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8387. Richard Willstiitter und Ernst Waldschmidt-Lieitz:
Alkalimetrische Bestimmung von Aminosiuren und Peptidea.
[Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie
der Wissenschaften in Minchen.]

(Eingegangen am 1. Oktober 1921),

Bei der Bestimmung der lipatischen Wirkung von Pllanzensamen
und von Orgavpriparaten auf Glyceride kann die Gegenwart von Pro-
teinen, Peptiden und Aminosiiuren die Werte filschen. Um gebildete
Fettsiuren zu bestimmen, ist es zweckmiiBig, in alkoholischer Ldsung
zu titrieren. Dabei wird das Carboxyl der stickstoff haltigen Verbin-
dungen, die in wiliriger Losung neutral oder wenig sauer reagieren,
mitbestimmt. Einer #hnlichen Tiuschuog muB man vorbeugen, wenn
bei enzymatiscten Reaktionen Ammoniumacetat oder andere Ammo-
niumsalze als Puifer angewandt werden.

In Ammoniumsalzen, z. B. Ammoniaomoxzalat, Ammoniaumrhodanid
u. a., lifit sich nimlich die Sdure alkalimerrisch unter Anwendung
z. B. von Phenol-phthalein bestimmen, wenn die wifirige Losung des
Salzes mit einer genligenden Menge Alkohol vermischt wird. Denn
in der alkoholischen Losung wirkt Ammoniak nicht auf den Indicator.

Die wiiriger Lisungen der Ammoniumsalze miissen mit so-
viel Alkubol, daB sie etwa 97-prozentig alkoholisch werden (z. B. fiir
10 ccm wiBriger Losung von Ammoniumrhodanid mit 525 ccm absol,
Alkohol) und mit viel Indicator, z. B. 1 cem 1-proz. alkoholischer
Phenol-phthalein-Losung auf 100 cem Fliissigkeit, versetzt werden. Man
titriert mit #-KOH bis zur Rosafirbung. Bei Ammoniumoxalat ist
es wegeu der geringen Ldslichkeit in Alkohol nétig, nach jedem Zu-
satz recht ttichtig durchzuschiitteln.

0.2626 g (NHy3C3044-Hy0 erforderten 8.67 ccm n-KOH, ber. 3.70. —
0.2674 g (NH,)SCN erforderten 3.51 cem »n-KOH, ber. 3.51.

Das gleiche Verhalten zeigen die Aminosduren. Man kavn sie
ebensogut in alkoholischer Liésung alkalimetrisch bestimmen wie

z. B. Stearinsiure.

1. Giykokoll: 0.2555 g erforderten 3 36 cem n-KOH, statt ber. 3.40 ccm
2. Alanin: 0.1939 » » 216 » » » » 218 »
3. Leucin: 0.1992 » » 1.58 » » » v 152 »
4, Methyl-glykokoll: 0.4160 » s 450 » » oo 462 »
5. Dimethyl glykokoll: 0.3122 » ‘ 2.96 » » » » 303 »
6. Phenyl-alanin: 0.1540 » E 0.97 » » » = 093 »
7. Tyrosin: 02674 » - 144 » A 3 » 147 »
8. Histidin: 0.0926 » : 0.58 » - » » 0.60 =
9. Lysin-Dichlor- ¢ 557, 260 -+ v > > 254 >

hydrat:
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Bemerkungen: Zu 4. Vom Methyl-glycin wurde Sullat (C3H;0,N, '/; H;30,
+ 1/, H,0) angewandt und ia wibriger LG~ung auf necutrale Reaktion titriert:
0.6810 g erforderten 4.57 cem n-KOH, statt 4.62 ecem.

Za 5. Angewandt waren 0.4903 g vom Salze (CyHp0,N);Cu + 8H,0
nach Zersetzung mit HyS und Verjagen desselben.

Za 1. Wegen der Schwerlaslichkeit in Alkohol dibersittigten wir das
Tyrosin in der hochprozentig-alkoholischen Lisung mit Alkali und titrierten
den UberschuB mit Essigsiure zuriick.

Zu 8. Angewandt waren 0.1251 g Histidin-Chlorhydrat nach Titration
in wilriger Losung anf neuntral (verbr 0.60, ber. 0.60 ccm n-KOH).

Zu 9. Lysin wurde als Pikvat angewandt, wovon wir 0.4782 g in verd.
Salzsiure 18sten, durch guantitatives Ausithern von Pikrinsiure befreiten und
durch Abdampfen in reines Dichlorhydrat verwandelt-n. Bei der Titration
in wilBriger Losung auf neutral wurde 1HCI abgesittigt (verbr. 1.32 ccm
n-KOH, »tatt 1.27). Danu erforderte die Titration in Alkohol noch 2 Aqui-
valente KOH (gef. 2.64 com, statt 2 54), davon eines fiir das zweite Mol HCIL.

Ein solches Verhalten hat vor lingerer Zeit D. Vorlinder?) bei
Anildiessig o-carbonsiure, Alkyl-phenyl-glyciv-o-carbonsiuren und Di-
methyl-anthranilsiure beobacbtet. Voriéinder hat auch einen Ver-
such mit Glykokoll ausgefithrt, das, in 25 ccm Wasser mit 50 ccm Al-
kohol versetzt und mit Natrium-alkoholat-Losung titriert, das Aqui-
valent B6 statt 75 ergab. Wir erzielen brauchbare Werte mit héherer
Alkohol Konzentration.

Von Vorlinder wurde die Erscheinung »durch Bildung innerer
Addokte erklirt, welche zum Teil den Charakter der quartiren Am-
mouniumsalze haben, und im Gegensatz zu den gewdholichen Addukten
aus Aminen und S#uren nicht leicht durch wiBrige Alkalilauge zer-
legt werden ko{vnen«. Kine einfachere Erklirung scheint uus den
Vorzug zu verdienen. Das Salz NH,.CH,.CO;K ist in wilBriger
Losung eine Base {wie Methylamin), in alkoholischer Losung aber
gibt es gleichwie Ammoniak keine Hydroxy! Ionen.

Polypeptide lassen sich ebenso unter Zusatz von Alkohol alkali-
metriech bestimmen. Wir verdanken wertvolle Proben von vier Pep-
tiden aus E. Fischers Sammlung Hro. Dr. Hermann Fischer in
Berlin, und wir sind ihm fiir deren freundliche Uberlassung sehr ver-
bonden. Mau findet fiir sie unter diesen Bedingungen die wahren
Aquivalentgewichte, ebenso, dies ist zu folgern, fiir Peptone und
EiweiBkorper. Aul diese Auwendung, fiir die sich ein weites Ge-
biet erdifnet, werden wir in einer spiteren Mitteilung eingehen.

") A.841, I und zwar 76 [1905]: B. 52, 309, 311 [1919).
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1. Glycyl-glycin: 0.1135 g erford. 0.85 cem n»-KOH, statt ber. 0.86 cem
2. Leucyl-glyein: 01900» » 104 » » > » 101 »
3. Glycyl-glyeyl-leuciu: 0.1580s » 0.66 » » » » 064 »
4. Leucyl-glycyl-leucin: 0.1584» » 054 » » »  » 053 »

5. Pepton: 1.0000> » 0.76 » ; daher Agquira-
lentgewicht 1320,

Bemerkung. Zu 1: Vom Glyeyl-glycin wurde das Chlorhydrat (C;HsO3 Ny,
HC1 + H,0) angewandt und in willriger Ldsung anf neutrale Reaktion titriert:
0.1603 g erforderten 1.18 ccm #-KOH (ber. fir 1 Mol. HCI 0.86 ccm, 0.32 cem
entfallen auf das Carboxyl).

Bei dieser maBanalytischen Bestimmuung von Eiweifl- Abbaupro-
dukten zeigt sich ein charakteristischer Unterschied hinsicbtlich der
Alkohol Konzentrationen, die zur Ausschaltung der Aminogruppen
oder der Hydroxyl-Ionea erforderlich sind, Die Polypeptide verhalten
sich schon in 40-proz. Alkohol wie gewdhnliche Carbonsiuren. Fir
die Peptone und Proteide gilt gleichfalls, daB8 schon in so verdiinntem
Alkohol die Endwerte erreicht werden,

Alkaliverbrauch in Prozenten der Theorie,
0 10 20 30 40-proz. Alkoho!

Glyeyl-glyein . . . . . . 37 72 85 95 99
Leucyl-glyein. . . . . . 46 65 §2 92 103
Glyeyl-glyeyl-leacin . . . 55 82 93 100 103
Leucy! glyeyl-lencin . . . 38 51 78 96 103
Pepton . . . .« . . 60 7 8 94 100

Dagegen erfordern die Aminoséiuren der aliphatischen Reihe oder
vou aliphatischem Charakter sehr hohe Alkoho!l Konzentration, etwa
97 %y, zor vélligen Awusschaltung der Aminogruppe und Absittigung
mit Alkalibydroxyd. Man mufl daher auch das Wasser der n-Lauge
beriicksichtigen und ersetzt diese zweckmifig durch eine alkoholische
Normallsung.

Alkaliverbrauch in Prozenten der Theorie.
50 60 70 80 20 95 97-proz. Alkohol

Glykokoll . . . . 285 41 52 68 86 94 99
Alapin . . . . . 28 41 51 18 93 98 99
Lewcin . . . .29 38 52 68 90 99 100
Melhyl-glykokoll . - - = = 89 98 -

Dimethyl-glykokoll 40 57 70 8 93 98
Phepyl-alanin . . €3 83 100 108 — — -
Tyrosin . . 64 M 91 96 98 @~ -
Lysm-chhlorhydrat 45 57 69 81 93 101 —

Ammoninmoxalat . 27 388 50 68 92 97 99
Ammoniumrhodanid . 36 56 73 85 97 100
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Die Tabelle zeigt, daB es binsichtlich der fiir den Endwert er-
forderlichen Alkohol-Konzentration Auspahmen gibt. Das Kaliumsalz
des Dimethyl-glykokolls, das allerdings beim proteolytischen Abbau
nicht auftritt, verhilt sich merkwtirdigerweise wie eine schwiichere
Base als Glykokoll-Kalium. Noch mehr weichen, was zu erwarten
war, Poenyl-alavin und Tyrosin ab, die schon in 70—80-proz Alko-
hol die Endwerte geben. Amino-benzoesiuren sind schon in wiBriger
Liosung titrierbar,

Der Athylalkohol la8it sich durch Propylalkohol ersetzen,
der bei miBiger Konzentration die Hydroxyl-Ionen-Konzentration
stirker herabsetzt, wibrend sie von Methylalkohol in viel gerin-
gerem MaBe als von Athylalkohol beeinfluft wird.

Alkalimetrische Bestimmung des Alanins.
50 60 170 80 90 95-proz.

Methylalkohol . . . . 13 31 42 50 61 74
Athylatkohol . . . . . 28 41 51 78 93 98
Propylalk¢hol . . . . 36 51 61 17 90 96

Einen derartigen Einflu@ aut die Sturefunktion des Glykokolls
haben W. Lofiler und K. Spiro!) vor kurzem beim Glycerin
beobacbtet. Die Mischung von Glykokoll und Glycerin zeigte eine
andere Wasserstoff-Ionen-Konzentration als die wilirige Losung der
Aminosiure. »Es lag pahe zu versuchen, ob man auf diesem Wege
zu eiper quantitativen Titration des Glykokolls kime, Das gelingt
aber nicht, auch wenu man groBe Quantititen Glycerin anwendet.«

Auf das verschiedene Verhalten der Aminosiuren und Polypep-
tide 1aBt sich eine einfache Methode griinden, sum in Gemischen
dieser beiden Gruppen von Verbindungen den Anteil an Aminoséuren
und an Polypeptiden alkalimetrisch zu bestimmen, indem man die zur
Neutralisation auf Pbeanol phthalein in 50-proz. (a) und in 97-proz.
(b) alkoholischer L3sung erforderliche Alkalimenge ermittelt., Der
Alkalianteil (x) fir Aminosduren ist dann, da die Mehrzahl der-
selben, und zwar die in den Mischungen im allgemeinen tiberwiegen-
den, in 50-proz. alkoholischer Ldsung 28 %, der zu ihrer vdlligen

. . . b=
Absattigung erforderlichen Alkalimenge verbrauchen, x=%—'—a)‘,

und der Alkalianteil fiir Polypeptide == b—x.

Da wir nicht von Versuchen ftiber Proteolyse zu berichten haben,
sollen vorliufig nur wenige Beispiele den Sinn der Methode erlduters.

') Helvet. chim. acta 2, 533 und zwar 510 [1919).
Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg, LIV. 191
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Beiipiele. 1. Ein kiufliches Pepsin: Pranarat (10 ccm 10-proz. Pepsin-
Losung E. Merck 1:100) wurde geprift, indem wir es auf 0.5 g Globulin
aus Riciuussamen unter Zusatz von 05 ccm n-Salzsiure und 12 cem Wasser
2 Stdo. bei 80° upter Umschiitieln «inwirken li-Ben.

Die Methode hat den Nachteil, dal sie viel Alkohol erfordert. Deshalb
begniigen wir uns 6fters mit der Konzentration von 90 %,.

zn Beginn  nach 2 Stdn. Differenz
in 50 proz. Alkohol . . 0.13 0.39 026 cem
in 90-proz. Alkohol . . 0.19 0.45 026 »

Bei der Pepsin-Wirkung ergab sich kein Unterschied im Acidititszuwaehs
in 50- und 90 proz. Alkohol, alse nur Peptid-Bildung.

2. Ein Pankreatin-Priparat (10cem 5 proz. Lésung) wurde gepriift
durch 2-stiindige Einwirkung bei 30° ant 0.5 g Globulin unter Zusatz von
10cem Pufferlosung von pH 7.7 (5cem #/5-KgHPO,, 1cem n-KOH und
4 ccm H;0).

zu Begion nach 2 Stdn. Differenz
in 50-proz. Alkohol . . 0.37 1.30 093 cem
in 90-proz. Alkehol . . 1.18 244 1.26 »

Bei der Trypsin-Wirkuog entfielen vom Zuwachs der Aciditdt 0.46 com
aul Aminnsiuren, 0.80 ccm auf Polypeptide.

3. Vergleich der Formol-Titration (a) und der Titration in alko-
holischer Losung (b).

Angewandt 10 eem 20-proz. Pepton-Losung, 5 cem 5-proz. Losung von
kauflichem Pankrealin, 5 cem 10-proz. " NagHPO,. Einwirkuog wahrend
1 Stde. bei 300.

) Zur Bestimmung mit 30 cem 37-proz. Formaldehyd versetzt, Zu Be-
ginn 3.85, am Ende 5.26 ccm n-KOH. Also Zuwachs an Aciditit entspre-
chend 1.41 cem KOH.

b) zu Beginn am Ende Differenz
.in 50-proz. Alkohol . . 2.60 8.41 0.81 cem 7-KOH
in 95-pioz. Alkohol . . 3.66 5.12 146 » »

Vom Zuwachs an Aciditit entfielen 0.90 cem auf Aminosiuren, 0.56 cemw
auf Peptide.

Fir die Bestimmung der Aminosiiuren und Polypeptide reiht
sich das einfache alkalimetrische Verfabren an die wichtige Formol-
Methode von 8. P. L. Sorensen’) an, die bei der Untersuchung des
Eiwei-Abbaus groBe Dienste geleistet hat, und an das sie ergiuzende
schéne Verfabren von D. D, van Slyke?) zur Bestimmung des Amino-
Stickstolis mit salpetriger Saure. Die Formol-Titration erlaubt mit

D Bio, Z. 7, 48 [1907]; 25, 1 [1910). — V. Henriques und S. P. L.
Sérensen, H. 64, 120 [1910]. — H. Jessen-Hansen, Abderhaldens
Handb. d. biochem Arheitsmeth. 6, 262 {1911).

) B. 48, 3170 {1910]. — Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeits-
meth. B, 995 [1911]; 6, 278 [1912).
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gewissen Ausnahmen die Carboxyle der Peptide und Aminosiuren im
ganzen zu bestimmen. Zwischen den beiden Korpergruppen zu diffe-
renzieren, versucht die stufenweise Formol-Titration nach V. Henri-
ques uod S. P. L. Sorensen'), allein so bemerkenswert ihre An-
wendungen fir den Vergleich des peptischen und tryptischen Abbaus
sind, ist sie doch ihrem Wesen nach verwickelt und liefert nicht mehr
als Schitzungen. .

Die Unterscheidung des Amino-Stickstolfs vom Gesamt Stickstoff
der proteolytischen Produkte nach van Slyke macht es nicht tiber-
flissig, durch die alkalimetrische Bestimmung bei der Proteolyse zwi-
schen den Anteilen der Aminosiuren und der Peptide an der Aciditit
zu unterscheiden.

838. K. v. Auwers und H Westermann:
Zur Spéktrochemie der aliphatischen Dieue mit konjuglerten
Doppelbindungen.
(Eingegangen am 4. Oktober 1921.)

Bei vergleichenden spektrochemischen Untersuchunger wurde
wiederbolt als CUbelstand empfunden, daB die optischen Konstanten
der einfachen aliphatischen Diene mit ungestorter, einfach oder zwei-
fach gestorter Konjugation bis jetzt nicht in der wiinschenswerten
Vollstandigkeit und mit der erforderlichen Genauigkeit bestimmt waren,
50 duB tiber die Normalwerte fiir die spezifischen Exaltationen dieser
Kérpergruppen noch eine gewisse Unsicherheit bestand?). Allerdings
ist von Grigpnard?®) und seinen Schiilern Reif4). Abelmann®) und
Bjelouss®) eine groBere Zahl solcher Kohlenwasserstoffe dargestellt
worden, doch beschrinkten sich diese Forscher bei der optischen
Untersuchung auf die Bestimmung von Mp. Abulich verfuhren zum
Teil andere Chemiker; nur fir wenige Diene liegen vollsidndige Beob-
achtungsreibhen iiber ihre Refraktion und Dispersion vor. Dafl idber-
dies die Aopgaben der verschiedenen Autoren iiber Dichte und Bre-
chungsindices dieser Korper zum Teil betrichtlich von einander ab-
weichen, ist leicht begreiflich, da die eivfachsten Diene wegen ihrer
leichten Verduoderlichkeit schwer +6llig rein zu erhalten sind.

) H. 63, 27 [1909). — V. Heariques und G. K. Gjaldbasck, H, 71,
485 [1911]; 75, 363 [1911].
) Vergl. z B. A. 415, 124 [1918]). %) Thése, Lyon 1901.
4 B. 41, 2 89 [1908]. % B. 43, 1574 [1910].
5 B. 43, 2330 [1910); 45, 625 [1912].
191¢



