Uber eine Verbesserung der Methode zur Bestimmung des
Stickstoffes in Aminosauren.)

Von
Vladimir Stanék.

Aus* dem chemischen Laboratorium der Untersu. hungsstation fur Zuckerindustrie in Prag.)
(Der Redaktion zugegangen am 11. September 1905.)

Die Bestimmung der Aminosauren bildete von jeher eine
schwache Seile der Analyse pflanzlicher und tierischer Produkte,
hs fehlt ndmlich an einem Reagens, welches eine (juantitative
Abscheidung und 1rennung der erwdhnten S&uren von anderen
Begleitstoffen ermdglichen wirde. Wohl liefern manche Amino-
sauren unlosliche Kupfer- und Quecksilbersalze, doch lassen sich
dieselben nicht vorteilhaft anwenden, da erstere sich nur sehr
langsam, und wenn die LOsung unrein ist, Uberhaupt nicht ab-
scheiden, die zweiten wieder sich leicht im Uberschiisse des
Reagens l0sen. Dazu fallen Quecksilbersalze eine ganze Reihe
anderer stickstoffhaltiger Substanzen.

Es ertibrigen also zur Bestimmung der Aminosauren nur
préparative Methoden,2) und solche, die auf der Gruppenreaktion
der Aminosduren mit der salpetrigen S&ure beruhen, wobei
sich der Stickstoff aus beiden, an der Reaktion beteiligten Sduren
entwickelt.

Es ist klar, dal? diese Methoden keine vollkommen richtigen
Resultate liefern kénnen, da ja auch andere stickstoffhaltige Sub-
stanzen mit der salpetrigen S&ure unter Stickstoffentwicklung
reagieren: es sei hier nur z. B. auf Ammoniumsalze, Eiweil3-

*) Vorgelegt den 19. November 1904 der bohmischen Akademie fur
Wissenschaften.

* Scheibler, Zeitschrift fir Chemie 186«, S. 278; Fischer und
Hergell. Berl. Her.,, Hd. XXXV, S. 3779; K. Andrlik, Zeitschrift fir
Zuckerindustrie in Bohmen, 1903, S. «65.
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sto(i<», Peptone, Guanin u. a. hingewiesen. Wenn sich nun auch
einige von diesen (Ammoniak, Eiweil}) vorher entfernen lassen,
so mull man andere notgedrungen mit in den Kauf nehmen,
solange keine bessere Methode* existiert.

Die Bestimmung von Aminosauren durch Zersetzung mittels
salpetriger S&ure haben urspriinglich Sachse und Koérinanl™* *
ausgearbeitet.

Die L6sung, in welcher die Aminosauren bestimmt werden
sollten, wurde in ein Gefall gebracht, welches mit einer Ldsung
von salpetriger Saure gefullt war: das sich entwickelnde Gas
wurde in einer Eisensulfatlosung von Stickoxyden befreit, dann
das Volumen des Stickstoffes gemessen und auf den Stickstoff
der Aminosiure umgerechnet.

Diese Methode wurde zahlreichen Modifikationen unter-
worfen: so benltzten Sachse und Korman*) selbst statt
der salpetrigen S&ure das Kalisalz derselben, indem sie dieses
im Entwicklungskolben in Gegenwart der Aminosiure mittels
Schwefelsduie zersetzten.

Kerl) verdrangt die Lutt und nach der Reaktion den
Stickstoff aus dem Apparate durch Kohlensaure.

Bohmerd4) empfiehlt fir die Absorption der Stickoxyde die
besonders vorteilhafte Losung von Permanganat in Alkalilauge.

Alle hier angefiihrten Modifikationen haben den gemein-
samen Nachteil, dall man mit freier salpetriger Saure operieren
muh, die schon bei gewohnlicher Temperatur rasch unter Ent-
wicklung von Stickstoffdioxyd zerfallt. Da sich nun eine ziemlich
bedeutende Menge dieses Gases, 200—300 ccm, neben relativ
geringen Mengen Stickstoff bildet, so ist die Arbeit mit einem so
grifRen Volumen lias unbequem. AuRerdem verlauft die Reaktion
mit der salpetrigen Saure nicht immer vollkommen glatt, denn
ich machte die Beobachtung, dal? manchmal (besonders in Gegen-
wart starker S&uren) bis 1» aller Amidosiduren der Reaktion
entging.

0 Landw. Versuchstation. IW. XVII. S. 95.

* Landw. Versuchstation, Bd. XVII, S. 321
Landw. Versuchstation. Bd. XXIV, S. 365.

4i Landw. Versuchstation, Bd. XXIX. S. 247.
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Ich versuchte also die salpetrige S&ure durch eine andere
Substanz zu ersetzen, die bestdndiger und frei von den ange-
fihrten Nachteilen ware.

Aus den Arbeiten von Gurt ins,l) Jochein2) und Tilden3)
ist bekannt, daR durch Einwirkung von salpetrigsaurem Natron auf
eine salzsaure Losung der Aminosdure die entsprechende chlorierte
Saure entsteht und der Stickstoff sich als solcher abspaltet.

Diese Reaktion nun benltzte ich fur quantitative /wecke.
Das Zutropfen einer konzentrierten Lésung von salpetrigsaurem
Natron in die Fllssigkeit, welche die Aminosdure und Salzsaure
enthielt, fuhrte nicht zum Ziele, da sich die Flussigkeiten er-
wérmen und groBe Mengen von Stickstoffdioxyd entstehen. Ich
mufte deshalb von dieser Arbeitsweise abgehen und ben(tzte
nun zur Zerlegung der Aminosduren eine Losung, die durch
Einwirkung von salpetrigsaurem Natron auf rauchende Salz-
sdure entsteht und wahrscheinlich Nitrosylchlorid enthalt nach
der Reaktionsgleichung:

2HCI + NaNO02 = NaCl + NOC1 + 11,0.

Bei der Darstellung gehe ich folgendermalien vor: Ein be-
stimmtes Volumen konzentrierter Salzsaure wird in ein walzen-
formiges Glas abgemessen und mit einem Tropftrichter, dessen
Réhre bis an den Roden reicht und zu einer feinen Spitze alisge-
zogen ist. abgeschlossen, In den Trichter gieft man Vs Volumen
der angewendeten Salzsaure von 40°/oiger wasseriger LOsung
von salpetrigsaurem Natron und l4Rt dieselbe in die Saure tropfen.
Es findet (‘ine energische Gasentwicklung statt und die LGsung
farbt sich orangerot. Nach beendigter Reaktion gieft man die
orangerote Flissigkeit von dom abgeschiedenen Kochsalze ab
und bewahrt dieselbe in einer gut verschlieBbaren Flasche. Die
so bereitete Losung ist ziemlich bestandig: sie entwickelt in
der Kélte nur sehr langsam Stickoxyde und l&ft sich mehrere
Tage lang aufbewahren; mit kaltem Wasser verdiinnt, farbt
sie sich grinlich und das Stickstoffdioxyd entweicht. Mit ge-
sattigter saurer Losung von Kochsalz 1aBt sie sich ohne Zerfall

M Berl. Bor.,, Bd. XVI. S. 714.

*) Diese Zeitschrift 1901, S. 119.
») Bert. Ber., Bd. XXYIIl, S. 6k>.
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verdinnen, man muR also dafiir sorgen, dal die Reaktions-
flussigkeit mit Chlornatrium gesattigt sei.

Durch dieses Reagens werden die Aminosduren glatt und
rasch zerlegt, die Reaktion ist sicher nach ca. 30 Minuten be-
endigt. Bei der Reaktion entsteht keine groRe Menge an Stick-
stoffoxyd. Blinde Versuche ohne Aminosduren und in Gegen-
wart organischer Stoffe, wie Zucker, zeigten, dal} etwa 15—20ccm
dieses Gases entstehen; der bei dem Zerfall der Aminoséuren
entstehende Stickstoff reift wohl etwas mehr N2U2 mit, doch
Ubersteigt seine Menge nie 40—50 ccm. Die Zerlegung der
Aminosauren, das Reinigen und Messen des Stickstoffes flhrte
ich im umstehenden Apparate aus.

Der Zersetzungskolben a, etwa 80 ccm fassend, ist mit
eingeschliffenem Glasstopsel verschlossen, in welchem zwei
Rohren eingeschmolzen sind. Die eine RoOhre b am obersten
Ende dient zum Ableiten der Gase, die zweite ¢ reicht bis zu
2'3 (,er HOohe des Kolbens herab und ist mit einem doppelt-
gebohrten Hahn c¢' versehen, welcher ermdglicht, einerseits die
Verbindung mit einem Kippschen Kohlensaureapparate, anderer-
seits mit dem Trichter d herzustellen. Die Rohre b ist mittels
eines dickwandigen Kautschukrohres mit der starkwandigen,
nach unten umgebogenen ROhre e verbunden, die zum Ab"
sorber g flhrt und mit einem seitlichen Hahn T versehen ist,
der in einem mit Wasser geltllten Becherglase miindet. In den
Absorber g ist unten eine angebogene Rohre h so eingeschmolzen,
dall eine ringformige Vertiefung entsteht, die mit Quecksilber
gefullt wird; das Ende der Rdéhre reicht in einen mit Lauge
gefillten Kolben. Der Absorber geht oben in eine enge Ka-
pillare Gber, welche die Verbindung mit der Biirette j ist. Diese
ist mit Wasser gefillt und unten durch einen Kautschukschlauch
mit dem GefdlRe k zur Ausgleichung des Druckes verbunden;
dieses ist zur bequemen Handhabung an einer Schnur aufgehangt,
die Uber Rollen lauft und mit einem Gegengewicht versehen
ist. Durch Senken und Heben des GeféRes Uberfiihren wir das
Gas in die Burette usw. Die Birette ist mit einem Wasser-
mantel versehen, in welchem ein Thermometer hédngt. Der
Zweiweghahn der Birette kommuniziert einerseits mit dem Ab-
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sorlHT y, andererseits mit einem zweiten Absorber » der mit etwa
. 'H* ccm gesdumter Kaliumpermanganatlisung in ca. t'*°/oiger
“ k' "aug<' u<'lullt Isl- [)er Doppelweghahn g des Absorbers
erlaubt die Verbindung desselben mit der Blrette (I) oder mit
der Aullenlult (Ilj oder aueli der Birette mit der Luft (IHi

Den beschriebenen Apparat«) verwende ich mit Vorteil
zur Bestimmung des Stickstoffe» in Nitraten nach der Methode
von Schiilze-Tieman, sowie des Stickstoffes nach Dumas
Im letzteren Kalle wird der Zersetzungskolben direkt durch
das Verbrennungsrohr ersetzt und der Absober i féllt weg

Die Bestimmung der Aminosauren wird folgendermalien
ansgeluhrl: In den Kolben (a) werden ca. 4—5 g Kochsalz
und 25 ccn der Loésung, die ",05-0,3 g Aminosdure enthalt
eingeluhrt, der Kolben dann mittels des mit Vaselin ein wemc
geschmierten Glasstopsels geschlossen und Kohlensdure durch
geleitet. (Dazu eignet sich nicht die Kohlensiure aus der Bombe
da sie viel Luft enthalt. Daflur kann man aus reinem Marmor
Kohlensdure, die nur etwa 0,1-0,2°(o anderer Gase enthalt,
gewinnen, wenn man den Kippschen Apparat Tags vorher fillt
und zeitweise etwas von der Kohlensdure auslaft.)

Nad, dem Offnen der H&hne ¢* und f lassen wir ca. 5 Mi-
nuten Kohlendioxyd hindurchstreichen und prifen dann, ob schon
alle Luit verdrangt ist. indem wir den Halm ¥ schliefen und in
raschem Strome etwa 30 ccm Gas in den Absorber einlassen:
wird alles bis auf ein kleines Blaschen absorbiert, so lassen
wir aus dem Trichter d etwa 40 ccm der Nitrosylcbloridlésung
ui den Kolben und lassen unler Ofterem Schitteln reagieren
Aut vollstandiges Aufhdren der Gasentwicklung braucht man
mein zu warten, sondern man l&lRt nach etwa Stunde aus
dem | lichter d geséattigte Kochsalzlosung mit etwas Nitrosvl-
chlorid cinllieBen, bis das Gas vollkommen verdrangt und etwas
von der Flissigkeit bis zum Absorber gelangt. Dann verbinden wir
den Absorber g mit der Burette, durch Senken der Fillkugel
saugen wir das Gas m die Burette und leiten dasselbe sogleich
in den zweiten Absorber, der vordem vollkommen mit Flussig-
keit gefullt worden war. In diesem schitteln wir das Gas sl,

) Von der Firma Hunék, Prag.
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lange, bis aller N.,0., absorbiert ist. (Das Ende der Reaktion
erkennen wir daran, dal} die rote Permanganatlésung an den
Glaswanden ihre Farbe in grin umwandelt, sofern noch eine
Spur von Stickstoffoxyd vorhanden ist. Eine Fillung des Ab-
sorbers reicht fir ca. 10 Versuche aus.) Sodann saugen wir
das Gas wieder in die Blrette, warten, bis die Temperatur des
Gases sich ausgeglichen bat, und lesen sein Volumen nach Aus-
gleichung des Druckes ab. Da sich der Stickstoff sowohl aus
der Aminosaure als auch aus dem Nitrosylchlorid abspaltet, ent-
spricht die Halfte des abgegebenen Volumens dem Stickstoff
der Aminosaure. Zur Uberfiihrung des Gasvolumens auf Ge-
wicht benitzt man die Tafel von Dietrich.

Nach der beschriebenen Methode wurde der Stickstoff in
den gewdhnlichen Aminosauren mit folgendem Erfolge bestimmt:

. i i b
Sub- Sub- | Stick- Gas Druck | Tem- |Gefun-' Diffe- Theorie Gefun-
stanz | stoff T peraturden N.' renz den
tanz b '
Sta mg  mg cm mm 0cC mg mg '*/oN N
50 | 0351170 ‘4 9,42 ¥0.07 <7 1 1881
- |
Gly 100 | 18'70‘33,7 738 20 18,70 18,7  18.70
kokoll 100 ! 1870 330 745 20 1852 — 0,17 | 187 1852
100 | 18,70 32,7 740 2’[ | 1800 -0.70 187 18,00
200 21.il 38,3 713 23 9119 __p.29 10,50
Leucin 50 535 9.0 744 22 0,2/ — 0,08 1071 10,53
250 20.70 482 /M* 23 20,57 -0,19 10.03
100 10,71 190 741 21 1081 -¥0,13 . 10,84
100 7,74 144 743 29 7,98 +«ere*x " 798
Tyrosin 200 15,18 27,0 744 23 11,88 +040 714
300 23,22 44.4 744 22 24,60 4-1.38 8,20
50 i,70 8.0 743 21 4.79 4-0.03 9.58
Gluta- 100 952 16,5 741 22 9,13 _ 0.39 | 9,13
100 | 952 180 714 22 9,98 =+ 0.tfi 0.98
min- 200 | 19.01 336! 747 | 20 | 18,90 -0,08 952  ».w
150 14,28 1256 741 21 14251 — 0.08 | 9,49
sur
saure  ogg 23,80 43.01 741 23 23,71 _ 0,09 9,48

300 | 28,50 50.2) 743 23 27.081 — 0,88 9,23
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Sub-  Stick- Tem- - Diffe-
Sub- em- Gefun- Diffe . Gefun-
o stanz  stoff ©8s Druck peratur den N, renz Theorie ~, -
mg mg cecm mm 0C. mg mg °ON °pN
50 527 95 743 23 524 -0,03 10.48
Aspara- 100 1054 185 |
. o 74422 1025 -0,29 10.28
o 150 1580 295 741 23 1614 -f034 1054 1575
ginsaure 200 2108 36,7 747 19 2076 -0,32 10.38
250 26,34 452 1M 21 2507 -1,27 10,28

Oie angefuhrten Ergebnisse sind ganz befriedigend. Die
weitere Aufgabe war, zu bestimmen, ob und in welchem Male
auch andere stickstoffhaltige Substanzen durch Nitrosylchlorid
Stickstoff abspalten.

Die abgewogenen Mengen an Substanz wurden in 25 ccm ge-
sattigter Kochsalzlosung gel6st oder suspendiert und dann wie bei
den Aminosduren vorgegangen. Die Ergebnisse waren folgende:

Stickstoff Tem- N abge-
Substanz mg und Gas  Druck

Substanz peratur spalten

mg ccm  mm  ( C mg

Detain............c........ 1000 1046 05 746 20 0.28
Asparagin................ too 21,18 258 746 23 1426

Ammoniumsulfat . . . 100 21,23 8,70 746 23 9,5
Pepton................ 200 2631 90 74l 25 4,88
Gelatine................. 1000 120,30 215 746 25 11,73
Harnstoff................. 100 46,70 50.3 746 24 217,66
Hydrazinsulfat . ...  HK) 2156 330 746 25 12,35
Cinchonin .............. 1(H) 946 0.8 746 26 0,43
Cocainchlorhydrat . . 100 383 04 744 26 0,22
Nicotin.........cc....... 200 3456 10 746 26 0.54
Piperin........ccc...... 100 492 05 742 25 0,27

Endlich blieb noch ubrig, zu erforschen, wie sich gewisse
Stoffe, die frei von Stickstoff sind, bei der Bestimmung der Amino-
sauren verhalten. Es wurde einerseits die direkte Einwirkung von
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Nitrosylchlorid auf die erwédhntea Stoffe untersucht, andererseits
eine Bestimmung von Aminosduren in ihrer Gegenwart ausge-
tuhrt. Die Resultate waren folgende:

- Stick- Tem ;
SubStanZ ‘ Aminosaure st ofi- ‘ Gas Druck pera- % Diffe-
§ i gchalt tur renz
I mg mg ccm mm 0C. mg mg
| . >
2,5 Saccharose — 02740 25 | o.li
i » 200 Asparagin 21,08 30,0 714 23 2154 -f- 0,46
10 200 21.08 38,3 745 > 21,07 — 0,01
io 100 10.51 18,2746 24 10,01 — 0,53
10 HM) Glutaminsaure 0,52 17,8 716 23 (.84 4-0.32
10 200 10,04; 34.0 22 18,00 -0,14
10 200 Leucin 21,48 38,5746 22 21,40 _ 0,08
10 (M) » 10.74 18,5746 24 10,16 — 0,58
1 Ameisensaure N — 03740 20 017 '
1 200 Glutaminsaure 10,0-1 350 744 25 10,12 4- 0,08
1 Milchsaure — 0fi741 26 030 —
1 100 Leucin 10,74 10.2 714 25 1046 — 0,28
1 Oxalsaure — — 0,3744 23
o1 200 Asparaginsaure 21,08 37,2 741 23 20,67 — 0,41
1 Essigsaure
200 Asparaginsaure
| Milchsiure parag 21,08 36,3 23 20,01 — 1,07
KM) Glvcocoll 18,70 35,2 740 23 10,36rf- 0,66

1 Oxalsaure

1 Ameisensaure | KM) Glutaminsaure  o54 S 721 26 It,52 -0,02

\

Aus den angeflhrten Zahlen ist zu ersehen, dal die er-
wahnten Substanzen keinen nennenswerten EinfluR auf die
Genauigkeit der Bestimmung haben. Es wird also moglich sein,
nach dieser Methode die Aminosduren bei den verschiedenen
Reaktionen, ja selbst in den Zersetzungsprodukten des Eiweiles
usw. zu verfolgen, und es ertbrigt nur noch, die Einwirkung
von Nitrosylchlorid auf Hexonbasen, die bei der Hydrolyse
ebenfalls entstehen, zu studieren. Ich will versuchen, diese
frage zu losen, sobald das notwendige Material gewonnen sein
wird. Auch ist noch notwendig, zu prufen, inwieweit sich
diese Methode zur Bestimmung der Aminoséauren in pflanzlichen
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und tierischen Produkten, sowie in verschiedenen technischen
Erzeugnissen eignet.

Unterdessen ist es mir gelungen, diese Methode auf die
Bestimmung von Aminosduren im Harn anwendbar zu machen,
woruber in einer besonderen Arbeit «Eine chemisch-physio-
logische Studie Uber Betain» (Berichte der bdhm. Akademie,
Bd. XIllI, s. 22) berichtet wurde.

Ergebnisse.

In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dal die von
Tilden entdeckte Reaktion von Nitrosylchlorid aut Aminosdure
zur quantitativen Bestimmung der letzteren verwendet werden
kann. Es wurde ein Apparat* beschrieben, welcher ein bequemes
Auffangen, Reinigen und Messen des abgespaltenen Stickstoffes
ermoOglicht, und die geeignetsten Bedingungen aufgesucht, sowie

der EinfluR verschiedener Stoffe auf die Genauigkeit der Be-
stimmung gepraft.



