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Ein versinfachtss Verfahren zur quantitativen 
Eiweil3bestimmung 

von 

Adolf Jolles. 

Aus dem chemisch-mikroskopischen  Labora tor ium yon  Dr. M. und 

Dr. Ad. J o l l e s  in Wien.  

(Vorge leg t  in der S i t zung  am 17. Apri l  1902.) 

Von den exacten Methoden der quantitativen Eiweif3- 
bestimmung gelangen im wesentlichen die Abscheidung und 
Wiigung des Eiweil3es oder die Bestimmung desselben aus der 
Stickstoffmenge nach der Kjeldahl'schen Methode zur An- 
wendung. Obzwar beiden dieser Methoden gewisse geringe 
M/ingel anhaften, so sind ihre Resultate ziemlich verl~isslich, 
und f/_lr die nachstehend beschriebene Methode der Eiweif3- 
bestimmung war nicht der Gedanke mal3gebend, die Genauig- 
keit zu erh6hen, sondern vielmehr das Bestreben nach leichterer 
Ausffihrbarkeit der Methoden, sowohl in Bezug auf die Zeit- 
dauer, als auch auf die nothwendigen HilfsmitteI. Die vor- 
geschlagene Methode beruht im Principe darauf, dass die vor- 
schriftsm~tf3ig abgeschiedenen Eiweif3k6rper mit Permanganat 
in schwach saurer L/3sm~g oxydiert werden und hierauf nach 
vorangegangener Neutralisation der Stickstoff in einem Azoto- 
meter durch unterbromigsaures Natron frei gemacht und 
gemessen wird. Hiebei liefert jeder Eiweil3k6rper einen be- 
stimmten Procentsatz an Stickstoff, und umgekehrt kann man 
aus der gemessenen Stickstoffmenge den Eiweifggehalt be- 
rechnen. Nachdem dutch viele Versuche fiir jeden Eiweif3- 
k6rper die Constanz dieses Factors festgestellt wurde, ~ so ist 

1 Si tzungsberichte  der kaiserl. Akademie tier Wissenschaf t en ,  Bd. CX, 

Abth. II b, Mai 1901. 
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diese Methode principiell der Kjeldahl'schen Bestimmung gleich- 
zusetzen, hat aber den Vortheil der schnelleren und leichteren 
Ausfiihrung. Diese Bestimmung dtirfte sich namentlich ffir 
physiologisch-chemische Zwecke eignen, undes  sei im folgenden 
beispielsweise ihre praktische Anwendung auf Harne be- 
schrieben. 

Es ist anzunehmen, dass sie mit den gebotenen Ab/tnde- 
rungen auch zu analogen Zwecken verwendet werden kann. 

A. Quantitative Eiweit3bestimmung im Harne. 

Die gewichtsanalytische Bestimmung liefert in der Regel 
exacte Resultate. Sie erfordert jedoch rnehrere W~igungen und 
eine peinliche Sorgfalt bei der Trocknung des EiweiBnieder- 
schlages, da sonst leicht Zersetzungen und Umwandlungen 
eintreten k6nnen. Dazu kommt, dass es in schleimigen und 
z~hflfissigen Harnen aul3erordentlich schwierig ist, die ab- 
geschiedenen Eiweil3kSrper von den schleimigen Substanzen 
und dem Ft{llungsmittel v611ig zu trennen, so class in solchen 
Ftillen das Wtigen geringe Fehler nach sich ziehen wtirde. 
Um das zeitraubende Trocknen und wiederholte Wiigen zu 
ersparen, wird vielfaeh in dem ausgewaschenen Coagulum der 
Stickstoff nach K je ldah l  bestimmt und aus demselben die 
Eiweif~menge berechnet. Nachdem im Harne neben Serum- 
albumin auch Serumglobulin vorkommt, so htingt die Genauig- 
keit der Bestimmung yon dem Factor ab, mit dem das Gewicht 
des gefundenen Stickstoffes multipliciert wird. Thatsache ist, 
dass dutch Multiplication mit 6"3 in der Regel eine exacte 
Eiweif3bestimmung resultiert. Nichtsdestoweniger kommen nach 
meinen vergleichenden Untersuchungen auch Harne vor, bei 
welehen durch Multiplication des Stickstoffes mit 6"25, respec- 
tive 6"35 die richtigen Werte resultieren. 

Die praktische Ausftihrung nach diesen zwei Methoden 
ist ziemlich zeitraubend I und es hat sieh daher naturgem~il3 
ein Bedtirfnis nach solchen Methoden ergeben, welche mit 
geringeren Ansprtichen an die technische Fertigkeit des Analy- 
tikers, mit einfacheren Hilfsmitteln und mit geringerer Zeit- 
dauer das Eiweil3 im Harne zu bestimmen gestatten. Hieher 
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gehSrt die polarimetrische Bestimmung, die aber zu ungenauen 

Resultaten ftihrt, da im Marne bei Albuminurie gew6hnlich 

zwei verschiedene Eiweil3kSrper yon verschiedener specifi- 

scher Drehung entbalten sind. Auch die densimetrische 

Methode, welche darauf beruht, dass das specifische Ge\vicht 

des Harnes vor und nach der Abscbeidung des Eiweil3es 

mittels des Pyknometers bestimmt und die Differenz in dem 

specifischen Gewichte mit der Zahor'schen Zahl (400) multi- 

pliciert wird, liefert ungenaue Resultate. Das Verfahren yon 

R obe r t s  und S t o l n i k o f f  in der Modification yon Brand-  
be rg ,  welches  auf der Erfahrung beruht, dass bei der Eiweifi- 

probe nach H e l l e r  die Ringbildung umso frtiher eintritt, je 

eiweifireicher die Fltissigkeit ist, hat nur den Charakter einer 

Sch~itzungsmethode und liefert noch ungenauere Resultate als 
die vorhergenannten Methoden. 

Die vielfach in Verwendung stehende Esbach'sche Methode, 

welche im Principe auf der Bestimmung der Eiweil3menge aus 

der H6he des Niederschlages beruht, der sich bei Anwendung 

des Esbach'schen Reagens in 24 Stunden bildet, liefert ung'enaue 

Resuitate, die zuweilen, namentlich in z/ihfK'lssigen und eiterigen 
Harnen absolut unbrauchbar sind. 

Auch die in Vorschlag gebrachten malganalytischen Be- 

stimmungsmethoden geben wenig befriedigende Resultate. 

Wit sehen somit, dass eine vereinfachte verltissliche 

Methode zur quantitativen Bestimmung des Albumins im Harne 

einem tbats~ichlich vorhandenen Bedtirfnisse entspricht. Ich 

babe vor etwa zwei Jahren zur quantitativen Bestimmung der 

Harns~iure inn Harne start der gewichtsanalytischen, respective 
titrimetrischen Methode die Messung des aus diesen KSrpern 

nach vorangegangener Oxydation durch unterbromigsaures 

Natron entwickelten Stickstoffes vorgeschlagen. 1 Diese Methode 

ist in der >,Chemiker-Zeitung<< 2 von O. M a k o w k a  einer ein- 

gehenden Nachprtifung unterzogen worden, und Verfasser 
gelangt auf Grund seiner Resultate zu dem Ergebnisse, dass- 
meine Methode ,..als eine vollkommen zuverl/issige und exacte 

1 Zeitschrift fiir physiologische Chemie, Bd. XXX, S. 222. 
2 Chemiker-Zeitung, 1901, 25, Nr. !03. 
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bezeichnet werden kann, die wegen der relativen Einfachheit 

in der Ausftihrung vollste Beachtung in der Praxis verdient<<. 

Im nachstehenden beschreibe ich ein analoges Verfahren 

zur quantitativen Bestimmung des Eiweit3es im Harne. Die hier 

in BetraCht kommenden Eiweii3kOrper spalten bei entsprechend 

geleiteter Oxydation - -  wie ich bereits frtiher gezeigt babe 1 _ 

die Hauptmenge des Stickstoffes in Form von Harnstoff ab. 

Allerdin~s wird der Harnstoff, falls die Temperatur- und Con- 

centrationsverh~iltnisse, sowie der Verlauf der Reaction nicht 
peinlich genau eingehalten werden,  welter in Ammoniak und 

Kohlens/iure zerlegt, was jedoch ftir analytische Zwecke voll- 

kommen gleichgiltig ist, nachdem bekanntlich Ammoniaksalze 

durch unterbromigsaures Natron ihren Stickstoff quantitativ 

in Gasform abgeben. 

Um diejenige Stickstoffmenge festzustellen, welche die im 

Harne vorhandenen coagulierbaren Eiweit3k6rper nach der 

Oxydation durch unterbromigsaures Natron entwickeln lassen, 

habe ich den empirischen Weg eingeschlagen, indem ich aus 
einer grol3en Zahl eiweifghtiltiger Harne den Stickstoff der 

abgeschiedenen Eiweif3k0rper sowohl volumetrisch, als such 

nach K j e l d a h l  und zum Vergleiche die Eiweil3k6rper such 

gewichtsanalytisch bestimmt babe. Wie aus den nachfolgenden 

Beleganalysen hervorgeht, ist das Verh~iltnis zwischen Eiweil3 

und entwickeltem Stickstoff ftir die praktisch in Betracht 

kommenden Ftille gentigend constant und betr~igt im Mittel 7" 68, 

d.h. man muss das Gewicht des volumetrisch gemessenen 

Stickstoffes mit 7"68 multiplicieren, um die Eiweif3menge zu 

erhalten. Wenngleich zugegeben werden muss, dass die Methode 
insofern mit einem kleinen Fehler behaftet ist, als der Factor 7"68 
nicht in allen FgJlen genau ist, so muss doch anderseits berflck- 
sichtigt werden, dass derselbe Einwand beztiglich der Ermitte- 
lung der Eiweil3menge aus dem StickstoffgehaIte nach Kj e ida h l 
durch Multiplication mit 6" 25 geltend gemacht werden kann. 

Ich babe in meiner erw~ihnten Arbeit tiber die Eiweif3- 
k~Srper reines Serumalbumin, welches im wesentlichen den 

1 Sitzungsberichte der kaiserl. Akademie der Wissenschaften, Bd~ CX, 
Abth. IIb, Mai 1901. 
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coagul ierbaren Eiweil3k/3rper des Harnes  darstellt, nach  der- 

selben Methode behandel t  und ein nahezu  f tbere ins t immendes  

Verh5ltnis gefunden. 

Die Ausft ihrung der Methode ist folgende: Man bringt ein 

bes t immtes  Volumen miSglichst fr ischen Harnes  - -  bei eiweif3- 

re ichem 25 oder 50 c m  ~, sonst  100 c ~ n  ~ - -  in ein Becherglas  

und macht  denselben durch vorsichtigen Zusa tz  einiger Tropfen 

verdt innter  Essigstture ganz  schwach  sauer, versetz t  mit e twas 

Kochsa lz l6sung  und erhitzt unter  bes t~ndigem Umrfihren bis 

zum Sieden. Der Niederschlag wird rasch auf  einem Filter 

gesammel t  und mit heif3em W a s s e r  chlorfrei gewaschen.  Hie rauf  

wird Filter s ammt  Niederschlag  auf ein passendes  Uhrglas 

ausgebrei tet  und mit w a r m e m  destillierten Wasse r  in ein 

Becherglas  yon circa 500 c*n a Inhalt  quantitativ abgespritzt. .  

H ie rau f  wird der Inhalt  des Becherglases  durch Abspri tzen 

des Glasrandes  mit destilliertem W a s s e r  auf  circa 300 bis 

400 c m  a gebracht ,  5 cm ~ einer Schwefelst iurel6sung yore specifi- 

schen Gewichte  1' 4 h inzugese tz t  und zun~ichst auf  dem Draht-  

netze erwS.rmt. Nun wird der Inhalt  des Becherglases  bei 

ruhigem Kochen so lange mit einer Kal iumpermanganat l /Ssung 

yon 8 g  im Liter, und zwar  zun~ichst je 1 cm ' auf  einmal 

versetzt ,  bis der letzte Pe rmangana tzusa tz  beim Kochen der 

Fltissigkeit  nicht mehr  vollst~.ndig verschwindet ,  sondern sich 

unter  Abscheidung yon Braunstein zersetzt.  In diesem Falle 

wird die Fltissigkeit  wel ter  eingedampft ,  bis die Braunstein- 

absche idung  vollst/indig verschwindet  und die LtSsung klar 

erscheint.  Hierauf  setzt  man yon der Permanganat l /3sung je 

~/~ cm 3 so lange auf  einmal zu, bis die durch den letzten 

Pe rmangana tzusa tz  bedingte Brauns te inabsche idung  nach circa 

viertelstt indigem Kochen nicht mehr  verschwindet .  Alsdann ist 

der Oxyda t ionsprocess  beendeL Sollte wS.hrend des Kochens  

der Inhalt  des Becherglases  circa 100 cm ~ betragen und der 

Oxyda t ionsprocess  noch nicht beendet  sein - -  was  bei eiweil3- 

reichen Harnen  zuwei len v o r k o m r n t - - ,  dann fiillt man das 

Becherglas  neuerdings  mit destilliertem W a s s e r  auf  circa 

400 c~4~ ~ auf und setzt  bei s chwachem Kochen den Pe~'manganat- 

zusa tz  in der beschr iebenen Weise  bis zum Endpunkte  der 

Reaction fort. Nunmehr  enffernt man die am Boden des Geffif3es 

Chemie-Heft Nr. 6. 41 



594 A. Jol les ,  

sich absetzende geringe Braunste inabscheidung mit einigen 
KSrnchen reiner Oxals~iure und engt die LSsung durch Kochen 

auf  circa 5 0 c ~  ~ ein. Alsdann l~sst man die Fltissigkeit in 

einem Ktihlgeffif~e erkalten und setzt  vors icht ig  circa 33pro- 

centige Natronlauge (335g Atznatron pro 1 1 Wasser)  cubik- 

centimeterweise be i  b e s t ~ i n d i g e m  K t i h l e n  zu, bis sich ein 

flockiger Niederschlag abzuscheiden beginnt  und Lackmus-  
papier geblttut wird; hiebei muss jedoch die L6sung auf  circa 

15 bis 20 ~ erkaltet sein, damit nicht etwa gebildetes Ammoniak 

entweichen kann. 
Die Bes t immung des Stickstoffes in dieser LSsung wird 

nun so durchgeftihrt , dass die Fltissigkeit im Schtittelgef~il~e 

eines Azotometers  mit unterbromigsaurem Natron versetzt  

.wird und das Volumen des entwickelten Stickstoffes gemessen 

wird. Es ist selbstverst~indlich, dass hiebei die Cautelen, welche 
bei der Gasanalyse  erforderlich sind; eingehalten werden 

mt'lssen. (Gleiche Tempera turen  w~hrend des Versuches etc,) 

Bezfiglich der Details der Ausftihrung verweise  ich auf meine 
in den Si tzungsberichten publicierte volumetrische Methode 

zur  quantitativen Best immung der Harns~ure  im Harne. 

Aus dam gemessenen Volum wird mit HiKe der bekannten  

Formal, respective der Tabelle  das Gewicht  des Stickstoffes 

gerechnet  und durch Multiplication mit 7" 68 das Gewicht des 

Eiweil3es in der angewendeten Mange gefunden. Die Methode 
beansprucht  bei einiger l~'bung circa 3 bis 31/2 Stunden. 

B e l e g a n a l y s e n .  

[. In 200 c ~  s Ham wurde  der Albumingehalt  gewichts-  

analytisah bestimmt. 

Gefunden . . . . . . . . . .  0" 3462 o~ EiweiI~, 
pro Liter H a m  . . . . . .  1"7310oa Eiweifi. 

II. Stickstoff nach Kj e 1 d a h 1 im getrockneten Eiweil~nieder- 

schlag'e: 

Vorgeschlagene S~ure . . . . .  20" 00 c~r~ 3. 
Zurticktitrierte Lauge . . . . .  12" 08 cl/n ~. 

V e r b r a u c h t . . .  7 " 9 2 c ~  3 Lauge. 

1 c~43 Lauge z 7-00505 ~ g  N. 
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Gefunden . . . . . . . . . .  55" 47999 1~g Stickstoff, 

pro Liter Ham  . . . . .  277" 39995 1~g Stickstoff. 

595 

Eiweil3 346" 2 

Stickstoff 55 '  47999 
= 6"240 (theoretisch 6" 25). 

III. V o l u m e t r i s c h e  B e s t i m m u n g .  Der aus 2 0 0 c m  ~ 

H a m  abgeschiedene Niederschlag wurde oxydiert  und das 

Oxydat ionsproduct  auf 250 cm ~ aufgeftillt. 

a )  100c~u ~ lieferten 1 5 " 6 8 c m  3 N bei 14 ~ C. und 7 4 5 ~ m  

Barometerstand. 

.b) lO0cn~ a lieferten 1 5 " 6 8 c m  a N bei 14 ~ C. und 7 4 5 m m  

Barometerstand. 

1 cm2 N ~--- 1'151 mg  N. 

1"151X 1 5 " 6 8 X 2 " 5  - -  45 '1192  ~ g  N, 

pro Liter Ham ~- 225"6 #tg N. 

Verh~iltnis yon K j e l d a h l - N  zum volumetrischen N: 

4 5 ' 1 1 9 2 ) < 1 0 0  
~-~ - - 8 1 . 3 1 .  

55"480 

Der Factor F, mit dem der volumetrisch gefundene Stick- 

~stoff multipliciert werden muss, urn die Eiweil3menge zu 

1731 
erhalten, ist - -  - - -  - -  7"67. 

225"6 

Aus der grol3en Zahl yon durchgeffihrten Versuchen lasse 

i ch  nachstehend einige Ergebnisse tabellarisch folgen. Die 

.angegebenen Zahlen beziehen sich auf den EiweiBgehalt von 
100 c m  8 verschiedener Harne. 

4!5 
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E 

C~ 

Gramm 

Eiweit3 

Stickstoff nach 

g j e l d a h l  

Stickstoff 

volumetrisch 

Pro- 
Gramm 

cent 
Pro- 

Gramm 
cent 

15"93 

15"94 

15'951 

15'93 

15"93 

15'94 

16"01 

15"98 

16'02 

15'99 

l i 0  1823 0 .o2905 

2!0" 11425!0'01821 

30"2964 0"047275 

40"0302[ 0"004824 

5 0 ' 3 3 0 6  !0"052645 

6 0"08828 0"014079 

7 0 '07744 0 '012398 

8 0"08052 0"012867 

9 0 ' 4 0 6 3  0"065089 

10 0 '2518 0"040262 

13'10 

13'92 

13 '07  

13'06 

12'94 

12'90 

13'00 

13'15 

12'96 

13"05 

0"02388 

0'01476 

0"03872 

0"003951 

0"04279 

0"01139 

9"01007 

10"01059 

0'05268 

0"03287 

lm Mittel . . .  

Factor, mit 
dem der 

volumetrische 
N multipliciert 
werden muss, 

um das 
Eiweifi 

zu erhalten 

Verhiiltnis 
von 

K j e l d a h l  
zum volu- 
metrisch 

gefundenen 
N 

7"63 82"22 

7"74 81"06 

7 '66  81"90 

7"66 81"94 

7"72 81"23 

7"75 80"93 

7"69 8 ! ' 2 2  

7"60 82"30 

7"71 80 '93  

7"66 81 '14  

7 '68  81"48 

Wir sehen aus den Zahlen, dass der Factor, mit dem man 

den volumetrisch entwickelten Stickstoff multiplicieren muss, 

um das Gewicht des Eiweif~es zu erha[ten, in allen betrachteten 

F~illen zwischen 7" 60 bis 7" 75 betrtigt. Diese Differenzen sind 

so unbedeutend,  dass man unbedenklich die Eiweifimenge 

durch Multiplication des gefundenen Stickstoffes mit der im 
MitteI result ierenden Zahl yon 7" 68 berechnen kann. 

Das Verh~iltnis von Kj e 1 d ah  1- Stickstoff zum volumetrisch 
gefundenen Stickstoffe betr~gt im Mittel 31"48. Meine schon 
frflher publicierten Versuche mit krystallisiertem Serumalbumin, 
dargestellt aus Pferdeblutserum nach G fi r b e r, ergaben 81" 10 ~ 
volumetrisch entwickelbaren Stickstoff. Bei Vergleichung dieser 
Zahlen ist aufierdem zu bedenken,  dass im Harne neben Serum- 
albumin geringe Mengen von Serumglobulin zur Abseheidung 
gelangen. Jedenfalls beweisen die gefundenen Zahlen die 
Constanz der aus Harnalbumin nach erfolgter Oxydat ion ent- 
wickelbaren Stickstoffmenge. 
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Ich habe in einer Reihe yon Harnp roben  den AIbumin- 

gehalt  einerseits gewichtsanaly t i sch ,  andersei ts  volumetr isch 

unter  Ber t icksicht igung des Factors  7"68 bes t immt und lasse 

nachs tehend  einige Be legana lysen  folgen: 

Laufende 
aummer 

I, 

Gramm Eiweifl 
pro 100 c m  a Ham, 
gewichtsanalytiseh 

IL 

Gramm Eiweila 
pro 100 cm a Ham, 

volumetrisoh 

Differcnz 
zwischen II und I 

in Procenten 

0"1753 

0"1480 

0'0662 

0"0209 

0'5116 

0'2432 

0'0978 

0"3041 

0'1762 

0"1469 

0"0665 

0"0210 

0"5106 

0"2454 

0"0973 

0"3020 

->0"5 

- -0"  8 

+0"5 

+ 0 ' 3  

--0" 2 

+ 0 ' 9  

--0"5 

- -0 '7  

Aus den obigen Daten ergibt sich, dass  die nach der 

volumetr i schen Methode erhal tenen Resultate nur minimale 

Differenzen gegentiber  den gewichtsana ly t i sch  gefundenen 

Zahlen aufw-eisen und in keinem Falle 1% fibersteigen. Erw&gt 

man, dass  die volumetr ische  Methode weder  eine Wage ,  noch 

eingestellte LSsungen beansprucht ,  eine geringere Zei tdauer  als 

die gewichtsanaly t i sche  oder  Kjeldahl 'sche Methode erfordert  

und bei einiger Ubung  leicht durchft 'thrbar ist, so dfirfte diese 

Methode in medie in isch-chemischen Laboratorien,  an Kliniken 

und Krankenans ta l ten  etc., wo fortlaufende Harnun te r suchungen  

zur DurchR/hrung gelangen,  einige Beach tung  verdienen. 

Vors tehende Unte rsuchungen  lassen sich in Ktirze, wie 

folgt, z u s a m m e n f a s s e n :  

Nachdem  Verfasser  bereits fr~her experimentel l  fest- 
gestellt hat, dass  bei den EiweifikSrpern nach der Oxydat ion  

mit Pe rmangana t  in saurer  L6s ung  ein bes t immter  AntheiI des 
Stickstoffes in solche Form (ibergeht, dass  er bei der Behand-  

lung mit un te rb romigsau rem Natron als Gas entwickel t  wird, 
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l~isst sich zur Vereinfachung der quantitativen Eiweil3bestim- 
mung im Harne folgendes Verfahren vorschlagen: 

Das Eiweif~ wird in schwach essigsaurer L6sung durc~ 
Coagulation chlorfrei gewaschen, mit Permanganat in schwach. 
saurer L6sung oxydiert und in einem Azotometer der ent- 
wickelte Stickstoff gemessen. Wie aus den Beleganalysen, 
hervorgeht, erh/ilt man durch Multiplication des Gewichtes des 
gemessenen Stickstoffes mit 7"68 die Eiweil3menge, welche in 
dem verwendeten Harnquantum vorhanden ist. 


