




dation von Myoglobin mit Lu ftsauerstoff durch Natriumchlorid 

kata lys iert (8 ).
a»'

lte#

der

An Hand der obenerwähnten Literaturangaben kann man

nehmen, dass das in den Pökellaken (4 ,14 ) und im gepöke

Fleisch (15) geb ildete Hydroxylamin an der Reduktion

Ferrieisenionen von Myoglobin zu Ferroeisenionen beteil^®

is t ,  die für die Entstehung von Nitrosomyoglobin (16) not*®

dig sind. Wie w ir fe s tg e s te llt  haben,hängt die Nitrosomy0®10

bin- Konzentration vom Eisenmyoglobingehalt im Myskelge"

direkt ab (17 ,18). Aber die sonst positiven Reduktionseige

schäften von Hydroxylamin können unter Pökelungsbedingot
lüste*1

und in Gegenwart von den in der Pökellake gel 

Lu ftsauerstoff sowie N it r it  und N itra t auch hegativ auf 

Pökelfarbe des Fleisches einwirken.

di6

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss des in de»

Pökellaken gelösten Luftsauerstoffes auf die Bildung von 6 

nen Pigmenten in Anwesenheit von Hydroxylamin untersucht* ® 

bei bezweckten wir die Bestimmung des Prozentsatzes von *
tlaJlO''

und Ferrieisenionen in grünen, braunen sowie grauen 

globinlösungen.
g O '

Anstatt Myoglobins wurde mit krista llinem  Hämoglobi11 

a rb e ite t, was die Lösung der gesetzten Aufgaben äusserst rfl 

einfachte und e r le ich te rte . Solch ein Ersatz is t  durc1*8
nlU»'

möglich, da die Redoxeigenschaften der Eisenionen von
yO» 

ye»' 

bi»

und Myskelgewebepigmenten g le ich  sind (19 ). Zur Gewinnung 

krista llinem  Hämoglobin haben wir die Methode von Kanig 

wendet (20 ). Das mit dieser Methode gewonnene Hämoĝ 0 

wird der Myoglobinlösung analog getrocknet und mit ir'■¡ßei
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kriebenen Methoden zum konstanten Gewicht gebracht (17,18).
2ur Bestimmung des Prozentsatzes von Ferro- und Ferriei-

*°nen ̂ elin gemeinsamen Vorkommen derselben ln grünen,brau- 
sowj p»e grauen Hämoglobinlösungen wurde ein photokolori- 
r3-sches Verfahren entwickelt, das auf der von Wong (2 1 ) 
ßeschlagenen Rhodanidmethode der Bestimmung von Gesamt- 
ngehalt im Blut beruht. Der Vorteil dieses Verfahrens 
Qiiber allen anderen kolorimetrischen Methoden zur Bestim- 
T°n Eisen im Blut besteht darin, dass hier äusserst emp-

Das ermög-
®ung

liohes Reagenz -  Rhodankalium verwendet wird
Uoht

das Erhalten von gefärbten Lösungen in starksaurem Mi-

ese Tatsache wurde von Wong zur quantitativen Abspal-
* Ufcg ^

es EJ-sens vom Hämoglobin ausgenutzt, was seinerseits 
auch un
g sere Aufgabe bei der Entwicklung eines Verfahrens zur

immung von F err i-  und Ferroeisen in Hämoglobinlösungen er-
erte . Aber neben dem obengenannten V o rte il hat das Ver­

fahren
Von Wong zwei wesentliche Nachteile. Erstens ru ft die

«abe
Hs,

*or

der gesättigten  Kaliumpersulfatlösung zwecks Ferro- 

°kydation eine schnelle Bildung von gelben Stoffen her— 

’ 'He künstlich die Extinktion von Rhodanldelsen steigern 

z*eitens wird als Eiweissfällungsm ittel das Natriumwol-
rQmat

Hs,

Ëi,

verwendet, das, wie bekannt, in saurem Milieu Ferrl- 
eÖlonen reduziert, was natürlich den Extinktionswert von

herabsetct. Ausserdem steht das Verfahren von 

auf der v isuellen  Extinktionsbestimmung beruht, der 

kolorimetrischen Methode an Präzision nach. Unten wird
Hae v

°Q uns entw ickelte, von obenbemerkten Nachteilen fr e ie

V  da8
5h,

5hot
okolorimetrisohe Methode zur Bestimmung von Ferro- und



Ferrleisenionen beim gemeinsamen Vorkommen derselben tB 
Hämoglobinlösungen beschrieben.

den

Heagenzienj.
Ammonlurnrhodanatlösung (3 M). 23 g NĤ CNS (p.a.) * eriei>

in einen 100 ml Messkolben abgewogen und in 50-60 ml **1̂
füg*1

auf
stilliertem Wasser gelöst. Dann werden 4 ml Aceton zuge 
Die hergestellte Lösung wird stehengelassen, bis sie sich 
Zimmertemperatur erwärmt. Danach wird bis zur Marke m:'-t 
destilliertem Wasser aufgefüllt. Schliesslich wird die Lösung

dun^®durch Filterpapier in einen Glasstopfen 
Glas filtriert.

Zylinder aus

Kaliumpersulfatlösung (lit). 1 g K„S90n (p.a.) wird i »

»löst teinem 100 ml Messkolben mit bidestilliertem Wasser geJ
wird. F»116wonach die Lösung durch Filterpapier filtriert 

während der Lagerung weisse Flocken erscheinen, ist ein® 
frische Lösung herzustellen.

Schwefelsäure. konz. (spez. Gew. 1,835), p.a. 
Schwefelsäurelösung (9 N).
Schwefelsärelösung (10%).
Aceton, p.a., farblos.
Trichloressigsäurelösung (2 0j>.
Für das Verdünnen und andere Zwecke ist das zweioal 

Glasgerät und Liebigkühler destillierte Wasser zu ver*eI1‘ie
¿gtBeim Entdecken von Eisenspuren in bidestilliertem Wasser 

es wieder zu destillieren.
Alle benutzten Kolben und Reagenzgläser sind sorgi" 

mit Chromsäuregemisch, dann mit Leitungswasser und scblteS 
4
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/F.

bidestilliertem Wasser zu reinigen.
Bestimmung der Konzentration von Ferroeisenionen 

Herstellung von Standardlösungen 
l. 0,7 umkristallisiertes Mohrsches Salz 

^̂ (NrĤ )̂ sô . 6H.0/ werden in einen 1000 ml Messkolben ab-
ßSiVQ ^8en und in 200-250 ml gekochtem bidestilliertem Wasser 

» ln Bas 10 ml 10* ige Schwefelsäure zugegeben werden.
 ̂ wlrd mit gekochtem bidestilliertem Wasser bis zur Mar- 

Fgefüllt. Die Lösung enthält 100 7  Eisen/1 ml.
M3 2 . 100 ml der Lösung N9 1 werden ln einen I 1

Sskolben mit 10 ml 10* iger H2S0̂  einpipettiert und mit 
°htem bidestilliertem Wasser bis zur Marke aufgefüllt. DieD<S,'sung

enthält 10 y  Eisen/1 ml.
5qq iSSH5g_N«_3i 50 ml der Lösung N9 2 werden in einen

ml Messkolben, der 5 ml 10* ige H,S0. enthält, elnpi- 
iettie

“arke
ert und mit gekochtem bidestilliertem Wasser bis zur
aufgefült. Die Lösung enthalt 17 Eisen/1 ml.

^ ¿Sgung N9 4 . 25 ml der Lösung N9 3 werden in einen
e ml Messkolben, der 2 , 5  ml 1 0* ige HgSÔ  enthalt,
Pipettiert und mit gekochtem bidestilliertem Wasser bis zwr

^ke aufgefüllt. Die Lösung enthält 0 , 1 7  Eisen/1 ml. 
Ermittlung der Eichkurve

s 2ur Bestimmung des Eichkurve-Anfangspunktes wird 1 ml der 
^arilösun. mo 1. cs ml Messkolben einpipet-lösung N9 4 in einen 25 ml Messkolben 

danach werden der Reihenfolge nach 0,5 ml bidestillifir- 
#asser, 5 ml 9N h„S0, und 2,5 ml 1* iges K2S206 hinzu- 
• Dann wird gerührt und 2-3 Minuten lang stehengelas-

te
lert.
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hßi’0'sen, wonach 1 ml Trichloressigsäure sowie 12,5 ml Aceton 

gegeben, mit Leitungswasser abgekühlt und 2,5 ml Ammoni«® 
rhodanatlösung zugefügt werden. Der Kolben wird verstopft 
die Lösung gerührt. Die Farbintensität der Lösung wird sof°rt

Llj oj"mit einem Photokolorimeter gemessen. 25 ml der Lösung enl 
ten 0,1-y Eisen.

Zur Bestimmung des nächsten Punktes der Eichkurve
e lir

lir
1 ml der Standardlösung N8 3 in einen 25 ml Messkolben

pipettiert, und weiter wird wie oben verfahren. 25 ml der
sung enthalten ly Elsen. Dann werden 0,5 ml der Standard10

sung N8 2 in einen 25 ml Messkolben einpipettiert. Welt
bi*"wird wie oben verfahren mit dem Unterschied, dass 1 

destilliertes Wasser hinzugefügt wird. 25 ml der Löeaßi 

enthalten 5 y Eisen.
Zur Bestimmung des nächsten Eichkurvenpunktes wird 1

der Lösung N8 2 in einen 25 ml Messkolben einpipettiert» 
nach wie oben beschrieben verfahren wird. 25 ml der 
enthalten 10 y  Elsen.

Die obengenannten Schwefelsäurekonzentrationen 1® 
Ferrosalz-Standardlösungen hemmen praktisch bei Zimmerte'1'1 
ratur deren Oxydation mit Luftsauerstoff (7).

Die erhaltenen Ergebnisse der Farbmessung ermögllcl!eI1 
Ermittlung der Eiohkurve für die Lösungen mit bestimmtem 
Ferroeisengehalt (s. Abb.).

Wie aus der Abbildung zu ersehen ist, besteht eine ̂  

re Abhängigkeit zwischen der Farbintensität und dem $e t ‘ 

eisengehalt nur bei dessen Konzentration im Bereioh v°n * 
bis 10,0 -y in 25 ml der kolorimetrierten Lösung, da bei 
6
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Eisenkonzentrationen die Lösungsfarbe nicht mehr dem
^bert-Beersohen Gesetz folgt.

Konz ent rat ion_von_Ferrieisenionen

diesem Zweck wurden Reagenzien derselben Konzentra- 
 ̂ ®h und Volumina verwendet, wie auch zur Bestimmung der
entration von Ferroeisenionen, nur ohne Zugabe von
UmPersulfat, das als Ferroeisenionen-Oxydans auftritt.

 ̂ ^ 6 vorläufigen Versuche mit Eisenammoniumalaun-Standard-
Subgen /NH4Fe(S04)2- 12H20/ ergaben die Gültigkeit der 
Ekelten Methode der Bestimmung von Ferroeisenionen-Kon- 
ration auch zur Bestimmung von Ferrieisenionen-Konzentra-

T)-«6 1ine eure Abhängigkeit zwischen der Intensität der 
teilenden Farbe und dem Ferrieisenionengehalt in der Lö— 
st der für die Ferroeisenlösungen erhaltenen Abhängig- 

 ̂ identisch. Sie wird auch bei Elsenionenkonzentrationen 
Bereich von 0,1-10-v in 25 ml der kolorlmetrierten Lösung

*>6°bachtet.

Wenn
sind

ln der Lösung Ferro— und Ferrieisenionen anwesend
> ist zuerst ohne Zusatz von Kaliumpersulfat die Ferrlei— 
°hen-Konzentration zu bestimmen. Danach wird zu einer 
eh Probe Kaliumpersulfat hinzugefügt und der Gesamtgehalt

an p tr°~ und Ferrieisenionen bestimmt. Dabei bezeichnet die
" it f renz zwischen dem Gesamteisengehalt und dem an Ferrlei-
teai,

*>«it
011611 die Konzentration von Ferroeisenionen. Die Anwesen- 
Vori 25.10-6% igem NH-OH in dem zu analysierenden 
u bindert die quantitative Eisenbestimmung nioht.

7





Lösung zunächst um das 10“fache mit gekochtem bi—
dest i n iertem Wasser verdünnt. Vor dem Abpipettieren der Pro-
wird die Luft wie oben entfernt und das Probeabpipettleren

** oben beschrieben durchgeführt.
Damit die Lösung sich nicht erwärmt, werden zur Bestim-

*̂ 6 von Ferrieisenkonzentration 5 ml Zentrifugat in einen 
25 Messkolben eingetragen, der in Eiswasser gehalten wird. 

®~10 Minuten werden 5 ml bidestilliertes Wasser und
>5 ml Aceton zugefügt: zum Durchmischen der Lösung wird der 
ben gedreht und zum Abkühlen noch 7—8 Minuten lang stehen- 

nassen, Dann wird der Kolben aus Eis herausgenommen,es wer- 
>̂5 ml Rhodanid gegeben. Anschliessend wird kolorimet-

und
rb. Es wird ein grünes Filter verwendet.
2ur Bestimmung des Gesamteisengehaltes an Ferro- 

rj"ieisenionen werden 5 ml Zentrifugat ln einen 25 ml Messkol- 
eingetragen, 2,5 ml bidestilliertes Wasser und danach 
ml Aceton hinzugefügt. Nach dem Umrühren werden 2,5 ml 

&1lumpersuifatlösung zugegeben. Die Lösung wird wieder durch-

bep

Setni

koi
seht und 2-3 Minuten stehengelassen. Danach wird photo

o^imetriert.

Bg§_Photokolorimeter wird parallel zu Grundversuchen 
'teilt. Dabei werden die mit obengenannter Methode her- 

8esbeliten Lösungen benutzt mit dem Unterschied, dass anstatt 
ô&lumrhodanats dieselben Mengen von destilliertem Wasser 
’Ueefö6t werden.

werden v ie r  Arten von Hämoglobinlösungen h ergeste llt. 

Herstellung der ersten Lösung werden 0,15 6 trockenes
kr i .^llnes Hämoglobin in einen 50 ml Messkolben abgewogen



und der Reihenfolge nach 15-20 ml b id e s t il l ie r te s  Wasser s° 

wie 10 ml Cltrat-Phosphat-Pufferlösung mit pH 5,2* zugeßebe 
Danach wird der Kolbeninhalt mit demselben Wasser bis zur 

ke au fge fü llt. Diese Lösung dient zur Kontrolle.
ZU'

Die zweite Lösung wird ebenso h erges te llt , aber m11, 

gäbe von 5 ml 0,005# igem Hydroxylamin.

Die d r itte  Lösung wird wie die zweite h e rg e s te llt , 

zusätzlich werden 2,5 g 5# iges Natriumohlorid hinzuge 

Das sichert einen den Pökelwaren eigenen Salzgehalt in

aber

füg*'

der

ti*{e

der

Probe (22 ). Nach dem Umrühren wird jede Lösung in eine 

Petrischale eingetragen und offen  bei 15-17°C stehenge1

Die v ie r te  Lösung wird wie die zweite h ergeste llt, 

nach dem Auffülen bis zur Marke und Umrühren wird daraus 

gelöste Lu ftsauerstoff mit H ilfe  von Kohlendioxyd entfern* 

Danach wird die Lösungsoberfläche mit Vaselinöl übergossen 

bei der für a lle  anderen Lösungen angegebenen Temperatur 

engelassen. Die quantitative Bestimmung von Ferro- und Fer 

eisenionen wird an dem Tage durchgeführt, als in einer 

Petrischalen die Lösung sich grün färbte.

Die Ergebnisse sing in  Tab.l zusammengestellt.

ud1

stefr

v ofl

 ̂ Für das Milieu haben wir den pH-Wert 5,2 gewählt,  ̂ ĝji 
wie unsere vorläufigen Versuche mit verdünntem defibrihl® ^ 
Blut ergaben, entwickelt sich die grüne Färbung von Bämpi|r- 
ten bei solchem pH-Wert in Anwesenheit von Hydroxylaminu 
schuss besonders intensiv. Die Bildung von grünen ^ 6eji 
menten geht auch bei pH 5,8 vor sich. Bei pH 4 
sich die Hämpigmente braun, während bei pH 6,8 -  duD?Kguö' 
ro t. Für diese Versuche wurden Citrat-Phosphat-Puffer l 
gen verwendet.

10



Tabelle 1

Konzentration von Ferro- und Ferrieisenlonen ln grünen, 
braunen und grauen Hämoglobinlösungen am siebenten 

Lagerungstag

Bel Lu ftzu tr itt  :0hne
:Lu ftzu tr itt

ohne
nh2oh
und MaC1 
(Kontrolle )

in Anwe 
senheit 
von
NH20H

7 in Anwe- ’•
! senheit : 
: von NHgOH:

und NaCl J

ln Anwe­
senheit 
von NH20H

Karbe braun grün dunkel-grün grau

» V * 140 956,05 913,95 1020,08
Fe+++

,y% 880,4 63,95 105,51 Spuren

?e++ + Fe+++, -y# 1020,4 1020,0 1019,46 1020,08

Die Umrechnung des Gesamteisengehaltes ln einzelnen Hämo- 

^blnlösungen auf die Einwage des zu analysierenden Hämo- 

®^°bin8 zeigte,dass die von uns entwickelte photokolorlmetri- 

Methode der bestimmten volumetrischen an Präzision nicht 

öa°hsteht. Mit H ilfe  der volumetrischen Methode wurde fe s t -  

8«s te l it ,  dass Hämoglobin 0,34# Eisen enthält (19 ).

Auf Grund der in Tab.l angegebenen Resultate wurde der 

Äatell  von Ferro- und Ferrlelsen  in grünen, braunen und grau- 

11 hämoglobinlösungen gerechnet. Diese Ergebnisse sind aus

Iah a*2 ersichtlich.
I I



Anteil von Ferro- und Ferrieisenionen ln grünen, braunen 
und grauen Hämoglobinlösungen am siebenten lagerungstag

Tabelle 2

ohne NH20H : 
und NaCl 
(K o n tro lle ):

-5® i_Lu ftzu trltt

: in Anwe- 
: senheit von

nh2oh

in Anwe­
senheit von 
NH5OH und

* NaCl

Ohne H
Luftzutritt
in Anwe-
senheit v
NHgOH

Farbe braun grün dunkel-grün grau
Fe++, * 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

senlonen von Hämpigmenten, die verschiedene Valenz besitzen »

an der Bildung von grünen Pigmenten ln den gepökelten F le is 0̂ ”

waren b e te i l ig t  sind. Diese Resultate ergeben auch, dass d®r

Ferroelsenlonen-Gehalt ln grünen Hämpigmenten den von Ferri
eisenionen bedeutend ü b e r t r if ft .  Dabei hängt die Farbe
Hämoglobinlösungen von dessen Gehalt an Ferro- und Ferrieiseir

Ionen ab. Daraus geht hervor, dass die Bildung von graue®»

grünen, dunkel-grünen und braunen Pigmenten in  den gepökelte®

Fleischwaren auch vom Gehalt an Eisenionen ln Hämpigmenten
hängt. Die Tabellen 1 und 2 ergeben auch, dass Hydroxyl8®̂ 1

bei pH 5,2 in Anwesenheit von gelöstem Luftsauerstoff
.. zuFerrieisenionen von Methämoglobin oder Methämochromogen 

Ferroeisenionen qut. .ltitativ reduziert. Diese Ferroeisenione® 
oxydieren dann teilweise und bilden grüne Pigmente. Die
12



v°n oxyd ie^R i Ferroeisenionen beträgt in diesen Pigmenten 

^>27%. in Abwesenheit von gelöstem Luftsauerstoff, aber bei genü­

gender Hydroxylarainmenge bilden sich die grauen Pigmente, die 

zweiwertige Eisenionen enthalten. Doch in Abwesenheit von 

^droxylamin und in Gegenwart von gelöstem Luftsauerstoff so— 

wie bei pH 5,2 geht in der Hämoglobinlösung eine intensive 

Oxydation von Ferroeisenionen vor sich, wobei die braunen Pig­

mente entstehen. In diesen Pigmenten beträgt die Zahl von 

°xydierten Ferroeisenionen 86,285t.

Eine genügende Menge von Hydroxylamin, die die F err i- 

eisenionen von Hämpigmenten reduziert, hemmt zugleich die 

Oxydation von Ferroeisenionen mit dem in Pökellaken gelösten 

Hbftsauerstoff. Das führt zu einer gewissen Stabilisierung 

äer grünen Farbe.

hie erhaltenen Resultate bestätigen ausserdem die Anga- 

Hsn von Brooks (8 ) ,  dass die Natriumchloridionen die Oxydation 

y°h Ferroeisenionen der Hämpigmente mit Luftsauerstoff kata­

lysieren und dass diese Natriumchloridwirkung in Anwesenheit 

v°h Hydroxylaminüberschuss unbedeutend is t .  In Gegenwart von 

H&triumchlorid und Hydroxylamin färben sich die Hämoglobinlö- 

sbhgen dunkel-grün. Die Zahl von oxydierten Ferroeisenionen 

beträgt 10,35*.

ZUSAMMENFASSUNG
1. Eine photokolorimetrische Methode zur Bestimmung von 

Ferro- und Ferrieisenionen beim gemeinsamen Vorkommen dersel- 

en in Hämoglobinlösungen wurde entwickelt. Diese Methode be 

auf der kolorimetrischen Farbmessung von Eisenrhodanid
13



und ermöglicht die quantitative EisenbeStimmung dessen

Konzentrationen im Bereich von 10 y  bis 0,1-y in  25 ml der

Lösung. Zur Bestimmung von Ferroeisenionen-Konzentratlon ds*
die Konzentration von Ferrielsenionen vor der Zugabe 

Kaliumpersulfat festzu ste llen . Danach wird Kallumpersulfn'*' 

hinzugefügt und der Gesamteisengehalt bestimmt. Die Differen® 

zwischen dem Gesamteisengehalt und der Ferrieisenionen-K°n" 

zentration erg ib t die Ferroeisenionen-Konzentratlon.

2. Beim Hydroxylaminüberschuss bilden sich die grünen 

mente bei pH 5,2-5,8 , wobei eine besonders intensive Färbung 

bei pH 5,2 e r fo lg t .  Bei pH 4 färben sich die Hämpigmente 

braun, während s ie  bei pH 6,8 dunkel-rot werden.

3. In schwach-saurem Milieu reduziert Hydroxylamin d*e 

Ferrielsenionen der Hämpigmente und nämlich quantitativ -  tl8i 

pH 5,2.

4. Die grünen Pigmente der gepökelten Fleischwaren 

den sich dank der te ilw eisen  Oxydation von Ferroeisenlonen 

der Hämpigmente beim Hydroxylaminüberschuss unter dem Einfl1138 

von dem in  den Pökellaken gelösten Luftsauerstoff.Das Hydroxyd 

amin, das die Ferrielsenionen von Hämpigmenten reduziert,he®®*' 

dabei die Oxydation von Ferroeisenlonen der Hämpigmente olt 

Lu ftsauerstoff. Dadurch wirkt das Hydroxylamin auf den 0xyd8'  

tionsvorgang a ls Inh ib itor.

5. Die Veränderung der normalen rosa-roten Farbe von ge'  

pökelten Fleischwaren hängt hauptsächlich mit dem elektro­

chemischen Zustand von Eisenionen der Hämpigmente zusammen • 

Dabei bilden sich Je nach dem A nteil von Ferro- und Ferri 

eisenionen graue, grüne, dunkel-grüne sowie braune Pigmente*

14



^  grauen Pigmenten uberwiegen Ferroeisenlonen, während die 

der oxydierten Ferroeisenlonen in grünen Pigmenten 6,27%

ln dunkel-grünen IQ ,35% beträgt. In grauen Pigmenten be- 

^*Sgt die Zahl der oxydierten Ferroeisenlonen am siebenten La- 

«erungstag schon 86,28%.
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