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Ein vereinfachtes Verfahren zur quantitativen
Eiweilibestimmung

von

Adolf Jolles.

Aus dem chemisch-mikroskopischen Laboratorium von Dr. M. und
Dr. Ad. Jolles in Wien.

(Vorgelegt in der Sitzung am 17. April 1902.)

Von den exacten Methoden der quantitativen Eiweif-
bestimmung gelangen im wesentlichen die Abscheidung und
Wigung des Eiweifles oder die Bestimmung desselben aus der
Stickstoffmenge nach der Kjeldahl'schen Methode zur An-
wendung. Obzwar beiden dieser Methoden gewisse geringe
Mingel anhaften, so sind ihre Resultate ziemlich verldsslich,
und fiir die nachstehend beschriebene Methode der Eiweifi-
bestimmung war nicht der Gedanke mafigebend, die Genauig-
keit zu erhdhen, sondern vielmehr das Bestreben nach leichterer
Ausfiihrbarkeit der Methoden, sowohl in Bezug auf die Zeit-
dauer, als auch auf die nothwendigen Hilfsmittel. Die vor-
geschlagene Methode beruht im Principe darauf, dass die vor-
schriftsmidfiig abgeschiedenen Eiweifikorper mit Permanganat
in schwach saurer Losung oxydiert werden und hierauf nach
vorangegangener Neutralisation der Stickstoff in einem Azoto-
meter durch unterbromigsaures Natron frei gemacht und
gemessen wird. Hiebei liefert jeder Eiweilkorper einen be-
stimmten Procentsatz an Stickstoff, und umgekehrt kann man
aus der gemessenen Stickstoffmenge den Eiweifigehalt be-
rechnen. Nachdem durch viele Versuche fiir jeden Eiweif-
kérper die Constanz dieses Factors festgestellt wurde,* so ist

1 Sitzungsberichte der kaiserl. Akademie der Wissenschaften, 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
Ausfithrung. Diese Bestimmung dlirfte sich namentlich fiir
physiologisch-chemische Zwecke eignen, und es sei im folgenden
beispielsweise ihre praktische Anwendung auf Harne be-
schrieben. ;

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

A. Quantitative Eiweiflbestimmung im Harne.

Die gewichtsanalytische Bestimmung liefert in der Regel
exacte Resultate. Sie erfordert jedoch mehrere Wigungen und
eine peinliche Sorgfalt bei der Trocknung des Eiweifinieder-
schlages, da sonst leicht Zersetzungen und Umwandlungen
eintreten konnen. Dazu kommt, dass es in schleimigen und
zdhflissigen Harnen auflerordentlich schwierig ist, die ab-
geschiedenen Eiweifikdrper von den schleimigen Substanzen
und dem Fallungsmittel vollig zu trennen, so dass in solchen
Féllen das Wigen geringe Fehler nach sich zichen wiirde.
Um das zeitraubende Trocknen und wiederholte Wigen zu
ersparen, wird vielfach in dem ausgewaschenen Coagulum der
Stickstoff nach Kjeldah!l bestimmt und aus demselben die
Eiweiimenge berechnet. Nachdem im Harne neben Serum-
albumin auch Serumglobulin vorkommt, so hdngt die Genauig-
keit der Bestimmung von dem Factor ab, mit dem das Gewicht
des gefundenen Stickstoffes multipliciert wird. Thatsache ist,
dass durch Multiplication mit 6-3 in der Regel eine exacte
Eiweifibestimmung resultiert. Nichtsdestoweniger kommen nach
meinen vergleichenden Untersuchungen auch Harne vor, bei
welchen durch Multiplication des Stickstoffes mit 625, respec-
tive 6°35 die richtigen Werte resultieren.

Die praktische Ausfithrung nach diesen zwei Methoden
ist ziemlich zeitraubend, und es hat sich daher naturgemi8
ein Bedlrfnis nach solchen Methoden ergeben, welche mit
geringeren Anspriichen an die technische Fertigkeit des Analy-
tikers, mit einfacheren Hilfsmitteln und mit geringerer Zeit-
dauer das Eiweifl im Harne zu bestimmen gestatten. Hieher
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gehort die polarimetrische Bestimmung, die aber zu ungenauen
Resultaten fihrt, da im Harne bei Albuminurie gewoOhnlich
zwei verschiedene Eiweiffkdrper von verschiedener specifi-
scher Drehung enthalten sind. Auch die densimetrische
Methode, welche darauf beruht, dass das specifische Gewicht
des Harnes vor und nach der Abscheidung des Eiweifles
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 von
Roberts und Stolnikoff in der Modification von Brand-
berg, welches auf der Erfahrung beruht, dass bei der Eiwei63-
probe nach Heller die Ringbildung umso frither eintritt, je
eiweifireicher die Fllssigkeit ist, hat nur den Charakter einer
Schétzungsmethode und liefert noch ungenauere Resultate als
die vorhergenannten Methoden.

Die vielfach in Verwendung stehende Esbach’sche Methode,
welche im Principe auf der Bestimmung der Eiweiimenge aus
der Hohe des Niederschlages beruht, der sich bei Anwendung
des Esbach’schen Reagens in 24 Stunden bildet, liefert ungenaue
Resultate, die zuweilen, namentlich in zdhflissigen und eiterigen
Harnen absolut unbrauchbar sind.

Auch die in Vorschlag gebrachten mafanalytischen Be-
stimmungsmethoden geben wenig befriedigende Resultate.

Wir sehen somit, dass eine vereinfachte verlassliche
Methode zur quantitativen Bestimmung des Albumins im Harne
einem thatséchlich vorhandenen Bedlrfnisse eantspricht. Ich
habe vor etwa zwei Jahren zur quantitativen Bestimmung der
Harnsdure im Harne statt der gewichtsanalytischen, respective
titrimetrischen Methode die Messung des aus diesen Korpern
nach vorangegangener Oxydation durch unterbromigsaures
Natron entwickelten Stickstoffes vorgeschlagen.t Diese Methode
ist in der »Chemiker-Zeitung«? von O. Makowka einer ein-
gehenden Nachpriiffung unterzogen worden, und Verfasser
gelangt auf Grund seiner Resultate zu dem Ergebnisse, dass-
meine Methode »als eine vollkommen zuverldssige und exacte

2 Chemiker-Zeitung, 1901, 25, Nr. 103.
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bezeichnet werden kann, die wegen der relativen Einfachheit
in der Ausfithrung vollste Beachtung in der Praxis verdient«.

Im nachstehenden beschreibe ich ein analoges Verfahren
zur quantitativen Bestimmung des Eiweifies im Harne. Die hier
in Betracht kommenden Eiweifikdrper spalten bei entsprechend
geleiteter Oxydation — wie ich bereits frilher gezeigt habe! —
die Hauptmenge des Stickstoffes in Form von Harnstoff ab.
Allerdings wird der Harnstoff, falls die Temperatur- und Con-
centrationsverhéltnisse, sowie der Verlauf der Reaction nicht
peinlich genau eingehalten werden, weiter in Ammoniak und
Kohlensdure zerlegt, was jedoch fiir analytische Zwecke voli-
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 Eiweifikdrper nach der
Oxydation durch unterbromigsaures Natron entwickeln lassen,
habe ich den empirischen Weg eingeschlagen, indem ich aus
einer grofien Zahl eiweifihdltiger Harne den Stickstoff der
abgeschiedenen Eiweiflkorper sowohl volumetrisch, als auch
nach Kjeldahl und zum Vergleiche die Eiweiflkdrper auch
gewichtsanalytisch bestimmt habe. Wie aus den nachfolgenden
Beleganalysen hervorgeht, ist das Verhiltnis zwischen Eiwei8
und entwickeltem Stickstoff fiir die praktisch in Betracht
kommenden Fdlle genligend constant und betrigt im Mittel 7+ 68,
d. h. man muss das Gewicht des volumetrisch gemessenen
Stickstoffes mit 7-68 multiplicieren, um die Eiweifimenge zu
erhalten. Wenngleich zugegeben werden muss, dass die Methode
insofern mit einem kleinen Fehler behaftet ist, als der Factor 768
nicht in allen Féllen genau ist, so muss doch anderseits bertick-
sichtigt werden, dass derselbe Einwand bezliglich der Ermitte-
lung der Eiweifimenge aus dem Stickstoffgehalte nach Kjeldahl
durch Multiplication mit 625 geltend gemacht werden kann.

Ich habe in meiner erwdhnten Arbeit Uber die EiweiS3-
korper reines Serumalbumin, welches im wesentlichen den

1 Sitzungsberichte der kaiserl. Akademie der Wissenschaften, Bd, CX,
Abth. IIb, Mai 1901.
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coagulierbaren Eiweiflkdrper des Harnes darstellt, nach der-
selben Methode behandelt und ein nahezu {ibereinstimmendes
Verhéltnis gefunden.

Die Ausfithrung der Methode ist folgende: Man bringt ein
bestimmtes Volumen méglichst frischen Harnes — bei eiweif-
reichem 23 oder 30 cm®, sonst 100 em® — in ein Becherglas
und macht denselben durch vorsichtigen Zusatz einiger Tropfen
verdiinnter Essigsdure ganz schwach sauer, versetzt mit etwas
Kochsalzldsung und erhitzt unter bestindigem Umriihren bis
zum Sieden. Der Niederschlag wird rasch auf einem Filter
gesammelt und mit heiflem Wasser chlorirei gewaschen. Hierauf
wird Filter sammt Niederschlag auf ein passendes Uhrglas
ausgebreitet und mit warmem destillierten Wasser in ein
Becherglas von circa 500 ¢’ Inhalt quantitativ abgespritzt..
Hierauf wird der Inhalt des Becherglases durch Abspritzen
des Glasrandes mit destilliertem Wasser auf circa 300 bis
400 em® gebracht, 5 cm® einer Schwefelsdureldsung vom specifi-
schen Gewichte 1" 4 hinzugesetzt und zunédchst auf dem Draht-
netze erwarmt. Nun wird der Inhalt des Becherglases bei
rubigem Kochen so lange mit einer Kaliumpermanganatldsung
von 8¢ im Liter, und zwar zunichst je 1cw® auf einmal
versetzt, bis der letzte Permanganatzusatz beim Kochen der
Fliissigkeit nicht mehr vollstdndig verschwindet, sondern sich
unter Abscheidung von Braunstein zersetzt. In diesem Falle
wird die [Flissigkeit weiter eingedampit, bis die Braunstein-
abscheidung vollstdndig verschwindet und die Losung klar
erscheint. Hierauf setzt man von der Permanganatldsung je
1/, om® so lange auf einmal zu, bis die durch den letzten
Permanganatzusatz bedingte Braunsteinabscheidung nach circa
viertelstiindigem Kochen nicht mehr verschwindet. Alsdann ist
der Oxydationsprocess beendet. Sollte wahrend des Kochens
der Inhalt des Becherglases circa 100 cw® betragen und der
Oxydationsprocess noch nicht beendet sein — was bei eiweif3-
reichen Harnen zuweilen vorkommt —, dann ftllt man das
Becherglas neuerdings mit destilliertem Wasser auf circa
400 cm® auf und setzt bei schwachem Kochen den Permanganat-
zusatz in der beschriebenen Weise bis zum Endpunkte der
Reaction fort. Nunmehr entfernt man die am Boden des Gefdfies
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sich absetzende geringe Braunsteinabscheidung mit einigen
Kornchen reiner Oxalsdure und engt die Losung durch Kochen
auf circa 50 cm?® ein. Alsdann ldsst man die Fliissigkeit in
einem Kiihigefdfie erkalten und setzt vorsichtig circa 33pro-
centige Natronlauge (335 ¢ Atznatron pro 17 Wasser) cubik-
centimeterweise bei bestdndigem Kiithlen zu, bis sich ein
flockiger Niederschlag abzuscheiden beginnt und Lackmus-
papier gebldut wird; hiebei muss jedoch die Losung auf circa
15 bis 20° erkaltet sein, damit nicht etwa gebildetes Ammoniak
entweichen kann.

Die Bestimmung des Stickstoffes in dieser Losung wird
nun so durchgeflihrt, dass die Fliissigkeit im SchiittelgefdSe
eines Azotometers mit unterbromigsaurem Natron versetzt
-wird und das Volumen des entwickelten Stickstoffes gemessen
wird. Es ist selbstverstdndlich, dass hiebei die Cautelen, welche
bei der Gasanalyse erforderlich sind, eingehalten werden
missen. (Gleiche Temperaturen wéhrend des Versuches etc.)
Bezlglich der Details der Ausfiihrung verweise ich auf meine
in den Sitzungsberichten publicierte volumetrische Methode
zur quantitativen Bestimmung der Harnsdure im Harne.

Aus dem gemessenen Volum wird mit Hilfe der bekannten
Formel, respective der Tabelle das Gewicht des Stickstoffes
gerechnet und durch Multiplication mit 7-68 das Gewicht des
Eiweifies in der angewendeten Menge gefunden. Die Methode
beansprucht bei einiger Ubung circa 3 bis 3!/, Stunden.

Beleganalysen.

I In 200 ¢m® Harn wurde der Albumingehalt gewichts-
analytisch bestimmt.
Gefunden .......... 0-3462 g Eiweif,
pro Liter Harn ...... 1-7310 g Eiweil.
11. Stickstoff nach Kjeldahl im getrockneten Eiweifinieder-
schlage:

Vorgeschlagene Sdure. . ... 2000 cms®.
Zurticktitrierte Lauge ..... 12-08 cm®.
Verbraucht... 7-92¢m’ Lauge.

1 em® Lauge = 7-00505 mg N.
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Gefunden .......... 5047999 mg Stickstoff,
pro Liter Harn ..... 27739995 mg Stickstoff,
Eiweiff 3462

= = 6-240 (theoretisch 6-25).
Stickstoff ~ 55-47999

[II. Volumetrische Bestimmung. Der aus 200 cm’
Harn abgeschiedene Niederschlag wurde oxydiert und das
Oxydationsproduct auf 250 em?® aufgefiillt.

.a) 100 cm® lieferten 15-68 cm® N bei 14° C. und 745 mm
Barometerstand.

b) 100 cm® lieferten 15-68 cm® N bei 14° C. und 745 mm
Barometerstand.

L em® N =1151 mg N.
IMI51 X 15-68X 25 == 451192 mg N,
pro Liter Harn = 2256 mg N.

Verhiltnis von Kjeldahl-N zum volumetrischen N:

451192 X100
T 55480

— 81-31.

Der Factor F, mit dem der volumetrisch gefundene Stick-
stoff multipliciert werden muss, um die Eiweilmenge zu
1731
256
Aus der grofien Zahl von durchgeflihrten Versuchen lasse
ich nachstehend einige Ergebnisse tabellarisch folgen. Die
angegebenen Zahlen beziehen sich auf den Eiweifigehalt von
100 cme® verschiedener Harne.

erhalten, ist = - == 7-67.

41%#
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|
5 Factor, mit e
é Stickstoff nach Stickstoff dem der VerSglr'lcms
Kieldahl volumetrisch | volumetrische .
2, | Gramm ! e N multipliciert Kjeldahl
2| EiweiB werden muss, | 2% volu-
2| Etwel > metrisch
& Pro- Pro- um das efundenen
= Gramm Gramm Eiweifl g '
& cent cent A N
. zu erhalten
1{0-1823 (002905 | 15-93{0-02388 | 13-10 7-63 82-22
210°11425/0-01821 | 15-94|0-01476 | 13-92 774 81-06
310-2964 (0-047275| 15-95/0-03872 | 1307 766 81-90
4/0-03025/0-004824| 15-93/0-003951| 13'06 766 81-94
510°3306 [0-052645] 15-93|0-04279 | 12:94 7-72 81-23
6/0-08828|0-014079| 15-94(0-01139 | 12:90 775 80-93
710+0774410-012398] 16-01[0-01007 | 1300 7-69 81-22
810-08052(0-012867| 15-98{0-01059 | 1315 7-60 82-30
9|0-4063 |0-065089) 16-02{0-05268 | 12-96 7-71 8093
1002518 {0°040262| 15-99/0-03287 | 13-05 7-66 8114
Ilm Mittel. .. 768 81-48

Wir sehen aus den Zahlen, dass der Factor, mit dem man
den volumetrisch entwickelten Stickstoff multiplicieren muss,
um das Gewicht des Eiweifles zu erhalten, in allen betrachteten
Féllen zwischen 7-60 bis 775 betragt. Diese Differenzen sind
so unbedeutend, dass man unbedenklich die Eiweilmenge
durch Multiplication des gefundenen Stickstoffes mit der im
Mittel resultierenden Zahl von 7-68 berechnen kann.

Das Verhéltnis von Kjeldahl-Stickstoff zum volumetrisch
gefundenen Stickstoffe betrdgt im Mittel 81-48. Meine schon
frither publicierten Versuche mit krystallisiertem Serumalbumin,
dargestellt aus Pferdeblutserum nach Giirber, ergaben 81-10%/,
volumetrisch entwickelbaren Stickstoff. Bei Vergleichung dieser
Zahlen ist auflerdem zu bedenken, dass im Harne neben Serum-
albumin geringe Mengen von Serumglobulin zur Abscheidung
gelangen. Jedenfalls beweisen die gefundenen Zahlen die
Constanz der aus Harnalbumin nach erfolgter Oxydation ent-
wickelbaren Stickstoffmenge.
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Ich habe in einer Reihe von Harnproben den Albumin-
gehalt einerseits gewichtsanalytisch, anderseits volumetrisch
unter Beriicksichtigung des Factors 7°68 bestimmt und lasse
nachstehend einige Beleganalysen folgen:

|
‘ I II.
o Differenz
Laufende Gramm Eiweif} Gramm Eiweiss zwischen 1I und I
Nummer | pro 100 ¢m3 Harn, pro 100 ¢m?® Harn, in Procenten
gewichtsanalytisch volumetrisch
1 0-1753 0-1762 =405
2 0-1480 0-1469 —0-8
3 0-0662 0-0665 —+05
4 0-0209 0-0210 —+0°3
5 0-5116 0-5108 —0-2
6 0-2432 0-2454 —+09
7 0-0978 0-0973 —0-5
8 0-3041 0-3020 —07

Aus den obigen Daten ergibt sich, dass die nach der
volumetrischen Methode erhaltenen Resultate nur minimale
Differenzen gegeniiber den gewichtsanalytisch gefundenen
Zahlen aufweisen und in keinem Falle 1%/, Gibersteigen. Erwigt
man, dass die volumetrische Methode weder eine Wage, noch
eingestellte Losungen beansprucht, eine geringere Zeitdauer als
die gewichtsanalytische oder Kjeldahl’'sche Methode erfordert
und bei einiger Ubung leicht durchfiihrbar ist, so diirfte diese
Methode in medicinisch-chemischen Laboratorien, an Kliniken
und Krankenanstalten etc.,, wo fortlaufende Harnuntersuchungen
zur Durchfiihrung gelangen, einige Beachtung verdienen,

Vorstehende Untersuchungen lassen sich in Kirze, wie
folgt, zusammenfassen:

Nachdem Verfasser bereits frither experimentell fest-
gestellt hat, dass bei den Eiweifikorpern nach der Oxydation
mit Permanganat in saurer Losung ein bestimmter Antheil des
Stickstoffes in solche Form {ibergeht, dass er bei der Behand-
lung mit unterbromigsaurem Natron als Gas entwickelt wird,
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lasst sich zur Vereinfachung der quantitativen Eiweifibestim-
mung im Harne folgendes Verfahren vorschlagen:

Das Eiweifl wird in schwach essigsaurer Ldsung durch
Coagulation chlorfrei gewaschen, mit Permanganat in schwach
saurer Losung oxydiert und in einem Azotometer der ent-
wickelte Stickstoff gemessen. Wie aus den Beleganalysen
hervorgeht, erhdlt man durch Multiplication des Gewichtes des
gemessenen Stickstoffes mit 7-68 die Eiweifimenge, welche in
dem verwendeten Harnquantum vorhanden ist.




