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dation von Myoglobin mit Luftsauerstoff durch Natrium

katalysiert (8).

: 7 an”
An Hand der obenerwdhnten Literaturangaben kand man

: 2 s1eltel
nehmen, dass das in den Pdkellaken (4,14) und im gepoke

: der
Fleisch (15) gebildete Hydroxylamin an der Reduktion

R 118
Ferrieisenionen von Myoglobin zu Ferroeisenionen betel

ist, die fiir die Entstehung von Nitrosomyoglobin (16) notwe”
dig sind. Wie wir festgestellt haben,hiéngt die NitrOSomyogN—
bin- Konsentration vom Eisenmyoglobingehalt im MYSKElZe'ew
direkt ab (17,18). Aber die sonst positiven Reduktion531gew

: i = nge®
schaften von Hydroxylamin konnen unter Pdkelungsbedingu
ge10st®
¢ 43¢

und 1in Gegenwart von den in der Pdkellake
Luftsauerstoff sowie Nitrit und Nitrat auch hegativ au
POkelfarbe des Fleisches einwirken.

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss des 1P ®

rii”
Ptkellaken geldsten Luftsauerstoffes auf die Bildung VOB &

-

nen Pigmenten in Anwesenheit von Hydroxylamin untersuCht'

er?
bel bezweckten wir die Bestimmung des Prozentsatzes VOB F

s
> pas
und Ferrieisenionen in griinen, braunen sowie grauen

globinldsungen.

] 8%
Anstatt Myoglobins wurde mit kristallinem HamoglobiP

ver”
arbeitet, was die Losung der gesetzten Aufgaben gusserst
durchaus
Lot
oy

einfachte und erleichterte. Solch ein Ersatz ist
moglich, da die Redoxeigenschaften der Eisenionen voR
und Myskelgewebepigmenten gleich sind (19). Zur Gewinnubé v’
kristallinem Hd@moglobin haben wir die Methode von Kanié ve:
wendet (20). Das mit dieser HMethode gewonnene HémogIODr
wird der Myoglobinldsung analog getrocknet und mit fraha
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beechriebenen Methoden zum konstanten Gewicht gebracht (17,18)
Zur Bestimmung des Prozentsatzes von Ferro- und Ferriei-
*®nionen beim gemeinsamen Vorkommen derselben in griinen,brau-
€0 Sowye grauen Hiémoglobinlsungen wurde ein photokolori-
metriSChes Verfahren entwickelt, das auf der von Wong (21)
vorgeSchlagenen Rhodanidmethode der Bestimmung von Gesamt-
eisengEhalt im Blut beruht. Der Vorteil dieses Verfahrens
gegenﬁber allen anderen kolorimetrischen Methoden zur Bestim-
g von Eisen im Blut besteht darin, dass hier Zusserst emp-
rlndliChes Reagenz - Rhodankalium verwendet wird. Das ermdg-
Hont das Erhalten von geférbten Lisungen in starksaurem Mi-
18U, Diege Tatsache wurde von Wong zur quantitativen Abspal-
g deg Eisens vom Hiémoglobin ausgenutzt, was seinerseits
oh Unsere Aufgabe bei der Entwicklung eines Verfahrens zur
estimm“ng vVon Ferri- und Ferroeisen in H@moglobinlOsungen er-
leichterte. Aber neben dem obengenannten Vorteil hat das Ver-
Ten von Wong zwei wesentliche Nachteile. Erstens ruft die
“gane der gesittigten Kaliumpersulfatlésung zwecks Ferro-

0 ks
1senoxyd&t10n eine schnelle Bildung von gelben Stoffen he
Vop

(7
Ty

* 8e kiinstlich die Extinktion von Rhodanideisen steigern
* Zweitens wird als Eiweissf#llungsmittel das Natriumwol-
Amat Verwendet, das, wie bekannt, in saurem Milieu Ferri-

81'&eni"nen reduziert, was natiirlich den Extinktionswert von
isenrh°dan1d herabsetet. Ausserdem steht das Verfahrem von
e, das auf ger visuellen Extinktionsbestimmung beruht, der
Dotok°10r1metrisohen Methode an Prézision nach. Unten wird

e teilen freie
se en Nachteilen Ifre
Yon upg entwickelte, von obenbemerkten I

‘erro- und
Dhotok°10r1metrische Methode zZur Bestimmung von Ferrc




Ferrieisenionen beim gemeinsamen Vorkommen

Hé@moglobinldsungen beschrieben.

pide”

Messkolben abgewogen und in 50-50 ml

illiertem Wasser geldst., Dann werden 4 ml Aceton zugefué 3
g

2 X auf
wird stehengelassen, bis sie sich :

mit bi-

Die hergestellte L&sung

Zimmertemperatur erwdrmt. Danach wird bis zur Marke
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destil je Lbsunb
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Glas filtriert.
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& Ky8,0g (p.a.) W= : ¥
einem 100 ml Messkolben mit bidestilliertem Wasser 56105

. Fallf

wonach die LOsung durch Filterpapier filtriert wird. 5
wahrend der Lagerung weisse Flocken erscheinen, ist einé [ b
frische
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Trichloressigsdureldsung (20).

Fiir das Verdiinnen und andere Zwecke ist das zweimal

I o P de
Glasgerat und liebigkiihler destillierte Wasser zu verwel
st 8
” v

Beim Entdecken von Eisenspuren in bidestilliertem WasseT

es wieder zu destillieren.

41136 t
Alle benutzten Kolben und Reagenzglidser sind sOTSfal

es%” | &
mit Chromsduregemisch, dann mit Leitungswasser und sopld
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Mt bidestilliertem Wasser zu reinigen.

Bestimm nung der Konzentration von Ferroeisenionen

_von Standardldsungen

LOSdnb Ne? 1. 0,7 umkristallisiertes Mohrsches Salz
/Feg
S0 2 - %
4<k{ ) 004 6H,0/ werden in einen 1000 ml Messkolben ab-

ge wo
88N ung 4n 200-250 ml
gely
8 A .e 1 rerde
%) 1n das 10 ml 10% ige Schwefelsdure zugegeben werden.

T@ﬂach

Wird mit gekochtem liertem Wasser bis zur Mar-

Aufoaers e p =
gefillt, Dpie L6sung enthdlt 100 Eisen/1 ml.

L¢ . ¥
‘9§395_ilmg; 100 ml der L8sung N2 1 werden in einen I 1

=
o
~
o
@
(=]
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fard
-
8
~
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1

einpipettiert und mit

bidestilliertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Die

L
*ng eénthalt 10 Y Eisen/l ml.
50 LQEHQC‘E? 3. 50 ml der Losung N2 2 werden in elnen
,‘ ok MESSkOJheu, der 5 ml 10% ige H, enthdlt, einpi-
De l
: Hiert und mit gekochtem bidestilliertem Wasser bis 2zur
LETS) -
2 Sufgefiilt. Die Lésung enthalt 17y Eisen/l ml.
. Bsung Ne 4, 25 ml ger Lésung N° 3 werden in einen
0 m < ‘
; esskolben, der 2,5 ml 10% ige
npipett‘ert und mit gekochtem bidestillie T

ke gy _ il
8ufgefiillt, Die Lésung enthdlt 0,17y Eisen/l mli.

Ermittlung der Eichkurve

1] laT
o debtlmHVut des Eichkurve-Anfangspunkies wird 1 ml dg

ang L it g
ardlosung N® 4 4in einen 25 ml Messkolben einpipet
tiert

S t dest i
Danach werden der Reihenfolge nach 0,5 mi bidestillier

+ "Na» 3 - 11 K hi -
( SSeT, 5 m1 9N H,S0, und 2,5 ml 1% iges K,5,0g hinzu
e Ly 2

&%+ Dann wird geriihrt und 2-3 Minuten lang stehengelas-
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sen, wonach 1 ml Trichloressigsdure sowie 12,5 ml Aceto

n bed

gegeben, mit Leitungswasser abgekiihlt und 2,5 ml Ammond¥™”
rhodanatltsung zugefiigt werden. Der Kolben wird verstopft W

v s e t
die Liosung geriihrt. Die Farbintensitét der Losung wird gof0*

l‘
mit einem Photokolorimeter gemessen., 25 ml der LOsung enth®

ten 0,1~y Eisen.
wird

n e

Zur Bestimmung des néchsten Punktes der Eichkurve
1 ml der Standardl&sung N2 3 in einen 25 ml Messkolbe

, g
pipettiert, und weiter wird wie oben verfahren, 25 ml derL

: -
sung enthalten 1y Eisen. Dann werden 0,5 ml der Standardl
G " " - et
sung N¢ 2 in einen 25 ml Messkolben einpipettiert. weit
23

wird wie oben verfahren mit dem Unterschied, dass 1 nl
destilliertes Wasser hinzugefiigt wird. 25 ml der Lésuw
enthalten 57y Eisen.

ur Bestimmung des n#échsten Eichkurvenpunktes wird 18

-

der Losung NY 2 in einen 25 ml Messkolben einpipettierts
nach wie oben beschrieben verfahren wird. 25 ml der Iﬁauw
enthalten 10y Eisen.

Die obengenannten Schwefelsiurekonzentradionen 312 i
Ferrosalz-StandardlGsungen hemmen praktisch bei Zimmertempr
ratur deren Oxydation mit Luftsauerstoff (7).

Die erhaltenen Ergebnisse der Farbmessung ermﬁgliChen
Ermittlung der Eichkurve fiir die Ldsungen mit bestimmte®

Ferroeisengehalt (s. Abb.).

|

|

\
W A " DeV
Wie aus der Abbildung zu ersehen ist, besteht eine i

A . 1 " . ro’
re AbhZngigkeilt zwischen der Farbintensitdt und dem Fe¥
: . OJ
eisengehalt nur beil dessen Konzentration im Bereich VOB
1 o) "\ s nE ah/
bis ]U,()x' in 25 ml der kolorimetrierten L&sung, da pel .

6




&ren E
i . -
8eénkonzentrationen die Losungsfarbe nicht mehr dem

L&mb
ert- ,
rt BeGrschen Gesetz folgt.

Y ’
U diesem Zweck wurden Reagenzien derselben Konzentra-

tio
nen
und Volumina verwendet, wie auch zur DBestimmung der

KORZe
nt
K Tation von Ferroeisenionen, nur ohne Zugabe von
aliy
m :
perSU1fat,aa3 als Ferroeisenionen-Oxydans auftritt.

D - g
ie Vorléufigen Versuche mit Eisenammoniumalaun-Standard-

Ssun,
B /NH4F6(804)2' 12H,0/ ergaben die Gliltigkeit  der

Sty
¢ i -
kelten Methode der Bestimmung von Ferroeisenionen-Kon-

2
entration nok

zur Bestimmung von Ferrieisenionen-Konzentra-

10n
Die lineare Abhéngigkeit zwischen der Intensitét der

entst
¢henden Farbe und dem Ferrieiseniomengehalt in der Lo-

Sup
& 00 &
st ger fliir die Ferroeisenldsungen erhaltenen Abhangig-
8t
ldentisch, sie wird auch bei Eisenionenkonzentrationen

0 Be )
; Teélch von 0,1_10-Y in 25 ml der kolorimetrierten 1LOsung
EObachtet‘

W P 1 :
fon  in ger Losung Ferro- und Ferrieisenionen anwesend

Sing
' st zZuerst ohne Zusatz von Kaliumpersulfat die Ferriei-

Beni
Onen. . X .
®n-Konzentration zu bestimmen. Danach wird zu einer

Wdey :
‘R Probe Kaliumpersulfat hinzugefiigt und der Gesamtgehalt

W p
a .
TTO- und Ferrieisenionen bestimmt. Dabei bezeichnet die

iffe
TeNZ zwischen dem Gesamteisengehalt und dem an Ferriel-

hey
t
Yon 25.10"6¢ igem NH,0H in dem zu analysierenden

| teny
0
e Konzentration von Ferroeisenionen., Die Anwesen—
| 1 18“ h

| indert die quantitative Eisenbestimmung nicht.







"rd q1e Losung zundchst um das 10-fache mit gekochtem bi-
destilliertem Wasser verdiinnt., Vor dem Abpipettieren der Pro-
M ¥ird die Luft wie oben entfernt und das Probeabpipettieren
e Oben beschrieben durchgefihrt.

Damit qje Losung sich nicht erwdrmt, werden zur Bestim-
"ung von Ferrieisenkonzentration 5 ml Zentrifugat in  elnen
B m Messkolben eingetragen, der in Eiswasser gehalten wird.
Yach 8-10 Minuten werden 5 ml bidestilliertes Wasser und

12 s fog % :
12 ol Aceton zugefiigt: zum Durchmischen der Losung wird der

Kolpep gedreht und zum Abkiihlen noch 7-8 Minuten lang stehen-
Slassen, Dann wird der Kolben aus Eis herausgenommen,es wer-
dm12’5 ml Rhodanid gegeben. Anschliessend wird kolorimet-
Hert, Es wird ein griines Filter verwendet.

dur Bestimmung des Gesamteisengehaltes an Ferro- und
FeI‘rie1Senlonen werden 5 ml Zentrifugat in einen 25 ml Messkol-
g ¢lngetragen, 2,5 ml bidestilliertes Wasser und danach
35 Ml Aceton hinzugefiigt. Nach dem Umriihren werden 2,5 ml
wi“mperSulfatlﬁsung zugegeben. Die Losung wird wieder durch-
Mischt yng 2-3 Minuten stehengelassen. Danach wird  photo-

k
Olorimetriert,

ge E
StelltEH Losungen benutzt mit dem Unterschied, dass anstatt

] w
Oniumrhodanats dieselben Mengen von destilliertem Wasser

2y e
Eetiigt werden.

2 3 1t.
Es Werden vier Arten von HimoglobinlOsungen nergestell

7 -ockenes
dur Herstellung der ersten Losung werden 0,15 & i

abgewogen

9

T
Stallines Hémoglobin in einen 50 ml Messkolben
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und der Reihenfolge nach 15-20 ml bidestilliertes WasseT ®

wie 10 ml Citrat-Phosphat-Pufferldsung mit pH 5,2% zugese®™”
Danach wird der Kolbeninhalt mit demselben Wasser bils Zurmar
ke aufgefiillt. Diese Losung dient zur Kontrolle.

Die zweite LOsung wird ebenso hergestellt, aber mit 2
gabe von 5 ml 0,005% igem Hydroxylamin.
Die dritte Losung wird wie die zweite hergestellt, abe”
efiigh

der

zusdtzlich werden 2,5 g 5% iges Natriumchlorid hinzug

Das sichert einen den Pdkelwaren eigenen Salzgehalt in

\ % z efe

Probe (22). Nach dem Umriihren wird jede Ldsung in eine ti
e

Petrischale eingetragen und offen bei 15-17°% st(-;hengelass

)
Die vierte Lésung wird wie die zweite hergestellt, ab

. . i : g 2 der
nach dem Auffiilen bis zur Marke und Umriihren wird daraud

e f = ¢ ; : vt
geloste Luftsauerstoff mit Hilfe von Kohlendioxyd entfer?d
d
Danach wird die Losungsoberfldche mit Vaselindl iibergossen

: hA : : te¥
bei der fiir alle anderen L3sungen angegebenen Temperatul %

3 : 4 s 23 rd”
engelassen. Die quantitative Bestimmung von Ferro- und Fer

. % voP
eisenionen wird an dem Tage durchgefiihrt, als in einer
Petrischalen die Ldsung sich griin farbte.

Die Ergebnisse sing in Tab.l zusammengestellt.

B R : L & end
*ir des Milieu haben wir den pH-Wert 5,2 gewahlt, 2rt“
wie unsere vorldufigen Versuche mit verdiinntem defibrini€f’ ..

2n, entwickelt sich die griine Farbung von Hémgig -

b 3
hem pH-¥ert in Anwesenheit von Hydroxy}aminubgig’

besonders intensiv, Die Bildung von  griinen parbe?
auch bei pH 5,8 vor sich. Bei pH 4 Kol~
ymente braun, wdhrend bei pH 6,8 - QUDRLT g~

diese Versuche wurden G1trat—Phosphat—Puff3rlos
verwendet.,
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Konzentration von Ferro- und Ferrieisenionen in griinen,
braunen und grauen H&amoglobinlOsungen am siebenten

Lagerungstag

Bel Luftzutritt :Ohne
: :Luftzutritt
e —— S —— Fom e ————
:ohne ‘!in Anwe- in Anwe- ! 1n Anwe-
:NH,0H senheit : senheit
fund NaCl von NHZUHf von NH,OH
‘(Kontrolle) und NaCl
A 4 AN e e L L T
E'ﬂ]‘be : e =
braun grin dunkel-grin grau
Fe**
» Y % 140 956,05 913,95 1020,08
Fett++
' Y% 880,4 63,95 105,51 Spuren
g+ + Fettt > ¢ (o e n ’
E Y % 1020,4 1020,0 1019,46 1020,08

Die Umrechnung des Gesamteisengehaltes in einzelnen Hamo-
Elobinlﬁsungen auf die Einwage des zu analysierenden Hémo-
globins zeigte, dass die von uns entwickelte photokolorimetri-
*°he Methode der bestimmten volumetrischen an Prézision nicht
naohﬂteht. Mit Hilfe der volumetrischen Methode wurde fest-
gestellt, dass Hémoglobin 0,34% Eisen enthdlt (19).

Auf Grund der in Tab.l angegebenen Resultate wurde der
fates) von Ferro- und Ferrieisen in griinen, braunen und grau-
- H&mog1obin15sungen gerechnet. Diese Ergebnisse sind  aus

Lg
b2 ersichtlich.




Tabelle 2
Anteil von Ferro- und Ferrieisenionen in griinen, praunel

und grauen Hdmoglobinldsungen am siebenten Lagerungstag

) ne
£ o0 o et Tuftanteatt o : Dngtsutzit
iohne NH,OH : in Anwe- : in Anwe- s tn Anwe‘vw
tund NaCl senheit von : senheit von : senhelt
: NH,0H : NH,0H und : NH,0H
:(Kontrolle): : NaCl : : B
Farbe braun grin dunkel-griin grau
Fe't, % 13,72 93,73 89,65 100
Fe* ', % 86,28 6,27 10,35 Spuren

Die in Tab.l und 2 zusammengestellten Werte zeigen, dass Ei-

senionen von Hampigmenten, die verschiedene Valenz besitzen

an der Bildung von griinen Pigmenten in den gepdkelten Fleisol”

waren beteiligt sind. Diese Resultate ergeben auch, dass do¥

Ferroeisenionen-Gehalt in griinen Hé&mpigmenten den von Ferri~

eisenionen bedeutend iibertrifft. Dabei héngt die Farbe der

Hdmoglobinldsungen von dessen Gehalt an Ferro- und Ferrieisar

ionen ab. Daraus geht hervor, dass die Bildung von graueny
griinen, dunkel-griinen und braunen Pigmenten in den gepﬁkelten

Fleischwaren auch vom Gehalt an Eisenionen in Hémpigmentel ab-

héngt. Die Tabellen 1 und 2 ergeben auch, dass Hydroxylamm
bei pH 5,2 in Anwesenheit von gelUstem Luftsauerstoff die
Zu

Ferrieisenionen von Methidmoglobin oder Methamochromogen
Ferroeisenionen qu:atitativ reduziert. Diese Ferroeisenione?

oxydieren dann teilweise und bilden griine Pigmente. Die zab}

I2




v , 3 a i
°n oxydie n Ferroeisenionen betrdgt in

6,279 P . > ) el o .o
327%, In Abwesenheit von geldstem Luftsauerstoff, aber bel genu-

8ender Hydroxylaminmenge bilden sich die grauen Pigmente, die
zweiWertige Eisenionen enthalten., Doch in Abwesenheit von

Luftsauerstoff so-

1§ ;

LydroX&’lam.Ln und in Gegenwart von
wie i = L o : v
e bei pH 5,2 geht in der Hémoglobinlosung eine intensive

0 | ) t o) : die braunen Pis
Ydation von Ferroeisenionen vor sich, wobei die braunen Pig-

Mente entstehen., In diesen Pigmenten be die zahl von
OXydierten Ferroeisenionen 86,28%.

Eine geniigende Menge von Hydroxylamin, die die Ferri-
€1senionen von Hémpigmenten re ert, hemmt zugleich die

Oxydation von Ferroeisenionen mit dem in Pékellaken geldsten
Lufts&uerstoff. Das fiihrt zu einer gewissen Stabilisierung
der grinen Farbe,
Die erhaltenen Resultate bestdtigen ausserdem die Anga-
bey von Brooks (8), dass die Natriumchloridionen die Oxydation

Von Ferroeisenionen der Hampigmente mit Luftsauerstoff kata-

l‘ 3 3 " » 2 A
YS8ieren und dass diese Natriumchloridwirkung in Anwesenheit

Vo B ] 3 3 T Cep ' g

2 Hydroxylaminiiberschuss unbedeutend ist. In Gegenwart von
! 2 18
qatriumchiorid und Hydroxylamin f sich die Hamoglobinlo-

Sungen dunkel-griin. Die Zahl von oxydierten Ferroeisenionen

betrigt 10,354,

ZUSAMMENFASSUNG
1. Eine photokolorimetrische Methode zur Bestimmung von

P ‘ g
®TT0- und Ferrieisenionen beim gemeinsamen Vorkommen dersel

b ‘ : i —
=0 dn Hémoglobinl8sungen wurde entwickelt., Diese Methode be

Eisenrhodanid

I3

r
Ut aup der kolorimetrischen Farbmessung von




und ermdglicht die quantitative Eisenbestimmung ‘1 dessen
Konzentrationen im Bereich von 10-y bis 0,17y in 25 ml de%
Losung. Zur Bestimmung von Ferroeisenionen-Konzentration 1st
die Konzentration von Ferrieisenioner vor der Zugabe v
Kaliumpersulfat festzustellen. Danach wird Kaliumpersulfat
hinzugefiigt und der Gesamteisengehalt bestimmt, Die pifferens
zwischen dem Gesamteisengehalt und der Ferrieisenionen—Kon~
zentration ergibt die Ferroeisenionen-Konzentration.

2., Beim Hydroxylaminiiberschuss bilden sich die griinen Pig
mente bei pH 5,2-5,8 , wobel eine besonders intensive Farbuné
bei pH 5,2 erfolgt. Bei pH 4 f&érben sich die Hampigmente
braun, wéhrend sie bei pH 6,8 dunkel-rot werden.

3. In schwach-gsaurem Milieu reduziert Hydroxylamin die
Ferrieisenionen der Hémpigmente und ndmlich quantitativ = ved
PH 5,2,

4, Die griinen Pigmente der gepbkelten Fleischwaren bil-
den sich dank der teilweisen Oxydation von Ferroeisenionend
der Hémpigmente beim Hydroxylaminiiberschuss unter dem Einflus®
von dem in den Pdkellaken geldsten Luftsauerstoff.Das HydT°Xﬂr
amin, das die Ferrieisenionen von Hémpigmenten reduziert,hemmt
dabel die Oxydation von Ferroeisenionen der Hampigmente mit
Luftsauerstoff. Dadurch wirkt das Hydroxylamin auf den Oxyda~
tionsvorgang als Inhibitor.

5. Die Verdnderung der normalen rosa-roten Farbe von BSE
pdkelten Flelschwaren hédngt hauptsédchlich mit dem elektro”
chemischen Zustand von Eisenionen der Hémpigmente zusammel °

Dabel bilden sich je nach dem Anteil von Ferro- und Ferri~

eisenionen graue, griine, dunkel-griine sowie braune pigmentés

I4
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L grauen Pigmenten liberwiegen Ferroeisenionen, wiahrend die

A
&bl der oxydierten Ferroeisenionen in griinen Pigmenten 6,27%

u ;
ud in dunkel-griinen 10,35% betrédgt. In grauen Pigmenten be-

“

t =
T8gt die Zahl der oxydierten Ferroeisenionen am siebenten La-

Vg

gerungﬂtag schon 86,28%.
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