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267. R i c h a r d  K u h n  und H u b e r t  R o t h :  Mikro-Bestimmung 
von Acetyl-, Benzoyl- und C-Methylgruppen. 

'..4us d. E;aiser-~~ilhelni-Iristitut fiir mediziti, Forschung, Heidelberg, Insti tut  fur Chemie.: 
(Eingegangeti am 213. Juli 19.1;.! 

Zur Bestimniung von Acetyl in kleinen Substanzmengen sind bereits 
verschiedene Arbeitsweisen ausgearbeitet und empfohlen worden. K. F r e  u - 
denberg  und E. \Veberl) kochen niit alkohol. p-Toluol-sulfonsaure utid 
destillieren den gebildeten Essigester ab. F. Pregl  und A. Sol tys2)  ver- 
wenden wa13rige ~-Toluol-sulfonsaure, die Essigsaure wird im Vakuurn 
abdestilliert und in 'rz ,,,-Natronlauge aufgefangen. A. F r i ed r i ch  und 
S. Rapopor t3)  nehmen die Lerseifung in gleicher Weise vor; sie destillierea 
ebenfalls im 1-akuum, titrieren jedoch jodonietrisch. Die genannten 1-er- 
fahren liefern sehr befriedigende Werte, doch sind manche Operationen, 
wie die Vakuum-Destillationen, ohne besondere Ubung nicht leicht mit 
Sicherheit auszufiihren. Wer nur gelegentlich Mikro-~Cetyl-Bestimrnunge~~ 
auszufiihren hat, empfindet das Bediirfnis nach \-ereinfachung. Da zahl- 
reiche Substanzen sauer schwer hj-drolysierbar sind und mitunter eine 
10- 15-malige Wiederholung der 1-erseifung erfordern, ergab sich iiberdies 
der Wunsch, das bisher vernachlassigte Pr inz ip  der  a lka l i schen  l - e r -  
seif ung  der Mikro-bestimmung von Acetylgruppen nutzbar zu machen. 

Die yon utis verwendete A p p a r a t u r  (Fig.  1 1  hesteht ails Jenaer Gerate-Glas, nur 
der Kiihler aus klarein Quarz'). Das Reaktionskolbchen fal3t 4j ccm und tragt 3 Schenkei 
mit Schliffen, die iiurch Stahlfedern gesichert sind. Durch den Schenkel .i geht ein Ein- 
leitungsrohr fur Sunerstoff, das his tiahe ati den Botlen des Kolbchens reicltt. Schenkel B 
dient ziim Einbrin:,.cn der Substanz und der Reagenzien. nu rch  Liiften des eiiigeschliffe- 
nen Glasstabes S katitt man. ohne die Destillation zn unterhrechen, IVasser nachgeben 
Schenkel C ist tnit dem Qunrzkiihler verbunden Dieser triigt an beiden Enden gleiclie 
Schliffe, jedoch unter verschiedenem lVinkr1, wodurch er sow-oh1 zum Erhitzen iititrr 
KuckfluW \Verseifuns, Oxydatioii) 31s auch znm .\bdestillieren verwendet wverdeti k m i i .  

Fig. I .  

I) Ztschr. angew. Chem. 38, 280 l192sl 
: I )  Biochem. Ztschr. 2-51, 432  ~193.2:. 
4, Der Apparat kann yon \%-. 1 - e t t e r .  E%eideIlwrg, Hauptstr .  5 ,  bezogen wverden. 
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Diese Schliff-Apparatur hat sich zur Bes t immung von  O-Acetyl-  
u n d  X-Acety lgruppen  sowohl  be i  s au re r ,  a l s  be i  a lka l i scher  Ver-  
se i fung  sehr bewahrt. Sie gestattet iiberdies die Mikro-Bes t immung 
von Benzoylgruppen auf gleichem Wege. Wir baiitzen sie ferner zur 
Mikro-Best immung von C-standigen Methylgruppen  d u r c h  Oxy-  
da t ion  mi t  Chromsaure nach dem Prinzip der Methode von R . K u h n  
und F. L’Orsa5). Die Einwagen betragen durchschnittlich 5-10 mg, 
entsprechend einem Verbrauch von 3-10 ccm n/,,,-NaOH. Die sehr einfache 
Grundlage des Verfahrens besteht darin, die durch Verseifung oder Oxy- 
dation gebildete Essigsaure bzw. Benzoesaure unter A tmospharendruck  
abzudestillieren und mit n/,,,-Natronlauge (Phenol-phthalein) zu titrieren. 
Die vielseitige Verwendungsmoglichkeit der Schliffapparatur geht aus fol- 
genden Beispielen hervor : Aspir in  gibt bei alkalischer Verseifung 2.00 Mole 
fliichtige Saure (Salicylsaure und Essigsaure), bei Oxydation mit Chrom- 
saure I .oo Mole (Essigsaure) . T e t r a  ace t y 1- s chle ims a ure  - d i a t  h yle s t e r 
gibt bei alkalischer Verseifung 4 Mole, bei Oxydation mit Chromsaure 6 Mole 
Essigsaure (4 Acetyle + z Athoxyle). 

Ausfiihrung der  Best immungen.  
Etwa 5-10 mg Substanz werden mit Hilfe des iiblichen Einwage- 

Rohrchens niit langem Stiel auf den Boden des Kolbchens gebracht. Man 
setzt den Kiihler auf, wobei der Schliff C durch einen Tropfen Wasser gedichtet 
wird. Der Sauerstoffstrom6) wird auf 30 Blasen je Minute eingestellt und 
der Zufiihrungsschliff A mit etwas Metaphosphorsaure gedichtet. Durch B 
gibt nian 4 ccm I-n. methylalkohol .  Na t ron lauge  (40 g NaOH puriss. + 500 ccm Wasser + 500 ccm Methanol7)). Schliff B wird mit Metaphosphor- 
saure gedichtet, der Glasstab S eingesetzt und der Trichter mit I ccm Wasser 
bschickt. Zur Verseifung wird ein Becherglas mit siedendem Wasser, das 
bis zu den Ansatzen der Schenkel reichen soll, verwendet. Fur die meisten 
0-Acetyl-Bestimmungen geniigt es, 15 Min. zu verseifen, bei N-Acetyl sind 
bis zu 3 Stdn. erforderlich. 1st die Verseifung beendet, wird das Kolbchen 
gekiihlt. Man liiftet S, spiilt den Kiihler sorgfaltig mit 4-6 ccm Wasser 
aus und wendet den Kiihler. Dann wird S wieder eingesetzt und I ccm 
Wasser in den Trichter nachgegeben. Zur Entfernung des Methanols werden 
zunachst bei alkalischer Reaktion etwa 5 ccm abdestilliert. Dann wird 
wiederum gekiihlt, S geliiftet und I ccm Schwefelsaure (I Vol. konz. 
H,SO, + 2 Vol. Wasser) zugegeben. Vor dem Abdestillieren der Essigsaure 
ist der Kiihler sehr griindlich auszuspiilen. Es wird bis auf 2-3 ccm ab- 
destilliert und die iibergehende Essigsaure durch einen Trichter in einem 
Quarzkolbchen nach F. P reg l  (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- 
saure gepriift, 7-8 Sek. zum Sieden erhitzt und sofort mit n/,,,-NaOH und 
Phenol-phthalein nach F. Pregl  auf eben beginnende Rosafarbung titriert. 
Den Faktor der Lauge bestimmen wir mit Oxalsaure bei annahernd gleich 
starker Verdiinnung. Zur zweiten Titration werden z-3-ma1 je 5 ccm ab- 
destilliert, fur die dritte Titration nur noch 5-10 ccm. 

5 ,  Ztschr. angew. Chem. 44, 847 [1931]. 
6, Man kann auch Luft oder Stickstoff vermenden. 
7) Das Methanol ist iiber festem Natriurnhydroxyd zu kochen und abzudestillieren. 
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Beispiel fur den Destillations-Verlauf : 

I .  Titration (4 x 5 ccm Destillatj : 6.00 ccm n/,,,-NaOH, 
2. , I  ( 3 x 5  I /  ,, ) :  0 . 3 0  ,, , 
3.  ,, (2x5 ,, I ,  ) :  0.05 2 ,  I 

4. > I  (1  x5 > >  ) )  j :  0.02 ,, . 
Bei der letzten Titration sollen nicht mehr als 0.03 (bis 0.0 j) ccm n!,,,-S;aOH ver- 

braucht werden. 

Fur die Verseifung m i t  waBrigem Alka l i  verwenden wir ~ c c m  
5-n. Natronlauge .  Das Abdestillieren des Alkohols entfallt, alle iibrigen 
Operationen sind gleichartig durchzufiihren. Fur die sau re  Verseif ung  
verwenden wir I ccm der angefiihrten Schwefelsaure (1:2) oder der z5-proz. 
p-Toluol-sulfonsaure nach F. Pregl .  Vor dem Abdestillieren wird 
die Sulfonsaure mit 0.5 ccm I-n. Natronlauge abgestumpft. 

Durch eine Reihe von jodometrischen Bestimmungen haben wir uns 
davon iiberzeugt, daB beim vorgeschriebenen Aufkochen des Destillates 
SO, ebenso wie CO, quxntitativ ausgetriebea wird. Bei Benzoyl-Bestimrnungen 
erfordert die Destillation der Benzoesaure keine Besonderheiten. 

Oxyda t ion  rnit Chromsaure.  
Die Substanz wird rnit I ccm konz. Schwefelsaure (d = 1.84) und 

4 ccm 5-72. Chromsaure versetzt und mit freier Flamme (Babo-Trichter) 
unter Ruckflu0 I’/~ Stdn. erhitzt. Man kiihlt, reduziert die uberschussige 
Chromsaure fast vollstandig rnit H y d r a z i n - H y d r a t ,  das in sehr kleinen 
Tropfen zugegeben wird, stumpft rnit 6 ccm 5-n. Nat ron lauge  ab (Riihlung), 
gibt I ccm Phosphorsaure  (d = 1.7) zu und des-tilliert in. der beschrie- 
benen Weise ab. Diese Arbeitsweise entspricht dem Verfahren B von R. K u h n  
und F. L’Orsa. Benzoesaure wird dabei n i c h t  angegriffen, Salicylsaure 
aber leicht verbrannt . 

Aus den Anmerkungen zu den Tabellen 1-4 geht hervor, daij fur ver- 
schiedene Korperklassen verschiedene Ausfiihrungsformen d er Acetyl- 
Bestimmung zu empfehlen sind., die sich alle mit der him beschriebenen 
Apparatur ausfiihren lassen. Die Verseifung mit alkohol. Lauge ist der all- 
gemeinsten Anwendung fahig, aber sie liefert z. B. beim Pentacetyl-catechin 
zu hohe Werte, da neben Essigsaure noch andere fluchtige Sauren unter 
der Einwirkung des Alkalis gebildet werden. Hier fiihrt die Chromsaure- 
Methode oder die saure Verseifung zum Ziel. 

Bei der Mikro-Bestimmung C-standiger htethylgruppen durch Oxydation 
mit Chromsaure ist zu beriicksichtigen, daB die Ausbeuten an Bssigsaure 
wie bei den Makro-Verfahren in sehr hohem MaWe von der weiteren Bindungs- 
art dieser Gruppen abhangen. Wir verweisen diesbezuglich auf die von 
R. K u h n  und F. I,’Orsa5) gegebenen Anhaltspunkte. 

Hrn. Prof. K. F reudenberg  danken wir fur die Uberlassung zahl- 
reicher Acetylverbindungen 8, und fur sein forderndes Interesse an unseren 
Versuchen. Frl. L ise lo t te  Linge haben wir fur eifrige und geschickte 
Unterstiitzung bei der Ausfiihrung vieler Analysen zu danken. 

8) Der Triacetyl-cholsaure-methylester war ein Praparat von H. Wi e 1 a n d .  
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T a b e l l e  I :  A c e t y l - B e s t i m m u n g e n  (alkal ische Verseifung) .  
Unter V ist die Art der Verseifung, unter t die Verseifungs-Dauer in Min. angegeben. 
L bedeutet 5-71, wal3rige Natronlauge, a. L. bedeutet I-%. methylalkohol. Katronlauge. 

Pentacetyl-glucose . . . . .  
Pentacetyl-glucose . . . . .  
Tetracetyl-schleimsaure- 

diathylester . . . . . . . . .  
Tetracetyl-mono- 

benzoyl-glucose . . . . . .  
Hexacetyl-mannit . . . . . .  
'l'riacetyl-cholsaiure- 

methylester lo) . . . . . . .  
-1cetanilid . . . . . . . . . . . . .  
Acetanilid . . . . . . . . . . . . .  
Xcetyl-glycin 10) . . . . . . .  
Acetyl-glycin . . . . . . . . . .  

L. 
a . L .  

a.L. 

a. I,.9) 
I,. 

a. I,.9) 
a. L . 9 )  

L.  
a. I,. 

L.  
a . L .  

~ a. 

30 
30 

30 
30 
go 
60 
150 
150 

30 
30 

150 
150 

T a b e l l e  2 :  Benzoyl -Bes t immung 

6.17 
7.41 

6.06 
6.05 
6.04 
6.88 
6.45 
6.23 
5.67 

6.10 
7.45 

6.06 
6.04 
6.11 
6.86 
6.50 
6.17 
5.73 

4.815 
5.781 

6.575 
5.470 
5.462 
4.979 

11,798 

7.658 
7.023 

6.928 

11.390 

5.604 

31.85 
31.85 

36.44 
36.44 

n (alka 

Ein- 
wage 

.. 

(ms) 

32.17 
31.12 

36.20 
36.54 

6.690 
10.286 

I 5.922 
15.851 

10.202 

Benzoesaure . . . . . . . . . . .  
Hippursaure . . . . . . . . . . .  
Hippursaure . . . . . . . . . . .  
Psicain . . . . . . . . . . . . . . .  
Psicain . . . . . . . . . . . . . . .  

ccm 
?i/,,,,-?u'aOH 
ber. 1 gef. 

- - 
I,. Go 
L. GO 
L. Go 
L. Go 

5.48 , 5.49 
5.74 I 5.70 
5.69 1 5.68 

3.49 ~ 3.53 
3.51 I 3.53 

. 

% 
CH,. CO 

ber. ~ gef. 

86.06 186.16 
58.62 58.19 
58.62 58.47 

23.18 i 23.38 
23.18 23.28 

1 

2 

3 
4 
5 

s c he Verse i f u n  g) . -- 
n/,,,-?u'aOH 
ber ' gef. I ber. I gef. 

. . . . . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . .  

. . .  90 7.658 5.67 5.73 31.85 - I -  32.17 
2 0  6.338 3 . 5 2  ~ 7.06 

Pentacetyl-glucose 4,311 I 5.52 ~ 5.50 155.13 ~ 54.87 
I'entacetgl-glucose 20 j.288 6.78 6.81 55.13 55.38 
,2spirin 
Acetanilid.. 

I 20 

Pentacetyl-glucose . . . .  20 5 .512  7.00 ~ 7 . 0 2  55.10 54.80 
G I Pentacetyl-cate 25 5.77 5.75 I 5.78 43.00 j 43.09 

9) Mit waI3riger Iiatronlauge wurden auch nach zl/,-stdg. Verseifung zu niedrige 

10) 3Iit Toluol-sulfonsaure muoten K .  F r e u d e n b e r g  u.  K .  Soff ,  A. 494, 68 [1932], 
Werte erhalten. 

11-ma1 bzw. I j-ma1 rerseifen. 
82 * 
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s!!!!z 

Nr 

- 
I 
2 

3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

I0 
I1 
I 2  

I 3  
I 4  
I5  
16 
I 7  
18 

Tabel le  4 :  Ess igsaure-Bes t immui  - -~ 

Substanz 

Essigsiiure . . . . . . . . . . . . . 
Natriumacetat + 3 H,O . . 
Sorbinsaure . . . . . . . . . . . . 
Rhamnose 3. IH,O . . . . . . 

acetat . . . . . . . . .  

P,p’-Dimethyl-acryls 
Methyl-heptenon . . 

P-Cyclocitral . . . . . . . . . . . 
P-Cyclocitral . . . . . 

e n  n a c h  O x y d a t i o n  m i t  Chromsaure .  - 
t 

Kin. ) 
- 
- 

IS0 
90 
60 
45 
7 5  
Go 
75 

60 
60 
90 
Go 
90 

I80 
90 

60 
I20 

I 50  

-- 
Ein- 

wage 
mg 

~ ~~ 

3.00 
6.00 

10.08 

10.926 
13.718 
5.394 

6.714 
7.491 
6.14.j 
6.263 
5-77 

12.846 
9.835 
8.974 

14.802 
18.195 

14.548 

10.923 

ccm 

ber. ’ gef. 
~ ~ l o ~ - K a O H  

~ ~~~~ 

5.00 1 4.95 
0.00 : 10.02 

0.70 I 10.73 
8.93 ~ 8.09 
6.00 ~ 5.43 
6.07 ~ 6.42 
7.62 ~ 7.66 
4.94 ~ 4.90 

, 
9.27 ~ 8.96 
9.60 / 9.42 
6.145 6.17 
6.263: 6.26 
- ! 1.53 
._ 2.75 

, 7.85 
- 1 7.51 
- I 6.83 

- 

1 8.53 - 

Mole 
CH,. COOH 
ber. I gef. 

I 0 9 2  
I 0 9 0  
I I O j  

I I 0 0  

2 I 9 8  

6 j 8 1  

5 4 9 0  
5.02 
4.97 
0.26 
0 . 2 2  

I . O I  

I .00 

0.70 
0.71 

T a b e l l e  5 :  C a r o t i n -  F a r b s t o f f e ;  B e s t i m m u n g  d e r  se i tens t i ind igen  Rlethyl- 
g r u p p e n  d u r c h  O s y d a t i o n  i n i t  Chromsaure .  

c - 

Wr 

- 
I 
2 

3 
4 
5 
6 
7 
8 

9 
I0 
I1 
12 

I 3  
I4 
I5 
16 
I 7  
I8 
I 9  
- 

Substanz 

cr-Carotin . . . . . . . . . . 
cr-Caro tin . . . . . . . . . . 
9-Carotin . . . . . . . . . . 
p-Car0 t in . . . . . . . . . . 
Iso-caro tin . . . . . . . . . 
Iso-carotin . . . . . . . . . 
Lyropin . . . . . . . . . . . . 
Lycopiti . . . . . . . . . . . . 
Lutein . . . . . . . . . . . . 
1,utein . . . . . . . . . . . . 
Zea-xantliin . . . . . . . . 
Zea-sarithin . . . . . . . . 
Viola-santhin . . . . . . . 
Azafrin . . . . . . . . . . . . 
Azafrin . . . . . . . . . . . . 
Bisin . . . . . . . . . . . . . 
Bixin . . . . . . . . . . . . . 
trans-Crocetin- 
dimethylester . . . . . 

Pormel 

- - 
t 

Min.) 

90 

00 
90 

- 
I LO 

I LO 

I20 

13.5 
150 

60 
I 20 

105 
110 

I20  

90 
I 2 0  

60 
Go 
75 
90 

9.501 
9.589 
9.825 
9.766 

I I ,466 
8.65 j 
8.920 

14.250 
12.460 
I I . 4 2 j  
10.782 
I I . 2 I j  

11.524 
I I ,405 
9.275 
9.945 

I I ,088 
9.173 

10.385 

verbr . 
ccm n/loo- 

X a O H  

7.15 
7.55 
9.81 

10.03 
9.62 
7.42 
9.14 

14.36 
9.83 
9.10 
7.58 
8.12 
9.50 
9.75 
9.34 
9.34 

12.28 
10.41 

10.20 

Mole 
Essigsaure 

gef. 

4.01 
4.22 
5.35 

4.3’ 
4.62 
5.48 
5.42 
4.48 
4.60 
4 .oo 
4.12 
5.49 
3.60 
3.49 
3.97 
4.03 
3.94 
4.03 

-- 

5.50 

l 1 )  Bei alkalischer Verseifung wurden zu hohe Werte erhalten. 




