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267. Richard Kuhn und Hubert Roth: Mikro-Bestimmung
von Acetyl-, Benzoyl- und C-Methylgruppen.
"Aus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.}
(Eingegangen am 23. Juli 1933))

Zur Bestimmung von Acetyl in kleinen Substanzmengen sind bereits
verschiedene Arbeitsweisen ausgearbeitet und empfohlen worden. K. Freu-
denberg und E.Weber!) kochen mit alkohol. p-Toluol-sulfonsiure und
destillieren den gebildeten Essigester ab. F.Pregl und A. Soltys? ver-
wenden willrige p-Toluol-sulfonsiure, die Essigsiure wird im Vakuum
abdestilliert und in #n/,p-Natronlauge aufgefangen. A. Friedrich und
S. Rapoport?) nehmen die Verseifung in gleicher Weise vor; sie destillieren
ebenfalls im Vakuam, titrieren jedoch jodometrisch. Die genannten Ver-
fahren liefern sehr befriedigende Werte, doch sind manche Operationen,
wie die Vakuum-Destillationen, ohne besondere Ubung mnicht leicht mit
Sicherheit auszufithren. Wer nur gelegentlich Mikro-Acetyl-Bestimmungen
auszufithren hat, empfindet das Bediirfnis nach Vereinfachung. Da zahl-
reiche Substanzen sauer schwer hydrolvsierbar sind und mitunter eine
10—15-malige Wiederholung der Verseifung erfordern, ergab sich iiberdies
der Wunsch, das bisher vernachlissigte Prinzip der alkalischen Ver-
seifung der Mikro-bestimmung von Acetvlgruppen nutzbar zu machen.

Die von uns verwendete Apparatur (Fig. 1) besteht aus Jenaer Gerdte-Glas, nur
der Kiihler aus klaremn Quarz?). Das Reaktionskdlbchen fait 435 cem und triagt 3 Schenket
mit Schliffen, die durch Stahlfedern gesichert sind. Durch den Schenkel A geht ein Ein-
leitungsrohr fiir Sauerstoff, das bis nale an den Boden des Kdolbchens reichit. Schenkel B
dient zum Einbringen der Substanz und der Reagenzien. Durch Liiften des eingeschliffe-
nen Glasstabes S kann man, ohne die Destillation zu unterbrechen, Wasser nachgeben.
Schenkel C ist mit dem Quarzkiihler verbunden. Dieser triagt an beiden Enden gleiche
Schliffe, jedoch unter verschiedenem Winkel, wodurch er sowohl zum Erhitzen unter
RitckfluB (Verseifung, Oxydation) als auch zwin Abdestillieren verwendet werden kann.

wa der Savershffbomb 8

Fig. 1.

Yy Ztschr. angew. Chem. 38, 280 T1925! 2, Mikrochemie 7. 1 T1929].
3) Biochem. Ztschr. 251, 432 [1932.
4 Der Apparat kann von W. Vetter, Heidelberg, Hauptstr. 5, bezogen werden.
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Diese Schliff-Apparatur hat sich zur Bestimmung von O-Acetyl-
und N-Acetylgruppen sowohl bei saurer, als bei alkalischer Ver-
seifung sehr bewihrt. Sie gestattet iiberdies die Mikro-Bestimmung
von Benzoylgruppen auf gleichem Wege. Wir beniitzen sie ferner zur
Mikro-Bestimmung von C-stindigen Methylgruppen durch Oxy-
dation mit Chromsidure nach dem Prinzip der Methode von R.Kuhn
und F.I'Orsa’). Die Einwagen betragen durchschnittlich 5—10 mg,
entsprechend einem Verbrauch von 3—1I0 cem n/y9-NaOH. Die sehr einfache
Grundlage des Verfahrens besteht darin, die durch Verseifung oder Oxy-
dation gebildete Essigsiure bzw. Benzoesiure unter Atmosphirendruck
abzudestillieren und mit n/;y-Natronlauge (Phenol-phthalein) zu titrieren.
Die vielseitige Verwendungsmoglichkeit der Schliffapparatur geht aus fol-
genden Beispielen hervor: Aspirin gibt bei alkalischer Verseifung 2.00 Mole
fliichtige Saure (Salicylsiure und Essigsiure), bei Oxydation mit Chrom-
sidure 1.00 Mole (Essigsiure). Tetraacetyl-schleimsiure-didthylester
gibt bei alkalischer Verseifung 4 Mole, bei Oxydation mit Chromsiure 6 Mole
Essigsdure (4 Acetyle 4 2 Athoxyle).

Ausfihrung der Bestimmungen.

Ftwa 5—10 mg Substanz werden mit Hilfe des iiblichen Einwige-
Rohrchens mit langem Stiel auf den Boden des Koélbchens gebracht. Man
setzt den Kiihler auf, wobei der Schliff C durch einen Tropfen Wasser gedichtet
wird. Der Sauerstoffstrom®) wird auf 30 Blasen je Minute eingestellt und
der Zufiihrungsschliff A mit etwas Metaphosphorsiure gedichtet. Durch B
gibt man 4 cem I-n. methylalkohol. Natronlauge (40 g NaOH puriss.
-+ 500 ccm Wasser -}- 500 ccm Methanol?)). Schliff B wird mit Metaphosphor-
sdure gedichtet, der Glasstab S eingesetzt und der Trichter mit I ccm Wasser
beschickt. Zur Verseifung wird ein Becherglas mit siedendem Wasser, das
bis zu den Ansitzen der Schenkel reichen soll, verwendet. Fiir die meisten
O-Acetyl-Bestimmungen geniigt es, 15 Min. zu verseifen, bei N-Acetyl sind
bis zu 3 Stdn. erforderlich. Ist die Verseifung beendet, wird das Kolbchen
gekithlt. Man liftet S, spiilt den Kithler sorgfaltig mit 4—6 ccm Wasser
aus und wendet den Kiihler. Dann wird S wieder eingesetzt und 1 ccm
Wasser in den Trichter nachgegeben. Zur Entfernung des Methanols werden
zunichst bei alkalischer Reaktion etwa 5 ccm abdestilliert. Dann wird
wiederum gekiihlt, S geliiftet und 1 cem Schwefelsdure (1 Vol. konz.
H,S0, + 2 Vol. Wasser) zugegeben. Vor dem Abdestillieren der Essigsdure
ist der Kiihler sehr griindlich auszuspiilen. Es wird bis auf 2—3 cem ab-
destilliert und die iibergehende Essigsiure durch einen Trichter in einem
Quarzkdlbchen nach F.Pregl (zur Kjeldahl-Bestimmung) gesammelt.
Nach Zugabe von je 5 ccm Wasser wird 3-mal nachdestilliert. Das Destillat
(etwa 20 ccm) wird mit etwas Bariumchlorid auf Abwesenheit von Schwefel-
sdure gepriift, 7—8 Sek. zum Sieden erhitzt und sofort mit »/;4-NaOH und
Phenol-phthalein nach F.Pregl auf eben beginnende Rosafiarbung titriert.
Den Faktor der Lauge bestimmen wir mit Oxalsiure bei annihernd gleich
starker Verdiinnung. Zur zweiten Titration werden z—3-mal je 5 ccm ab-
destilliert, fiir die dritte Titration nur noch 5—10 cem.

%) Ztschr. angew. Chem. 44, 847 [1931].
%) Man kann auch Luft oder Stickstoff verwenden.
7) Das Methanol ist iiber festem Natriumhydroxyd zu kochen und abzudestillieren.
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Beispiel fiir den Destillations-Verlauf:

1. Titration (4 X 5 ccm Destillat): 6.00 cem n/;5-NaOH,

2. . B3%x5 ., . )i030 L.,
3- » (2xX5 ., ., ):0.05 ,, ,
4- » (£Xs35 ., )00z ,, .

Bei der letzten Titration sollen nicht mehr als 0.03 (bis 0.05) cem n/;(-NaOH ver-
brauclit werden.

Fiir die Verseifung mit widBrigem Alkali verwenden wir I cem
5-n. Natronlauge. Das Abdestillieren des Alkohols entfillt, alle iibrigen
Operationen sind gleichartig durchzufithren. TFiir die saure Verseifung
verwenden wir I cem der angefithrten Schwefelsdure (1:2) oder der 25-proz.
p-Toluol-sulfonsdure nach F.Pregl. Vor dem Abdestillieren wird
die Sulfonsiure mit 0.5 ccm 1-n7. Natronlauge abgestumpft.

Durch eine Reihe von jodometrischen Bestimmungen haben wir uns
davon iiberzeugt, daB beim vorgeschriebenen Aufkochen des Destillates
S0, ebenso wie CO, quantitativ ausgetrieben wird. Bei Benzoyl-Bestimmungen
erfordert die Destillation der Benzoesiure keine Besonderheiten.

Oxydation mit Chromséure.

Die Substanz wird mit I cem konz. Schwefelsdure (d = 1.84) und
4 cem 57 Chromsdure versetzt und mit freier Flamme (Babo- Trichter)
unter Riickflufl 1/, Stdn. erhitzt. Man kiihlt, reduziert die iiberschiissige
Chromsiure fast vollstindig mit Hydrazin-Hydrat, das in sehr kleinen
Tropfen zugegeben wird, stumpft mit 6 ccm 5-n. Natronlauge ab (Kithlung),
gibt T ccm Phosphorsdure (d = 1.7) zu und destilliert in der beschrie-
benen Weise ab. Diese Arbeitsweise entspricht dem Verfahren B von R. Kuhn
und F.L’'Orsa. Benzoesiure wird dabei nicht angegriffen, Salicylsiure
aber leicht verbrannt.

Aus den Anmerkungen zu den Tabellen 1—4 geht hervor, daf} fiir ver-
schiedene XKorperklassen verschiedene Ausfilhrungsformen der Acetyl-
Bestimmung zu empfehlen sind, die sich alle mit der hier beschriebenen
Apparatur ausfithren lassen. Die Verseifung mit alkohol. Lauge ist der all-
gemeinsten Anwendung fihig, aber sie Hefert z. B. beim Pentacetyl-catechin
zu hohe Werte, da neben Essigsiure noch andere fliichtige Siuren unter
der Einwirkung des Alkalis gebildet werden. Hier fithrt die Chromséaure-
Methode oder die saure Verseifung zum Ziel.

Bei der Mikro-Bestimmung C-stindiger Methylgruppen durch Oxydation
mit Chromsiure ist zu beriicksichtigen, daB3 die Ausbeuten an Kssigsiure
wie bei den Makro-Verfahren in sehr hohem Ma@e von der weiteren Bindungs-
art dieser Gruppen abhidngen. Wir verweisen diesbeziiglich auf die von
R.Kuhn und F.1’Orsa’) gegebenen Amnhaltspunkte.

Hm. Prof. K. Freudenberg danken wir fiir die Uberlassung zahl-
reicher Acetylverbindungen® und fir sein forderndes Interesse an umnseren
Versuchen. Frl. Liselotte Linge haben wir fiir eifrige und geschickte
Unterstiitzung bei der Ausfithrung vieler Analysen zu danken.

8) Der Triacetyl-cholsdure-methylester war ein Pridparat von H. Wieland.
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Tabelle 1: Acetyl-Bestimmungen (alkalische Verseifung).

Unter V ist die Art der Verseifung, unter t die Verseifungs-Dauer in Min. angegeben.
L bedeutet 5-n. wibrige Natronlauge, a.I,. bedeutet 1-n. methylalkohol. Natronlauge.

Ein- ccm %
Nr. Substanz v Mt wage n/y0e-NaOH CH,;.CO
(Min.) (mg) ber. | gef. | ber. 1 gef.
1 | Pentacetyl-glucose ..... L 30 4.815 6.17 | 6.10 | 55.13 [54.48
2 | Pentacetyl-glucose ..... a. L 30 5.781 7.41 7.45 | 55.13 [ 55.38
3 | Tetracetyl-schleimsaure-
didthylester ......... a. L. 30 6.575 6.06 | 6.06 § 39.64 | 39.65
4 | Tetracetyl-mono- a. L.%) 30 5.470 6.05 | 6.04 ] 4CH;.CO+
5 benzoyl-glucose ...... a. L.%) 30 5.462 6.04 | 6.11 1 C;H;.CO
6 | Hexacetyl-mannit ...... L. 60 4.979 6.88 | 6.86 | 59.45 | 59.27
7 | Triacetyl-cholsdure- a. .9 150 11.798 6.45 | 6.50 | 23.52 | 23.70
8 methylester10) ....... a. I..9) 150 11.390 6.23 | 6.17 | 23.52 | 23.31
9 | Acetanilid ............. L. 30 7.658 5.67 | 5.73 } 31.85 | 32.17
10 | Acetanilid ............. a. l.. 30 7.023 5.19 + 5.08 ] 31.85 | 31.12
11 | Acetyl-glycin 2¢) ....... L. 150 5.604 4.74 | 4.76 | 36.44 | 36.54
12 | Acetyl-glyein .......... a. L. 150 6.928 5.87 1 5.83 | 36.44 | 36.20
Tabelle 2: Benzoyl-Bestimmungen (alkalische Verseifung).
Ein- cem %
NT. Substanz v (M.t wage | mjNaOH | CgH,.CO
n.) (mg) ber. | gef. | ber. | gef.
1 | Benzoesdure ........... — — 6.690 | 5.48 ‘ 5.49 | 86.06 ' 86.16
2 | Hippursdure ........... I.. 6o 10.286 | 5.74 | 5.70 | 58.62 | 58.19
3 | Hippursdure ........... L. 6o 10.202 | 5.69 J 5.68 | 58.62 | 58.47
4 }Psicain ............... L. 60 15.922 | 3.5I } 3.53 | 23.18 | 23.28
5 | Psicain ............... L. 6o 15.851 | 3.49 | 3.53 | 23.18 |23.38

Tabelle 3: Acetyl-Bestimmungen (saure Verseifung).

Die Analysen 1—4 sind mit Schwefelsdure, 5 und 6 mit p-Toluol-sulfonsdure ausgefiihrt.

Ein- cem %
Nr. Substanz (’\Iitn ) wage nf190-NaOH CH,.CO

: (mg) ber. | gef. | ber. ' gef.

i
1 | Pentacetyl-glucose .............. 20 4.311 5.52 I 5.50 | 55.13 1 54.87
2 | Pentacetyl-glucose .............. 20 5.288 6.78 [ 6.81 | 55.13 155.38
3 pAspirin ... il 20 6.338 3.52 | 7.06 — —_
4 JAcetanilid............ ... . L. 90 7.658 5.67 l 5.73 | 31.85 | 32.17
5 ) Pentacetyl-glucose .............. 20 5.512 7.00 [’ 7.02 1 55.10 - 54.80
6 | Pentacetyl-catechin ............. 25 5.77 5.75 | 5.78 | 43.00 | 43.09

%) Mit willriger Natronlauge wurden auch nach 2!/,-stdg. Verseifung zu niedrige
Werte erhalten.

10) Mit Toluol-sulfonsiure mufiten K. Freudenberg u. K. Soff, A. 494, 68 [1932],
11-mal bzw. 15-mal verseifen.
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Tabelle 4: Essigsiure-Bestimmungen nach Oxydation mit Chromsdure.

4 Ein- cem Mole

Nr. Substanz (Min. ) wage nfy00-NaOH | CH,;.COOH
’ mg ber. | gef. | ber. | gef.
1 | Essigsiure ......ooviiiiaiaann.. — 3.00 5.00 i 4.95 1 0.99
2 | Essigsdure .......coovniiiaoa.., 180 6.00 10.00 ' 10.02 1 1.00
3 | Natriumacetat - 3H,O.......... go 14.548 | 10.70 ( 10.73 1 1.00
4 | Sorbinsdure ........ e 6o 10.08 8.93 | 8.09 1 | 092
5 | Rhamnose + 1H,0 ............. 45 10.923 6.00 : 5.43 1 | 0go
6} Acetyl-salicylsdure .............. 75 10.926 6.07 ‘\ 6.42 I ! 1.05
7 | Acetyl-salicylsdure .............. 60 13.718 7.62 i 7.66 I ;| 1.00
8 | Schleimsiure-didthylester .. ...... 75 5.394 4.94 : 4.90 2 ; 1.98

9 | Schleimsiure-diithylester-tetra- X |
acetat ... ... ..l 6o 6.714 9.27 | 8.96 6 1 5.82
10 | Pentacetyl-glucose .............. 6o 7.491 9.60 { 9.42 5 | 4.90
11 | Pentacetyl-catechint) ........... go 6.145 6.145 6.17 5 ; 5.02
12 | Pentacetyl-catechin®) ........... 60 6.263 6.263 6.26 5 ] 4.97
13 | B,B’~-Dimethyl-acrylsiure ........ 90 5.77 — 1153 — | 0.20
14 | B,p’-Dimethyl-acrylsiure . ........ 180 12.846 — ! 2755 | — : 0.22
15 | Methyl-heptenon ............... 90 9.835 — . 7.85 — | 1.0I
16 { Methyl-heptenon ............... 120 8.974 — | 7.51 — 1.00
17 { B-Cyclocitral ................... 60 14.802 — | 6.83 — | 0.70
18 | B-Cyclocitral ................... 150 13.195 — § 8.53 — l 0.71

Tabelle 5: Carotin-Farbstoffe; Bestimmung der seitenstidndigen Methyl-
gruppen durch Oxydation mit Chromsiure.

| Fin- verbr. Mole

Nr Substanz Formel ( Mt wage ccm nfyg0- | Essigsiure
in.) mg NaOH gef.
1§ a-Carotin .......... CyoHse 90 9.501 7.15 4.01
2 j o-Carotin .......... CyoHsg 120 9.589 7.55 4.22
3 | f-Carotin .......... CyioHsg 6o 9.825 9.81 5.35
4 ) B-Carotin .......... CuoHse 90 9.7606 10.03 5.50
5 | Iso-carotin ......... CyuoHsg 120 11.466 9.62 4.31
6 | Iso-carotin ......... CyoHyg 120 8.055 7.42 4.02
7 { Lycopin............ CyoHsg 135 8.920 | 9.14 5.48
8t Lycopin............ CyuoHse 150 14.250 14.36 5.42
9 | Lutein ............ CyoH 350, 120 12.460 9.83 4.48
10 | Lautein ...l CuoH 60, 60 11.425% 9.10 4.60
11 | Zea-xanthin ........ CaoH;3:0y 105 10.782 7.58 4.00
12 | Zea-xanthin ........ CyoH;560, 120 11.215 8.12 4.12
13 | Viola-xanthin....... CaoHy04 120 10.385 9.50 5.49
14 | Azafrin ............ Cy H,, 0y 90 11.524 9.75 3.60
15 | Azafrin ............ Cy;H,;,0, 120 11.405 9.34 3.49
16 | Bixin ............. CosH3, 04 6o 9.275 9.34 3.97
17 | Bixin ............. Co3Hyq04 6o 9.945 10.20 4.03
18 | ¢rans-Crocetin- Cyp,H Oy 75 11.088 12.28 3.94
19 dimethylester ..... CyoH 50y 90 9.173 10.41 4.03

11) Bei alkalischer Verseifung wurden zu hohe Werte erhalten.





