(Aus dem organisch-chemischen Laboratorium der Universitat Genf

[Prof. Amé Pictet.])

Beitrag zur Bestimmung von Kupfer in Organen.

Von
Emile Cherbuliez und Stefan Ansbacher.

(Eingegangen am 20. Mérz 1930.)

Die Arbeit von Hans Kleinmann und Joachim Klinke ,,Uber den
Kupfergehalt menschlicher Organe’** regt uns an, unsere Erfahrungen
in der Methodik der Kupferbestimmung in tierischen und mensch-
lichen Organen hier kurz zusammenfassend mitzuteilen, um sie da-
durch den Pathclogen und Physiologen zuginglicher zu machen, als
dies durch unsere bisherigen Verdffentlichungen in nicht medizinischen
Zeitschriften geschehen sein mag %3, 4

Beim Ausarbeiten der im folgenden beschriebenen Methode wurde
Wert darauf gelegt, einen mdglichst einfachen Arbeitsgang zu finden,
der es erlaubt, mit mdglichst einfachen Hilfsmitteln Kupfermengen bis
zu 1y = 0,001 mg mit einer Genauigkeit von mindestens 1/, y zu be-
stimmen. Wir glauben, das gestellte Ziel erreicht zu haben, indem wir
ein einfaches und schnelles Verfahren zum Zerstéren der organischen
Substanz, Fillen des Kupfers als Sulfid und volumetrischen Bestimmen
des Kupfers, nach Aufldsen in Salpetersiure, gefunden haben.

Der Vorteil unseres Arbeitsganges gegeniiber den bisher angewandten -
Methoden zum Bestimmen des Kupfers in Organen scheint uns darin
zu liegen, dafl die einzelnen MaBnahmen rasch auszufiihren sind oder
ohne Aufsicht verlaufen, dall nur eine einzige Filtration vorgenommen
wird (und diese unter Vermeiden von Papierfilter), daB das Uber-
filhren der Losungen aus einem Gefi in ein anderes im ganzen
Verlauf nur zweimal stattfindet und daB keinerlei besondere Apparatur
in Frage kommt.

Reagentien.

1. Schwefelsiure konzentriert p. a. . . . . . . . . . . . . .. kupferfrei
2. Uberchlorsaure 20°%,. . . . . . . . . . . . . . . . .. .. kupferfrei
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3. Salpetersiure rauchend konzentriert p.a. . . . . . . . . . . kupferfrei
4. Aqua destillata . . . . . .. oL oL oo Lo kupferfrei
Gewohnliches Leitungswasser, einmal aus Glasgefiflen destilliert,
geniigt den Anforderungen; zum Herstellen eines praktisch
kupferfreien Wassers durch Destillation ist gewéhnliches
Leitungswasser dem ,,destillierten Wasser vorzuziehen, da
dieses gewohnlich aus Kupfergefafen destilliert wird und
daher kupferreicher ist.

5. Ammoniak konzentriert . . . . . . . . .. ... ... L. kupferfrei
6. Losung von nitroso-chromotropsaurem Natrium zur Kupfertitration (im
folgenden Titrierlosung genannt).

7. Kupfer-Standardlosung. 0,1964 g reines Kupfersulfat (CuS0, . 5 H,0) werden
in Aqua destillata (nach 4. destilliert) zum Liter gelost. Diese Losung enthilt pro
Kubikzentimeter 509 = 0,05 mg Cu.

Apparate.

AuBer der gewdhnlichen chemischen Apparatur (Kjeldahl- und
Erlenmeyerkolben, Schwefelwasserstoffgasentwickler, Biretten usw.)
nur Yiltriertiegel aus Porzellan (von der Berliner Staatlichen Porzellan-
manufaktur) mit porésem Boden.

Yorbereiten der Reagentien.

Das Herstellen oder Beschaffen der Reagenzien (die Produkte der
Firma E. Merck, Darmsiadt, haben auch® uns vollstdndig befriedigt)
bedarf keiner ndheren Erlduterung mit Ausnahme des Bereitens der
Titrierlosung. Die Kupferbestimmung beruht auf der Fahigkeit des
Kupler (IT)-ions, mit gewissen Farbstoffen, namentlich o-Nitroso-
oxyderivaten, Lacke von starker und vom freien Farbstoff verschiedener
Farben zu bilden, so z. B. mit der 1,8-Dioxy-2-nitroso-3,6-naphthalin-
disulfonséiure (Nitroso-chromotropséure) 5.

a) Herstellen der Titrierlosung.

Am zweckmiBigsten bereitet man die Losung des Natriumsalzes
der Nitroso-chromotropsédure nach folgenden Angaben: Man 16st 0,37 g
chromotropsaures Natrium (Handelssalz Kahlbawm) in wenig Wasser.
Dieser Losung setzt man 1 cem 2-n-Natriumecarbonatlésung (212 g
Na,CO, im Liter), 0,6—0,6 ccm 2-n-Natriumnitritlgsung (138 g NaNO,
im Liter) und verdiinnte Essigsiure im Uberschufl zu. Nach 24 Stunden
filtriert man und macht die Losung durch Zugabe von Natriumcarbonat
schwach alkalisch. Man verdiinnt mit Wasser auf 100 cem, nimmb
34 cem dieser Losung und verdimnt auf einen Liter durch Zugabe von
Wasser und etwa 50 cem Alkohol. So erhdlt man einen Liter Titrier-
16sung, die halthar ist. Sie ist braun gefarbt. Mit Kupfer (II)-ion bildet
sie in schwach ammonijakalischer Lésung ein permanganat-farbiges



Beitrag zur Bestimmung von Kupfer in Organen. 367

Komplexsalz. Ein Kubikzentimeter der Titrierlssung entspricht um-
gefibr 10 y Kupfer. Ihr genauer Wirkungswert ist mittels der Kupfer-
Standardlésung jeweils festzustellen.

b) Titerstellen der Titrieridsung.

Zum Bestimmen des Wirkungsgrades der Titrierlosung pipettiert
man einen Kubikzentimeter der Kupfer-Standardlésung in ein Reagens-
glas, verdiinnt mit Aqua destillata auf ungefdhr 5 cem und gibt 3 Tropfen
konzentrierten Ammoniak zu. Dann 148t man aus einer Biirette unter
Umschwenken des Reagensglases tropfenweise die Titrierlosung zu-
flieBen. Die ersten Tropfen rufen die schon erwihnte Permanganatfarbe
hervor. Wenn alles Kupfer (II)-ion verbraucht ist, schlagt diese Farbe
in braunrot um. Um diesen Endpunkt genau zu erkennen, ist es zweck-
méBig, bei gutem Tageslicht zu arbeiten und im Anfang, wenn das Auge
noch nicht fiir den Farbumschlag geschult ist, zwei Vergleichsldsungen
neben die zu tfitrierende Losung zu halten, deren eine den Endpunkt
noch nicht erreicht und deren andere ihn schon iiberschritten hat. Xs
ist selbstverstandlich, daB man kurz vor dem Endpunkt nur noch Bruch-
teile eines Tropfens zugeben darf, damit ein Hochstmal von Genauigkeit
erreicht wird. Die Berechnung des Ergebnisses ist sehr einfach: Wenn
1 cem Kupfer-Standardlésung (= 50 y Cu) z. B. 4,95 cem Titrierlosung

0
verbraucht, so entspricht 1 com der Titrierlésung 40—95 =101y Cu.

Gang der Analyse.

a) Zersidren der orgawischen Substanz®.

Die abgewogene zu untersuchende Substanz wird im Kjeldahlkolben
mit 20 com konzentrierter Schwefelsdure ibergossen und mit 10 cem
Uberchlorsiure (20%,) und 1 cem rauchender konzentrierter Salpeter-
sdure versetzt. Man erhitzt dieses Gemisch iiber einer ganz kleinen
Flamme (ungefdhr 1/, Stunde lang), dann engt man es durch starkeres
Erhitzen ein, bis weile Dampfe auftreten, und 148t erkalten. Sollte
das Reaktionsprodukt nicht ganz farblos geworden sein, so setzt man nach
Erkalten nochmals Uberchlorsiure und Salpetersiure in den angegebenen
Mengen zu und erhitzt wie bei der ersten Zugabe dieser Sauren. Durch
wiederholte Zugaben von Uberchlorsiure und Salpetersiure kann man
auch gréflere Mengen organischer Substanz (bis zu etwa 25 g) unter
Anwenden der geringen angegebenen Schwefelsiuremenge zerstoren;
das Endvolumen ist noch kleiner als das der urspringlich verwandten
Schwefelsdure, da auch diese zum Teil bei der Oxydation verbraucht
wird. Es ist zu beachten, daB die Wirkung der Uberchlorsiure und
Salpetersdure nur bei geniigender Schwefelsdurekonzentration eintritst;

24%*
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der Zusatz jener Sauren soll deshalb die Hélfte des Volumens der an-
gewandten Schwefelsiiure nicht iiberschreiten. Ks ist selbstverstindlich,
daB man Schwefelsdure zusetzen muf}, wenn das Volumen zu klein wurde,
bevor das Zerstoren der Substanz vollkommen stattgefunden hat. Falls
es sich um sehr kleine Mengen handelt, so kann man sich von vorne
herein natiirlich mit kleineren S&uremengen begniigen (z. B. fiir die
Milz eines neugeborenen Meerschweinchens, rund 0,1 g, mit 2—3 com
Schwefelsiure und den entsprechend kleineren Mengen von Uberchlor-
sdure und Salpetersiure). Flissigkeiten (Blut, Harn, Mileh usw.) werden
im Kjeldahlkolben mit einer angemessenen Menge Schwefelséure ver-
setzt und bis zur Entwicklung weiller Dampfe eingeengt, bevor man mit
dem Zusatz von Uberchlorsiure und Salpetersiure beginnt. Das Zer-
storen organischer Substanzen verlauft obme Aufsicht und auffallend
schnell.

b) Fillen des Kupfers als Sulfid.

Die schwefelsaure Losung wird vorsichtig mit Wasser verdiinnt und
quantitativ in einen Krlenmeyerkolben gebracht, wobel man mit soviel
Wasser nachspilt, daf die Endkonzentration an Schwefelsiiure 5—15
Volumprozent betragt. Ohne Riicksicht auf den evt. auftretenden
Niederschlag (unlésliche Sulfate, Kieselsdure) erhitzt man nun kurz
zum Sieden. Dann leitet man Schwefelwasserstoffgas ein, bis voll-
kommenes Erkalten eingetreten ist. Das gebildete Kupfersulfid bleibt
manchmal in kolloidaler Losung, es kann aus dieser Losung nieder-
geschlagen werden durch Oxydation von etwas Schwefelwasserstoff zu
Schwefel, der beim Ausfallen alles Sulfid mitreift. Da die schwefel-
saure Losung noch Salpetersiure enthilt, wird immer eine geniigende
Menge Schwefelwasserstoff zu Schwefel oxydiert, so dal die Sulfide
sich immer glatt filtrieren lassen; eine Zugabe von Brom, wie Schén-
heimer tnd Oshima ¢ vund Kleinmann und Klinke * vorschlagen, ist nach
unserem Gang nicht nétig. Man filtriers durch einen Filtertiegel mit
pordsemn Boden und wischt mit schwach essigsaurem, schwefelwasser-
stoffhaltigem Wasser quantitativ aus.

¢) Losen des Kupfersulfids.

Nach dem Auswaschen stellt man den Tiegel sogleich in ein Glas-
dreieck, das man auf eine kleine Krystallisierschale legt, die auf dem
Wasserbade steht. Man gibt etwas rauchende konzentrierte Salpeter-
saure, die das Kupfersulfid sofort 16st, in den Tiegel. Die Lésung tropfc
durch den pordsen Boden direkt in das Schilchen und wird hier sogleich
eingedampft. Durch wiederholte Wasserzugabe in den Tiegel wird das
Kupfer quantitativ in das Schilchen tbergefithrt, das solange auf dem
Wasserbade verbleiben muB3, bis alle Flissigkeit vollkommen ver-
dampft ist.
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d) Kupfertitration.

Man nimmt den Riickstand im Krystallisierschilchen in Wasser auf
und verdiinnt auf ein bekanntes Volumen. Von dieser Lisung pipettiert
man so viel in ein Reagensglas, als ungefdhr 50 y Kupfer entsprechen.
Bei einiger Ubung liBt sich aus der Farbe des Schwefelwasserstoff-
niederschlages abschitzen; auf welches Volumen man ungefihr ver-
diinnen muBl, um nicht mehr als 10 cem in das Reagensglas pipettieren
zu miissen. Die- Titration selbst geschieht so wie das Titerstellen der
Titrierlosung. Die vorhandene Kupfermenge errechnet sich demnach
in p durch Multiplizieren der verbrauchten Anzahl Kubikzentimeter der
Titrierlosung mit der bei dem Titerstellen gefundenen Zahl (im an-
genommenen Beispiel also mit 10,1).

Priifung der Methode.

Wir haben an anderer Stelle ¢ ausfiihrlichst iiber die Genauigkeit
unserer Methode berichtet. Bei Kupfermengen von 100—1 y ergab sich
ein Hochstfehler von weniger als 0,5 y. Besondere Versuche haben ferner
gezeigh, dall die Gegenwart anderer Metalle, deren Sulfide mit dem
Kupfersulfid in saurer Loésung gefallt werden, nicht stérend einwirken.

Einige Ergehnisse.

Unsere Kupferbestimmungen erstrecken sich auf Tier und Mensch.
Die dabei gefundenen Werte decken sich, soweit unsere mit frischem
Organ gemachten Bestimmungen einen Vergleich mit an Trockenriick-
stand erhaltenen Zahlen zulassen, mit denen von Kleinmann und Klinke !
und auch mit den neuesten des pathologischen Institutes der Universi-
tét Freiburg i. B., wie uns R. Schinheimer personlich mitteilte. Dic
Beobachtung des erhéhten Kupfergehaltes der Leber menschlicher
Neugeborener haben wir schon im August 1929 7 mitgeteilt 8, eine Beob-
achtung die von Zubarsch® und Kleinmann und Klinkel* bestitigt
wurde. Unsere Werte den Kupfergehalt der Organe gesunder und tuber-
kuléser Meerschweinchen betreffend stehen an anderer Stelle 3. . Sie
zeigen, dall beim Meerschweinchen der Kupfergehalt der Neugeborenen
nicht nur in der Leber, sondern in noch verstirktem MafBe in der Milz
bedeutend hoher als bei dem ausgewachsenen Tiere ist. Hier seien nur

- * Anmerkung des Herausgebers: Um eine ,,Besto’itigung“ in dem Sinne, daf
eine bereits bekannt gemachte Beobachtung nachgepriift und ,,bestatigt’ wurde,
handeli es sich wicht. Die Untersuchungen Kleinmanns und Klinkes waren bereits
im Juli 1929 abgeschlossen; die Arbeit wurde am 20. 9. 29 an die Schriftleitung
von Virchows Archiv eingereicht. Da sie fiir 'die zu mejnem 70. Geburtstag er-
scheinende Festschrift bestimmt war, konnte sie nicht vor Januar 1930 erscheinen
und es hitte wohl auch den Verfassern als selbstverstéindlich erscheinen miissen,
daB eine in der Schweiz auf einer Tagung gemachte miindliche Mitteilung noch

nicht kurze Zeit danach in Berlin bekannt sein und zu Nachpriifungen AnlaB
geben konnte. Kleinmanns Arbedi ist vollig unabhiingig von der vorstehenden. '
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unsere in jiingster Zeit gemachten Kupferbestimmungen an mensch-
lichen cirrhotischen und mnicht cirrhotischen Lebern wiedergegeben, die
auf Anregung von Professor M. Askenazy (pathologisches Institut der
Universitdt Genf) ausgefithrt worden sind. Aus ihnen geht wiederum
hervor, daf sich die vor vielen Jahren aufgestellte Annahme Askanazys 19
bestitigt: die gesteigerte Kupferzufuhr zur Leber ist bei der Ent-
wicklung der Lebercirrhose zu beriicksichtigen.

Der Kupfergehalt der Leber ist bei Lebercirrhose oftmals erhoht.
Folgende Tabelle diene als Stiitze fiir die Schliisse des Pathologen:

Kupfer

Gewicht pro kg

ﬁ;e:e sch(?:cht Sektionsbefund der Leber | Frisch-
organ
g mg

Nicht cirrhotische Lebern.

74 Q Carcinom der Portio 1200 0,6
50 o Bronchopneumonie, Alkoholiker 1600 3,0
20 ol Bronchopneumonie 2030 3,0
65 d Bronchopneumonie 2400 3,2
52 o Aortensyphilis, Herzdilatation 1700 6,0
23 ot Myeloblastenleukéamie 3040 6,4
64, Q Lymphatische Leukdmie, Pneumonie 1720 7.5
51 <l Akute myeloische Leukimie 2300 9,3
48 d Unfalltod, Fettleber 1870 9,9

Cirrhotische Lebern.

53 Q Laénnecsche Cirrhose, Carcinommetastasen 1140 | 2.9

61 Q Lagnnecsche Cirrhose, Blutungen der Speise-| 1750 | 3,0
rohre

67 Q Cirrhotische Fettleber, Bronchopneumonie 1080 3,1
69 Q Lebercirrhose, Diabetes 1720 3,2
46 Q Laénnecsche Cirrhose, aplastische Andmie 2420 9,3
65 Q Lagénnecsche Clrrhose, Syphilis 980 12,7
53 o Lebercirrhose, Bronchopneumonie 1650 14,7

58 ok Cirrhotische Fettleber, ulcerdse Aortenendo-

carditis, Alkoholiker 1980 16,3

65 ot Laénnecsche Cirrhose, Pneumonie 1970 22,5
64 Q Laénnecsche Cirrhose, Bronchopneumonie 1240 22,7
50 ok Lagnnecsche Cirrhose, Unfalltod 2300 29,5
59 Q Lebercirrhose, Bronchopneumonie 2600 45,0
62 Q Laénnecsche Cirrhose, Bronchopneumonie 1120 85,6

Zum SchluB eine kleine Anregung die Kupferbestimmung betreffend,
die zum Studium der Lebercirrhose in das Programm der internationalen
Gesellschaft fiir vergleichende Vélkerpathologie aufgenommen ist: Um
méglichst viele vergleichbare Zahlen zu erhalten, 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 bestimmbar ist, zum Mindesterfordernis
der Kupferbestimmung machen.
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