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Aus dem Institut fi.ir Meereskunde der Universitat Kiel 

Ober die Bestimmung von EiweiB im Plankton 
mittels der Biuretreaktion 1)

Von]. KREY, K. BANSE und E. HAGMEIER 

Eine in den Jahren 1951 und 1952 veri:iffentlichte Methode zur Bestimmung von 
Eiweif3 in kleinen Planktonmengen (KREY 1951 und 1952) bis herunter zu o, 1 mg 
Trockenge,vicht hat in den folgendenjahren eine vielfaltige Bewahrung und eine wesent­
liche Verfeinerung durch die Einfi.ihrung eines lichtelektrischen Photometers des 
Elko II von Zeif3 erfahren. Hier soil i.iber diese Entwicklung berichtet und zugleich 
allen Interessenten eine zusammengefaGte Arbeitsvorschrift zur Verfi.igung gestellt 
werden. 

Der Arbeitsgang ist clerselbe geblieben uncl soil hier kurz dargelegt werden: Das 
Plankton wird zunachst auf einem dichten Papierf ilter angesammelt, getrocknet und 
clann in NaOH hydrolysiert. Die Eigenfarbung des filtrierten Hydrolysates wire! in 
einem Photometer bei clem Filter S 53 bestimmt, das Cu-Reagenz zugesetzt und nach 
vollstancliger Ausfarbung der Biuretreaktion diese in ihrem Extinktionsmaximum bei S 53 
bestimmt. Die Extinktion, die sich aus cler Differenz beicler Ablesungen ergibt, ist der 
geli:isten Eiwei!3menge linear proportional. Die Methocle wird durch gleichartige Be­
hancllung eines Vergleichspraparates (,,Albumin aus Eiern" von NlERcK) geeicht. 

Um mi:iglichst eine Storung durch Tri.ibungen zu vermeiclen, wird zugleich mit den 
vorgenannten Messungen die Extinktion aller nicht selektiv extingierenden Tri.ibungen 
mit clem Filter S 75 bestimmt. Dieser Wert wird von der zugehi:irigen Eigenfarbung (Ef) 
bzw. Reaktionsfarbung (Rf) abgezogen; danach berechnet sich: 

Bruttoextinktion = (Rf - Ef) s 53 (Rf - Ef) s 75 

Nettoextinktion = Bruttoextinktion - Blindwert 

Die Methode wurde mit dem Pulfrich-Stufenphotometer von Zeif3 entwickelt. Die 
Einfi.ihrung des lichtelektrischen Photometers Elko II von Zeif3 sowie der Umstand, daf3 
uns ein solches Gerat von der Deutschen Forschungsgemeinschaft zur Verfiigung gestellt 
wurde, erlaubten eine weitere Priifung und Verfeinerung der Methode. Bisher wurden 
i.iber 2500 Planktonproben nach dieser Methode analysiert, sodaf3 jetzt weitere Er­
fahrungen vorliegen, die hier mitgeteilt werden sollen. 

Im Folgenden beziehen wir uns ausschlief3lich auf Messungen mit dem Elko II, 
dessen Uberlegenheit gegeni.iber dem Pulfrich-Photometer gerade bei Serienmessungen 
auch for diese Methode erwiesen ist. Alle Extinktionsangaben beziehen sich aufIGivetten 
von 3 cm Schichtdicke sowie ein Volumen von 10 ml. Die im Elko II benutzten Filter 
S 53 bzw. S 75 besitzen einen optischen Schwerpunkt von 533 bzw. 746 m p. und eine 
Halbwertsbreite von 18 bzw. 40 mp .. 

Ver lau f  der  Eichkurve .  
Die ersten l\1essungen mit dem Elko II  zeigten, claf3 bei der bisherigen Versuchs­

anordnung eine lineare Beziehung zwischen Eiweif3gehalt und Nettoextinktion nur bei 
Eiweif3wercen bis herunter zu 100 11.g/10 ml Li:isungsmittel besteht. Bei niedrigeren 
Eiweif3werten fanden wir zunachst die Eichkurven gekri.immt, so daf3 ihr Anfangspunkt 
(B in Tafel 12 , Abb. 1, Kurve a) etwa 0,0025 hi:iher lag als nach der Verlangerung 

1) An dicser Stelle sci sowohl dcr Deutschen Forschungsgemcinschaft wie cler Deutschen ,vissen­
schaftlichen Kommission for l'vieeresforschung herzlich gedankt fiir die lkrcitstellung von Geriiten 
uncl l'vli tteln zur Durchfiihrung clicser Arbciten. 
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ihrcs gcraclen Teiles (B') erwartet werden konnte. Diese Kri.immung der Kurve a beruht 
auf den v\lerten cler Eigenfarbung bei S 53 (s. Kurve b); a wird gegeni.iber dem ge­
mcssenen Blinclwert fiir reine 0,2 n Na OH ( =B) nach unten verschoben. 

Die hohere Eigenfarbung der niedrigen EiweiBwerte bis zu 100 p.g - der eine Rot­
farbung zugruncle liegt - legte die Vermutung nahe, claf3 das hier benutzte clestillierte 
Wasser gri:if3ere l'viengen von Cu enthalt, clas aus cler Destillationsanlage stammt. Die 
Differenz B B' lieB 600 - 700 µg Cu/I erwarten, die auch tatsachlich mit cler photo­
metrischen Cu-Bcstimmungsmethocle von H. 1V1EYER ( 1938) gefunclen wurden. Es muB 
also bereits beim Ansetzen cler Eichreihen cine kleine l'vienge Biuret gebilclet werden, bis 
alle Cu-Ionen verbraucht sine!. Dieses unkontrolliert entstehencle Biuret wire! bei cler 
Eigenfarbung uncl bei cler Reakrionsfarbung mitgemessen uncl verfalscht so das Ergebnis 
(vgl. auch Gleichung 1). Durch Verwenclung dcr,pelt quarzclestillierten \,Vassers konnte 
clieser Fehler ausgeschaltet ,verclen (vgl. Tafel 13, Abb. 2). Es empfielt sich, clas quarz­
clestillierte \Vasser in Polyathylenflaschen aufzubewahren, sowie die 211 NaOH vor jeder 
lVIeBreih1: neu anzusetzen. Ferner ist es ratsam, vor jecler l'vieBreihe alle GefaBe gri.incl­
lich mit starker HCl zu reinigen. 

Rei Verwenclung Cu-freien v\lasscrs uncl unter Beachrung cler vorgenannten Vorsichts­
maf3regeln verlauft die Eichkurve im Bereich von o - 3000 p.g Eiweif3 linear. Die Re­
aktionsfarbung erreicht bei 20° ihr l'viaximun1 30 l'viinuten nach Reagenzzugabe uncl 
bleibt wahrencl der folgenclen 60 l'viinuten auf clerselben Hi:ihe. 

Unter Umstanclen kann es Schwierigkeiten bereiten, mit Cu-freiem \,Vasser zu arbeiten 
und bei den re!. hohen Cu-Konzentrationen innerhalb des Arbeitsganges die Gerate frei 
von Cu zu halten. In cliescn1 Falle empfiehlt es sich, vor der Bestimmung der Eigenfar­
bung eine genau bemessene Vorgabe von geli:istem Albumin, z. B. 200 (J.g, zu jeder 
Probe, also auch zur Blinclprobe zuzusetzen. :tvian verrn.eidet dadurch, im Bereich des 
gekri.immten Teiles der Eichkurve zu messen. 

B e s o n d e r e  F e h l e r q ue l l e n .  

r. Die Hohe des ,,Blinclwertes" ist i n  erster Linie von cler Zusammensetzung des 
Cu-Reagenzes abhangig, wenn man von clem Betrag, cler clurch eine etwaige Eiweif3-
vorgabe entsteht, absieht. Jecloch ki:innen auch bei Verwenclung clesselben Reagenz­
ansatzes unter konstanter Temperatur die Blinclwerte starker schwanken (z. B. von 
0,0077 bis 0,0115 an aufeinanclerfolgenclen Tagen). Die Ursache clafi.ir ist noch ungeklart, 
so claf3 es sich empfiehlt, vor Beginn jecler lVIef3reihe den Blinclwert neu zu ermitteln. 

Bei Serienbestimmungen an Planktonproben wire! man gewi:ihnlich jedoch nicht den 
Reagenzienblinclwert fi.ir sich bestimmen, sonclern damit die Erfassung des Blinclwertes 
des unbenutzten Filters verbinclen. Gegebenenfalls tritt die l'viessung der Extinktion cler 
Albuminvorgabe noch hinzu. Die fi.ir die Anreicherung uncl Gewichtsbestimmung des 
Planktons verwencleten Papierfilter von Schleicher uncl Schi.ill (Nr. 575) ergeben einen 
Blindwert, cler rc-15 11g Eiweil3 aquivalent ist. Hier ki:innen Einzelwerte jecloch aus 
bislang ungeklarten Gri.inclen hi:iher liegen. 

Da heute wieder Papierfilter der Vorkriegsqualitat 575 crhaltlich sine\, braucht cler 
1952 vorgeschlagene Zusatz van Seignettesalz zur Verzi:igerung eines volumini:isen 
Nieclerschlagcs nach Zusatz des Cu-Reagenzesjetzt nicht mehr vorgenommen zu werclen. 
Bisher konnte cine Untersuchung clari.iber, wieweit l'viembranfilter fi.ir eine kombinierte 
Seston- uncl EiweiBbestimrn.ung am Plankton geeignet sine!, noch nicht durchgefi.ihrt 

Le gendc zu der ne benstchendcn A b b i l dung  (Tafel 12) 
Abb. J. Darstcllung der Extinktioncn bei den Filtern S 75 und S 53 fUr die Eigenfarbung (Ef) und 

die Rcaktionsfarbung (Rf). Eichung mit einer Albuminlosung unter Verwendung von handels­
iiblichem dcstilliertem \,Vasser (30. VI. 1955, t = 20"). + = gemessenc \'\lerte, . = be­

rechnete \Verte. 
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0.0100 

0 

a 0,1 0,3 0,1, mg Albumin 
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0,2 
in 10ml NaOH 

0 

0.46 0,48 0,50 0,52 0,54 ml Kupfer-Reagenz 

Tafel 13 



werden. Gegen deren generelle Einfiihrung spricht nicht nur der re! . hohe Anschaffungs­
preis, sondern auch die Tatsache, daf3 von cler vollig glatten Oberfliiche dieser Filter 
die grof3eren Sestonpartikel bei der Weiterbehandlung der Filter, z. B. bei deren Wii­
gung, leicht herabfallen konnen. 

Zur Gewinnung eines klaren, partikelarmen Planktonhydrolysats hat es sich als 
zweckmaf3ig erwiesen, dieses clurch ein Blutzuckerfilter (Schleicher und Schiill Nr. 
587 E) zu filtrieren. Diese Filter miissen jecloch vor Gebrauch etwa 12 Stun den in 
0,5 n Na OH liegen und dann im Trichter mit frischer NaOH kurz ausgesptilt werden. 

2. Die Einwirkung cler Temperatur auf den Verlauf der Reaktion wurcle nicht weiter
untersucht (vgl. dazu KREY 1951 ). Es hat sich eindeutig erwiesen, daf3 die Cupritfarbung, 
die bei der lviessung mit Filter S 75 erfaf3t wird, temperaturabhiingig ist. Bei der 
Messung der Reaktionsfarbung erwiirmt sich jedoch die Mef3fliissigkeit, so daf3 es not­
wendig ist, so schnell wie moglich die Extinktionsbestimmung for S 75 durchzufohren. 

3. Wiihrencl eine geringe Abweichung in der OH-Konzentration von jener der Ar­
beitsvorschrift for die Reaktionsfarbung unbedeutencl ist, macht sich eine wechselnde 
Cu-Zugabe in der Reaktionsfarbung recht bemerkbar. Eine solche Abweichung wircl 
auch <lurch das hier geiibte Differenzverfahren nicht vollig kompensiert, weil die Ex­
tinktion des Cuprit-Komplexes bei S 53 etwas gr6f3er ist als bei S 75. Die Tafel 13, Abb. 3 
zeigt, wie die Extinktion clurch steigende Reagenzzugaben beeinfluf3t wird. Wenn man 
z. B.anstelle cler vorgeschriebenen 0,50 ml Cu-Reagenz 0,51 ml zufogt, so entspricht dies
beim Blindwert im Endergebnis einem Fehler von + 0,0004 Extinktionseinheiten, d. i.
etwa 6 µg Eiweif3. Um bei den Serienmessungen einen Fehler in der Zugabe von Rea­
genz nachtriiglich zu kompensieren, muf3 man bei der Berechnung der Ergebnisse die
Differenz Rf 75-Ef 75 bilden. Weicht eine Differenz vom Mittel aller Bestimmungen
um + 0,0030 ab, so ist das Ergebnis um 0,0005 zu berichtigen. Es muf3 aber darauf hin­
gewiesen werden, daf3 bei hohen Albuminwerten der Cu--Oberschuf3 geringer und daher
auch die Extinktionsdifferenz bei Filter S 75 kleiner wird. Die Korrektur von Abweichun­
gen unter 0,0025 eri.ibrigt sich, da anclere unkontrollierte Fehler gr6f3er sein konnen.

4. Bei den Analysen von Planktonproben werden im Regelfalle etwa 0,05 bis 0,5 mg
Eiweif3 mit I ml 2 n NaOH hydrolysiert. Bei cler Eichlosung sincl jedoch bisher 10 mg 
Eiweif3 in der gleichen 1\/Ienge NaOH gelost warden. Um zu untersuchen, ob diese 
hohe Konzentration, die bei den Eichserien benutzt wird, repriisentativ sein kann, 
wurden 1-10 mg Eiweif3 in jeweils I ml 2 n NaOH gelost und von diesen Losungen 
eine Eichreihe aufgenommen. Eine Veriinderung cler Eichwerte trat nicht ein, sodaf3 
wir das gleiche auch for geringere Eiweif3mengen annehmen di.irfen und am alten 
Verfahren festhalten. Es sei jedoch nochmals darauf hingewiesen, daf3 die Rohe der 
Eiweif3werte von der Einwirkungszeit der 2 n NaOH abhiingt. Bei 20° ergibt sich bei 
unserem Albuminpriiparat (vgl. S. 35) innerhalb 6-36 Stunden eine Verminclerung 
des Eichwertes um 3%, wenn man die NaOH 12 Stunclen !anger einwirken liif3t. Das 
Absinken cler Eiweif3werte nach cler Vercli.innung auf eine Konzentration von 0,2 n Na OH 
verliiuft jecloch wesentlich langsamer als in cler Arbeit von 1951 angegeben wurde. 
Dieses konnte clurch neue Bestimmungen an chloroformierten Losungen fcstgcstclh 
werden. 

Die Eichwerte, die sich aus demselben Priiparat, jecloch in verschieclenen Ansiitzen 
ergeben, variieren etwas. Aus 17 Einwaagen, von clenen jeweils 3 Bestimmungen durch-

Le ge nden zu den ncbenstehe nde n  Abbil d u n gcn (Ta fel 13) 

i\bb . 2. Br uttocxtinktionsk urven von zwei Eichungen mit Albumin unter Ver wendung k upferfreien 
destillierten ,,vassers. 

- -- -- gemessen am 1 9. V. I 956, t = 1 9° 

- - - - gemessen am 2 I. XII. I 956, t = 20° 

Abb. 3: Br uttciextinktion einer Blindprobe nach Zugabe verschiedener .tvfengen von Kupferreagenz. 
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gefi.ihrt wurden, ergab sich im l'viittel ein ,,Kennwert" ftir I mg Eiweif3 vo:1 
0,0680 ± 0,0003. Der mittlere Fehler der einzelnen Einwaagen betrug dabei 0,0013 
Extinktionseinheiten. Die Streuung· ist wesentlich geringer als in der ersten Arbeit an­
gegeben, sodaf3 sich das tagliche Ansetzen einer neuen Eichreihe eriibrigt. 1!fan reclnet 
besser mit einem Niittelwert, der fi.ir das entsprechende Gerat einmal bestimmt warden 
ist und muf3 dann freilich darauf achten, daf3 die Temperatur wahrend der 1!fessungen 
gleich bleibt. 

Das Seston und damit auch das Planktongewicht wire! aus verschiedenen verfahrens­
technischen Griinden nur lufttrocken angegeben. Nun liegt es nahe, auch das Albumin­
aquivalent auf die lufttrockene Einwaage der pulverisierten Eichsubstanz zu beziehen. 
Da man jedoch mit diesem Albuminaquivalent nur einen Relativwert bestimmt, kann 
man der Eichung sehr gut auch die bei 110° vorbereitete und im Exsikkator iiber Sili­
kagel getrocknete Substanz zugrnnde legen. So erhalt man ftir festgelegte Analysen­
bedingungen einen reproduzierbaren Eichwert. Der Eichwert, der bislang mit 0,0600 / 1 mg 
Albumin (lufttrocken) als Berechnungsgrnndlage gebraucht wurde, wird in Zukunft 
durch 0,0680 / 1 111.g Albumin (trocken) ersetzt, wie es auch BAmE (1956) schon getan lnt. 

Al  buminaqui  valen  t 

Die Biuretmethode gibt nicht unmittelbar cine 1ifenge von lebendem Eiweif3 im Plank­
ton wieder, sondern nur ein Iviaf3 fi.ir die Ivienge der in1 getrockneten Plankton vorge­
fundenen Peptide. Der bei dieser Reaktion der Planktonpeptide entstehende Farbwert 
wire! mit clemjenigen verglichen, den ein gleichbehancleltes Albumin aus Eiern ergibt. 
Es wircl clabei die Annahme gemacht, daf3 die Zerfallsgeschwindigkeit des Plankton­
eiweif3es in 2 n NaOH ebenso grof3 ist wie die des in gleicher Weise behandelten, in 
sich aber homogeneren Albumins, das als Standard client. Es muf3 hier nochmals betont 
werclen, daf3 mit dieser Eiweif3bestimrnungsmethode nur ein Albuminaquivalent er­
mittelt werden kann. Laufende Untersuchungen i.iber das Verhaltnis von Gesamtstick­
stoff uncl Albumin�iquivalent im getrockneten Plankton, die gleichzeitig mit Bestimmun­
gen von organischer Substanz uncl Phosphor in Plankton von moglichst einheitlicher 
Zusammensetzung clurchgefi.ihrt ,verden, deuten auf erhebliche Unterschiede in ein­
zelnen Planktongruppen hin. Auch bedarf es in diesem Rahmen einer eingehenden Unter­
suchung, welcher Anteil des Gesamt-N in freienAminosauren sowie anderen organischen 
N-haltigen Substanzen vorliegt, die nicht von der Biuretreaktion erfaf3t werden konnen
und auch nicht unmittelbar zum ,,lebenden Eiweif3" gehoren, das mit dieser 1!fethode
bestimmt werden soil. Diese Untersuchungen werden sich jedoch noch i.iber langere
Zeit hinziehen, da hierftir ein grof3eres Vergleichsmaterial mit Analysen mehrerer
Komponenten bearbeitet werden muf3.

Genauigkei  t der  M e t h o d e  

Mit unserer Mel3anordnung (vgl. S. 3 5  und S. 36) betragt cler m.ittlere Fehler der 
Einzelmessung z. B. bei einer Untersuchung von einem reinen Eiweif3praparat 
± 0,0005 Extinktionseinheiten, cl. i. ± 711.g Eiweif3 (n = 15). Hierbei wurde aus 
einer Losung, die 500 1.1g Albumin/ml enthielt, 15 ma! 1 ml abpipettiert. Der Auslauf­
fehler der Pipette diirfte dabei nur den geringeren Tei! der Streuung ausmachen. Der 
Fehler, der clurch das Elko entstehen kann, ist vollig zu vernachlassigen, cla sich bei 
sehr sorgfaltigem Arbeiten dessen rvief3fehler in den Grenzen von ± 1 1.1g Albumin 
bewegt. In einer weiteren Vergleichsreihe wurclen 19 Parallelproben untersucht, deren 
Hydrolysat durch ein Filter 587 E filtriert wurcle. Dabei ergab sich ein mittlerer Fehler 
von ± JO (J.g Albumin. Der eigentliche apparative 1ifef3fehler hat also im Vergleich zu 
den sonstigen Storungen einen verschwindend geringen Einfluf3. Wesentlich fi.ir die 
Grof3e des mittleren Fehlers ist clagegen die Sorgfalt bei cler Probennahme - wobei 
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man auch an die Cu-haltigen Korrosionsprodukte mancher v\Tasserschi::ipfer denken muf3 
sowie bei den verschiedenen analytischen Manipulationen im Laboratorium. Man 

wird kaum erreichen, daf3 bei Arbeiten an Borel die hier aufgefi.ihrte Fehlergrenze 
von I o 1.1.g Eiweif3 erreicht ,verden kann; deshalb fi.ihrt man die Eiweif3analysen am 
besten an den scharf getrockneten Planktonproben an Land durch. Gut getrocknetes 
Plankton behalt mehrere Jahre den gleichen v\Tert fi.ir das Albuminaquivalent. 

In Anbetracht aller Voraussetzungen darf man filr diese .Methode eine Fehlerbreite 
von ± 1 o 1-1-g Albumin innerhalb des Bereiches von o bis 3 ooo 1.1.g Albumin angeben. 

P r ocedure  

1.  Hydrolysis. Plankton concentrated by nets or  paper-filters i s  preserved for a long 
time by drying. For analysis I ml 211 NaOH is added to the plankton sample in a small 
vessel, which is kept closed for 1 2 hours at room temperature. Then 3-4 ml copper-free 
distilled water is added. This solution is filtered e. g. through filter paper Schleicher & 
Schull Nr. 587 E, which has been kept for 12 hours in 0.5 n NaOH. The filtrate is 
collected in a calibrated tube of 11 ml and brought up to 10 ml by adding copper-free 
water. 

When contamination by copper from distilled ·water or vessels is not to be prevented, 
an amount of about 200 1-1.g albumen is added to samples and blanks. 

2. Colour of pure solutions. Before adding copper-reagent, absorbancies at 750 and
530 m 11. are taken. The solutions are returned to the calibrated tubes. If no great difference 
in albumen-content is expected, intermediate rinsing of photometer-cuvettes by 0.2 n 
NaOH is not to be recommended. 

In the "Elko II" a light path of 3 cm was found to be sufficient, especially for the 
volume of I o ml available. Generally the readings on the red scale are sufficient giving 
directly the extinction up to an accuracy of 0.0001. For standardisation the black readings 
allowing an accuracy up to o .o 1 °;'., = 0.00001 extinction are to be converted into ab­
sorbancies. 

3. Colour of reaction. 0.5 ml copper-reagent is added per sample and distributed well .
by shaking the tube. After 30 min. the increased optical density is measured at 750 and 
530 m 11 .. The maximum of colour is present during the next 60 min. at room temperature. 
The readings at 750 m µ are quickly rised by increasing temperature. Great care should 
be taken on this point. 

In order to empty the cuvettes a fine drawn pipe connected with a vakuum pump at 
a tap was found to qicken the process of consecutive work. 

4. Reagent blank. Procedures 2 and 3 are to be repeated ·with blank filters, when­
ever filters have been used in the course of analysis. If not, the procedure has to be 
repeated with a pure solution of 0.2 n NaOH. 

5. Calculation. Calculation is clone by values of absorbancy.
Sample: (Rf-Ef) s 53 - (Rf-Ef) s ,5 = Bruttoextintion 
Blank: is the same way 
Net-extinction= Bruttoextinction - blank 
Ef = extinction of pure solution; Rf= extinction of solution with copper reagent added. 
"Kennwert" = Net-extinction of I mg albumen. 

Differences (Rf76-Ef75) remain constant with one reagent and normal albumen values.
Deviations from the mean difference may be caused by faulty addition of copper-reagent 
and may become corrected (cf. p. 37). 

6. Standardisation. For standardisation 5 ml 2 n NaOH are added to 50 mg albumen.
I 2 hours later the solution is made up to 50 ml with copper-free distilled water. Some­
times filtration is necessary (cf. No. 1). After adding chloroform this solution is kept 
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stable for some days. It is proposed to take for a standardisation range the following 
quantities: o, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.30, .... r.o ml= mg albumin, making these up 
to 10 ml with 0.2 n NaOH. The estimation follows No. 2-5. The calibration curve at 
low figures is straight only when copper-free distilled water is used, otherwise cf. No. 1. 

The "Kennwert" is found to be 0.068 0 / 3 cm and 1 mg dry albumen per 10 ml in 
the "Elko II". The calibration curve is straight at least up to 3 mg albumen per 10 ml. 
The accuracy obtained in the "Elko" with plankton samples is ± 10 p.g albumen. 
Working with the Pulfrich-Photometer, the conditions are quite similar, only the accuracy 
is not as high as in the "Elko II". 

7. Reagents:

2 n NaOH: This solution is diluted to 0.2 n by copperfree distilled water for the deter­
mination of reagent blank and standardisation. 

Copper-reagent: 2 g CuS0,1 cryst. per 10 0 ml water; add 60 ml of this solution to 5 0  ml 
of Ethylene-glycol (HO CH2 CH

2 
OH) 

"Albumin aus Eiern" (l\rierck). 
"Seignettesalz" = KNaC4H40

r; 

Copper-free distilled water. 

8. Interferences. At the beginning of the analyses rhe filterpapers have to be examined.
A voluminous precipitate, sometimes following the addition of copper-reagent, may 
become dissolved by Seignette salt (cf. KREY 1952). Special care should be taken to 
handle all samples in the same way under hydrolysis, estimation and standardisation, 
both in regard to time and temperature. 
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