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DIE SPEZIFIT,~T DER MIKROMETHODEN ZUR CI 'fRONENSAUREBESTIM- 
MUNG ALS PENTABROMACETON 

v o n  

F. L. BREUSCH IJND RASIM TULUS 
I1. Chemisches Institut der Universitdt Istanbul (Tiirkei) 

Die Citronens~iure ist heute in den Mittelpunkt der biochemischen Probleme 
gerficict. Eine kolorimetrische Mikromethode zur quantitativen analytischen Bestim- 
mung ist von PUCHER, SHERMAN und VICI~ERY 1 ausgearbeitet worden. Die Methode 
beruht auf der Gelbf~trbung yon w~tssrigen Na2S -L6sungen durch Pentabromaceton, 
dem altbekannten Reaktionsprodukt aus Citronens~ime, Brom und Permanganat in 
saurer L6sung. (STABRE 2). Die Gelbffirbung wird im Kolorimeter quantitativ aus- 
gemessen ; noch o,I mg Citronens~iure in IOO ml lassen sich so bestimmen. 

Da sich bei der Extraktion des Pentabromacetons aus der Reaktionsl6sung 
mit Petrol~ither Schwierigkeiten ergaben, weil die Anwendung von Petroltither ver- 
schiedener Herkunft  Differenzen der F~irbung ergab, hat PUCHER 3 auf derselben 
Reaktion eine Mikrotitrationsmethode aufgebaut, bei der das leicht abspaltbare Brom 
des Pentabromacetons mit 1/7 5 normalen AgNOa-L6sung titriert wird. Von GOI_DBERG 
und BERNHEIM 4 wurde gleichzeitig eine iihnliche Methode ver6ffentlicht. 

Die Schwierigkeiten PUCnERS konnten wir leicht umgehen, indem wir den ffir 
die Analysen verwendeten Petrol~tther (Merck, Siedep. 12o-18o °) sammelten und 
durch 6 maliges Ausschfitteln mit destilliertem Wasser reinigten und immer wieder 
verwendeten. Die im Zeiss'schen Stufenphotometer gemessenen Absorptionskurven 
blieben so bei Kontrollen fiber 2 Jahre innerhalb 5% konstant. 

In der vorliegenden Arbeit linden wir, dass andere Substanzen, z.B. Itacons~iure, 
weiter Triacets~ture und niedere e, ,r-Diketofetts~iuren sowohl nach der kolorimetrischen 
als auch nach der titrimetrischen Methode in gr6sserem oder geringerem Prozentsatz 
, ,Citronensfmre" vortttuschen. Nach der Titrationsmethode gibt weiter das Diacetyl 
unter den angewendeten Bedingungen 3o% ,,Citronens~iure". Die zuerst yon BRE~JSCH 5 
und BREUSCH und TuI.uS ~ entdeckte, aber erst von MARTIUS 7 isolierte Oxalcitra- 
mals~iure gibt nach der bisherigen Analysenmethode volle Citronens~it~rewerte; sie lgsst 
sich durch vorheriges Kochen mit Alkali zerst6ren und kann dadurch yon Citronen- 
s~iure unterschieden werden. Vollen Citronens~iurewert ergibt die Glyoxylcitramals~iure, 
die man erh~ilt, wenn man eine o,5%ige L6sung von Oxalcitramals~ture in IO %iger HC1 
mit wenig Aluminiumpulver bei Zimmertemperatur 24 Stunden stehen l~tsst. Die so 
erhaltene S~iure ist sowohl gegen Kochen mit S~iure wie mit Alkali resistent ; sie wurde 
von uns bisher nur in kleinen Mengen als Syrup dargestellt ; sie unterscheidet sich 
sowohl biologisch wie in ihrer Salzbildung wesentlich von Citronensgure. Sie wird in 
einer folgenden Arbeit beschrieben, wenn mehr Material zur Verffigung steht. 

Viele dieser Stoffe liefern bei der Behandlung mit Brom und Permanganat 
(speziell Triacets~iure und ~,¥-Diketofetts~turen) andere bromhaltige Produkte, durch 
die die kolorimetrische Bestimmung des Pentabromacetons nur wenig gest6rt wird, 
Lit~atu~ S. 82. 
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wohl aber die Titration, die alles organisch gebundene und durch AgNO 3 abspaltbare 
Brom erfasst. 

Manche der Substanzen, die nach den bisherigen Methoden Citronensaure vor- 
tS.uschen, lassen sich ausschalten, wenn man vor der sauren Verkochung der Reaktions- 
16sung nach PUCHER, SHERMAN und VICKERY eine kurze alkalische Verkochung ein- 
schaltet. Wir schlagen deshalb als AbSnderung der Methode vor, in Zukunft  vor der 
sauren Verkochung die Reaktionsl6sung kurz alkalisch zu kochen;  Citronens~ture 
bleibt dabei unver~ndert.  

Dazu wird das zu untersuchende Trichloressigs~urefiltrat mit  2o% iger KOH- 
L6sung neutralisiert, noch 2 ml der gleichen KOH-L6sung zugegeben, 2 Minuten auf 
dem Drahtnetz gekocht, kurz abgektihlt, anges~tuert und weiter wie nach PUCH]SR, 
SHERMAN und V ~ C K E R Y  analysiert. 

Die in dieser Arbeit angewendete Mikrotitrationsmethode war die yon PUCHER 3 ; 
wie bei der kolorimetrischen Methode wurden alle Werte sowohl nach saurer, wie 
nach saurer und alkalischer Vorkochung best immt.  

Die einzige Abweichung war, dass wir reinen Merck'schen Petrol~tther vom 
Siedep. 12o-18o ° verwendeten, aus Mangel an dem von anderen Autoren verwendeten 
niedrigsiedenden. 

Alie analysierten S~uren waren teils nach Literaturvorschriften selbst synthe- 
tisiert, teils reine Pr~iparate yon I~AHLBAUM und yon SCHUCHARDT. 

I n d e n  folgenden Tabellen geben die beiden ersten Rubriken die von je I m g  
der Substanz vorget~uschten kolorimetrischen Werte an ,,Citronens/iure". Rubrik I 
gibt die Werte, wenn man nach PUCHER, SHERMAN und VICKERY die Reaktionsl6sung 
nur sauer vorkocht. Rubrik  2 gibt die Werte, wenn man zuerst alkalisch und dann sauer 
vorkocht. 

Die Rubriken 3 und 4 geben die Werte, wie sie durch Mikrotitration nach PUC~IER 
erhalten wurden. In Rubrik 3 ist die Reaktionsl6sung nur sauer vorgekocht ; in Rubrik 
4 alkalisch und sauer. 

Name 

Mesoxals~ure 

Methylapfelsaui'e 

Aethylapfelsi~ure 

Dimethylbernsteins~ure 

Formel 

HOOC--C--COOH 
g 

H H 
HOOC--C- -C- -COOH 

H H 
HOOC--C--C--COOH 

10 H /C~H 5 

CHs H 
H 0 0 C - - C - - C - - C 0 0 H  

I H 
CHs 

Kolorimetrisch 

Saueri AlkMisch 

0 0 

0 0 

0 0 

0 0 

Titrimetrisch 

Sauer Alkaliscb 
3 4 

O O 

O 

O O 

O O 

Litcratur  $, 82, 



voL. 1 (1947) MIKROMETHODEN ZUR CITRONENSAUREBESTIMMUNG 79 

Name  

Pheny lbe rns te insgure  . 

Acetylbernsteins~iure 

Citraconsi iure 

I taconsi iure  

Dimere  B r e n z t r a u b e n -  
sgure (krist.) 

D iace ty l  

Tyrosi  i1 

T r y p t o p h a n  

Tr ica rba l ly l sgure  

Citronens~iure 

I soc i t ronens~ure  . 

Oxyc i t ronens~ure  
(Lakton)  

Formel  

H H 
H 0 0 C - - C - - C - - C 0 0 H  

I H 

H H 
H O O C - - C - - C - - C O O H  

I H 
0 = C - C H  a 

H 
H 0 0 C - - C  = C - - C 0 0 H  

I 
CHa 

H 
H 0 0 C - - C - - C - - C 0 0 H  

H ~H~ 

CH3 
I H 

H O O C - - C - - C - - C - - C O O H  t H ;  
O H  

C H a - - C - - C - - C H  a 

0 

H H 
, H0--~_~--C--C--C00H 

El 
NH2 

J ~  I H H C--C--COOH 

H H H 
HC C CH 

c'oo  
H O H  H 

HC C ¢ H  

&o~ ~ooH I C 0 0 H  

O H  H H 
HC C CH 

O H  O H  H 
HC C CH 

cioo~ ioooI_i i COOH 

Kolor imet r i sch  

Sauer  Alkalisch 
i 2 

O O 

O O 

0 , 0 2  0 , 0 2  

0,23 0,23 

O O 

O O 

O O 

0 , 0 2  0 , 0 2  

O O 

I j O  I , O  

O O 

O O 

Ti t r ime t r i s ch  

Sauer  Alkal isch 
3 4 

O O 

O O 

O, I O  O, IO  

0,33 0,3 ° 

O , I  O O 

0,33 0,33 

0 0 

I , O  I , O  

O O 

O O 
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Name 

Oxalcitramals~iure 
(Lakton) 

Glyoxylcitramals~ure 
(Lakton) 

Forlnel 

H OH H 
HC C CH 

t L O = C  

COOH COOH OOH 

H O H  H 
HC C CH 

I J HO-C-H 
~COOH COOH OOH 

H H 

Kolorimetrisch 

Saueri Alkalisch[ 

O,(jO O 

0,90 0,90 

Titrimetrisch 

Sauer Alkalisch 
3 4 

0,9 3 o 

0,97 0,90 

fl-Oxybutters~iure 

Acetessigsi~ure 

Laevulins~iure 

y-Oxyacetessigs~ure 
(Lakton) 

c¢-Aethylacetessigsi~ure. 

a-Methylacetessigs~iure 

Trimethylessigs~iure 

CHa--C--C--COOH 
l H 
OH 

H 
CHa--C--C--COOH 

li H 
O 

H H 
CH3--C--C--C--COOH 

II HH 
O 
H H 

H0--C--C--C--C00H 
H if H 

0 

H 
CHa--C--C--COOH 

i i ICH~--CH~ O 

H 
CHa--C--C--COOH 

CHa 
I 

CHa- -C- -COOH 
I 

CH s 

H H 
CrotonsAure CHs--C = C--COOH 

DimethylacrylsAure 

Tiglins~iure 

CH3 
H 

CHa--(~ ----C--COOH 

CHa 
H 

CHa--C =(~--COOH 

O , 0 I  

O O 

0 , 0 2  0 , 0 2  

O 0 

O O O O 

0 0 0 0 

0 0 0 

0 0 0 

0 0 0 

0 0 0 

0 
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Name 

fl-Oxy-fl-phenylpropion- 
s Aure . . . . .  

Phenylbrenztraubensiiure 

c,-Oxy-fl-methyl-butter- 
s~ure . . . . . .  

**, y-Diketo-pentans~ture 

a, y-Diketo-hexans/iure 

a, y-Diketo-¢-methyl- 
~-Heptensiture 

Triacets~ure . . . .  

Formel 

F \  H H 

J-- H 

H H 
CH3--C--C--C00H 

H 
CHa--C--C--C--C00H 

H H 
CHs-C-C--C-CH--COOH 

HIfH~O 
CHa H H 

~ C - - C - - C - - C - - C O O H  

Kolorimetrisch [ Titrimetrisch 

H H 
C H s - - C - - C - - C - - C - - C 0 0 H [  o, io 

Sauer [Alkalisch] Sauer 
i I 2 I ~  

0 0 - -  

0 0 0 

o,o 3 o 0,5 7 

0 , 0 3  O 

O, IO 0,0~ 

o I 0  

Alkalisch 
4 

O, I 6  

0 , 2 0  0 

0,~20 O 

O, IO 

Nach den Ergebnissen der Tabellen ist die kolorimetrische Methode, besonders 
nach Einschaltung alkalischer Vorkochung, spezifischer als die titrimetrische. Das 
Vorkommen von Itaconstture in Geweben ist wenig wahrscheinlich, dagegen spielen 
eventuel a, 7Diketofettst turen eine Rolle;  ebenso vielleicht die Oxalcitramalstture 
und GlyoxylcitramalsAure. Von 6 Tricarbonstturen geben 3, Tricarballylstture, Oxyci- 
tronenstkure und Isocitronenst~ure keine Pentabr6macetonreakt ion,  die drei anderen, 
Citron~nstture, Oxalcitramalst~ure und Glyoxylcitramalstture geben volle Reaktion. 
Oxalcitramalstture ist durch Kochen mit  Alkali ausschaltbar. 

Keine dieser Methoden ist zu IOO% spezifisch ; zu einem einwandfreien Nach- 
weis muss die Citronenstiure immer nach einer der ausgearbeiteten Methoden als Sub- 
stanz isoliert werden, (DICKENS S, WIELAND und ROSENTHAL 9, BREUSCH und KESKIN10). 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die beiden empfindlichsten Mikrobestimmungsmethoden der Citronens~ure nach 
P U C H E R ,  SHERMAN u n d  V I C K E R Y  und nach PUCHER werden an einer gr6sseren Zahl yon 
Substanzen auf ihre Spezifizit~t gepriift. 

Die mikrokolorimetrische Methode erwies sich dabei spezifischer wie die mikroti- 
trimetrische. 
Literatur S. 8a. 
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Eine Reihe yon S~uren, a, y-Diketofetts~uren, Triacets~ure, Itaconsgure, Oxal- 
citramalstiure, Glyoxylcitramals~ure geben sowohl kolorirnetrisch wie t i t r imetrisch 
(so I)iacetyl) mehr oder weniger grosse Blindwerte. 

Es wird eine Ergtknzung der Mefhode durch Einschal tung einer alkalischen Vor- 
kochung vorgeschlagen, a, y-Diketofettstkuren, Oxalcitramals~ure werden dadurch 
zerst6rt. 

Ein einwandfreier Nachweis der Citronensiiure kann nach wie vor nu t  in einer 
Isolierung als Substanz bestehen. 

SUMMARY 

The two most sensitive micro-methods for the determinat ion of citric acid according 
to Pucher, Sherman and Vickery, and according to Pucher ,  are tested for their specificity 
towards a large number  of substances. 

The micro-colorimetric methcd proved to possess greater specificity than the 
micro-volumetric one. 

A series of acids, ~, y-fat ty dicetonic acids;  triacetic acid;  itaconic ac id ;  oxal- 
citramalic acid, and glyoxylcitramalic acid, also give greater or lesser positive values, 
both colorimetrically and volumetrically (e.g., diacetyl). 

I t  is proposed to complete this method by the introduct ion of previous boiling in 
an alkaline solution. ~, y-fatty dicetonic acids and oxalcitramalic acids are destroyed 
thereby. 

Conclusive proof of the presence of citric acid can, in any case, be furnished only 
by its isolation. 

R~SUm~ 

Les deux plus sensibles micro-m6thodes pour la d6terminat ion de l 'acide citrique 
selon PUCHER, SHERMAN et VICKERY et selon PUCHER ont  6t6 appliqu6es 5, une grande 
quant:.t6 de substances pour en 6prouver la sp6cif!cit6. 

La m6thode micro-colorim6trique s'est av6r6e plus sp6cifique que la m6thode 
micro-volum6tfique. 

Une s6rie d'ac/des, Ies acides gras dic6toniques a, y, l 'acide triac6tique, l 'acide 
itaconique, l 'acide oxalcitramalique, l 'acide glyoxylcitramalique donnent  aussi des valeurs 
positives plus ou moins grandes, ran t  colorim6triquement que volum6tr iquement  (le 
diac6tyle, p. ex). 

On pr6conise de compl6ter cette m6thode par une 6bullition pr6alable dans une 
solution alcaline. Les acides gras dic6toniques ~ et y, l 'acide oxalcitramalique sont alors 
d6truits. 

Une d6termination parfait.ement sfire de la pr6sence de l 'acide citrique n 'est  possible 
qu 'en isolant cette substance. 
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