de poussikre a relative- 
nient peu d’influence sur le dosage des groupes amino selon ,Woore 
& Ateinl), j l  donnera des valeurs trop fortes en azote ap rh  l’sttaque 
KjeZdahE. Unc simple couverture en plastiyue recouvrarit le collecteur 
dc fractions s’est r6vklee amplement suffisante pour empkher l’entrke 
de grains de poussihre dans les Bprouvettes, mbme lorsque le frac- 
tionnement est poursuivi pendant plusieurs jours. 

Kous remerciom vivement le ({Fonds pour I’Encouragement des recherches scientijiques 
(Berile))) et la ((Rockefeller. Foundation (New-York))) de I’aide qu’ils nous ont accordhe. 

I )  J. Biol. Chem. 176, 367 (1948). 
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SUMMSKY. 
A new micromethod for serial colorimetric determination of 

Kjeldahl nitrogen is described. 
Samples containing 1-20 y nitrogen are digested with 0,15 em3 

H,SO,. The digests are neutralized by a solution of LiOH and Li- 
acetate in 20% methylcellosolve, buffering the pH st, 4,6. After ad- 
dition of a ninhydrin-hydrindantin reagent, the blue NH,-complex is 
formed by heating and colorimetrically estimated. 

A special equipment for serial work is described, which allows 
one person to perform 150 estimations in one day. The standard 
deviation is & 2 %  for 5 y nitrogen. 

This method has been worked out for the simultaneous deter- 
mination of KjeZdahl nitrogen in numerous fractions, as obtained after 
chromatographic separation or countercurrent distribution of small 
amounts of proteinic material. 

Laboratoire de chimic organique de 1'UniversitB de GenBve. 

74. Metallkomplexe mit Polyaminen X: 
Mit Tetrakis-( p-arninoathy1)-athylendiamin = ,,penten" 

von G. Schwarzenbach und P. Moser. 
(23. 11. 53.) 

Das im Titel genannte Hexaminl): 

/ CH2-CHz-NH2 
, ,penten' ' 

NHZ-CH2-CH2 
'N-CH2-CH2-N 

NH,-CH,-CH,/ \CH,-CH,-NH, 
ist die erste Verbindung, welche einem Metallkation bei der Homples- 
bildung sechs gleichartige Gruppen, namlich sechs basische Stickstoff - 
atome, zur Verfugung stellen kann. Der erste hexafunktionelle (,,hem- 
dentate") Komplexpartner, der bekannt wurde, ist wohl das Anion 
Y -* der von uns eingehend untersuchten Athylendiamin-tetraessig- 
siiure. Dieses verfugt uber zwei basische Stickstoffatome und vier 
Carboxylatgruppen, und wir konnten beweisen,), dass in einigen 
Fallen, wie z. B. beim CoIII- und %"elll-Komplex, alle sechs Gruppen 
vom Metal1 als Koordinationspartner verwendet werden. Ein weiterer 
in den letzten Jahren verwendeter hexafunktioneller Komplexpartner 
ist das Hondensationsprodukt von Salicylaldehyd mit Athylen-bis- 
(arninoathyl)-thioiither3). 

l) Herstellung s. W.  Gauss, P. Moser & G.  Schwarzenbach, Helv. 35, 2359 (1952). 
2, G. Schwarzenbach & J .  Heller, Helv. 34, 578 (1951). 
3, J ,  Collins, F. P. Dwyer & F. Lions, Am. Soc. 74, 3134 (1952). 




