
Über die Brauchbarkeit der isomeren

Aminonaphtholsulfosäuren für die kolo-

rimetrische Phosphorbestimmung.

Von Béla Väsärhelyi (Debrecen).

(Aus dem Institut für angewandte medizinische Chemie der Universität Wien.)

(Eingelangt am 8. Juli 1929.)

Die kolorimetrischen Phosphorbestimmungen verwenden mit

wenigen Ausnahmen die Reduktion der komplexen Phosphor—

molybdänsäure zu blau gefärbten Molybdänoxyden. Als Reduk—

tionsmittel kommen, neben dem von DENIG'ES eingeführten

Stannochlorid, in erster Linie organische Reduktionsmittel in

Frage, die jedoch die Bedingung erfüllen müssen, mit über—

schüssiger Molybdänsäure nicht zu reagieren*). Den ersten

brauchbaren Versuch in dieser Richtung bedeutete die Einführung

des Hydrochinons durch BELL-DOISY1). Die Verwendung des

Hydrochinons hat freilich eine Reihe von Nachteilen. Hier sind

in erster Linie die langsame Entwicklung der Blaufärbung und

eine gewisse Farbschwäche zu nennen, ferner die enorme Emp-

findlichkeit der Reaktion gegen schon geringe Schwankungen in

der Azidität. Dazu kommt, daß die Anwesenheit einer Reihe von

Substanzen die Reaktion störend beeinflussen. So in erster Linie

Oxalat, ferner ein etwas größerer Gehalt an Chlorid und Sulfat,

weiters schon geringe Mengen Nitrit, Eisen und Kieselsäure, alles

Substanzen, deren Gegenwart im biologischen Material nicht

immer auszuschließen ist. Diese Nachteile veranlaßten FISKE

und SUBBAROW2), eine Reihe von anderen Substanzen auf ihre

Brauchbarkeit fiir die kolorimetrische Phosphorbestimmung zu

untersuchen, und zwar wurde von ihnen neben dem Hydrochinon

das Monochlorhydrochinon, das “2,5—Dichlorhydrochinon mit wenig

ermutigendem Erfolg geprüft. Auch die Aminophenole, wie das

‘2-Chlor-4-Aminophenol, 2,4-Diaminophenol, p-Methylaminophenol,

2-Chlor—4—Aminophenol, sowie das 5—Aminosaligenin ergaben keine

wesentlichen Vorteile gegenüber dem Hydrochinon. Dagegen

‘) Bezüglich der theoretischen Grundlagen dieser elektiven Reduktion des

Phosphormolybdänkomplexes vergleiche die Arbeiten von FEIGL (Zeitschr. f. anal.

Chem. 64 und 74). Über die Konstitution der blauen Molybdänoxyde siehe die

Untersuchungen von HSEIN WU (Journ. of biol. Chem. 43, 189, 1920).

1) BELL-DOISY: Journ. of biol. Chem. 44, 55, 1920.

2) FISKE-SUBBAROW: ibid.‚ 66, 375, 1925.
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konnten in zwei isomeren Aminonaphtholsulfosäuren, und zwar in

der 1,2,6— und 1‚2,4-Aminonaphtholsulfosäure, zwei Substanzen auf—

gefunden werden, welche die Nachteile des Hydrochinons ver-

missen ließen und neben einer wesentlich rascheren Entwicklung

auch zu einer intensiveren Färbung führen. Mit Rücksicht auf

die leichtere Zugänglichkeit entschlossen sich FISKE und SUBBA-

ROW zur methodischen Einführung der 1,2,4—Säure, die sowohl

nach den Vorschriften von FOLIN3) präparativ leicht zugänglich

ist und auch als technisches Präparat im Handel erhältlich ist.

Wenn man die Liste der bisher zur Untersuchung gelangten or—

ganischen Substanzen überblickt, so zeigt sich, daß sämtliche,

einschließlich des von TSCHOPP“) vorgeschlagenen Rodinals

(p—Aminophenol), Entwicklercharakter zeigen und dadurch aus-

gezeichnet sind, daß sie oxydativ leicht in Chinone übergehen

können. Dabei scheint, wie aus den Untersuchungen von FISKE

und SUBBABOW an den chlorsubstituierten Hydroehinonen hervor-

geht, die Substitution im Benzolkern unter Umständen die Re-

aktion ungünstig zu beeinflussen.

Bestehen nun wirklich Beziehungen zwischen Konstitution

dieser der Chinonbildung fähigen Reduktionsmittel und ihrer

Einwirkung auf den Phosphormolybdänkomplex? Zur vorläufigen

Entscheidung dieser Frage wurden auf Veranlassung von Pro—

fessor H. K. BARRENSCHEEN zunächst eine Reihe isomerer

Aminonaphtholsulfosäuren und Aminonaphtholdisulfosäuren

untersucht. Theoretisch konnte hier sowohl die Stellung der NHL,-

zur OH—Gruppe als auch die Stellung der SOgH—Grruppe zur NH2-

Gruppe von Bedeutung sein. Die Untersuchungen wurden an fol—

genden Aminonaphtholsulfosäuren durchgeführt:

1,2,4-Aminonaphtholsulfosäure

1,8,4- „

2,3,6- „

2,8,6- „ (G-Säure).

Von Aminonaphtholdisulfosäuren kamen die

1‚8,2,4-Aminonaphtholdisulfosäure

1,8‚3‚6— „

1,8,4,6- „ (K»Säure) ‚

2,8,3,6- „

3) FOLIN: ibid. 51, 377, 1922.

4) TSCHOPP: Biochem. Zeitschr. 203, 267, 1928.
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zur Untersuchung. Die theoretischen Möglichkeiten zur Chinon—

bildung sind bei den geprüften Substanzen recht mannigfaltig.

Neben der Entstehung von Naphthochinonimiden ist die Möglich—

keit von Ortho—‚ Para— und Amphinaphthochinonen vorhanden.

Ebenso wäre eine Bildung von Dinaphthyldichinonen in Erwägung

zu ziehen. Welche der gegebenen Möglichkeiten sich im Einzelfalle

realisiert, läßt sich nicht sagen. Diesbezügliche Untersuchungen

konnten in der Literatur nicht aufgefunden werden.

Sämtliche Säuren, welche als technische Präparate vorlagen,

wurden entweder, wie die wasserlöslichen Disulfosäuren, durch Um-

kristallisieren aus Wasser oder, nach dem Vorgang von FISKE

und SUBBAROW, aus ihrer Lösung in Bisulfit-Sulfit durch Um-

fällen mit Salzsäure gereinigt, mit Alkohol gewaschen und ge-

trocknet. Für die Prüfung auf ihr Verhalten gegen den Phosphor—

molybdänkomplex kamen sie in einer der FISKE—SUBBAROW’SChGII

Lösung der 1,2,4—Aminonaphtholsulfosäure entsprechenden Form

—0,25%ige Lösung in Bisulfit-Sulfit — zur Anwendung. Die Lö-

sungen der 1,8,2,4- und 1,8,3,6-Disulfosäure zeigten eine etwas

stärkere gelbliche Eigenfarbe, die übrigen wichen in ihrem Aus-

sehen nicht wesentlich von der 1‚2,4—Aminonaphtholsulfosäure ab.

Keine der in Verwendung kommenden Säuren zeigte auch bei

einstündiger Einwirkung sowohl bei Zimmertemperatur als auch

bei 37° eine Reduktionswirkung auf Molybdänsäure, dagegen er-

gaben sämtliche unter den Bedingungen der Phosphorbestimmung

nach FISKE—SUBBAROW eine mehr weniger ausgesprochene Reduk-

tion des Phosphormolybdänkomplexes zu blauen Molybdänoxyden.

Die erhaltene Blaufärbung ist bei sämtlichen proportional der vor—

handenen Phosphorsäure. Unter Zugrundelegung der mit der

1‚2,4-Aminonaphtholsulfosäure erhaltenen Färbung ergaben sich

folgende in Tabelle 1 zusammengestellte Ergebnisse:

Wie aus der Tabelle hervorgeht, zeigen sich gegenüber der

1,2,4—Säure wesentliche Unterschiede. Am auffälligsten ist zunächst

der langsame Eintritt der Farbentwicklung, am stärksten ausge-

sprochen bei der 1,8,4-Säure und der 2,8,3,6-Disulfosäure, bei

welchen vergleichbare Farbtöne erst nach 25 bis 40 Minuten er—

halten wurden. Ein weiterer Unterschied ergibt sich darin, daß das

Maximum der Färbung relativ spät, fast durchgehends erst nach

einer Stunde, erreicht wird, dann aber, wie weitere, in die Tabelle

nicht aufgenommene Kontrolluntersuchungen über drei Stunden

hinaus ergaben, konstant bleibt. Einige der untersuchten Säuren
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zeigen einen wesentlich günstigeren Effekt wie die 1, 2, 4—Säure.

Doch steht diesem Vorteil der Nachteil der langsameren Farbent-

wicklung entgegen.

Läßt sich nun die Wirkungsweise der untersuchten Säuren mit

ihrer Konstitution irgendwie in Zusammenhang bringen? Es zeigt

sich, daß offenbar den günstigsten Effekt jene Säuren zeigen, bei

denen die NH2- und OH—Gruppe in Orthostellung zueinander

stehen. Es gilt das für die von FISKE-SUBBAROW untersuchte

1,2,4- und 1,2,6—Säure, welche annähernd gleiche Wirksamkeit

entfalten, ebenso wie für die hier untersuchte 2,3,6—Säure. Wesent-

lich ungünstiger liegen die Verhältnisse bei Stellung der NH2— zur

OH—Gruppe in 1,8-Stellung. Die 2,8—Stellung läßt wieder eine re—

lativ geringe Verzögerung erkennen, zeigt jedoch nicht diese ma-

ximale Farbentwicklung wie die übrigen untersuchten Säuren.

Neben der gegenseitigen Stellung der NH,— und OH-Gruppen

scheint auch die Stellung der Sulfogruppe zur Aminogruppe von

ausschlaggebender Bedeutung zu sein. Es ist dies am deutlichsten

bei den isomeren Disulfosäuren ersichtlich. Im allgemeinen läßt

sich sagen, daß der Sulforest in Orthostellung zur Aminogruppe

hemmend wirkt. Es ist naheliegend, daran zu denken, daß die

Festlegung der NH2—Gruppe durch innere Salzbildung hiefür ver-

antwortlich ist. Je größer die Entfernung des Sulforestes von der

Aminogruppe, um so geringer die Verzögerung (siehe das Ver-

halten der 1,8,3,6- und 1,8,4,6—Disulfosäure). Dieser hemmende Ein-

fluß der Stellung der SO,H—Gruppe zeigt sich am klarsten beim

Vergleich der 2,8,6—Säure mit der 2,8,3,6—Disulfosäure, welche

von allen untersuchten die stärkste Verzögerung und den gering-

sten Endeffekt ergibt. Hinsichtlich der Brauchbarkeit für kolori-

metrische Zwecke kommen wohl nur die 2,3,6— und 2,8,6—Säure

in Frage, die am raschesten zu einer konstanten Färbung führen.

In einer weiteren Reihe von Untersuchungen wurde der Einfluß

verschiedener Säurekonzentrationen sowie der Gegenwart solcher

Stoffe untersucht, die bei biologischem Material vielfach vorkom—

men können. In erster Linie NaCl, NaNO„ (NH,),SO„ NaNO„

Fe—Salze, Kieselsäure und Oxalat. Die Untersuchungen wurden so-

wohl bei Entwicklung der Färbung bei Zimmertemperatur als auch

bei Einwirkung von 37°, wie sie von JENDRASSIK und LOHMANNS)

vorgeschlagen wurde, durchgeführt. Für die 1,2,4—Säure sind

5) JENDRASSIK und LOHMANN: ibid. 178, 419, 1926.
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Tabelle II.

Standardlösung: 0,4 m;! P.

Standardeinstellung: 20 mm. Volumen: 100 cm"
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HZSO4
Conc_ 0,5N 0,6N 0,3N

1 a

o“ KNO2 (NH.)2SO4 FeCl‚% 11,310, 2%‘3/“31
N 77 Z age

;; £ £ CC13C_OOH

& _- ; 0,005 0,02 0,25 0,5 2 mg8 mg15mg SizP-Si:P-,tffiä€$

* vr, M M M 111 F9 Fe Fe 50 «—‘——°
° | 30mg160mg

Q‘.4 .

g iZä1/t 1,2,4—Aminonaphtholsulfosäure

H

c 5 20,120,0‘20,0 20,2 20,0 20,1 20,1 20,0 20,1 19,8 17,7 20,0 20,0
370 10 - . . . - . . - . 17,0 10,2 20,0 20,0

15 20,0 20,2 20,2 20,2 20,1 20,0 20,0 20,1 20,2 - - . .
20 . - . . . - . - . 15,1 8,4 19.9 20,0
30 20.0 20.7120,8 20.3 20,3 21.0 20,1 20,2 20,5 13,4 7,7 20,0 19,9

60 2002251207 20631206 21,0 20,1 20,4 20,6 - - - -

C 2 120,1 20,0 20,2 203 20,5 20,6 20,2 20,3 20,6 20,0 19,8 20,0 20,2

210 6 2002001200 2011201 203 2001202 204 20,0119,7120,0 20,2
15 20,0 20,0 20.0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,1 20,1 19,8 19,6 20,0 20,0

1,8,‘LAminonaphtholsulfosäure

C 10 grün 23,1 grün grün grün grün 23,4 grün grün 20,0 [17,9

370 20 ., 22,0 ., ., 28,1 „ 22.1 ., „ 19,6, 181
401242208 23,2 21,7 221 28.6 200 193 19,9 15,1 . 118,0

60123,120,9 21,4 21,2 21,8 23,8 20,1 19,5 19,3 10,7 - . ,

c 20 . - . . - - - 19,8 20.6

22 30 . . - 19.9 121.2

60 . - . 19,9 213

2,3,6—Aminonaphtholsulfosäure

C 10 22.4 20.1 grün grün 25,7 grün |20,1 grün 1 grün '20,0 16,9120,0

370 20 221200 .. ., 24.4 .. 120,0 1 .18.1 14.2 198

401199201 23,5 24,8 213 23.2 199 21.1, . 111.5 92 194

60 120.0 20,1 212 23,2 21,3 232 20.0 19212221 8.61 721193

C 20 1 . — — - » - - - 120,11 20,1

220 30 1 - 20,1 20,1

40 1 . 20.01 20,0

160 . 1 20.01 120.0

2.8,6—Aminonaphtholsullosäure

C 10 1200200 grün 1 grün 20.0124,1 grün 1 grün 19,4 120.0

370 20 20.0 20.0 ., 20.81234 16,5 120.1

40 1200212 .. 215222 .. . 13.4 120.1

60 121.2 23.2 .. 226 22,8 1 9.91 20,0

0 10 . 1 . . . . 1 19.9 1200

220 20 - - 1 ' 198 20.0

401 . 1 . 1 19.8 200

1601 ' 1 1 ' 1 1 119,71 ,20,01 
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Tabelle 11.

Standardlösung: 0,4 mg P.

Standardeinstellung: 20 mm.

335

Volumen: 100 cm3

 

 

 

 
 

 
 
 

 

  

 

    
    

 

   

 

 

   

 

       

  

 
 

 

 

 

   

 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

„.so. 6,5 N 0.6N 0.3 NGone. .

. 20 cm3
__ ö” KNOZ 1 (NH,)ZSO.‚ FeCl3 K28103 20%ng

.3 f-g % (301,00011
") ‘ z

. . [' '

;; E ;; 0,005 0,02 0,25 0,5 2 mg8 mg 15mg S1:P— S1:P- +g‘iää'“

‘ —1-.. 1 M M M M Fe Fe 50 200 ———.
© ‘

30mg'60mg

°'< 261 . .g in , 1‚8,2,4-Ammonaphlhold1sulfosäure
F

C 10 grün 120,1 hmm] braun grün grün 12,7 grün 1 grün 24,2 1

370 20 , '20.1 ., „ 29,1 136 _ ] .. 24.2j
.10 22,1 20,1 „ „ 22,0 ‚. 203 20 1 20.1 24,01
160 21.4 21,0 .. 21.1 24.11202120.2 120,2 24,0

(: 20 - 20,0 23,4
220 40 . 19.8 23,7

60 . 19.6 24,3

1,8,3,6-Aminonaphtholdisulfosäure

C 1 10 g1ün ,21,2 grün grün 214 grün 22,8 grün 1 19.3 24.2

370 20 . 22.2 „ „ 216 224 17.5 20,3
40 24,5 22,2 .. 21.5 ., 200 117,0 20,1

160 22.9 23.4 23,2 | 23.2 216 26,6 1961174 113.41 1200;

C 20 - . | . 191 | 24.3
220 40 . . - 18,6 121,9

60 - - 1 - 18.5 1 21.2

1‚8,4,6-Aminonaphlholdisulfosliure

C 110 20.0120.1122.3‘20.0120.0 19,8 19.9 glün 18.91 122.5
370 20 200 20,1 22,41 20.0 20.0 19,8 20,1 25,3 16.0 22.4-

40 200 21.6 22, 41 21.8 20,0 20.0 20,1 20,1 1 14.5 12221

160 20.1[122,1 22.3122.2 20.0120.2.20.0.20.1‘ 111,6 120.5

('| 1011 1 1 . . 1 . 1 1 19.9 27.1
2201 20|. - . 1 . 1 . 1 . 19,8 25.7

140. . . 1 . 1 . 1 . 1 19.8 251
1601 ' - 1 - . 1 - 1 1 - 1 19,81 125.0

2.8,3.6-Am1nonaphtholdisulfosäure

110 123.,8201118.7 15.2' 22.212501 gelb 1 gelb1120.1 20.1
370120 20.1201 186 1521 20.2 23.1 ‘ 117,21 20.0

‚40 20,120.118.611541202. 231 , 115.6! 120.0
160 2001.20119.21g'1h120.2122.7 .. 1 11.71 120.0

C}IOM27520218.2.10,3 23.3‘323 gelb‘grlb1 .20.11 20.3
220 2732021911142 2321321 .. 1 120.11 121151-  
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derartige Versuche bei Zimmertemperatur von FISKE-SUBBAROW

bereits veröffentlicht werden mit dem Ergebnis, daß die

Reaktion weitgehend von der Azidität unabhängig ist und

auch durch relativ hohe Konzentrationen der angeführten

Stoffe nicht wesentlich beeinträchtigt wird. Eine Nach—

prüfung dieser Angaben zeigte ihre vollkommene Richtigkeit,

ergab jedoch, daß bei Entwicklung der Farbe bei 37° nach

JENDRASSIK und LOHMANN ein größerer Gehalt von Kieselsäure

sich störend geltend macht und wesentlich zu hohe Werte ergibt.

Ungünstiger liegen die Verhältnisse bei den isomeren Sulfo— und

Disulfosäuren, welche durch höhere Konzentrationen von fast

sämtlichen der angeführten Stoffe deutlich gestört werden. Diese

Störung kann in manchen Fällen eine Ablesung unmöglich machen.

Der Raumersparnis halber soll auf ein detailliertes Eingehen auf

diese Verhältnisse verzichtet werden. Die Ergebnisse dieser Unter-

suchungsreihe sind in Tabelle II zusammengestellt. Der Vergleich

wurde derart durchgeführt, daß eine mit der entsprechenden Sulfo—

Säure in üblicher Weise bereitete Standardlösung, entsprechend

0,4 mg P, bei einer Standardeinstellung von 20 mm gegen die je-

weils gleichzeitig mit den angeführten Zusätzen angesetzten Lö-

sungen von gleichem P—Gehalt verglichen wurde. Die Ablesungen

erfolgten in Abständen von zehn zu zehn Minuten bis zu einer

Stunde. Am günstigsten erwies sich hier die 2,3,6-Sulfosäure,

die auch wegen der relativen Raschheit der Farbentwicklung als

Ersatz der 1,2,4-Säure in Betracht kommen könnte.

Zusammenfassung.

Die isomeren Aminonaphtholsulfosäuren und Aminonaphthol-

disulfosäuren, und zwar 1,8,4-, 2,3,6- und 2,8,6-Aminonaphthol—

sulfosäure, und 1,8,2,4-, 1,8,3‚6-, 1,8,4,6- und 2,8,3,6-Amino-

naphtholdisulfosäure, wirken unter Bildung blaugefärbter

Molybdänoxyde spezifisch auf den Phosphormolybdänkomplex ein.

Gegenüber der von FlSKE—SUBBAROW eingeführten 1,2,4-Sulfo-

säure zeigen sie jedoch ein wesentlich verzögertes Eintreten der

'maximalen Farbintensität, ein Nachteil, dem für einige eine be-

trächtliche Farbvertiefung entgegensteht. Eine genauere Betrach-

tung zeigt, daß für die Raschheit der Farbentwicklung die Stellung

der SO„H-Gruppe zur NH2—Gruppe ausschlaggebend ist. Weniger
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äusgesprochen erscheint die Abhängigkeit von der Stellung der

NH2- zur OH—Gruppe.

Gegenüber der 1‚2,4—Aminonaphtholsulfosäure ergibt sich für

die untersuchten Säuren, daß die Reduktion durch höhere Kon-

zentrationen von NaCl, NaNO„ (NH4)2804 sowie durch die Gegen-

wart von Nitrit, Eisen und Oxalat deutlich gehemmt wird. Für die

1,2,4-Säure konnte gezeigt werden, daß nach dem Vorgehen von

JENDRASSIK und LOHMANN Kieselsäure stört, was bei Unter-

suchungen an biologischem Material eventuell zu berücksichti—

gen ist.
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