
(Aus dem organisch-chemischen Laboratorium der Universit/it Genf 
[Prof. Amd Pictet.]) 

Beitrag zur Bestimmung yon Kupfer in Organen. 
Von 

Emile ~herbuliez und Stefan Ansbaeher. 

(Eingegangen am 20. Mdirz 1930.) 

Die Arbeit yon Hans Kle inmann und Joachim Kl inke  ,,C/bet den 
Kup/ergehalt menschlicher Organe" 1 reg~, uns ~n, unsere Erfahrungen 
in der Me~hodik der Kupferbestimmung in tierischen und measch- 
lieheit Organei1 hier kurz zusamme~lfassend mi~zu~eilerr, um sie du- 
durch den Pathologen and Physiologei1 zug/~aglicher zu machen, als 
dies durch unsere bisherigen VerSffen~lichungen in nieh~ mediziaischen 
Zei'bschriften geschehen sein mag 2, 3, a. 

Beim Aus~rbei~en der im folgenden beschriebenen ~ethode wurde 
Wert darauf geleg~, einen mSgliehst einfaehen Arbeitsg~ng zu finden, 
der es erluub~, mit mSgliehs~ einf~chea Hilfsmit~eln Kupfermengen bis 
zu 1 y = 0,001 mg mi~ einer Gen~uigkei~ vorr mindeste~s 1/2 7 zu be- 
s~immen. Wir gl~uben, d~s gestell~e Ziel erreieh~ zu h~ben, indem wit 
ein einf~ehes und sehnelles Verf~hren zum ZerstSren der org~rrischer~ 
Subsb~az, F/~lle11 des Kupfers als Sulfid und volumeLrischen Bes-bimmen 
des Kupfers, nach AuflSsea in Salpe~ers/iure, gefunden h~ben. 

Der Vorbeil unseres Arbei~sg~nges gegenfiber den bisher ~ngew~i~dten 
Me~hoden zum Best.imme~ des Kupfers in Organe11 schein~ uns d~rin 
zu liegen, da6 die einzelnen M~6nahmen r~sch ~uszuffihren sind oder 
ohne Anfsich'~ verl~ufen, d~I~ nur eine einzige Fil~ra~ion vorgenommea 
wird (und diese under Vermeiden yon PaloierfilSer), daf~ d~s (~ber- 
fiihren der LSsungen aus einem Gef/il~ in ein anderes im g~nzen 
Verlauf nur zweim~l st~btfinde~ und d~6 keiaerlei besondere App~ra'~ur 
in t~r~ge komm~. 

Reagentien. 
1. Schwefels/~ure konzentriert p. ~ . . . . . . . . . . . . . . .  kupferfrei 
2. Uberchlors/~ure 20O/o . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  kupferfrei 
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3. Salpeters~ure r~uchend konzentriert p. a . . . . . . . . . . .  kupferfrei 
4. Aqua destillata . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  kupferfrei 

GewOhnliehes Leitungswgsser, einmal aus Glasgef~l~en destillier~, 
geniigt den Azlforderungen; zum Herstellen eines praktisch 
kupferfreien Wassei~ durch Destillation ist gewShnliches 
Leitungswasser dem ,,destillierten Wgsser" vorzuziehen, da 
dieses gewShnlich aus Kupfergefi~$en destilliert wird und 
daher kupferreieher ist. 

5. A~nmoniak konzentriert . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  kupferfrei 
6. L6sung yon nitroso-ehromotropsaurem Natrium zur Kupfertitration (im 

folgenden TitrierlSsung genannt). 
7. Kupfer-Standardl5sung. 0,1964 g reines Kupfersulfat (CuSQ. 5 H~O) werden 

in Aqug destillgta (nach 4. destilliert) zum Liter gel(ist. Diese LOsung enthi~lt pro 
Xubikzentimeter 50 y ~ 0,05 mg Cu. 

Apparate. 

AuBer der gewShnlichen chemischen Apparatur (Kjeldahl- und 
Erlen~neyerkolben, Schwefelwasserstoffgasentwickler, Bfiretten usw.) 
nur Filtriertiegel aus Porzellan (yon der Berliner Staatlichen Porzellan- 
manufaktur) mit por6sem Boden. 

u der Reagentien. 

Das Herstellen oder Beschaffen der t~eagenzien (die Pro4ukte dcr 
Firm~ E. Merck, Darmstadt, haben auch 1 uns vollst~ndig befriedigQ 
bedarf keiner ns Erl~uterung mit Ausnahme des Bereitens der 
TitrierlSsung. Die Kupfcrbestimmung beruht auf der Fs des 
Kupfer (II)-ions, mit gewissen Farbstoffen, namentlich o-Nitroso- 
oxyderivaten, Lacke yon starker und yore freien Farbstoff verschiedener 
F~rben zu bilden, so z. B. mit der 1,8-Dioxy-2-nitroso-3,6-naphth~lin- 
disulfons~ure (Nitroso-chromotrops~ure) 5 

a) Herstellen der Titrierlgsung. 

Am zweckm~$igsten bereitet man die LSsung des N~triumsalzes 
der ~Titroso-chromotrops~ure nach folgendcn Ang~ben: Man 15st 0,37 g 
chromotrops~ures Natrium (Handelssadz Kahlbaum) in wenig Wasser. 
Dieser LSs~ng setzt man 1 ccm 2-n-NatriumcarbonatlSsung (212 g 
Na~COs im Liter), 0,5--0,6 ccm 2-n-N~triumnitritlSsung (138 g N~NO2 
ira Liter) und verdfirmte Essigs~ure im Uberschul~ zu. N~ch 24 Stunden 
filtriert ra in  und m~cht die LSsnng dutch Zug~be yon ~qatriumcarbonat 
schwach a]kalisch. Man verdiinnt mit Wasser auf 100 ccm, nimmt 
34 ccm dieser LSsmlg und verdiiImt atd einen Liter durch Zugabe yon 
Wasser und etwa 50 ccm Alkohol. So erh~lt man einen Liter Titrier- 
15sung, die hMtbar ist. Sie ist bra.un gefirbt. Mit Kupfer (II)-ion bildet 
sie in schwach ammoniakalischer L6sung ein permanganat-farbiges 
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Komplexsalz. Ei~ Kubikzentimeter der TitrierlSsung entsprieht un- 
gef~thr 10 y Kupfer. Ihr  genauer Wirkungswert ist mittels der Kupfer- 
StandardlSsung jeweils festzustellen. 

b) Titerstellen der Titrierl6sung. 

Zum Bestimmen dos Wirkungsgrades der Titrierl6sung pipettierg 
man einen Kubikzentimeter der Kupfer-StandardlSsung in ein t~eagens- 
glas, verdfin~t mit  Aqua destillata auf ungef~hr 5 ccm und gibt 3 Tropfen 
konzentrier~en Ammoniak zu. Darm l~gt man aus einer Biirette unter 
Umschwenken des Reagensglases tropfenweise die Titrierl6sung zu- 
fliegen. Die ersten Tropfen rufen die sehon erwghnte Permanganatf~rbe 
hervor. Wenn alles Kupfer (II)-ion verbraucht ist, schlggt diese Farbe 
in braunrot urn. Um diesen Endpunkt  genau zu erkennen, isg es zweck- 
m~l~ig, bei gutem Tageslieht zu arbeiten und im Anfang, wenn das Auge 
noch nicht ffir den Farbumschlag geschult ist, zwei VergleiehslSsungen 
neben die zu titrierende L6sung zu halten, deren eine den Endpunkt  
noch nieht elTeicht und deren andere Jim schon fibersehritter~ hat. Es 
ist selbstverstgndlieh, dab man kurz vor dem Endpunkt  nur noeh Brueh- 
teile eines Tropfens zugeben darf, damit ein HSchstmag yon Genauigkeit 
erreieht wird. Die Berechnung des Ergebnisses ist sehr einfaeh: Wenm 
1 ecru Xupfer-StandardlSsung ( =  50 y Cu) z. B. 4,95 cem Titrierl6sung 

50 
verbraueht, so entspricht 1 ecru der TitrierlSsung 4 , 9 5 -  10,1 7' Cu. 

Gang der Analyse. 

a) ZerstSren der organischen Substanz 2. 

Die abgewogene zu untersuchende Substanz wird im Kjeldahlkolben 
mi~ 20 ecru konzentrierter Schwefels~ure fibergossen und mit 10 ccm 
~berehlors~ure (20~ und 1 ecru rauchender konzentrierger SMpeter- 
s~ure versetzt. Man erhitzt dieses Gemisch fiber einer ganz kleinen 
Flamme (ungef~hr 1/2 Stunde lang), dam1 engt man es dureh stgrkeres 
Erhitzen ehl, bis weige D~mpfe auftreten, und l~Bt erkalten. Sollte 
das ]~eaktionsprodukt nieht ganz farblos geworden sei~, so setzt malt naeh 
Erkalten noehmals (Jberehlors~ure u M  SMpeters~ure in den angegebenen 
Mengen zu und erhitzt wie bei der ersten Zug~be dieser Sguren. Dureh 
wiederholte Zugaben yon 1Jberehlorsgure und Salpeters~ure kann man 
such grSl3ere Mengen organiseher Substar~z (bis zu etwa 25 g) unter 
Anwenden der geringen angegebenen Sehwefelsguremenge zerst6ren; 
das Endvolumen ist noeh kleiner als das der ursprfinglieh verwandten 
Sehwefels~ure, da aueh diese zum Teil bei der Oxydation verbraueht 
wird. Es isf zu beaehten, dab die Wirkung tier Uberehlorsgure und 
Salpefers~ure nut  bei genfigender Sehwefelsgurekonzentration eintritt;  

24* 
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der Zusa~z jener S~Luren soll deshalb die H~lfte des Volumens der an- 
gewandteli Sehwefels/mre nieht fibersehrei~en. Es is~ selbstverstgndlieh, 
dab man Sehwefels~ure zusetzen mug, welm das Volumen zu klein wurde, 
bevor das Zerst6ren der Substanz vollkommen stattgelunden hag. Falls 
es sieh um sehr kleine Mengen handelg, so kann man sieh yon vorne 
herein natiirlieh n i t  kleineren S~uremengen begniigen (z. B. fiir die 
Milz eilies neugeborenen Meersehweinehens, rund 0,1 g, n i t  2--3  eem 
Sehwefelsgure und deI~ entspreehelid kleilieren Mengen yon ~Tberehlor- 
sgure und Salpeters~ure). Fliissigkeiteli (Blur, Harli, Milch usw.) werden 
im Kjeldahlkolben mi~ eilier angemessenen Menge Sehwefelsgure ver- 
setzt und bis zur Elrgwieklung weiger D~mpfe eiligeeng-L, bevor man mi~ 
dem Zusatz yon Uberehlorsgure und Salpetersgure beginnt. ])as Zer- 
sLSren organiseher Substanzen verl~ufg ohne Aufsieht und auffallend 
sehnell. 

b) F~illen des Kup/ers als Sul/id. 

Die schwefelsaure LSsung wird vorsichtig mi~ Wasser verdfinnt und 
quanti~x~iv in eineli Erlenmeyerkolbeli gebracht, wobei man n i t  soviel 
Wasser nachspiilt, dab die Endkolizentration an Schwefels~ure 5--15 
Volumprozent betr~gt. Ohlie t~ficksieht auf den ev~. auftreteliden 
Niederschl~g (unlSsliche Sulfate, Kieselsgure) erhitzt man nun kurz 
zum Sieden. Danli leite~ man Schwefelwasserstoffgas ein, bis voll- 
kommenes Erkalten eingetre'geli ist. Das gebildete Kupfersulfid bleibt 
manehmal in kolloidaler LSsung, es kanli aus dieser L6sung nieder- 
geschlagen werdeli durch Oxydation yon e~was Sehwefelwassers~off zu 
Sehwefel, der beim Ausf~llen alles Sulfid mi~reiSt. Da die schwefel- 
suure LSsung noeh Salpeters~ure en~h~lt, wird immer eine genfigelide 
Menge Schwefelwasserstoff zu Schwefel oxydierg, so dab die Sulfide 
sich i n n e r  glatg filtrieren lassen; eilie Zugabe voli Brom, wie Schb'n- 
helmet und Oshima ~ und Kleinmann und Klinlce ~ v0rschlagen, is~ nach 
unserem Gang nich~ n6~ig. Man filtriert durch einen Filter5iegel mi~ 
porSsem Boden und w~sch~ n i t  sehwaeh essigsaurem, schwefelwasser- 
s~offhal'~igem Wasser quan~i~abiv aus. 

c) Ldsen des Kup/e~ul/ids.  

Naeh d e n  Auswasehen sgell~ man den Tiegel sogleieh in ein Glas- 
dreieek, das man auf eine kleine Krystallisiersehale leg~, die auf dem 
Wasserbade s-~eh~. 5{an gibg etwas rauehende konzentrierte Salpeter- 
s/~ure, die das Kupfersulfid sofort 16st, in den Tiegel. Die LSsung gropft 
dureh den por6sen Boden direkt in das Seh~lehen und wird hier sogleieh 
eingedampft. Dureh wiederholte Wasserzugabe in den Tiegel wird das 
Knpfer  quantigativ in das Seh~lehen iibergefiihrt, das solange auf dem 
Wasserbade verbleiben mug,  bis alle Fltissigkei~ vollkommen ver- 
dampft  ist. 
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d) J~up/ertitration. 

Man nimmt den Riickstand im Krystallisiersch~lchen in Wasser auf 
und verdfinnt auf ein bekanntes Volumen. Von dieser LSsung pipettier~ 
man so viel in ein l~eagensglas, als ungef~hr 50 y Kupfer  entsprechen. 
Bei einiger Ubung l~l]t sich aus der Farbe des Schwefelwasserstoff- 
niederschlages absch~tzen, auf welches Volumen man ungef~hr ver- 
dfinnen mul~, um nicht  mehr als 10 ccm in das Reagensglas pipettieren 
zu mfissen. Die Titration selbst geschieht so wie d~s Titerstellen der 
Ti~rierlSsung. Die vorh~ndene Kupfermenge errechnet sich demnach 
in ~ dutch Multipliziercn der verbrauchten Anzahl Kubikzentimeter der 
TitrierlSsung mit  der bei dem Titerstellen gefundenen Zahl (im an- 
genommenen Beispiel also mit  10,1). 

Priifung der ~Iethode. 
Wir haben an anderer Stelle 4 ausffihrlichst fiber die Genauigkeit 

unserer Methode beriehtet. Bei Kupfermengen yon 100--1 7 ergab sich 
ein HSchstfehler yon weniger als 0,5 y. Besondere Versuche haben ferner 
gezeigt, da~  die Gegenwart anderer Mctalle, deren Sulfide mit  dem 
Kupfersulfid in saurer LSsung gef~llt werden, nicht stSrend einwirken. 

Einige ErgebnisSe. 
Unsere Kupferbest immungen erstrecken sich auf Tier und Mensch. 

Die dabei gefundenen Werte decken sich, soweit unsere mi~ frischem 
Organ gemachten Bestimmungen einen Vergleich mit  an Trockenrfick- 
stand erhaltenen Zahlen zulassen, mit  denen yon Kle inmann und Klinke  1 
und auch mit  den neuesten des pathologischen Ins t i tu tes  der Uaiversi- 
t~t Freiburg i .B. ,  wie uns R. SchSuheimer persSnlieh mitteilte. Die 
Beobachtung des erhShten Kupfergeh~ltes der Leber menschlicher 
Neugeborener haben wir scho~ ira August 1929 ~ mitgeteilt s, eine Beob- 
achtung die yon Lubarsch ~ und Kle inmann und Klinke  1 .  best~tigt 
wurde. Unsere Werte den Kupfergehalt  der Organe gesur~der und tuber- 
kul6ser Meerschweinchen betreffend stehen ~n anderer Stelle s. Sie 
zeigen, dab beim Meerschweinchen der Kupfergehalt  der Neugeborenen 
nicht nut  in der Leber, sondern in noch verstgrktem Mal~e in der Milz 
bedeutend h6her als bei dem ausgewachsenen Tiere ist. Hier seien nur 

* Anmerkung des Herausgebers: Um eine ,,Best~tigung" in dem Sinne, da~ 
eine bereits bekarmt gemachte Beobachtung nachgepriift und ,,best~tigt" wurde, 
handelt es sivh n~cltt, Die Untersuchungen Kleinmanns und Klinkes waren bereits 
im Juli 1929 ~bgeschlossen; die Arbeit wurde am 20. 9.29 an die Schriftleitung 
von Virchows Archly eingereieht. Da sic ftir die zu meinem 70. Geburtstag er- 
seheinende Festschrifg bestimmt w~r, konnte sie nieh~ vor Januar 1930 erscheinen 
~nd es hgtte wohl ~uch den Verfassern als selbstvers~ndlich erscheinen miissen, 
dab eine in der Schweiz auf einer Tagung gemachte mfindliche Mitteilung noch 
nieht kurze Zeit danach in Berlin bekannt sein und zu Nachpriifungen Anl~l~ 
geben konnte. Kleinmanns Arbeit ist v61lig unabh~ngig yon der vorstehendem 
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unsere in jfingster Zeit gemachten Kupferbest immungea an mensch- 
lichen cirrhotischen und nicht cirrhotischen Lebern wiedergegeben, die 
auf Anregung yon Professor M. Aslcanazy (pathologisches Ins t i tu t  der 
Universits Genf) ausgefiihrt worden sind. Aus ihnen geht wiederum 
hervor, da~ sich die vor vielen Jahren aufgestellte Almahme Askanazys lo 
best~tigt: die gesteigerte Kupferzufuhr zur Leber ist bei der Ent-  
wicklung der Lebercirrhose zu beriicksichtigen. 

Der Kupfergehalt  der Leber ist bei Lebercirrhose oftmals erhSht. 
Folgende Tabelle dienc als Stiitze ffir die Schliisse des Pathologen: 

Alter 
Jahre 

Ge-  

s c h l e c h t  
S e k t i o n s b e f u n 4  

Gewicht t~upferpro t~ 

der ~eber FrisCh-organmg 

74 
50 
20 
65 
52 
23 
64 
51 
48 

53 
61 

67 
69 
46 
65 
53 
58 

65 
64 
50 
59 
62 

r4. 

? 

Nicht cirrhotische Lebern. 
Carcinom der Portio 
Bronchopneumonie, Alkoholiker 
Bronchopneumonie 
Bronchopneumonie 
Aortensyphilis, Herzdilatation 
Myeloblastenleuki~mie 
Lymphatische Leukemic, Pneumonie 
Akute myeloische Leukemic 
Unfalltod, Fettleber 

Cirrhotische Lebern. 
Lagnnecsche Cirrhose, Carcinommetastasen 
La~nnecsche Cirrhose, Blutungen der Spelse- 

rShre 
Cirrhotische Fettleber, Bronchopneumonie 
Lebercirrhose, Diabetes 
La~nnecsche Cirrhose, aplastische Angmie 
La~nnecsche Cirrhose, Syphilis 
Lebercirrhose, Bronchopneumonie 
Cirrhotische Fettleber, ulcer6se Aortenendo- 

carditis, Alkoholiker 
La@nnecsche Cirrhese, Pnenmonie 
La~nnecsche Cirrhose, Bronchopneumonie 
La~nnecsche Cirrhose, Unfalltod 
Lebercirrhose, Bronchopneumonie 
La@nnecsche Cirrhose, Bronchepneumon;e 

1200 
1600 
2030 
2400 
1700 
3040 
1720 
2300 
1870 

1140 
1750 

1080 
1720 
2420 
980 

1650 

1980 
1970 
1240 
2300 
2600 
1120 

0,6 
3,0 
3,0 
3,2 
6,0 
6,4 
7,5 
9,3 
9,9 

2,9 
3,0 

3,1 
3,2 
9,3 

12,7 
14,7 

16,3 
22,5 
22,7 
29,5 
45,0 
85,6 

Zum Schlu$ eine kleine Anregung die Knpferbest immung betreffend, 
die zum Studium der Lebereirrhose in das Programm der interna'gionalcn 
Gesellschaft ffir vergleichende VSlkerpa~hologie aufgenommeI1 ist: Um 
mSglichst viele vergleichbare Zahlcn zu erhalte~, sollte man neben dem 
Kupfergehalt  auch noch die Trockensubstanz (z. B. Gewichtskonstanz 
bei 110 ~ C) bestimmen und einheitlich den Kupfergehalt  der Frisch- 
substanz, der am schnellsten bestimrabar ist, zum Mindesterfordernis 
der Kupferbest immung machen. 
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