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357. Richard Wil l s t l t t er  und Ernst Waldschm€dt-Leita: 
Alkalimetrische Bestimmung FOR Aminoeiiuren und Peptiden. 

[Mitteilung aus dcm Chemischen baboratorium der Bayerischen Akademie 
dcr Wissenschaften in MBnchen.] 

(Eingegangen am 1. Oktober 1921). 
Bei der Bestimmung der lipatischen Wirkung von Pflanzensarnen 

und von Organpriiparsten auf Glyceride kann die Gegenwart von Pro- 
teinen, Prptiden und Aminoeluren die Werte falachen. Urn gebildete 
Fettsiiuren zu bestimmen, ist es zweckmaBig, in  alkoholiecber Lasung 
zu titrieren. Dabei wird das Carboxyl der stickstoff haltigen Verbin- 
dungen, die in wlidriger Lijsuog neutral oder wenig sauer reagieren, 
mitbestimmt. Einer ilbnlichen TBuschuog muB man vorbeugen, wenn 
bei enzgmatiscben Reaktionen Ammoniumacetat oder andere Ammo- 
niumsalze als Puffer angewandt werden. 

In  Ammoniumsalzeo, z. B. Ammoniumoxalat, Ammoniumrbodanid 
u. a ,  liidt sich namiich die Siiure alkalimetrisch unter Anwendung 
z. B. von Phenol-phthaleia bestimmen, wenn die wBBrjge Liisung des 
Salzes mit einer geniigenden Menge Alkohol vermischt wird. Denn 
in der alkoholischen Losung wirkt Ammoniak nicht aut  den Indicator. 

Die wiil3rigen Losungen der  A r n m o n i u m s a l z e  mdssen mit so- 
viel Alkuhol, da13 sie etwa 97-prozenrig alkoholisch werden (2. B. fur 
10 ccm wal3riger Losung von Ammoniumrhodanid mit 525 ccm absol. 
Alkohol) und mit viel Indicator, z. B. 1 ccm lsproz. alkoholiscber 
Phenol-phthaleio-Losung auf 100 ccm Flussigkeit, sersetzt werden. Man 
titriert rnit R-KOH bis zur Rosafatbung. Bei Ammoniumoxalat ist 
es wegeu der  geringen Liiblichkeit in  Alkohol notig, nach jedem Zu- 
eatz recbt tiichtig durchzuvbiitteln. 

0.2626 g (NEidJl  Cs 0 4  f HsO erforderten 3.67 ccrn n-KOH, ber. 3.70. - 
0.2674 g (NH4)SCN erforderten 3.51 ccm n KOH, ber. 3.51. 

Das gleiche Verhalten zeigen die A m i n o s i i u r e n .  Man kann sie 
ebensogut in  alkoholischer Losung alkalimetrisch bestimmen wie 
z. B. StearinsPure. 
1. Gtgkokoll: 0.2555 g erforderten 3 36 ccm n-KOH, statt ber. 3.40 ccm 
2. Alanin: 0.1939 > 216 D )> 2 18 
3. Leucin: 0.19!12 Y 1.53 ) I ) )I 1.52 B 

4. Methyl-glykokoll: 0.4160 p 450 p )) 4.6'2 )) 

5. Dimethyl glykokoll: 0.3122 p 2.96 : > u )) 3 0 3  
6. Pbenyl-alanin: 0 . 1 5 1 0 ~  3 0.97 n x >> 0.93 
7. Tyrosin: 0.2674 p 1.44 )> x D 1.47 1 

8. Hiatidin: 0.0926 p 0.58 I, f B 0.60 * 
0.2325 x 

9. Lysin-Diclilor- 
hydrst: 
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Bemeskungen: Zn 4. Vom Methyl-glycin murde Sulfat (CaE,OzK, ‘!s &SOi 
-t */pHxO) angewaodt uncl i n  wzlriger LB-ung auf neutrale Reaktion titriert: 
0.6810 g errorderten 4.57 ccm n-KOH, s ta t t  4.62 ccm. 

Zu 5. Angewandt waren 0.4903 g r o m  Salze ( C * U O O ~ N ) ~ C U  -t 3B10 
nacb Zvrsetzung mit HaS und Vrrjagcn desselhen. 

Zu 7. Wegcn der Schwerloslichkeit in Alkohol iihrrsittigtcn s i r  das 
Tyrosin in  der hochprozeiitig-allroliolischen Lcsung niit Alkali und titricrtcir 
den UberschuB mit Essigsiiure zuriick. 

Zu 8. Angowmdt. w;ircu 0.1251 g I~istid~n-Chlorbydrat uach Titration 
iu waeriger Lijsung a d  neutral (verbr 0.60, ber. 0.60ccm n.KOH). 

Zu 9. Lysin wnrrle als Pik-at xngmandt ,  wovon n i r  0.4732 g in verd. 
Salzsauro l h t e n ,  durch quantitatives AusLthem von Pilcrins5rire befreiten untl 
durch Abdainplen in reines D,clrlortiydrat veramdelt-u.  h i  der  Titrztion 
in wiRriger Liisung auE nwtml  wurde 1HCl abgesattigt (vcrbr. 1.32 ccm 
n-KOH, htatt 1.27). Dann erfortlerte die Titration in Alkohol nocb 2 Aqui- 
ralente ICOH (gef. ‘1.64 ccw, stntt 2 64), daron eincs fiir das zweite Mol HCI. 

Ein snlches Verbalten ha t  vor IHngerer Zeit D. V o r l i i n d e r l )  bei 
Anilciiessig o-carbonslure, Alkyl-phenSI-f i lSciu.o-~~r~ons~uren und Di- 
methyl-antl?ranilsiiure beobacbtet. V o r  l i i n d e r  hat auch einen Ver- 
such mit Glykokoll nusgrfiibrt, das, in 25 ccm Wasser mit 50ccm Al- 
kohol versetzt und rnit Natrium-alkoholnt- Losung titriert, dns Aqui- 
valent 86 statt 73 ergab. Wir erzielen brnuchbare Werte mit hoherer 
AlkohoCKonzentration. 

Von V o r l a n d e r  wurde die Eracheinung Bdurch Bildung innerer 
Addukte erkliirt, welche zum Teil den Cbarakter der  quartaren Am- 
moniumsalze haben, und im Gegensatz zti den gewijhdicben Addukten 
aus Aminen und Siiuren nicht leicht durch wiidrige Alkalilauge zeT- 
legt werden konnenu. Eine einrachere Erldlruag scheint uns den 
Vorzug zu verdienen. Das Salz NI&.CHg.COpK ist i n  wafiriger 
Losung eine Base (wie Metbylamin), in alkoholisoher Losung aber 
gibt es gleichwie Ammoniak keine Hydroxyl.Ionen. 

P o l y p e p t i d e  lassen sich ebenso unter Zusatz von Alkohol alkali- 
metriech bestimrnen. Wir verdanken wertvolle Proben von vier Pep- 
tiden aus E. F i s c h e r s  Sarnrnlung Hrn. Dr. H e r m n n n  F i s c h e r  in  
Berlin, und wir sind ihm fiir deren freundlicbe Uberlassung sehr ver- 
bondeo. Man findet fur sie unter diesen Bedinguogm die wahren 
Aquivalentgewichte, ebenso, dies ist zu folgern, fur  P e p t o n e  und 
E i w e i B k t i r p e r .  Aut diese Anwendung, fur die sich .ein weites Ge- 
biet eriitfnet, werden wir in einer spateren Mitteiluog eingehen. 

I) A. 841, I und ewar 76 [1905]; B. 52, 309, 311 [1919]. 
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1. Glycyl-glycin ; 0.1135 g erford. 0.85 ccm n-KOH, statt ber. 0.86 ocm 
1. Leucyl-glgcin: 01900~ x 104 D D D 1.01 2 

4. L1,ucyl-glycyl-leucin: 0.1584 0 54 n D s 0.53 * 
3. Glycyl.glycy1-leucin: 0.1580 B 0.66 D n 9 s 0.64 

5. Pepton: 1.0000 D n 0.76 n * ; daher Aqiiiva- 
lentgewicht 1320. 

Bemerkung. Zu 1 : Vom Glycyl-glycin wurde das Chlorhydrat (CJl&N2, 
HC1 f HSO) angewandt und i n  waflriger LBsuiig auf neutrale Reaktion titriert: 
0.1603 g erforderten 1.18 ccm n-KOH (ber. far 1 Mol. HCI 0 86 ccm, 0.3” ccm 
entfallen auf das Carboxyl). 

Bei dieser madaoalytischen Bestimmung von EiweiB- Abbaupra- 
dukten zeigt sich ein charakteristischer Unterschied hiosicbtlich der  
Alkohol Konzentrationen, die zur  Au3schaltung der  Aminogruppen 
oder der Hydroxyl-Ionen erforderlich sind. Die Polypeptide verhnlten 
sich schon in 40-proz. Alkobol wie gewohnliche Carboosiiuren. Par 
die Peptooe und Proteide gilt gleichfalls, daB schon in so verdiinntem 
Alkohol die Endwette erreicht werden. 

Alka l iverbrauch  in  P r o z e n t e n  d e r  Theorie .  
0 10 20 30 40-proz Alkohol 

Glycyl-glycin . . . . . . 37 72 8.5 95 99 
Leucyl-glycin . . . . . 46 65 82 92 103 
Glycyl-gl ycyl-leucin . 55 8 2  93 100 103 
Leucyl glycjl-leucin . . . 38 51 78 96 103 
Pepton . . , . . . . . 60 75 85 94 100 

Dagegen erfordern die Aminosauren der  alipbatischen Reihe oder 
von aliphatischern Charakter sehr hohe Alkohol Konzentration, etwa 
97 O/O, zur viilligen Ausschaltung der Aminogruppe und Absattiguog 
mit Alkalibydroxyd. Man mu13 daher auch das  Wasser der n-Lauge 
beriicksiehtigen unil ersetzt diese zweckmiiSig durch eine alkoholisohe 
Normallosuog. 

A l k a l i v e r b r n n c h  i n  P r o z e n t e n  d e r  Theorie. 
50 60 70 80 90 95 97-proe. Alkohol 

Glyliokoll . . . . 28.5 41 52 68 86 94 99 
Alanin . , . . . 28 41 51 78 93 98 99 
Leucin . . . . . 29 38 52 68 90 99 100 

89 98 - 
Dimethyl-glykokoll 40 57 70 81 93 98 - 
Phayl-alanin . . 63 83 101 108 - - - 
Tyrosin . . . . 64 77 91 96 98 - - 
Lysin-Dichlorhydrat - 45 57 69 81 93 101 - 
Ammoniumoxalat . 27 38 50 68 92 97 99 
Ammoniumrhodanid 36 56 73 85 97 100 

Methyl-glykokoll . - - - -  
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Die Tabelle zeigt, daB es hinsichtlich der fur den Endvert er- 
forderlichen Alkohol-Koozentration Ausnahmen gibt. Das Kaliumsalz 
des Dimethyl-glykokolls, das allerdings beim proteolytiachen Abbau 
nicht auftritt, verhllt sich merkwiirdigerweise wie eine schwiichere 
Base als Glykokoll-Kalium. Noch mehr weichen, was zu erwarten 
war, Pbenyl-alanin und Tyrosin ab, die schon in 70-80-pro2 Alko- 
hol die Endwerte geben. Amino-benzoessuren sind schon in  w'5Sriper 
L8sung titrierbar. 

Der Athyl.alkoho1 liil3t sich durch P r o p y l a l k o h o l  ersetzen, 
der bei miiBiger Honzentration die IIydroxyl-lonen-Konzentration 
stlirker berabsetzt, wiihrend sie von 'Methyla lkohol  in vie1 gerin- 
gerern Mafie a h  von Athylalkohol beeinflu& wird. 

A l k a l i m e t r i s c h c  B e s t i m m u n g  des A l a n i n s .  

50 60 70 SO 90 95-proz. --- 
Methylalkohol . . . . 13 81 42 50 61 74 
Athylalkohol. . . . . 25 41 51 78 93 98 
Propylalkohol . . . . 36 51 61 75 90 96 

Einen derartigen EiofluS auf die Saurefunktion des Glykokolls 
haben W. Lof f l e r  und K. Sp i ro ' )  vor kurzem beim G l y c e r i n  
beobacbtet. Die Mischung von Glykokoll und Glycerin zeigte eine 
andere Wasserstoff-Iooen-Konzentration als die wiiBrige Losung der 
Aminocauie. sEa lag nahe zu versuchen, ob man auf diesem Wege 
zu einer qusntitativen Titration des Glykokolls kilme. Das gelinat 
aber nicht, auch wenn man grol3e Quantitken Glycerin anw0ndet.a 

Aut das vcrschiedene Verhalten der Aminoshren und Polypep- 
tide 1iif3t sich eioe eiofacbe Methode grunden, .um i n  Geruischen 
dieser beiden Gruppen von Verbindungen den Anteil an Aminosiiuren 
und an Pulypeptiden alkalimetrisch zu bestirnmen, indem man die zur 
Neutralisation auf Phenol phthalein i n  50-proz. (a) und i n  97-proz. 
(b) alkoholischer Lirjuog erforderliche Alkalimenge ermittelt. Der 
Alkalianteil (x) fur Aminosiiuren ist d a m ,  da die Mehrzahl der- 
selben, und zwar die i n  den Mischungen im allgemeinen tiberwiegen- 
den, i o  50 proz. alkoholischer Liisung 28 O/O der zu ihrer viilligen 

72 ' Absattjgung erforderlichen Alkalimenge verbrauchen. x == 
und der Alkalianteil fur Polypeptide 9 b-x. 

Da wit. nicht von Versucben tiber Proteolyae zu berichten haben, 
sollen vorllufig nur wenige B e i s p i e l e  den $inn der Methode erliiutern. 

100.lb -a )  

I )  Helvet. chim. acta 2, 533 und zwar 510 [1919]. 
llerichta d. D. Chem. Gasellscbaft. Jahrg. L W  191 



Ba2piele. 1. Ein klufliches P e p s i n -  Prarrarat (10 ccm 10-proz. Pepsin- 
LBsung E. Merck 1: IOU) wurde gpriift, indem wir es auf 0.5g G l o b u l i n  
aus Kiciuussamen nnter Zusatz von 0 5  ccrn n-Salasaure und 12 ccm Wasser 
2 Stdo. bai 300 unter Umschiitleln t iiiwirkeu IiJlen. 

Deshalb 
begnGgen wir nns ofters mit der Konrentration von 9O0/o. 

Die Methode hat den Nachtcil, dafi sie vie1 Alkobol erfordert. 

zu Beginn nieh 2 Stdn. Differeuz 
in 50 proz. Alkohol . . 0.13 0.39 0 26 ccm 
i n  90-proz. Alkohol . . 0.19 0.45 0.26 D 

Bei der Pepsin-Wirkung ergab sich kein Unterschied im Aciditatszuwachs 
in 50- und 90 proz. Alkohol, also nur Prptid-Bildung. 

9. Ein Pankrea t io-Prapara t  (IOccm 5 proz. Losung) wurde gepriift 
durch 2-stiindige Einwirkuig *bei 300 aut 0.5 g G l o b u l i n  uuter Zusatz von 
10 ccm Pufferliiaung von pl-i 7.7 (5 ccm n/s-I<sHPOa, 1 ccm n-KOH und 
4 ccm Hs0). 

zu Begion nach 2 Stdn. Differenz 
in 50-proz. Alkohol . . 0.37 1.30 0 93 ccm 
in 90-pros. Alkohol . . 1.18 2 44 1.26 w 

Bei der Trypsio-Wirkung entrielen vom Zuwachs der Aciclitat 0.46 cqm 
auf Aminnszuren, 0.SO ccm au€ Poljptaptide. 

3. Verglrich der F o r m o l - T i t r a t i o n  (a) und der T i t r a t i o n  i n  a l k o -  
h o l i s c h e r  LBsung (b). 

Angrwaudt 10 ccm 20-proz. Pepton-Losung, 5 ccm 5-prnz. Losung von 
k&utlichem Pankreaiin, 5 ccm 10-proz. Na, HPOa. Einwirkung wiihrend 
1 Side. bei 300. 

Zu Be- 
ginn 3.85, am Ende 5.26 ccm n-KOH. Also Zuwachs an Acidititt entspre- 
cheud 1.41 ccm KOH. 
b) zu Beginn am Ende Differenz 

in 95-pioz. Alkohol . . 3.66 5.12 1.46 

a) Zur Bt,stimmung mit 30 ccrn 37-proz. Forrnaldehyd versetzt. 

.in 50-proz. Alkohof . ' .  2.60 8.4 1 0.81 ccm n-KOH 

Vom Zuwachs an Aciditat edtlielen 0.90 ccm rtuf Aminosiiuren, 0.56 ccm 
auf Peptide. 

Far die Bestimmuog der Aminosturen und Polypeptide reiht 
sich das eiofacbe olkalimetrische Verfabren an die wichtige Formol- 
Mcthode vnn S. P. L. S o r e u s e n  I) an', die bei der  Untersuchuog des 
EiweiI3-Abbaus grolje Dienste gclristet hat, und an das sie ergaozeode 
svbooe Vrrfahren von D. D. v a n  S l y k e ' )  zur Bestimmung des Amino- 
Stickstofis mit salpetriger Siiure. Die Formol-Titration erlaubt nit 

1) Bio. Z. 7, 43 [1907]; 25, 1 [1910]. - V. H e u r i q u e e  und S. P. L. 
Stirensen, H. 64, 1-10 [1910]. - H. J e s s e n - H a n s e n ,  A b d e r h a l d s n e  
Handb. d. biochem Arheitsmeth. 6, 2@2 [ 191 11. 

8 )  B. 48, 3170 f19101. - A b d e r h a l d e n s  Handb. d. biochem. Arbeits- 
meth. 5, 995 [1911]; 6, 278 [1912]. 
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gewissen Ausnabmen die Carboxyle der Pcptide und Aminosiiurea im 
gaozen zu brstimmen. Zwischen den beiden Kcrpergruppen zu diffe- 
renzieren, versucht die stufen weive Formol-Titration nach V. H e n  ri- 
q u e s  und S. P. L. S o r e n s e n ' ) ,  allein so bernerkenswert ihre  An- 
wendungen fur den Vergleich des peptischen uod tryptischen Abbaus 
siud, ist sie doch ihrem Wesen nach verwickelt und liefert nicht mehr 
als Schltzongen. 

Die Unterscbeiduog des Amino-Stickstoffs vom Gesamt.Stickstoff 
der proteolytiscben Yrodukte nach v a n  S l y k e  macht es bicht iiber- 
flussig, durch die alkalimetrische Bestimmung bei der  Proteolyse zwi- 
schen den Anteilen der  Aminosauren und der Peptide an der Aciditiit 
zu unterscheiden. 

838. K. v. Auwera und H. Westermann: 
Zur Spbktrochemie  der al iphat ischea  Diem mit k o n j u g i e r t e n  

Doppelbindungen. 
mingegangen am 4. Oktober 1921.) 

Bei vergleichenden spektrochemischen Untcrsuebungen wurde 
wiederholt als Cbelstand emplunden, daf3 die optischen Konstanten 
der einfachen a l i p b n t i d e o  Diene mit ungestorter, einfach oder zwei- 
fach gestorter Konjuqation bis jetzt nicht in der  wuoschenswerten 
Vollstiindigkeit und mit der erforderlichen Genauigkeit bebtlmmt waren, 
so duf3 iiber die Normalwerte fur die spezifischen Exaltationen dieser 
Korpergriippen noch eine gewisse Unsicherheit bestand'). Allerdings 
ist r o n . G r i p n a r d * )  und seinen Scbulern Reif') A b e l m a n n * )  und 
B j e l o u s s  eiue groflere Zah1 solcher Kohlcnwasserstoffe dargestellt 
worden, doch beachriinkten sich diese Forscher bei der  opriscben 
Untersuchung auf die Bestimmung von MD. Ahblich verfuhren zum 
Teil andere C h m i k e r ;  nur  fdr wenige Diene liegen vollstiiodige Beob- 
achtuugsreiheo Uber ibre  Refraktion und Dispertiion vor. DaB iiber- 
dies die Angaben der verscbicdenen Auforen fiber Dichte und Bre- 
chungsindices dieser Korper zum Teil betrichtlich von einander ab- 
weichen, ist leicht begreiflich, da  die eibfachsten D i e m  wegen ihrer 
leichten Veriinderlicbkeit schwer vijllig rein zu erhalten sind. 

') H. 63, 27 [1qO9]. - V. H e n r i q u e a  und G. K. G j a l d b a e k ,  H. 71, 
485 [1911]; 75, 363 [l~ll]. 

a)  Vergl. z B. A. 416, 124 [19181. 
9 B. 41, 2 39 [1908]. 

*) Thbse, Lyon 1901. 
3 B. 43, i574 11910], 

B. 43, 2330 119101; 46, 625 [191'2]. 
l@l* 


