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man ein, spritzt den Schaleninhalt wie vor der Bisulfattitration
zweimal ab und beliBt den Riickstand wieder 45 Minuten auf
dem Wasserbade. Ergibt sich beim Zuriicktitrieren des Bisulfates
eine Differenz zwischen zugefiigter Schwefelsdure und dem Ver-
brauch an Lauge, so muf} diese vom Ergebnis der Bisulfattitration
abgezogen werden.

Uber Normallgsungen und Titration siehe S. 175.

Die Fehlergrenze der Methode ist -4 0,29%,. Substanzen, die
jodhdltig sind, konnen nach dieser Methode nicht analysiert werden,
da die Gegenwart von Jod zu niedere Schwefelwerte bedingt. Die
Ausfithrung der Schwefelbestimmung erfordert 3 bis 4 Stunden,
fir den Experimentator ergibt sich jedoch nur eine Arbeitszeit
von durchschnittlich 114 Stunden.

Berechnung der Analyse.

Wurde keine Kontrolltitration ausgefiihrt oder ergab diese
keinen Verlust an Saure, so kann der Verbrauch an n/50 Lauge
bei der Bisulfattitration fiir die Berechnung des Schwefelwertes
direkt verwendet werden. Wurde jedoch bei der Kontrolltitration
ein Verlust an Sdure nachgewiesen, so wird dieser Betrag vom
Ergebnis der Bisulfattitration in Abzug gebracht.

log. % S'=1log. Faktor (= 50596) -} log. (ccm n/50 Lauge)
—+ (1 — log. Einwaage).

Die quantitative Bestimmung
des Phosphors.

Methode von H. Lieb.?Y)

Die Mikro-Phosphorbestimmung wurde nach dem Vorbild
der Methode von Lorenz?) geschaffen.

Prinzip: Die organische Substanz wird entweder durch
Schmelzen mit einem Soda-Salpetergemisch oder durch Kochen
mit einem Gemisch von konzentrierter Schwefelsiure-Salpeter-
siure zerstort; der Phosphor wird dabei gleichzeitig zu Phosphor-
sdure oxydiert. In den erhaltenen Losungen wird die Phosphor-
siure als Ammoniumphosphormolybdat gefillt und als solches
zur Wagung gebracht.

1) H. Lieb, F. Pregl, L. ¢., S. 167. — H. Lieb und O. Winter-
steiner, Mikrochemie II, 78 (1924).
%) Ztschr. f. analyt. Chem. 51, 161 (1912).
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Nach einer mafanalytischen Methode wird der gewaschene
Molybdatniederschlag mit tiberschiissiger n/10 Lauge gekocht,

dann die Lauge mit n/10 Sdure zuriicktitriert und so der Verbrauch
bestimmt.

Gravimetrische Methode.
Erforderliche Reagentien:

1. Sulfat-Molybdénreagens: 50 g Ammoniumsulfat werden in
500 cem  Salpetersidure (d = 1,36) gelost, 150 ¢ Ammonium-
molybdat werden in 400 ccm siedend heiBem Wasser gelost. Nach
dem Abkiithlen wird die Molybdénlésung unter Umrithren im
diinnen Strahl der Ammonsulfatlosung zugefiigt, schlieBlich das
Volumen mit Wasser auf ein Liter erginzt. Nach zweitigigem
Stehen wird die Losung in eine braune Vorratsflasche filtriert,
diese gut verschlossen und an einem dunklen und kiihlen Orte auf-
bewahrt.

2. Schwefelsdurehaltige Salpetersiure: 30 ccm konzentrierte
Schwefelsiure (d = 1,84) werden mit einem Liter Salpetersiure
vom spezifischen Gewicht 1,19 bis 1,21 vermischt.

3. 29%ige walrige Losung von Ammoniumnitrat. Die Losung
soll schwach sauer reagieren, eventuell gibt man auf einen Liter
Losung einen Tropfen Salpetersiure zu.

4. Reiner 95%,iger Alkohol.

5. Reinster Ather (frei von Wasser und Alkohol) oder
Acetonum purissimum des Handels (neutral, aldehydfrei).

6. Je nach der Arbeitsmethode entweder ein Gemisch von
reinster feingepulverter Soda und feinst gepulvertem Kaliumnitrat
(1:1) oder konzentrierte Schwefelsiure, konzentrierte Salpeter-
saure und Perhydrol.

Zerstorung der Substanz.

Soda-Salpeterschmelze. Zur Oxydation mit Hilfe der Soda-
Salpeterschmelze wird die Substanz (2 bis 5 mg) in ein Mikro-
Platinschiffchen eingewogen und mit dem Soda-Salpetergemisch
im UberschuB versetzt. Man rithrt mit Hilfe eines kleinen Platin-
drahtes um und iiberdeckt schlieBlich mit einer Schicht Soda-
Salpetergemisch. Der Platindraht verbleibt im Schiffchen.

Das Schiffchen wird in ein 15 cm langes Mikro-Ver-
brennungsrohr gestellt, welches an einem Ende rechtwinkelig ab-
gebogen und zu einer Spitze ausgezogen ist. Die Miindung wird
durch einen Gummistopfen abgeschlossen, durch welchen ein zur
Spitze ausgezogenes Glasrohrchen fiihrt. Man leitet einen Sauer-
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stoffstrom durch das Réhrchen (2 bis 4 cem pro Minute), beginnt
mit dem Bunsenbrenner vor dem Schiffchen zu heizen und ver-
schiebt diesen allméhlich in der Richtung gegen den Sauerstoff-
strom. Sobald die Reaktion abgeklungen ist, gliht man das
Schiffchen mit dem Kegel der Bunsenflamme einige Minuten.
Nach dem Abkiihlen des Rohres bringt man das Schiffchen in
ein Reagenzglas, kocht es mit 4 bis 5 ccm verdiinnter Salpeter-
saure aus und filtriert die Losung in ein weithalsiges Reagenzglas
(4 bis 5 cm Durchmesser), welches vorher mit heiBer Schwefel-
chromséure gereinigt und dann griindlichst gewaschen wurde.
Das Verbrennungsrohr wird, wenn Teile der Schmelze verspritzt
sind, ebenfalls mit wenig heifler, verdiinnter Salpetersiure aus-
gespiilt, die Spulflissigkeit durch das ausgezogene Rohrchen ab-
flieBen gelassen (Zweck des Rohrchens). Das klare Filtrat wird
mit 2 ccm schwefelsdurehéltiger Salpetersidure versetzt und mit
destilliertem Wasser auf 15 ccm erginzt.

Nasse Verbrennung. Zur nassen Verbrennung der Substarz
werden 3 bis 6 mg in ein Mikro-Kjeldahl-Kélbchen eingewogen
(s. S.76). In das Zersetzungskolbehen fiillt man weiters 0,5 cem
konzentrierte Schwefelsidure, 4 bis 5 Tropfen konzentrierte Sal-
petersdure und erhitzt bis zum Auftreten der Schwefeltrioxyd-
schwaden. Dann gibt man neuerlich einige Tropfen konzentrierte
Salpetersiure zu und erhitzt abermals bis zum Auftreten der
Schwefeltrioxydddmpfe. SchlieBlich wird das Zufiigen und Ab-
rauchen der Salpetersdure noch ein drittes Mal wiederholt. Dann
gibt man einige Tropfen Perhydrol in das Kolbchen, erhitzt
wieder bis zum Auftreten der Schwefeltrioxydschwaden und
wiederholt auch diesen ProzeB ein zweites Mal. Der Kolbchen-
inhalt wird nun in ein weithalsiges Reagenzglas gespiilt,
2 cem  schwefelsdurehaltige Salpetersdure zugesetzt und das
Volumen auf 15 ccm gebracht.

Die nasse Verbrennung ist bequemer durchzufiihren als die
Soda-Salpeterschmelze, sie ist auch direkt zur Zersetzung von
Fliissigkeiten verwendbar, wird daher im allgemeinen vorzuziehen
sein.

Fillung der Phosphorsiure.

Die nach einem der beschriebenen Verbrennungsverfahren
erhaltene Losung wird zur Fallung der Phosphorsdure in
einem siedenden Wasserbade erhitzt. Inzwischen bereitet man
15 ccm des klaren Sulfatmolybdinreagens vor, nimmt die heifle
Loésung vom Wasserbad, schwenkt kriftig um und gieft das
Reagens zur Losung. Dann stellt man das Reagenzglas in ein
StandgefdB. Nach 3 Minuten langem Stehen schwenkt man
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wieder eine halbe Minute lang kraftig um und stellt das Gefi
zuriick. Nun 18t man die Fallung mehrere Stunden -lang ab-
setzen, ehe man zur Filtration schreitet. Fiir sehr geringe Phos-
phormengen ist nach Untersuchungen von R. Kuhnl) die fiir
die Abscheidung des Niederschlages erforderliche Zeit wesentlich.
Niederschlige, welche weniger als 0,5 mg Phosphor enthalten,
miissen 6 bis 18 Stunden, Niederschlige, welche weniger als 0,05 mg
Phosphor enthalten, bis zu 36 Stunden stehen, ehe sie filtriert
werden diirfen. Es sei besonders hervorgehoben, daf es unzuldssig
18t, nach der Fillung die Losung wieder in das Wasserbad 2u stellen,
da es sonst zu einer Ausscheidung von Molybdinsiure kommi.

Filtration des Ammoniumphosphormolybdat-
niederschlages.

Die Filtration des Niederschlages erfolgt analog der Halogen-
silberfiltration auf Filterrshrchen mit Hilfe der automatischen
Absaugvorrichtung (s. S. 89). Wesentlich ist die Trocknung und
Wiigung des Filterréhrchens. Das Filterrshrchen wird zuerst mit
heifler, verdiinnter Salpetersiure, dann mit Wasser gewaschen.
Anschlieflend fiillt man das Filterrohrchen mit Alkohol, ist dieser
abgesaugt, zweimal mit Ather oder Aceton (Verdringung des
Wassers). Nach der Behandlung mit Aceton wischt man das
Filterrohrchen mit Rehleder griindlichst ab und trocknet es in
einem Vakuumexsikkator. d

Als Exsikkator verwendet man entweder ein dickwandiges
Reagenzrohr von 2 bis 3 cm Durchmesser, welches durch einen
mit Glashahn versehenen Gummistopfen abgeschlossen wird
oder man nimmt einen Revolverexsikkator. Der Exsikkator muf
tadellos rein sein und darf kein Trocknungsmittel enthalten. Zum
Trocknen geniigt das durch eine Wasserstrahlpumpe erreichbare
Vakuum.

Das Filterrohrchen wird eine halbe Stunde im Vakuum-
exsikkator belassen. Den richtigen Grad der Trocknung erkennt
man am Verschwinden des Ather- bzw. Acetongeruches.

Das Filterréhrchen wird unmittebar nach der Entnahme aus
dem Exsikkator zur Wigung gebracht. Die Zeit, welche von der
Entnahme des Filterrohrchens aus dem Exsikkator bis zur er-
folgten Wigung verstreicht, wird genau notiert.

Fiir das gute Gelingen der Phosphorbestimmung ist es un-
erliBlich, die Bedingungen der Trocknung und Wigung des
Filterrshrchens vor und nach der Filtration des Niederschlages

!) Ztschr. f. physiol. Chem. 129, 66 (1923).
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vollkommen gleich einzuhalten. Die Filtration erfolgt immer auf
ein leeres Filterréhrchen. -Vorhandene Molybdatniederschlige
werden vor der Reinigung des Filterrhrchens mit Ammoniak
entfernt.

Die Filtration erfolgt mit Hilfe der auf S. 90 beschriebenen
Vorrichtung. Zuerst saugt man die Fliissigkeit ab, dann wischt
man den Niederschlag mit der 29%jigen Ammoniumnitratlésung
und bringt ihn auf den Filter. Zur Erfassung der letzten Nieder-
schlagsreste spritzt man die GefiBwandung abwechselnd mit
95%igem Alkohol und der 29%igen Ammoniumnitratlésung ab.
Nach der Filtration wird das Heberohr abgenommen, das Filter-
rohrchen mit Alkohol gefiillt und nach Absaugen desselben mit
Ather oder Aceton zweimal gewaschen, wobei man jedesmal das
Filterrohrchen voll fiillt.

Das Filterrohrchen wird dann abgenommen, mit Rehleder
gereinigt, in den Vakuumexsikkator gelegt, nach einer halben
Stunde auf die Waage gebracht und in der gleichen Zeit gewogen,
wie vor der Filtration ohne Niederschlag.

Berechnung. Der fiir die Berechnung des Phosphors aus dem
Molybdatniederschlag dienende Faktor ist fiir die vorliegenden
Fillungsbedingungen empirisch ermittelt. Der Faktor ist 0,014525.

log. % P = log. (Faktor) + log. (Molybdatniederschlag) -
-+ (1 — log. Einwaage).

Maf3analytische Bestimmung des Phosphors.

Diese Methode ist nach dem Vorbild der alkalimetrischen
Bestimmung der Phosphorséure in Eisen und Stahl von Blair
(Analysis of Iron and Steel) geschaffen. Die Bestimmung ist
in Bezug auf Oxydation der Substanz und der Molybdat-
fallung gleich wie die gravimetrische Methode. Die Féllung nimmt
man zweckmiBigerweise nicht in einem Reagenzglas, sondern in
einem 100 ccm fassenden Jenaer Becherglas vor. Die Fillung
14Bt man iiber Nacht stehen, dekantiert dann die iiberstehende
Fliissigkeit durch ein Hartfilter (5 bis 7 cm Durchmesser), wischt
die Fillung mit wenig eiskaltem 50%igen Alkohol nach. Die
auf das Filter gelangten Niederschlagsteilchen miissen wieder
quantitativ in das Becherglas zuriickgespiilt werden.

Zum Niederschlag 1i8t man zunichst soviel n/10 Lauge zu-
flieBen, bis er gelost ist, dann fiigt man nochmals die gleiche
Menge zu und kocht 30 Minuten zur Vertreibung des Ammoniaks.
Nach Ablauf dieser Zeit soll das Volumen der Losung nur
10 ccm betragen. Die alkalische Losung wird mit 5 Tropfen
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Phenolphtalein oder Thymolphtaleinlosung versetzt, mit n/10
Siure auf saure Reaktion gebracht (einige Kubikzentimeter
UberschuB), dann 10 bis 20 Sekunden lang gekocht und schlieB-
lich mit n/10 Lauge zuriicktitriert.

Berechnung. Nach der: Titrationsgleichung von P. Iversen
(Bioch. Ztschr. 104, 25, 1920)

2 [(NH,); PO, . 12 Mo O, . 2 HNO,] + 56 NaOH = 24 Na, MoO,
+ 4 NaNO, 4 2 Na,HPO, + 32 H,0 - 6 NH,

entfallen auf 1 Atom Phosphor 28 dquivalente Lauge. Der Ver-
brauch an n/10 Lauge multipliziert mit dem Faktor 0,1107 ergibt
die Menge Phosphor in Milligrammen.

Erfahrungen aus der Praxis.

Die quantitative Bestimmung des Phosphors nach H. Lieb
gibt ausgezeichnete Resultate. Die groBe Genauigkeit der Be-
stimmung ist darauf zuriickzufiihren, daB der zur Wigung ge-
langende Niederschlag das 68fache Gewicht des gesuchten
Elementes aufweist.

Fiir das Gelingen der Bestimmung ist die strenge Beachtung
der vorgeschriebenen Konzentrationen und die vollkommen
gleichartige Behandlung des Filterréhrchens vor den Wigungen
erforderlich.

Die maBanalytische Methode gibt ebenfalls infolge ihres
giinstigen Umrechnungsfaktors sehr gute Resultate, doch bietet
sie wenig praktischen Vorteil. Das Auswaschen des N iederschlages
und Zuriickspiilen der Niederschlagsteilchen vom Filter ist ziem-
lich langwierig. Da das Wigen der Filterrshrchen bzw. ihre Vor-
behandlung nicht viel Miihe in Anspruch nimmt, empfiehlt es
sich, auch Serienbestimmungen gravimetrisch durchzufiihren. Bei
Analysen von Substanzen, welche neben Phosphor Arsen ent-
halten, muB vor der Fillung der Phosphorsiure die Arsensiure
entfernt werden. Entweder durch Fillung mit Schwefelwasser-
stoff als Sulfid oder durch Destillation mit Salzsiure, Hydrazin-
sulfat und Kaliumbromid.

Methode von Gustav Embden.?)

Diese Methode ist besonders fiir die Bestimmung des Phos-
phors in physiologischem Material von Vorteil. Sie unterscheidet
sich von der Methode nach H. Lieb durch die Fillung der Phos-

') Ztschr. f. physiol. Chem, 113, 138 (1921).
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phorsédure mit Strychninphosphormolybdat. Das Verhéltnis von
Phosphor zum Niederschlag ist hier noch giinstiger als bei der
Ammonmolybdatfallung, es betragt 1: 98. Die besondere Eignung
fiir Phosphorsédurebestimmung im physiologischen Material ergibt
sich aus dem Umstande, dafl die Fallung der Phosphorsidure in der
Kalte erfolgen kann, schon nach wenigen Minuten praktisch
quantitativ ist und nach einer halben Stunde filtriert werden
kann. Die Gefahr der Abscheidung freier Phosphorsiure
aus organisch gebundener Phosphorsaure wihrend der Be-
stimmung ist dadurch auf ein Mindestmall herabgesetzt.

Die quantitative Bestimmung von Arsen.
Methode von H. Lieb.?

Prinzip: Die organische Substanz wird mit Salpetersédure
zerstort, das Arsen zu Arsensiure oxydiert. Die Arsensiure kann
entweder gravimetrisch durch Fallung mit Magnesiamixtur oder
mafBanalytisch durch Umsetzung mit Kaliumjodid und Titration
des ausgeschiedenen Jods erfolgen.

Ausfithrung der Bestimmung.

Die Zersetzung der organischen Substanz kann entweder im
Mikro-Bombenrohr oder im Kjeldahl-Kélbchen erfolgen.

Oxydation im Bombenrohr. Die Oxydation im Bombenrohr
wird nach der auf S. 85 beschriebenen Art durchgefiihrt. In das
Bombenrohr werden 5 bis 10 mg Substanz eingewogen und
0,5 ccem konzentrierte Salpetersdure zugefiigt. Der Bomben-
inhalt wird nach dem Erhitzen in eine 30 bis 40 ccm fassende
Glasschale mit rundem Boden iiberleert, dann auf dem Wasser-
bade zur Trockene eingedampft.

Nasse Verbrennung. Zur Verbrennung im Kjeldahl-Kélbchen
setzt man zur eingewogenen Sustanz 1 cem 30%ige Schwefel-
sdure und 4 bis 5 Tropfen konzentrierte Salpetersdure. Man
erhitzt das in eine Stativklammer gespannte Ko6lbchen mit dem
klein gedrehten Bunsenbrenner bis zum Auftreten der Schwefel-
trioxydschwaden. Der Siedering der Schwefelsdure soll eine
Minute lang sichtbar sein. Dann gibt man neuerlich einige Tropfen
Salpetersiure zu und erhitzt wie vorher. Nach diesem zweiten

?) H. Lieb, F. Pregl, L c., . 175. — H. Lieb und 0. Winter-
steiner, Mikrochemie II, 80 (1924).



