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Uber die Stickstoffbestimmung in Lebensmitteln
nach Kjeldahl und den Einiluss des Katalysators
' im besondern

Von H. Hadorn, R. Jungkunz und K. . Biefer
(Laboratorium V.S.K., Basel)

I. Einleitung

Die Zuverlissigkeit der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl ist in der letzten
Zeit ofters bestritten und die Verbrennung vielfach abgedndert worden. Speziell
der Selenkatalysator, welcher die Verbrennungszeit angeblich stark verkirzt, soll
zu unrichtigen Resultaten fithren. Cyclisch gebundener Stickstoff, wie er bei-
spielsweise in den Aminosauren Histidin, Tryptophan, Prolin und Oxyprolin
vorliegt, wird bei Verwendung des Selenkatalysators nur unvollstindig in Am-
moniakstickstoff tbergeftuhrt. Es werden daher in diesen Aminosauren viel zu
niedrige Stickstoffgehalte gefunden.

Bei Lebensmitteln, in welchen die cyclischen Aminosauren nur einen gewissen
Teil des Gesamtstickstoffes ausmachen, muss mit entsprechend kleineren Ver-
lusten gerechnet werden, welche moglicherweise vernachlassigt werden konnten.
In der vorliegenden Arbeit soll zunachst eine kurze Ubersicht, welche keinen
Anspruch auf Vollstandigkeit erhebt, tiber die recht umfangreiche Literatur der
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl gegeben werden. An Modellsubstanzen und
an einigen Lebensmitteln sollen dann die vorgeschlagenen Modifikationen iiber-
prift werden, um festzustellen, wie gross die jeweiligen Analysenfehler sind.
Schliesslich soll eine einfache, allgemein anwendbare Methode beschrieben wer-
den, welche bei Lebensmitteln brauchbare, gut reproduzierbare Resultate liefert.

I1. Literaturiibersicht

Seit dem Bekanntwerden der Kjeldahl-Stickstoffbestimmungsmethode ') im
Jahre 1883 ist schon in zahlreichen Arbeiten versucht worden, die recht kompli-
zierten Vorginge bei der Aufschliessung der organischen Substanz abzuklaren.
Die Methode wurde speziell zur Bestimmung des Proteinstickstoffes entwickelt.

In den letzten Jahren haben verschiedene Autoren 2)%) versucht, festzustellen,
welches die Ursachen der immer wieder auftretenden Stickstoffverluste sind.
Durch geeignete Zusatze bei der Verbrennung sollte die lange Aufschliessungszeit
(in extremen Fallen 8—16 Stunden) wesentlich verkiirzt werden. In der Literatur
sind zahlreiche Modifikationen des Aufschlusses beschrieben worden. Kirk *) gibt
in seinem Ubersichtsreferat eine Zusammenfassung der wichtigsten Arbeiten. Wir
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haben in Tabelle 1 die Aufschlussbedingungen einiger bekannterer Vorschriften
zusammengestellt. Den verschiedenen Zusatzen kommt eine recht unterschiedliche

Bedeutung zu.

Tabelle 1
Katalysator und Aufschlussbedingungen nach verschiedenen Autoren
Autor Katalysator Einwaage cm?® HaSOs | Aufschlusszeit
Selenkatalysator I 1 g eines Gemisches bis 1 g 5—10 | bis chrom-
von 100 K2SO4 + griin
. 10 CuSO4 + 1 Se
Selenkatalysator 1137) | 2 g eines Gemisches bis 1 g | 15—20 | bis chrom-
nach Lebensmittelbuch | von 100 K2SO4 + grin
10 CuSO4 + 2 Se
Lebensmittelbuch 10 g KeSOy4 + 2—3 g 20 bis grin
2. rev. Auflage 8) 1 g CuSO4
Kjeldahl 3%) 0,7 g HgO + 0,7—3,5 g | 20—30 bis farblos
0,1—0,3 g CuSO4 ca. 2 Std.
Gunning 5)3%) 10 g K2SO4 + 0,7—38,5 g | 15—25 | bisgrin
0,1—0,3 g CuSO4
Kjeldahl-Tilfarth- 15—18 g KoaSOs+1g | 0,7—85 ¢ 25 bis griin
Gunning 38) CuSO4 + 0,7 g HgO ca. 2 Std.
Arnold und 20 g K2504 + ca. 1,0 g 25 bis rein
Wedemeyer 29) 1 g CuSO+1 g HgO smaragd-
grun
Willits und 15 g KoSO4 + hochstens 25 3 Stunden
Mitarbeiter 25) 0,6 g HgO 30 mg N
Sarudi-Leopold 33) 10—15 cm3 05—1 g 3—5 15-20 Min.
30 °/o H202

1. Neutralsalzzusatz

Als erster hat Gunning *) den Zusatz von Kaliumsulfat zum Aufschluss emp-
fohlen. Auch das Schweiz. Lebensmittelbuch 2. Auflage ¢) schrieb ein Gemisch
von Kaliumsulfat und Kupfersulfat vor. Neutralsalzzusitze bezwecken eine Er-
hohung des Siedepunktes der Schwefelsaure. Es werden hauptsichlich Kalium-
oder Natriumsulfat verwendet, die sich bis heute als die gebriuchlichsten ein-
gebiirgert haben. Noch besser soll nach Friedrich7) sekundares Kaliumphosphat
sein. Dieses sowie ein Zusatz von Phosphorsdure wird bei der Mikromethode mit
Vorteil angewendet.
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2. Schwefelsduremenge

Self ®) macht die Mitteilung, dass fir die Verbrennung von 1 Teil Kohlen-
hydrat die 7—8fache Menge Schwefelsaure erforderlich ist. Fetthaltige Substan-
zen benotigen dagegen noch mehr Schwefelsaure. Fir je | Teil Fett sind 18 Teile
Schwefelsaure notwendig. Der anzuwendenden Menge Kaliumsulfat sind Gren-
zen gesetzt, weil durch zuviel Kaliumsulfat der Siedepunkt so stark erhoht werden
kann, dass Stickstoffverluste eintreten. s ist auch zu bertcksichtigen, dass ein
Teil der Schwefelsiure zur Bildung von saurem Sulfat verbraucht wird. Um
Stickstoffverluste zu vermeiden, soll immer ein ziemlicher Uberschuss an unver-
brauchter Schwefelsiure im Reaktionsgemisch vorhanden sein®). Welches die
optimalen Verhdltnisse zwischen organischer Substanz, Neutralsalz- und Schwe-
felsiuremenge sind, wurde durch Gunning®), Phelps®) und Alcock ®) beschrieben.

3. Katalysatoren

Zur Beschleunigung des Aufschlusses sind zahlreiche Katalysatoren empfohlen
worden. Wieninger und Lindenmann '') verwendeten zuerst ein selenhaltiges Re-
aktionsgemisch, welches zudem noch Quecksilbersulfat enthielt. Spater 12) wurde
das Reaktionsgemisch durch Weglassen des Quecksilbersulfates «entgiftet».

Die Literaturangaben tber die Wirkung von Schwermetallen und anderen
Zusatzen sind recht unterschiedlich. Osborne und Whllkie 1?) studierten ungefdhr
40 verschiedene Metalle auf ihre Brauchbarkeit als Katalysatoren und fanden
Quecksilber am geeignetsten fir Proteinverbrennungen, gefolgt von Tellur, Titan,
Eisen und Silber. Selen, Molybdan, Vanadium und Wolfram sind nur bei Sub-
stanzen brauchbar, die weniger rigorose Bedingungen erheischen 14)15)13), Die
Bedeutung des Selens als Beschleuniger ist, seit der Einftihrung durch Lauro %) in
Amerika, verschiedentlich kritisch untersucht worden. Patel und Sreenivasan '7)
berichten uber die bedeutende Zersetzungsbeschleunigung des Selens, heben je-
doch hervor, dass parallel mit der Zersetzung sich auch oxydative Vorgange
abspielen, die dann zu nicht unbedeutenden Stickstoffverlusten fihren. Nach
anderen Autoren ladsst sich das Ende der Umsetzung nicht genau fixieren, weil
das Reaktionsgemisch bereits klar sein kann, bevor aller Stickstoff zu Ammon-
sulfat umgesetzt ist 1%)19)20)21) " Dies ist auch der Grund, warum verschiedene
amerikanische Autoren #)??)23) die Verwendung von Selen als Katalysator ab-
lehnen. Die Stickstoffverluste nehmen im allgemeinen mit steigenden Selen-
mengen zu 24),

illits %) und Mitarbeiter haben die Wirkung von Quecksilber- und Selen-
katalysatoren eingehend an einer Modellsubstanz (Nikotinsaure) studiert und den
Reaktionsverlauf graphisch dargestellt. Sehr geringe Selenzusatze geben keine
raschere Verbrennung und die gleichen Resultate wie ohne Selen. Grossere
Mengen Selen beschleunigen die Reaktion, fithren jedoch zu Stickstoffverlusten.
Das Reaktionsgemisch erscheint klar, bevor der gesamte Stickstoff in Ammoniak
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iibergefiithrt ist. I's muss folglich nach dem Klarwerden noch eine bestimmte Zeit
weiter erhitzt werden. Zu langes Erhitzen fihrt jedoch zu Stickstoffverlusten.
Bei hohen Kaliumsulfatzusdtzen und grossen Selenmengen sind die Verluste bei
langer Erhitzungsdauer merklich grosser als bei kurzer Verbrennungszeit. (Dullits
und Mitarbeiter schlagen daher vor, auf Selen ganz zu verzichten und mit einem
Katalysator, bestechend aus HgO und K2SOs4, zu verbrennen. Die Menge des
angewandten HgO ist nicht von grosser Bedeutung. Beim Weglassen von Hg-
Salzen bleibt jedoch der Aufschluss unvollstindig, und der ringgebundene Stick-
stoff wird nicht quantitativ erfasst. '

Zu dhnlichen Folgerungen kamen Reith und Wansink *%), welche mit cycli-
schen Aminosauren als Modellsubstanzen Versuche angestellt haben. Endlich sei
noch erwahnt, dass auch Hadorn und Jungkunz *7) bei Piperinbestimmungen mit
dem Selenkatalysator Schwiérigkeiten hatten. Von reinem Piperin wurden nur
80—90 °/0 des theoretischen Stickstoffgehaltes gefunden. Das austitrierte Destillat
wies einen auffallenden Pyridingeruch auf, woraus geschlossen werden kann,
dass die Spaltung des heterocyclischen Ringes nicht quantitativ erfolgte. Sie ver-
wendeten deshalb die von Hdrtel und CW:ill *®) empfohlene Modifikation von
Arnold und Wedemeyer *°) mit HgO und erzielten damit gute Resultate.

In neuester Zeit hat Zinnecke 3°) tiber eine interessante Modifikation berichtet.
Bei einer Anzahl stickstoffhaltiger Verbindungen wurden zu niedrige N-Gehalte
gefunden, weil der fehlende Stickstoff in elementarer Form entwich. Er fiihrte
daher den Kjeldahl-Aufschluss in einer geschlossenen Apparatur unter Kohlen-
saureatmosphare durch. Die neben CO:2 entstehenden Gase wie SO2 und CO
wurden beseitigt und der Stickstoff in einem Azotometer, das zur Absorption des
Kohlendioxyds mit Kalilauge beschickt war, aufgefangen und gemessen.

4. Zusatze von Oxydations- und Reduktionsmitteln

Durch Zugabe von Oxydationsmitteln, wie Kaliumpermanganat, Persulfat
usw., wurde versucht, die Verbrennungsdauer herabzusetzen. Es ist jedoch bei
deren Anwendung Vorsicht am Platz, da elementarer Stickstoff entstehen kann,
wodurch ebenfalls Verluste eintreten.

Ein Oxydationsmittel, das mehrfach empfohlen wurde, ist Wasserstoffsuper-
oxyds1)82)33)34). Friedrich, Kuhaas und Schnurch 3) verwenden als ringsprengen-
des Reduktionsmittel Jodwasserstoffsiure. Im Gegensatz dazu findet Jonnard '),
dass Jodwasserstoffsdure ringgebundenen Stickstoff nicht voll zu erfassen ver-
moge. Lundin und Mitarbeiter %) beschrieben eine Schnellmethode, bei welcher
die Oxydation in einer Mischung von Schwefelsdure und Phosphorsaure unter
Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd erfolgt. Als Katalysatoren verwenden sie
Kupfer, Quecksilbersulfat und Kaliumsulfat.
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III. Eigene Versudie

Zuerst haben wir einige Modellversuche mit den reinen Aminosauren Tyrosin
und Tryptophan angestellt. Nach Literaturangaben sollen bei Aminosauren mit
cyclisch gebundenem Stickstoff bei Verwendung des Selenkatalysators besonders
grosse Stickstoffverluste beobachtet werden. Schliesslich haben wir die verschie-
denen Modifikationen des Kjeldahl-Autschlusses an proteinreichen Lebens-
mitteln, wie Huhnereiweiss, Milchpulver und Trockenvollei, iberprift.

1. Modellversuch mit reinen Aminosauren

Wie bereits Reith und Wansink %) gezeigt haben, liefert der Aufschluss mit
Selenkatalysator bei zahlreichen Aminosauren zu niedrige Werte. Diese Befunde
konnten durch eigene, in Tabelle 2 wiedergegebene Versuche bestatigt werden.

Tabelle 2

Modellversuche mit Aminosduren

hiti:gs- Theoret. 0/o N I\II;A‘ES'
Modellsubstanz Katalysator Einwaage zeit*) N-Gehalt | gefunden o o?;ldeer
Minuten 0/ %o e
Selenkatalysator 11
Tyrosin 2 0,2093 | 60+30 7513 112 99,8
0,2030 | 60-+30 15121 99,9
Katalysator nach
Willits und Mitarbeitern
Tyrosin 3,0 g KaSOq4 0,2375 | 45430 7,78 1.78 100,0
0,1 ¢ HgO 0,2560 | 45430 7,70 99,6
_ Selenkatalysator 11
Tryptophan 28 0,0930. 1 60-+30| 13,72 .| 12,83 93,5
. 0,0890 | 60+30 1285 91,4
Katalysator nach
Willits und Mitarbeitern
Tryptophan 3,0 g Ka2SOqy 0.0790 | 45+30 | 13,72 | 13,64 99,3
0,1 ¢ HgO 0,1184 | 60+30 13,63 99,2

*) Die erste Zahl gibt die Zeit an, welche erforderlich war, bis das Reaktionsgemisch farblos erschien,

die zweite bezieht sich auf die Nacherhitzung,

Beim Tyrosin, welches wohl einen aromatischen Ring, aber kein cyclisch
gebundenes Stickstoffatom enthdlt, fanden wir mit dem Selenkatalysator II den
theoretischen Stickstoffgehalt.

Dagegen sind die Stickstoffverluste bei der Verbrennung von Tryptophan
(1 heterocyclisch gebundenes N-Atom) unter Verwendung von Selenkatalysator
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recht betrachtlich (6,5—8,6 %/). Es ist also unzweifelhaft der cyclisch gebundene
Stickstoff, welcher bei Gegenwart von Selen nicht quantitativ erfasst wird. Bei
Verwendung von Quecksilberoxyd und Kaliumsulfat nach t0:llits und Mitarbei-
tern wurden sowohl bei Tyrosin als auch bei Tryptophan brauchbare, nahezu
theoretische Resultate erhalten.

2. Versuche an Lebensmitteln

Wir haben anschliessend einige der in der Literatur beschriebenen Modifi-
kationen des Kjeldahl- Aufschlusses an verschiedenen Lebensmitteln nachgepruft.
Dazu benutzten wir zunachst getrocknetes Hithnereiweiss als Vertreter eines
Lebensmittels mit hohem Proteingehalt. Als zuckerhaltige Substanz wurde Mager-
milchpulver, welches zirka 50 °/o Lactose enthalt, gewahlt. Ferner wurde schliess-
lich als ziemlich fettreiches I.ebensmittel noch ein Volleipulver in unsere Ver-
suchsreihe einbezogen. Eiweissarme Substanzen, wie etwa Malzextrakt, sind fur
derartige vergleichende Untersuchungen weniger geeignet, da die Unterschiede
erwartungsgemass nicht so stark in Erscheinung treten oder unter Umstinden
innerhalb der Versuchsfehler liegen. Die nach den verschiedenen Modifikationen
gefundenen Resultate sind in den Tabellen 3 bis 5 zusammengestellt. Sie schwan-
ken je nach Aufschlussmethode innerhalb ziemlich weiter Grenzen. Da die
beobachteten Unterschiede beim Eiweiss am ausgepragtesten sind, sollen die
Resultate anhand dieses Materials besprochen werden.

a) Selenhaltige Katalysatoren

Wir haben fur unsere Versuche zwei etwas verschiedene selenhaltige Kataly-
satormischungen verwendet. Die Mischung I wurde einem alten Entwurf fir das
Lebensmittelbuch entnommen. Die Mischung II, welche mehr Selen enthilt, ist
im Nachtrag ?7) zum Kapitel «Diatetische Nahrmittel» (Malzextrakte) veroffent-
licht worden. Diese Katalysatoren sind dhnlich zusammengesetzt wie das bekannte
Reaktionsgemisch nach Wieninger '2).

Mischung I Mischung II %7) Gemisch nach Wieninger 1?)
K2504 100 K2S04 100 Na2S04 100
CuSOq4 - 5H20 10 CuSO4 - 5H20 10 CuSO4 - 5H20 1,6
Se 1 Se 2 Se 1,6

Bei Verwendung von selenhaltigen Katalysatoren fanden wir fast durchwegs
niedrigere Resultate als mit quecksilberhaltigen.

Wie bereits mehrfach erwahnt, ist der Aufschluss bei Verwendung von
kupferhaltigen Selengemischen nach dem Griinwerden der Losung noch nicht
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Tabelle 3

Hiihnereiweiss, fein pulverisiert, lufttrocken (Wassergehalt 9,57 °/o)

Protein-
Vef\?:ch Katalysator Emwgaage Hgi?‘ Erhitzungszeit (Ng)e(!:zts)
0/p

1 Selen-Katalysator I 0,2305 5 %g R}in. l{;is griin ;g;g
2 02515 5 in. bis grin -} Rk
g | Leqne Mimne | 61000 5 30 Min. bis grin ~ + 30 Min. | 77,46
4 10 T. CusO, 0,2196 . 40 Min. bis griin - 20 Min. 77.66
5 LT, Se 0,2123 5 40 Min. bis griin - 20 Min. | 78,31
6 0,1654 > 20 Min. bis grin -+ 30 Min, g
7 0,1830 5 20 Min. bis grin -+ 30 Min. 77.74
8 0,2240 5 20 Min. bis grin -+ 30 Min. 78,17
9 0,2123 5 40 Min. bis griin -+ 20 Min. 77,86
Maittel 77,86
10 Selen-Kata'ysator 1I 0,1873 5 %g ﬁln El‘: griin -+ "77;8 Mm ;‘g,;g

11 : i 0,1635 3 in. bis grin —+ in. :
g3 f 2 S SISLMEEDE 0. | 558 5 15 Min. bis grin =~ - 30 Min. | 78,60
13 10 T. CosO, 0,2615 5 15 Min. bis griin - 30 Min. 78,52
14 2T Se * 0,2288 5 15 Min. bis griin. - 30 Min. 78,44
’ Mittel 78,61
15 Alte Leb'mittelb -Meth. | 0,2025 5 ég Ih\:}in. lI:;is griin i ;8 Rgin. ;;g:?

16 ‘ 0,1700 5 & in. bis grun 1n. )
i %uggj Miwel | 77,57
1.7 Gunning 0,2144 5 30 Min. bis griin 4~ 30 Min. 78,20
18 2 g K,S0, 0,2130 5 30 Min. bis grin -~ 30 Min. 78,14
19 0,04 & C2s0 0.2342 5 30 Min. bis griin -~ 30 Min. | 77,94
20 B SIS 0,1900 5 30 Min. bis griin - 30 Min. | 78,34
Mirtel 78,15
21 Offiz. Kjeldahl 0,1745 5 75 Min. bis grin -+ 30 Min. 77,28
22 0,2 g HgO 0,2157 5 75 Min. bis grin -+ 30 Min. 77,20
0,1 g CuSO, Mittel 77,24
23 Kjeldahl-Wilf -Gunning | 0,2020 5 15 Min. bis griin 4 30 Min. 79,40
24 3 g K,S0, 0,2460 5 15 Min. bis grin - 30 Min. 19,35
0,2 g CuSO Mittel 79,37

0,1 g HgO
25 Gunning-Arnold 0,2089 5 20 Min. bis grin -+ 30 Min. 719,29
26 4 g K,S0, 0,2234 5 20 Min. bis grin <+ 30 Min. 78,92
0,2 g CuSO, Miteel 79,08
0,2 g HgO

27 Willits 0,2215 5 20 Min. bis farblos 79,57
28 3 g K,SO, 0,2302 ) 20 Min. bis farblos 79,30
29 0,1 g HsO * 0.1660 5 20 Min. bis farblos 79,65
30 ; 0,2400 2 20 Min. bis farblos -+ 30 Min. 79,49
31 0,2088 5 20 Min. bis farblos - 30 Min. 79,50
32 0,2207 5 30 Min. bis farblos - 30 Min 79,10
33 0,1625 5 30 Min. bis farblos - 30 Min 79.30
34 0,2100 5 30 Min. bis farblos 4 20 Min 79,59
35 0,1083 7 30 Min. bis farblos -+ 30 Min 79,39
36 0,1013 10 30 Min. bis farblos -~ 30 Min 79,43
37 0,1135 5 30 Min. bis farblos -- 30 Min 78,91
38 0,0835 5 30 Min. bis farblos - 30 Min 79,16
Mirttel 79,35
39 Sarudi-Leopold 0,1895 5 40 Min. bis klar -4 10 Min. 78,50
40 10 émd HzOe 0,2458 5 40 Min. bisklar -+ 10 Min. | 78,22
41 i 0,2138 5 40 Min. bis klar -+ 10 Min. T2
- Mictel 78,23
42 Willits-Katalysator 0,1858 5 30 Min. bis klar -+ 10 Min 79,78
43 -+ H20:2 0,2613 5 30 Min. bis klar -+ 10 Min 79,38
44 10 cm® H20: 0,2094 5 30 Min. bis klar -+ 10 Min 78,75
45 g 0,2016 5 30 Min. bis klar -+ 10 Min F93d1
Mittel 79,25
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Tabelle 4
Magermalchpulver (Wassergehalt 6,81 /)

Protein-
: . gehalt
Ve;?:(:h Katalysator Emu;aage Hc'g](‘)J Erhitzungszeit in %0 der
; : Trocken-
substanz
1 Selen-Katalysator I 0,5364 5 15 Min. bis griin -+ 15 Min. 36,71
2 lg 0,5532 5 15 Min. bis grin - 15 Min. 36,87
3 0,5494 5 15 Min. bis griin -+ 15 Min. 36,90
4 0,5172 5 15 Min. bis griin -+ 15 Min. 36,75
5 0,5050 5 30 Min. bis griin - 30 Min. 36,84
6 0,4712 9 30 Min. bis griin -+ 30 Min. 36,69
7 0,4162 5 30 Min. bis griin -+ 15 Min. 36,97
8 0,4141 5 30 Min. bis griin -+ 15 Min. 57,33
Mairtel 36,88
9 Alte Lebensmittelbuch- 0,3100 5 60 Min. bis griitn - 30 Min. 37.19
10 Methode 0,3127 5 60 Min. bis griin - 30 Min. 37,38
2 g K,S80, Mittel 37,29
0,2 g CuSO, - 5H,0
11 Gunning 0,3310 5 45 Min. bis griitn 4 30 Min. 37531
12 2 g K,80, 0,3955 5 45 Min. bis griin - 30 Min. | 37.25
0,04 g CuSO, - 5H,0 Mitel | 37,28
13 Oiliz. Kjeldahl 0,4935 5 75 Min. bis grin -~ 30 Min. 36,37
14 0,2 g HgO 0,3375 5 75 Min. bis griin -+ 30 Min. 36,28
0,1 g CuSO, - 5H,O Mittel 36,30
15 Gunning-Arnold 0,5358 5 20 Min. bis grin - 30 Min. 37,86
16 4 g K,80, 0,5336 5 20 Min. bis grin -+ 30 Min. 37,99
0,2 g CuSO, - SH,O Mittel 37,92
0,2 g HgO
17 Willits 0,3615 5 40 Min. bis farblos 37,67
18 3 g K.SO 0,3653 5 45 Min. bis farblos 37,87
19 0l g HeO 0,4040 5 30 Min. bis farblos - 30 Min. 38,05
20 ; 0,4312 5 30 Min. bis farblos - 30 Min. 37,84
211 02132 2] 30 Min. bis farblos - 30 Min. 37,82
22 0,4465 5 30 Min. bis farblos -} 30 Min. 37,92
23 0,3870 5 30 Min. bis farblos -}~ 30 Min. 37,67
24 0,4650 5 30 Min. bis farblos -}~ 30 Min. 37,86
25 0,4185 5 30 Min. bis farblos -} 30 Min. 37,60
Mittel 37,76

beendet. Wird das Erhitzen unterbrochen, sobald die Losung klar erscheint, was
gewohnlich nach 15—20 Minuten der Fall ist, so findet man beim Eiweiss um
2,7 bis 3,5 %o zu niedrige Proteingehalte (Tabelle 3, Versuche 1 und 2). Bei Paral-
lelbestimmungen werden grosse Schwankungen beobachtet, da im Moment, wo
die Losung klar erscheint, der Aufschluss naturgemass nicht immer genau gleich
weit fortgeschritten ist. Erhitzt man dagegen nach dem Grinwerden noch wah-
rend 15—20 Minuten weiter, so steigen die Proteingehalte merklich an. Die
Werte bleiben jedoch bei Verwendung von Selenkatalysatoren immer noch um
0,7 bis 1,5 %0 hinter den mit dem Quecksilberkatalysator erhaltenen zurtick.

Der Selenkatalysator II, von welchem wir fiir jede Bestimmung 2 g verwen-
deten, ergab etwas hohere Werte als der Katalysator I, von welchem wir pro
Aufschluss 1 g benutzten. Die bessere Stickstoffausbeute mit dem Katalysator 11
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Tabelle 5

Oolleipulver (Wassergehalt 4,6 °/v)

Protein-
VQI’S:I.CI'I Katalysator Einwaage H(;ISHE)J Erhitzungszeit [ﬁih(:lzts]
%/

1 Selen-Katalysator I 0,2848 7 60 Min. bis griin -+ 20 Min. 46,66
2 0,3302 7 90 Min. bis griin -+ 30 Min. 46,72
3 0,3397 7 90 Min. bis griin -+ 30 Min. 46,47
4 Selen-Katalysator II 0,3345 5 60 Min. bis grin -} 30 Min. 46,47
5 0,2843 5 60 Min. bis grin -+ 30 Min. 46,53
Mittel 46,57

6 Willits 0,3960 5 S0 Min. bis farblos 47,20
7 3 g K,SO 0,4028 5 50 Min. bis farblos 47,14
8 0,1 g HgO : 0,3468 i 60 Min. bis farblos -+ 30 Min. 47,20
9 0,2970 S5 40 Min. bis farblos - 30 Min. 47,35
10 0,3580 5 40 Min. bis farblos -}- 30 Min. 47,42
Mittel 47,26

11 Sarudi-Leopold 0,2568 5 55 Min. bis farblos - 10 Min. 46,47
12 10 cm3 30%0 H2O2 0,3847 5 50 Min. bis farblos - 10 Min. 46,60
15 : 0,3032 3] 50 Min. bis farblos - 10 Min. 46,61
14 0,3570 5 60 Min. bis farblos -+ 20 Min. 46,39
15 0,3600 5 60 Min. bis farblos - 20 Min. 46,21
Mittel 46,46

16 Willits-Katalysator 0,3300 5 45 Min. bis farblos -+ 10 Min 47,38
17 -} Ha202 0,2580 5 60 Min. bis farblos -} 15 Min 47,34
18 7 cm® 30% Hz02 0,2760 5 60 Min. bis farblos - 15 Min 47,29
19 o 0,3050 5 60 Min. bis farblos - 15 Min 47,21
Miteel 47,31

ist vermutlich auf den grosseren Kaliumsulfatgehalt des Reaktionsgemisches zu-
rickzuftihren (Siedepunkterhéhung).

b) Kupfersulfat-Kaliumsulfatkatalysator

Nach der Methode Gunning sowie derjenigen des alten Lebensmittelbuches
(2. Auflage) wird nur Kupfersulfat und Kaliumsulfat als Katalysator verwendet.
Wie zu erwarten war, ist der Aufschluss auf diese Weise unvollstaindig. Wir
fanden mit diesen Zusitzen bei Hithnereiweiss um rund 1 %o zu niedrige Resultate.
Ohne Quecksilberkatalysator ist es nach unseren Erfahrungen nicht moglich, den
gesamten Stickstoff darin quantitativ zu erfassen.

¢) Quecksilberhaltige Katalysatoren

Wir haben verschiedene quecksilberhaltige Katalysatormischungen zu unseren
vergleichenden Untersuchungen verwendet. Nach der offiziellen Kjeldahl-
Methode der Association of official Agricultural Chemists (A.O.A.C.), bei welcher
nur HgO und CuSOs zugesetzt werden, erhielten wir zu niedrige Werte, ahnlich
wie mit dem Selenkatalysator. Nach den andern Modifikationen (CD:ulfarth-
Gunnming, Gunning-Arnold und Wh:llits und Mitarbeitern), bei welchen neben
Quecksilber auch noch Kaliumsulfat zugegeben wird, fanden wir durchwegs
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hohere, anndhernd richtige Resultate. Um die organische Substanz innert niitz-
licher Frist vollstandig aufzuschliessen, scheint demnach neben Quecksilber auch
ein Zusatz von Kaliumsulfat unerlasslich zu sein. Die zusatzliche Verwendung
von Kupfersulfat neben Quecksilber und Kaliumsulfat, wie es die Methode
Wilfarth-Gunning vorschreibt, ist ohne Einfluss auf die Resultate und beschleu-
nigt die Reaktion nach unseren Beobachtungen nicht merklich. Aus diesem
Grunde schlagen wir vor, kein Kupfersulfat zuzusetzen. Die von Willits und
Mitarbeitern urspriinglich angegebenen Reagenzienmengen haben wir auf 1/5
reduziert, um sie so fir die angenehmere Halbmikromethode anwenden zu konnen.
Die Substanzmenge wurde allerdings nicht im gleichen Verhaltnis herabgesetzt,
woraus sich jedoch keinerlei Schwierigkeiten oder Nachteile ergaben.

d) Uersuche mit HgO- und Se-haltigem Katalysator

Anlasslich einer Sitzung der Lebensmittelbuch-Kommission wurde von Herrn
Dr. Wyler (E.G.A) die Anregung gemacht, dem W:llits-Katalysator geringe
Mengen Selen (10 °/o der HgO-Menge) beizufiigen, wie dies von gewissen ameri-
kanischen Autoren vorgeschlagen wird. Dadurch soll die Verbrennungszeit
wesentlich abgekiirzt werden, ohne dass Stickstoffverluste entstehen.

Wir haben daher noch weitere vergleichende Versuche mit selenfreien und
selenhaltigen Katalysatoren durchgefiihrt, welche in der Tabelle 6 wiedergegeben
sind.

Tabelle 6
Uersuche mit selenfreiem und Se- und HgO-haltigem Katalysator
Willits-Katalysator Se- und HgO-haltiger
(ohne Selen) Katalysator
Substanz
Einwaage Eﬂzligflilllgs' Resultat | Einwaage Erthtiztu‘u}gs- Resultat
Minuten Minuten
Tryptophan 0,1428 | 40+ 0 | 96,45 | 0,1471 | 26+ 0 | 95,08
Tryptophan 0,1225 45+30 | 99,52 | 0,1265 | 30+30 | 98,35
Tryptophan 0,1330 80+30 | 98,88 0.1386 | 40+40 | 98,59
Tryptophan 0,1479 | 65+45 | 99,15
Hihnereiweiss, lufttrocken | 0.1884 | 18+ 0 | 79,09 | 0,1862 9+ 0 | 7904
0,1788 30+ 0 79,13 0,1822 18+ 0 79,11
Hithnereiweiss 0,1766 | 26+ 0 { 79,27 |:0,1785 | 12+ .0 | 79,04
+ 0,3 g Glucose -

*) Die erste Zahl gibt die Zeit an, welche erforderlich war, bis das Reaktionsgemisch farblos erschien,
die zweite bezieht sich auf die Nacherhitzung.

Bei Verwendung des kombinierten Se- und HgO-haltigen Katalysators er-
scheint das Reaktionsgemisch bei gleicher Erhitzung in der halben Zeit farblos
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und klar. Bei Tryptophan muss man von diesem Moment an auf jeden Fall noch
weiter erhitzen, weil sonst um 4 bis 5 %0 zu niedrige Werte gefunden werden.
Durch langeres Erhitzen steigt die Ausbeute, die N-Gehalte erreichen allerdings
beim selenhaltigen Katalysator nicht ganz den Wert, welchen man mit dem
selenfreien Willits-Katalysator erhélt. Bei cyclisch gebundenem Stickstoff sind
demnach selbst bei minimem Selenzusatz geringe Verluste (0,5—1 %) zu ver-
zeichnen.

Bei Hithnereiweiss dagegen findet man praktisch den gleichen Stickstoff-
gehalt, gleichgtltig ob mit dem selenfreien (Villits-Katalysator oder aber mit dem
kombinierten Katalysator verbrannt wird. Die Reaktionszeit wird bei Selenzusatz
auch hier auf die Halfte herabgesetzt, was bei Serienuntersuchungen von Vor-
teil ist.

In der Praxis wird man fir die Stickstoffbestimmung in Lebensmitteln ohne
Bedenken den kombinierten selenhaltigen Katalysator verwenden konnen, weil
die cyclischen Aminosauren in der Regel nur in relativ geringen Mengen vor-
handen sind. Wie die Beispiele am Hiuhnereiweiss zeigen, liegen die Unter-
schiede gegeniiber dem Se-freien HgO-Katalysator nach Cillits innerhalb der
Versuchsfehlergrenze.

e) Uerhdltnis von Substanz- und Schwefelsiuremenge

Da nach Literaturangaben das Mengenverhaltnis von Schwefelsaure und
angewendeter Substanz von Einfluss auf die Resultate sein soll, haben wir dieses
in einigen Versuchen variiert. Die Menge des Katalaysators betrug in allen Fallen
3 g. Wie aus den Versuchen 30—36 in Tab. 3 hervorgeht, findet man die gleichen
Proteingehalte, gleichgiltig ob man 0,1 g Eiweiss mit 10 cm® Schwefelsaure oder
0.24 g mit nur 5 em? Schwefelsdure verbrennt. Es ist demnach nicht notig, einen
ubermassig grossen Schwefelsaureiiberschuss anzuwenden. Die in der endgiiltigen
Vorschrift (sieche Methodik) angegebenen Mengen geniigen, um die Substanz
vollstandig aufzuschliessen und Stickstoffverluste zu vermeiden.

f) Einfluss des (eitererhitzens nach dem Klarwerden

Bei verschiedenen Aufschlussverfahren (z.B. selenhaltige Katalysatoren) ist es
notwendig, nach dem Klarwerden des Reaktionsgemisches noch eine gewisse Zeit
weiter zu erhitzen, weil sonst zu niedrige Stickstoffgehalte gefunden werden.
Reith und Wasink %) haben gefunden, dass bei verschiedenen reinen Amino-
sauren, selbst bei Verwendung von Quecksilber und Kaliumsulfat, noch lingere
Zeit weiter erhitzt werden muss, um den Stickstoff annahernd quantitativ zu
erfassen.

Beim Aufschluss von Lebensmitteln mit dem TWillits-Katalysator ist dies nicht
erforderlich. Der gesamte Stickstoff ist in Ammoniumsulfat tibergefiihrt, sobald
die Losung klar und farblos erscheint, wie die nachstehenden Versuche zeigen.
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Wir verwendeten dazu Casein, weil dieses relativ viel cyclische Aminosauren
enthalt und die Unterschiede hier besonders deutlich zum Vorschein kommen
sollten.

Uersuche mit Lab-Casein:  Trockensubstanz = 90,8 0/
Asche = 8,37 %
Die Verbrennung erfolgte mit 5 cm? HaSOs4 + 3 g KoSOs4 + 0,1 g HgO.
Erhitzungszeit 9/ Casein
Einwaage bis farblos nacherhitzt (Nx6.4)
0,1525 g 1/5 Std. 0 77,61 %o
0.1910 g /2 Std. 0 77,70 %
0.1490 g 1/2 Std. 21/> Std. 77,32 %
0,1703 g 1/2 Std. 2/2 Std. 77,39 %

Durch 21/sstiindiges Weitererhitzen werden nicht hohere, sondern etwas
niedrigere Proteingehalte gefunden, was vermutlich auf eine minime Verflichti-
gung von Ammoniumsulfat zurtickzufihren ist.

¢) Aufschluss unter Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd

Durch Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd kann die Zerstorung der organischen
Substanz beschleunigt werden. Sarudi **) hat eine Methode beschrieben, bei wel-
cher er die Verbrennung mit relativ wenig Schwefelsaure (5 cm?®) und wechselnden
Mengen H20:z (10—15 cm?®) in kurzer Zeit ohne Katalysator vornimmt. Leopold?*)
hat spater gezeigt, dass nach dieser Methode zu niedrige Werte gefunden werden.
Eine gewisse Nacherhitzung der klaren Losung sei notwendig, um den gesamten
Stickstoff zu erfassen. Wir haben nach der von Leopold modifizierten Methode
gearbeitet. Diese ist allerdings etwas umstandlicher, da man vor jedem neuen
H202-Zusatz das Reaktionsgemisch abkiihlen lassen und in der Regel mehrmals
weiter erhitzen muss, bis die Losung endgiltig farblos bleibt. Nach unseren
Befunden liefert aber auch diese modifizierte Sarudi-Leopold-Methode zu nied-
rige Proteingehalte (Tabelle 3 Versuche 39—41).

Richtige Resultate fanden wir jedoch, sobald wir bei der Verbrennung mit
Wasserstoffsuperoxyd den Quecksilberkatalysator zufigten (Tabelle 3 Versuche
42—45). Quecksilber scheint auch hier unerlasslich zu sein, um die letzten Reste
von cyclisch gebundenem Stickstoff zu erfassen. Eine ins Gewicht fallende Ver-
kiirzung der Aufschlusszeit wird durch den Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd in
der Regel nicht erreicht. Bei fettreichen Lebensmitteln dagegen, z.B.Volleipulver,
welche sich sehr langsam verbrennen lassen und viel Schwefelsaure verbrauchen,
wirkt ein Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd giinstig und beschleunigt die Ver-
brennung.

In diesem Zusammenhang sei auf die interessante Arbeit von Lundin und
Mitarbeiter **) hingewiesen, welche bei ihrer Schnellmethode ebenfalls mit
Wasserstoffsuperoxydzusatz bei Gegenwart von Quecksilber, Kupfer und Kalium-
sulfat verbrennen.

25



IV. Methodik

Prinzip: Der Aufschluss der organischen Substanz erfolgt durch nasse Verbren-
nung mit konz. Schwefelsaure und einem Katalysatorgemisch, bestehend aus
Kaliumsulfat und Quecksilberoxyd und Selen. Zur Bestimmung des gebildeten
Ammoniaks wird mit Natronlauge-Thiosulfatlosung versetzt und destilliert,
worauf das Ammoniak acidimetrisch bestimmt wird.

Reagenzien:

Konz. Schwefelsdaure, spez. Gewicht 1,84

Katalysatormischung. 100 g pulv. Kaliumsulfat, 3 g pulv. Quecksilberoxyd und 0,3 g
Selen werden im Morser gut gemischt.

Natronlauge-T hiosulfatlosung. 100 cm3 50 %ige Natronlauge werden mit 25 cm?
8 %/oiger Thiosulfatlosung gemischt.

Misch-Indikator. 40 mg Methylrot und 10 mg Methylenblau werden in 100 cm?
95 %igem Alkohol gelost.

Ausfiithrung: Die Einwaage richtet sich nach dem Proteingehalt des zu unter-
suchenden Materials; sie schwankt in der Regel zwischen 0,2 und 1 g Trocken-
substanz. Der Stickstoffgehalt der abgewogenen Probe sollte 25 mg N nicht
tbersteigen. Die Substanz wird in einem 100-cm?®-Kjeldahl-Kolben mit 3 g
Katalysatormischung, einigen Glasperlen und 5 cm?® konz. Schwefelsaure ver-
setzt. Bei grosseren Einwaagen oder fettreichen Substanzen fiigt man etwas
mehr Schwefelsaure (6—10 cm?) zu. Die Offnung des Kolbens wird mit einem
Trichter oder einer gestielten Glaskugel lose verschlossen. Es ist darauf zu
achten, dass die Substanz vor dem Erhitzen gut mit H2SO4 durchtrankt ist,
damit kein Anbrennen derselben erfolgen kann. Dann erhitzt man den Kolben
vorsichtig mit kleiner Flamme. Falls die Mischung stark schaumen sollte, fugt
man 1—2 mg Stearinsdure bei, worauf der Schaum zusammensinkt. Die Flam-
me wird so reguliert, dass die Schwefelsdaure schwach kocht und keine grossen
Mengen Schwefelsaure (SOs-Ddampfe) abdestillieren, weil sonst Stickstoffver-
luste eintreten kénnten. Man erhitzt so lange, bis das Reaktionsgemisch voll-
standig klar und farblos erscheint, was in der Regel nach 20—30 Minuten der
Fall ist *). Sobald der Aufschluss beendet ist (klare, farblose Losung), lasst
man den Kolben erkalten und verdiinnt mit ca. 20 cm® Wasser. Zur Destilla-
tion des Ammoniaks eignet sich besonders gut die Apparatur nach Parnass-
Wagner; es kann aber auch jede andere Destillationsapparatur beniitzt wer-
den. Man spilt die verdiinnte Aufschlussflissigkeit quantitativ in die Appa-

*) Bei fettreichen Substanzen, welche sehr langsam verbrennen, kann man den Auf-
schluss etwas beschleunigen, indem man am Anfang, nachdem sich die Substanz in der
Schwefelsdure gelost hat, vorsichtig und portionenweise 5—10 cm? reines 30 %oiges
Wasserstoffsuperoxyd zusetzt und vorsichtig erhitzt. Die Hauptmenge der organischen
Substanz wird dadurch in kurzer Zeit oxydiert.
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ratur, macht mit Natronlauge-Thiosulfatlosung alkalisch (in der Regel
genligen 15—20 ¢cm?®) und destilliert in eine Vorlage mit 20 cm? 0,1n-HCI oder
H2SO4. Bei geringen Ammoniakmengen (entsprechend 5—10 cm?® n/10 HCI)
braucht man keine Saure vorzulegen. Man kann direkt in eine Vorlage mit
10—20 cm?® Wasser destillieren. Wenn das Ammoniak quantitativ ibergetrie-
ben ist, was je nach Apparatur und Stickstoffmenge 2—5 Minuten erfordert,
wird die Destillation unterbrochen, die Vorlage mit 1—2 Tropfen Indikator
versetzt und mit 0,In- oder 0,05n-NaOH titriert. Der Umschlag ist sehr
scharf. Die Farbe des Misch-Indikators ist im sauren Gebiet rotlich, im Aqui-
valenzpunkt farblos und 1m alkalischen Gebiet grin.

Zur Prifung der Reagenzien auf Reinheit wird ein Blindversuch mit 5 c¢m?
Schwefelsdure, 3 g Katalysator und 0,1—0,2 g Glucose ausgefiihrt.

l

Berechnung: 1 cm® 0,1n-HCI 1,4008 mg N

8,755 mg Protein (N - 6,25)

Anmerkung. Erst wahrend der Drucklegung dieser Arbeit sind wir auf das Referat
einer Publikation von zwei britischen Forschern gestossen, welche eine ganz ahnliche
standardisierte Methodik des Kjeldahl-Autschlusses beschreiben wie wir.

Nach Middleton und Stuckey3?) ist es wesentlich, die Menge der zum Aufschluss
bendtigten Schwefelsdure festzulegen, unter Berticksichtigung des Anteiles, der wiahrend
des Erhitzens zur Oxydation der organischen Substanz verbraucht wird und als SO2 ent-
weicht. Zur Berechnung der Schwefelsauremenge wird eine Formel, sowie eine Tabelle
angegeben.

1 g von verbraucht c¢m? konz. H2SOqy
Kohlenhydrat 4,0
Fett 9,7
Protein 49

Die Arbeitsvorschrift von Middleton und Stuckey lautet:

«Man wigt soviel Probe ein, dass bei der Titration 20—30 cm? 0,1n-Sdure verbraucht
werden, versetzt mit 3 g wasserfreiem Natriumsulfat, 0.3 g stickstoffreiem Quecksilber-
oxyd und 6 cm3 und der oben berechneten Menge stickstoffreier Schwefelsdure. Enthilt
die aufzuschliessende Substanz Halogen, so erhitzt man sie mit Schwefelsdure 15 Minuten
lang vor der Zugabe von Quecksilberoxyd und Natriumsulfat. Das Gemisch wird dann
2 Stunden lang in leichtem Sieden gehalten, bis es farblos geworden ist.»

Zusammenfassung

1. Es wird eine kurze Literaturiibersicht Uber die verschiedenen Modifikationen des
Kjeldahl-Aufschlusses gegeben.

2. Diverse Katalysatoren wurden an Modellsubstanzen und einigen Lebensmitteln aus-
probiert. Dabei konnten die in der Literatur mehrfach erwidhnten Stickstoffverluste
bei der Verwendung des Selenkatalysators bestatigt werden. Die besten Resultate
erhalt man mit quecksilberhaltigen Gemischen.
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Fiir die Stickstoffbestimmung in Lebensmitteln kann ohne Bedenken ein kombinierter
HgO- und Se-haltiger Katalysator verwendet werden. Dieser hat den Vorteil, dass
die Verbrennung viel rascher beendet ist, ohne dass nennenswerte Stickstoffverluste
auftreten. Bei fettreichen Substanzen empfichlt sich ein Zusatz von H20s.

Eine als zuverlassig befundene, fir Lebensmittel allgemein anwendbare Halbmikro-
methode wird beschrieben und empfohlen. An Stelle des unangenchmen Natrium-
sulfids wird fir die Destillation eine Natronlauge-Thiosulfatlésung benutzt.

Résume

La littérature concernant les diverses modifications apportées a la destruction de la
matiere organique selon Kjeldahl est bri¢vement passée en revue.

Divers catalyseurs ont été essayés avec des substances types et avec quelques denrées
alimentaires. Ces essais ont confirm¢ les indications de la littérature quant aux pertes
en azote fréquemment observées lors de l'emploi de catalyseurs au sélénium. On
obtient les meilleurs résultats avec des mélanges de catalyseurs contenant du mercure.

Pour le dosage de I'azote dans les denrées alimentaires on peut se servir sans crainte
d’un catalyseur mixte au sélenium et a l'oxyde de mercure (HgO). Celui-ci offre
I'avantage d’accélérer fortement la destruction de la matiére organique et de ne
donner pratiquement pas lieu a des pertes d'azote. Une addition d'eau oxydénée est
recommandée lersqu'on a affaire a des aliments riches en graisse.

On décrit et recommande, pour les denrées alimentaires, une semimicro-méthode qui

est d’emploi général. Le sulfure de sodium, peu agréable, est remplacé — pour la
distillation — par une solution mixte de soude caustique et de thiosulfate de sodium.
Summary

The literature on the various modifications of the Kjeldahl method for the determi-

nation of nitrogen is briefly reviewed. Various catalyst mixtures have been tested. It has
been found that a catalyst mixture composed of selentum and mercuric oxide gives the
best results for the destruction of the organic matter of foodstuffs. In the presence of
much fat an addition of hydrogen peroxide is recommended. A semimicro Kjeldahl
method of general use for foodstuffs is proposed and includes the use of a solution
containing sodium hydroxide and sodium thiosulfate instead of the usual sodium sulfide.
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