Eine Methode zur Schnellbestimmung von Methylglyoxal.

Von
Y. Prey, E. Waldmann und F. Ludwig.

Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Technischen Hochschule Wien.
(Eingelangt am 23. Okt. 1961. Vorgelegt in der Sitzung am 8. Nov. 1951.)

Beim Zerfall der Zucker unter der Einwirkung von Alkalien! spielt
das Methylglyoxal als Zwischenprodukt bei der Milchsiurebildung,
welche als eine der letzten Stufen des alkalischen Abbaues auftritt,
eine grofe Rolle.

Es wurde daher vielfach versucht, das dullerst reaktionsfahige Methyl-
glyoxal eindeutig analytisch zu erfassen. Allerdings sind die meisten
Methoden nicht genug selekfiv, sondern sprechen auch auf andere beim
alkalischen Zuckerabbau auftretende Bruchstiicke an, wie Glycerinaldehyd,
Dioxyaceton, Acetol, Brenztraubensidure usw.

Zwei dieser Verfahren scheinen geeignet, das Methylglyoxal auch
neben Triosen und Hexosen quantitativ zu bestimmen; die Methode
nach Ariyama?® (quantitativ kolorimetrisch) und die Fillung des Methyl-
glyoxals nach Spoehr und Strain® mit m-Nitrobenzhydrazid. Auch die
polarographische Bestimmung?, die in letzter Zeit versucht wurde,
ergibt einige Moglichkeiten.

Wir haben die Methode nach Spoehr und Strasn bei unserer Arbeit!
itber den alkalischen Zuckerabbau iberpriift und als absolut zuverldssig
erkannt. Als gravimetrische Methode ist die Bestimmung des Methyl-
glyoxals als Bis-m-nitrobenzhydrazon fiir fortlaufende Reihenbestimmun-
gen beim Zuckerabbau z. B. im alkalischen Medium mit einer gewissen
Schwerfilligkeit behaftet und es wurde daher versucht, die Methode
7t einer Schnellbestimmung auszubauen. Durch Verfeinerung des
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Fallungsvorganges wurde erreicht, dal die Fillung des Methylglyoxals
sofort und quantitativ erfclgt. Die analytische Hrfassung des noch nassen
Niederschiages wird durch die Bestimmung der Nitrogruppen des Bis-m-
nitrobenzhydrazons mit Titantrichlorid® erreicht. Die Bestimmung des
Methylglycxals -kann -solcherart in Mimngstens 15 bis 20 Min. vollsténdig
durchgefithrt werden.

Es konnte gezeigt werden, daf diese Schnellmethode geeignet ist,
Methylglyoxal auch in Gegenwart von Triosen und Hexosen in kiirzester
Zeit hinreichend genau zu bestimmen. Die untere ErfaBbarkeitsgrenze
liegt bei 6-10~%gjcom auch in Gegenwart eines Uberschusses von
Triosen und Hexosen (Tabellen 1, 2, 4, 5, 6, 7). Ausnahmen bilden
Dioxyaceton, das nur bis zu einem siebenfachen Ubersehufl die Methyl-
glyoxalbestimmung nicht stort (Tabelle 3), und Glyoxal, das unter
den Analysenbedingungen quantitativ erfalit wird; Diacetyl spricht
nicht an.

Der Versuch, an Stelle von m-Nitrobenzhydrazid 2,4-Dinitrobenz-
hydrazid als Fallungsreagens zu verwenden, scheiterte.

Experimenteller Teil®,

Fallungsreagens: Xine 2%ige Lésung von m-Nitrobenzhydrazid” in
109%iger Hssigsdure.

Die zu untersuchende Methylglyoxallésung wird in ein kleines Becherglas
pipettiert, moglichst nicht mehr als 10 bis 15 mg Methylglyoxal (da sonst
der Verbrauch an Titantrichlorid zu grof wird) und mit der heiBen Losung
des Fallungsreagens versetzt, wobei das m-Nitrobenzhydrazid in ungefdhr
20fachem UberschuB vorhanden sein soll. Nach Zugabe des Fillungsmittels
scheidet sich das Dihydrazon schlagartig als weiler volumindser Niederschlag
aus, wobel das Methylglyoxal sofort quantitativ erfafit wird.

Nach dem Fillen wird iiber schwacher Flamme erhitzt, wodurch sich der
Niederschlag zusammenballt und gut filtrierbar wird (Schwarzbandfilter).
Nach dem Filtrieren wird zuerst mit heiBer, 109%iger HEssigsdure, darnach
3mal mit heiem Wasser gewaschen. Die Dauer der Fallung bis zur Beendi-
gung des Nachwaschens mit Wasser betrdgt hdchstens 10 Min.

Es hat sich gezeigt, dafl die Analysenergebnisse am besten sind, wenn
die Titration moglichst anschlieBend an die Fallung des Bis-hydrazons erfolgt.
Die dazwischenliegende Zeitspanne soll nicht mehr als 2 Stdn. betragen.
Bei langerem Zuwarten wird ein Teil des Niederschlages durch Titantrichlorid
unreduzierbar und die Analysenergebnisse fallen dadurch zu niedrig aus.

Zur Titration wird in einem Titrierkolben die Luft durch CO, verdrangt
und ein gemessenes Volumen Titantrichloridlosung vorgelegt. Man fiugt
zur siedenden Losung 80 com einer heifen 3,79%igen Salzsiureldsung hinzu
und bringt in den kochenden Kolbeninhalt das Filter mit dem Niederschlag
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des Methylglyoxal-bis-m-nitrobenzhydrazons ein. Man kocht 5 Min., wobet
die anféngliche Triibung in dem MaBe verschwindet, als sich aus den Nitro-
gruppen durch Reduktion das Amin bildet und dieses als Hydrochlorid in
Losung geht. Erst gegen Ende des Kochens wird die Losung durch  das
Filter, welches allméhlich zerfasert, wieder tribe. Xs wird jetzt rasch ab-
gekithlt und anschlieBend der TitantrichloridiiberschuB mit Ferriammon-
sulfat bei Gegenwart von Rhodankalium zuricktitriert. Der Gehalt der
Titantrichloridlosung mufl vor jeder Versuchsreihe neu bestimmt werden.
Ebenso ist bei jeder Versuchsreihe eine Blindprobe (Filter) notwendig, die
bei den Analysenergebnissen bertcksichtigt werden muBl. Bei der Titration
empfiehlt es sich, einen zirka 20%igen Uberschuf an Titantrichlorid anzu-
wenden. .

Die Bestimmung des Methylglyoxal-bis-m-nitrobenzhydrazon ergab, daf}
an Stelle von 12 Molen Titantrichlorid pro 1Mol Bis-hydrazon 14 Mole
Titantrichlorid notwendig sind. Versucht man die Reduktion einer Methyl-
glyoxallésung ohne vorherige Féllung mit m-Nitrobenzhydrazid mit Titan-
trichlorid, so werden pro 1 Mol Methylglyoxal quantitativ 2 Mole Titan-
trichlorid verbraucht.

Eingesetztes Methylglyoxal: je 25 cem einer Losung von 1,125 mg/l cem.

entsprechend einem

Verbrauch g TiCl, Methylglyoxalgehalt

pro 25 cem

pro cem
a) 0,1139 1,063
b) 0,1164 1,087
c) 0,1171 1,093

Dies kénnte allenfalls bedeuten, daB das Methylglyoxal-bis-m-nitro-
benzhydrazon beim Sieden mit der 3,79%igen Salzsdure gespalten wird, wobei
dann durch das TiCl, einerseits die zwei Nitrogruppen des m-Nitrobenz-
hydrazids (12 TiCl;), anderseits das Methylglyoxal (2 TiCly) reduziert
werden®.

Daher ist bei der Bestimmung des Methylglyoxals als Bis-m-nitrobenz-
hydrazon und Reduktion desselben mit TiCl; die Berechnung der Analyse
so zu stellen, daf fir 1 Mol Methylglyoxal 14 Mole TiCl, verbraucht werden.
Nimmt man die Durchfithrung der Analyse unter Beriicksichtigung des
oben Gesagten vor, so erhdlt man einwandfreie Resultate.

Die Titerstellung des Titantiters erfolgt in der Weise, dal3 eine abge-
wogene Menge der Urtitersubstanz (analysenreines m-Nitrobenzhydrazid?)
mit TiCl; nach Knecht und Hibber: bestimmt wird.

Das Verhaltnis der auf Grund der Reaktionsgleichung {6 TiCl; reduzieren
1 m-Nitro-benzhydrazid) notwendigen Titantrichloridmenge zu der tatsich-
lich verbrauchten Menge (siche oben) ergibt den Faktor (f).

Da bei der Bestimmung des Methylglyoxals fiir 1 Mol Methylglyoxal
(72 g) 14 Mole TiCl, (2159,78 g) verbraucht werden, entspricht 1g TiCl,
(0,0033336 - f) g Methylglyoxal.

Der Gehalt der Titerlosung an TiCl,; wird durch Vergleich mit einer ge-
stellten Ferriammonsulfatlosung ermittelt.

8 Die Reduktion von Carbenylgruppen mit TiCl, wird von uns weiter
bearbeitet und es wird dartiber spéter berichtet werden.
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Versuchsergebnisse.

Verwendete Methylglyoxallésung: 0,0044 ¢ Methylglyoxal in 10 cem
{Bestimmung jodometrisch).
10 cem obiger Methylglyoxalldsung wurden mit-20 cem 2%iger m-Nitro-

benzhydrazidlosung gefédllt, gewaschen und noch feucht mit Titantrichlorid-
l6sung titriert:

Tabelle 1.
Verbrauchte [ . g Methylgiyoxal 3 g Methylglyvoxal
gmc, | * TiCl, . f + Blindwert 1o 10 com
1. Versuchsreihe: ;
L 0,1362 0,1430 | 0,00477 0,00443
2. 0,1382 0,1394 o 0,00484 0,00450
Bo e 0,1514 0,1590 . 0,00530 0,00496
Blindversuch . . 0,0097 0,0102 0,00034
2. Versuchsreihe:
) S 0,1571 : 0,1650 0,00531 0,00444
2 . 0,15%1 : 0,1650 . 0,00531 0,00444
b S 0,1534 0,1611 0,00537 0,00450
Blindversuch. . 0,0249 ; 0,0261 0,00087
3. Versuchsreihe :
oo, 0,1454 ! 0,1527 0,00509 1 0,00447
2 G 1466 0,1539 0,00513 = 0,00451
3. 0,1443 0,1515 0,00505 - 0,00443
Blindversuch. . 0,0177 0,0186 0,00062

Titration von Methylglyoxal in Gegenwart von Glycerinaldehyd:
Methylglyoxallssung:  0,00982 g/cem.
(Hycerinaldehydlésung: 0,01 g/cem.

Tabelle 2.

cem cem Verhiiltnis g
Methylglyoxal |Glyeerinaldehyd| Methylglyoxal: Glycerinaldehyd | Methylglyoxal

1 1 zirka 1: 1 0,00982
1 3 ., 1: 3 0,00983
1 5 ., 1: 5 0,00982
1 7 . 17 0,00985
1 10 L, 1:10 0,00983

Bestimmung von Methylglyoxal in Gegenwart von Dioxyaceton.
1. Versuchsreihe:

Methylgiyoxallosung: 0,00140 g/cem.
Dioxyacetonlésung: 0,01 g/cem.



1026 V. Prey, E. Waldmann und F. Ludwig:

Tabelle 3a.
ccm cecm ‘ Verhiltnis g
Methylglyoxal Dioxyaceton ;. Methylglyoxal: Dioxyaceton Methylglyoxal
i Pro cem
5 0,5 1:0,7 0,00142
5 1,0 } 1:1,43 0,00142

2. Versuchsreihe:
Methylglyoxallosung: 0,00982 g/ccm.
Dioxyacetonlosung:  0,01134 g/ecom.

Tabelle 3b.
ccm cem Verhilinis g
Methylglyoxal Dioxyaceton Methylglyoxal: Dioxyaceton Methylglyoxal
1 1 1: 1 0,00982
1 3 1: 3,3 0,00983
1 5 1: 5,6 0,00983
1 6 1: 6,8 0,00981
1 8 1: 9 0,00980
1 10 1:11 verharzt

Die Titration von Methylglyoxal neben Dioxyaceton wurde wie die
vorhergehende mit Glycerinaldehyd durchgefiihrt. Bis zu einem Verhélt-
nis 1: 6 zeigten die Ergebnisse der Titration keine besonderen Abweichungen.
Bei der XKonzentration 1: 7. wurde der Niederschlag beim kurzen Erwédrmen
nach der Fillung etwas braun, er ballte sich aber noch ziemlich gut zusammen;.
scheinbar ging ein Teil durch das Filter, so da8 das Ergebnis schon etwas
zu nieder war. Um die Braunfirbung, die auf eine Zersetzung hinwies, zu
vermeiden, wurde nicht linger erwdrmt, sondern gleich nach der Fallung
filtriert, wobei schon wesentliche Mengen durch das Filter gingen, so daf
der Wert schon erheblich niedriger ausfiel. Bei der Konzentration 1:11
wurde wieder linger erwirmt, um eine Zusammenballung des Niederschlages
zu erreichen, dabei trat vollkommene Verharzung ein.

Titration von Methylglyoxal in Gegenwart von Acetol.
1. Versuchsreihe:

Methylglyoxallésung: 0,00140 g/cem.

Acetollésung : 0,01 g/ccm.
2. Versuchsreihe:

Methylglyoxallssung: 0,00982 g/cem.

Acetollosung : 0,01257 g/cem (Bestimmung jodometrisch).
Tabelle 4.
cem '\ cem Verhéltnis g Methyl-
Methylglyoxal { Acetol Methylglyoxal: Acetol glyoxalin 1 cem

1. 5 1 0,5 1: 0,7 1 0,00142
5 [ 1,0 1: 1,43 0,00142

2 1 1 1: 1,2 0,00982
1 5 1: 6 0,00983

1 10 1:12 0,00981
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Titration von Methylglyoxal in Gegenwart von Brenztraubensdure.

Methylglyoxallosung:

0,00982 g/cem.

Brenztraubensidurelosung: 0,00986 g/cem (Bestimmung jodometrisch).

Tabelle 5.
com cem. Verhiltnis ¢
Methylglyoxal Brer;z;ﬁ.:ben- Methylgiyoxaslézu rI;renzm’au!mn- Methylglyogal
1 1 1: 1 0,00982
1 5 ; 1: 35 0,00981
1 10 | 1:10 0,00981

Titration von Methylglyoxal in Gegenwart von Glucose.
1. Versuchsreihe:

Methylglyoxallosung: 0,00140 g/cem.
Glucoseltsung : 0,01 g/com.
2. Versuchsreihe:
Methylglyoxallésung: 0,00982 g/cem.
Glucoselosung : 0,01025 gfcem.
Tabelle 6.
cem ccm Verhdltnis g Methyl-
Methylglyoxal Glucose Methylglyoxal: Glucose glyoxalin 1 cem

1. 5 0,5 1: 0,7 ’ 0,00142

5 1,0 1: 1,43 L 0,00141

2 1 1 1: 1 0,00982

1 5 1: 3 +0,00984

1 10 1:10 0,00982

Da die Beimengungen von Acetol, Brenztraubensiure, Glucose, Dioxy-

aceton und Glycerinaldehyd, wie gezeigt wurde, ohne stérenden Einflu3
auf die Bestimmung von Methylglyoxal sind, wurde versucht, das Methyl-
glyoxal in Gegenwart aller dieser Substanzen und von Diacetyl zu bestimmen.
Methylglyoxallésung: 0,012008 g/cem.
Losung des Gemisches: 0,006 g Brenztraubensiure, 0,006 g Glucose,
0,006 g Diacetyl, 0,006 g Acetol, 0,006 g Dioxyaceton, 0,006 g Glycerin-
aldehyd/cem. "

Tabelle 7.
ccm cem Verh#iltnis g Methy)-
Methylglyoxal Gemisch Methylglyoxal : Gemisch glyoxalin 1 ccm
2 0.5 4:3 3,01200
2 1 2:3 0,01200
2 2 1:3 0,01204




