Zur Kenntnis des alkalischen Zuckerabbaues.

III. Mitteilung: Versuch =zur polarographisch-analytischen
Erfassung einiger Abbauprodukte.

Von
W. Stoll, E. Waldmann, V. Prey und H. Berbalk.

Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Technischen Hochschule in Wien.
Mit 14 Abbildungen.
(Eingelangt am 5. April 1952. Vorgelegt in der Sitzung am 24. April 1952.)

I. Problemstellung.

Der alkalische Zuckerabbau verliuft nach den derzeitigen Ansichten
unter Bildung von Bruchstiicken, wie Glycerinaldehyd, Dioxyaceton,
Methylglyoxal, Acetol usw., die wihrend des Abbaues noch weiter ver-
dndert werden kdnnen.

Von diesen Stoffen werden nur wenige, wenn sie im Gemisch vor-
liegen, nach bisher angewandten Methoden einwandfrei analytisch erfaft.
Uberdies werden viele dieser Kérper schon bei der analytischen Bestim-
mung durch die verwendeten Agenzien bzw. durch das dabei notwendige
pH umgewandelt. Wir suchten daher nach neuen analytischen Methoden.

Da z. B. Methylglyoxal, Dioxyaceton, Glycerinaldehyd, Acetol,
Brenztraubensiure, Glyoxal, Milchsiurealdehyd, Diacetyl, Formaldehyd
und Aceton schon polarographisch vermessen wurden?, versuchten wir
diese Methode zur qualitativen und quantitativen Trennung der Abbau-
produkte des alkalischen Zuckerabbaues heranzuziehen.

Zunschst waren die schon beschriebenen Messungen zu iiberpriifen,
eventuell richtigzustellen, da iiber die verwendeten Puffer und Bezugs-
potentiale nicht iiberall entsprechende Angaben vorlagen. Die polaro-
graphischen Kurven der Spaltstiicke des Zuckerabbaues liegen teilweise

L M. w. Stackelberg, Polarographische Arbeitsmethoden, Ubersichtsreferat,
S. 399—429. 1950. — J. Weatil, Dissertation, Universitiat Wien (1948). —
F. Wessely, M. Pantlitschko und J. Wratil, Wien. klin. Wschr. 60, Nr. 25. —
P. Zuman, Nature (London) 65, 485 (1950}. — G. Mackinney und O. Tenner,
J. Amer. chem. Soc. 70, 3588 (1948).
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sehr nahe beieinander, so daBl ihre Trennung nur durch besondere MaB-
nahmen erreicht werden kann. Es wurde daher von jedem der in Frage
kommenden Stoffe die Abhiingigkeit des Halbwellenpotentials und der
Stufenhohe von Konzentration, Temperatur und Quecksilberdruck
bestimmt, zum Teil auch in verschiedenen Grundlésungen. Bei ver-
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Abb. 1. Stufenhdhe (a) und Halbwellenpotential (b) von Acetol (I), Dioxyaceton (II), Methyl-
glyoxal (IT1) und Milchséiurealdehyd (IV) als Funktion der Konzentration (10-? Mol/l); Lisung
neutral und ungepuffert, E/50, 20° C, 10 cem n/20, N(CH,),Br als Grundlgsung. 1 mm Stufen-
hohe = 2-10~7 A,
[CEPEEP ) = Stufenhohe, berechnet fiir # = 0,32 und n = 2 (siehe 8. 1007).
schiedenen Stoffen wurden auch noch andere charakteristische Gréfien
ermittelt (z. B. die Temperaturhysterese des Glycerinaldehyds) (Abb. 1

bis 11).

II. Zur Polarographie von Einzelstoffen der untersuchten
Gruppe.
Zum Verstindnis des Nachfolgenden sind zu der als bekannt voraus-
gesetzten Theorie polarographischer Stufen (Stackelberg, 1. c¢.) einige
besonders fiir organische Stoffe geltende Zusitze notig.
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Im Bereiche der Uberspannung des Wasserstoffes am Quecksilber
konnen organische Stoffe an der Tropfelektrode reduziert werden. Fur
die Carbonylgruppe nimmt man die Gleichung

R R H
NS
C=0+2H++2(—e)=~ C
7\
R’ R’ OH

mit wenigen Ausnahmen als giiltig an. Die elektrochemische Reversibili-
tit im Sinne der Gleichung ist aber nur in wenigen Fillen (z. B. Chinone)
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Abb. 2. Stufenhéhe als Funktion der Temperatur.
1. Acetol (¢ = 0,81 10~ Mol/l);
II. Dioxyaceton (¢ = 2+ 10~3 Molfl);
IIT. Methylglyoxal (¢ = 0,62+ 10~3 Mol/l);
1V. Milchsiaurealdehyd (¢ = 5,52 10~2 Mol/l), alle geltst in 10 cem nf20 N(CH;),Br.
Losungen neutral und ungepuffert, E/50, 1 mm Stufenhthe = 2+ 10~7 A,

gegeben. Sonst verliuft die Reaktion an der Tropfelektrode nur nach
rechts; hierbei werden irreversible Stufen ausgebildet, deren Form bei
Ausschaltung allfilliger Grenzflichenstorungen (Maxima, Hautbildung
am Quecksilber) der der reversiblen Stufe entspricht, deren Steilheit —
ohne Riicksicht auf den Zellwiderstand — aber bis zu fiinfmal geringer
ausfillt.

Die Abhiingigkeit der H. W. Pot. vom pH der Losung gehorcht in
wenigen Fillen der an reversiblen Stoffen (Stackelberg, S. 307) gefundenen
Abhingigkeit :

dEl/z/dDH = —n- 0,029 mV. (1)
(n = Zahl der bei Reduktion aufgenommenen H-Atome pro Molekiil.)



Zur Kenntnis des alkalischen Zuckerabbaues. ITI. Mitt. 991

Wenn keine Doppelstufen auftreten, so liegt dieser Diff.-Quotient
meist nahe den nach (1) berechneten Werten.

Da die Stufen der hier betrachteten Stoffe nahe an der H+-Stufe
liegen, ist deren Ausschaltung wiinschenswert. Dies ist moglich:

1. in ungepufferter, neutraler oder alkalischer Losung,

2. differentialpolarographisch in gepufferter Losung.

Zu 1: In ungepufferter Losung verlieren die Stufen ihre zentrosymme-
trische: Form bei verminderter Steilheit; die gegenseitige Abhingigkeit
der Stufenlage und -héhe wird festgestellt. Ursache dieses Verhaltens
ist der Anstieg des pH in der Kathodenumgebung withrend der Reduktion:

R R H
C=0+2H,0 + 2(—e) =
R/

/C\ + 20H
R’ OH
~ Beriicksichtigt man, von neutraler Losung ausgehend, diese pH-Ver-
schiebung an einem REinzelstoff, so erhilt man statt der normalen
Gleichung:
B = By, + 0,058 log (i, — i)/ @)
die Gleichung:

B = By, pg =7 —0,058/» [(nr — o) (T + log (n, —n,) ]/Do/DOH— :

- Oy - ifig + 1077) —log (i, —i)/i]. (3)
[(n, — no) = Zahl der H-Atome pro Molekiil bei der Reduktion; €, = ana-
lytische Konzentration des Depolarisators.]

Diese Gleichung wurde aus einer von Stackelberg allgemein gegebenen
Beziehung? fiir die hier betrachteten Stoffe abgeleitet und am Acetol
bewiesen3.

Dadurch fillt der groBte Teil der Stufe in das alkalische Gebiet.
Ist der Stufe dann noch ein OH~-katalysiertes Gleichgewicht vorgelagert,
so erhoht sich die Stufe aus dem Nachlieferungsbeitrag. Dies kann zu
schleifenden Ubergéingen in den Grenzstrom fiihren. In alkalischer Losung
ist diese Stérung mit zunehmendem pH vermindert. Zur Vermessung
ist dieser Bereich aber wegen der chemischen Veréinderung, die viele
dieser Stoffe dabei erleiden, unverwertbar,

Zu 2: In Puffern tritt die H+-Stufe — im Gegensatz zu ungepufferten
Losungen -— bis zu pH = 8 infolge Nachlieferung aus dem Puffer-
gemisch stets auf. Der Vorteil der zentrosymmetrischen Kurven, deren
Hoéhe und Lage bei ausreichender Pufferkapazitit von anderen Stufen
unabhingig ist, wird hier erkauft durch die mangelhafte Auswertbarkeit
von Stufen geringer Konzentration, wenn deren Halbwellenpotential

2 Z. Elektrochem. 45, 466 (1939).
3 W. Stoll, Dissertation, Technische Hochschule Wien (1952).
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Abb. 3. Stufenhohe als Funktion der Hg-Niveaubthe, Losungen von I, II und IV neutral und
ungepuffert wie bei Abb. 2, Losung ITI ¢ = 1,24- 10-° Molfl, pH 6,2, Qiff. gegen Puffer.
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Abb, 4. Charakteristische GréBen der Polarogramme von Methylglvoxal als Fumkiion dss pH.
i{ ) auy dey Stufenhithe herechunete Wertigkeit (sicbe 8. 1007).
ip (-« = -} Reaktionsanteil = Hg-Druck unabhiingizer Anteil der Stufe bel 48 cm Hg-Niveau, in
Prozent der Gesamtsbufe,
@s/dT (~ —~ ~) Temperaturkoeffizient der Stufenhohe in Prozent je Grad € bei 20° C.
LW Pob{crrere y Halbstufenpotential efner 102 m-Lisung (auf 0° € extrapoliert) gegen TIt {~
Kalomelelektrode) vermessen, nach i, R. kormrigiert,
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nahe der H+Stufe (pH = 7) liegt. Deshalb wurde differentialpolarogra-
phisch die H+-Stufe durch eine parallel geschaltete MeBzelle, die nur
den Puffer enthielt, subtrahiert. Esist dabei zu beachten, daB bei Stoffen,
deren Halbwellenpotential negativer als das der H+-Stufe liegt, auch
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Abb. 5. Charakteristische Gré8en von Glycerinaldehyd als Funktion des pH.
i ) Stufenhthe einer 7,5- 10-2 m Losung bei E/50 (i = mm 8t. H. 2- 10~7 A).
iy (— - — -) Reaktionsanteil, das heift Hg-Hohen unabhingiger Anteil der Stufe bei 48 cm Niveau
in Prozent der Gesamtstufe.
difdT (— — —) Temperaturkoeffizient der Stufenhthe bei 20° C in Prozent je Grad C.
dipldT (ooo~ -+ ) Temperaturkoeffizient des Reaktionsanteiles der Stufe bei 20° in Prozent je
Grad C.
H.W.Pot. (+»— -~ ) Halbstufenpotential gegen T1+ und Bat+-Stufe, nach i. R. korrigiert fiir
1-10-% m Losung bei 0° C extrapoliert.
H.W.Pot. (------- ), berechnet in Abhiingigkeit von pH bei Zugrundelegung von n = 2 (siehe 8. 1007).

in gepufferter Losung keine gepufferte Reduktion stattfindet. Es tritt
auch dann die bei 1 geschilderte unsymmetrische Stufenform auf.

Gut wasserlosliche Aldehyde liegen in verdinnter Losung hiufig zu -
einem betrichtlichen Teil in der Hydratform vor, nach:

Diese ist polarographisch unwirksam; die gemessene Stufenhohe setzt
sich aus dem Gleichgewichtshetrag des freien Aldehyds und einem Betrag
aus der Nachstellung des Gleichgewichtes in der Diffusionsschicht zu-
sammen (vorgelagertes Gleichgewicht). Die Geschwindigkeit der Gleich-
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Abb. 6. Stufenhthe des Glycerinaldehyds als Funktion der Temperatur. 0,2 cem 2%ig. Glycerin-
aldehyd 'in 10 cem n/20 N{(CH,)Br, neutral und ungepuifert (Kapillare II). Einstellzeit fiir das
Gleichgewicht (—) bei 0° C: 21/, Stdn., bei 10° C: 1Y/, Stdn.

gewichtseinstellung und damit die Stufenhéhe nimmt mit zunehmender
Temperatur und mit der Konzentration anwesender Katalysatoren (H+

und OH-) zu.
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Abb. 7. Hysterese der Gleichgewichtseinstellung (Aldehyd, Hydrat) beim Glycerinaldehyd. Messung
differentialpolarographisch, £/20, Faktor: 2,6, 1 mm St. H. = 2,6+ 8- 10-% A. 6,25 ccm 0,1 m Tetra-
methylammonphosphatpuffer {(pH = 6,2) mit 0,1% Polyvinylalkohol und 0,6 ccm 2%ig. Glycerin-
aldehyd, 20° C. Vorbehandlung der Lésungen:
a) 10 Stdn. auf 0° C, dann in 5 Min. auf 20° C, Messungen 2, 3, 4
b) 1 Std. auf 45°C, dann in 5 Min. auf 20° ¢, Messungen 5, 6, 7.

Auf das Polarogramm hat das mehrere Auswirkungen: Man erhilt
bei normaler Temperatur eine kleinere als die berechnete Stufenhche
mit einein groBen Temperaturkoeffizienten; dagegen hat die Versinderung
des Quecksilberdruckes an der Kapillare (Niveauhohe) nur wenig EinfluB
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Abb. 8. Normale und derivierte Kurven von Dioxyaceton. Stufen- und Wellenhéhe als Funktion
der Konzentration. 12 cem n/20 N(CH;),Br + 0,2 ccm Polyvinylalkohol (2%ige wiBr. Losung) und
1. 0,2 ccm 0, m Dioxyaceton,

2. 0,3 ccm 0,1 m Dioxyaceton,

3. 0,4 cem 0,1 m Dioxyaceton.

Kapillare I, 20° C. Normal: £/100 (1 mm Stufenhdhe = 4-10-7 A). Deriviert: Ef10, 3 K Q.

auf die Stufenhshe, was man folgendermallen versteht: Bei reiner
Diffusion sinkt der Strom am Einzeltropfen unter Depolarisatorver-
brauch mit der Zeit rasch ab und der gewohnliche Diffusionsanteil ist



996 W. Stoll, E. Waldmann, V. Prey und H. Berbalk:

der Wurzel aus der Hg-Niveauhohe direkt proportional. Erfolgt aber
Nachlieferung aus einem Gleichgewicht, so ist gewdhnlich nicht die
Verarmung am Gleichgewichtspartner (Hydrat), sondern die Nach-
lieferungsgeschwindigkeit strombestimmend und damit der Strom nur
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Abb. 9. Beispiel fiir die Trennschirfe der Differentialpolarographie und der Anwendung derivierter
XKurven in differentialpolarographischer Anordnung. 1,0 cem ,,0,1 m* Milchsiurealdehyd + 6,25 cem
0,1 m Tetramethylammonphosphatputfer pH 8,1, 50° ¢, Kapillaren I (MeBlosung) und II (leerer
Puffer)
1. einzelpolarographisch,
2. differentialpolarographisch,
3. -deriviert-differentialpolarographisch.

der miftleren Tropfenoberfliche und nicht dem Quecksilberdruck pro-
portional.

Bei gegebenem Potential ist fiir eine bestimmte Losung die Tropfen-
groBe an derselben Kapillare nur von der Grenzflichenspannung gegen
die Losung abhiingig, so dal der Nachlieferungsanteil (Reaktionsanteil)
in guter Naherung vom Quecksilberdruck unabhiingig ist. Durch Messung
bei zwei Niveaus gewinnt man daher Diffusions- und Reaktionsanteil
zugleich (Abb. 3, i, in Abb. 4, Abb. 5).

An Ketonen konnte keine merkliche Nachlieferung aus einem vor-
gelagerten Gleichgewicht festgestellt werden (Abb. 3).
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Das Hydratgleichgewicht (der Aldehyde) ist stark temperaturabhingig
und. die Geschwindigkeit seiner Einstellung kann verschieden sein. Beim
Glycerinaldehyd konnte erstmalig beobachtet werden, daBl die Einstellung
des Gleichgewichtes stark hinter der Anpassung der MeSzelle an die
Versuchstemperatur nachhinkt (Hysterese der gemessenen Stufenhéhe)
{Abb. 8, auch Abb. 7).

III. Anwendung von derivierten Polarogrammen und der
Differentialpolarographie an Stoffgemischen.

Die Differentiation der Kurven nach der Spannung? hat den Zweck,
die Stellen der groBten Steilheit in den derivierten Kurven als Maxima
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Abb. 10. Reaktion von Methylglyoxal mit o-Phenylendiamin bei 0° C. 10 eom n/20 N(CHy),Bx + 75 mg
o-Phenylendiamin + 0,2com: 0,06 m Methylglyoxal. E/50 (1mm 8t.H.=2-10"74), 0°C,
Kapillare I.

erscheinen zu lassen und damit ihre Feststellung zu verschirfen. Bei
uniibersichtlichen Stufenfolgen wird so die Auswertung sehr erleichtert
(Abb. 8, 13, 9, 14).

Um die gegenseitige geometrische Beeinflussung der Stufen bei Ge-
mischen von neun wichtigen Zuckerabbauprodukten zu zeigen (alle Stufen
dieser Stoffe liegen  zwischen —1,1 bis — 2,3 Volt; die isoliert bei
— 0,9 Volt liegende Diacetylstufe wurde nur bei der Chinoxalinbildung
beriicksichtigt), sind sie in Abb. 13 etwas schematisiert als derivierte
Kurven, dargestellt, wobei jede Scheitelhthe einer 10-3 molaren Losung
des betreffenden Stoffes entspricht, fiir normale Polarogramme bei E/50.
Vorher wurde an mehreren Beispielen (z. B. Methylglyoxal- -Phenylglyoxal)
festgestellt, dall eine gegenseitige chemische Beeinflussung der unter-
suchten Stoffe wihrend des Polarographierens (Reduktion durch aktive
Zwischenformen) nicht stattfindet.
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Abb. 13 zeigt, daB folgende drei Zweistoffgemische ohne besordere
Komplikationen noch einzelpolarographisch ausgewertet werden konnen:
Brenztraubenséiure-Acetol, Brenztraubensiure-Milchsiurealdehyd, Brenz-

traubensiure-Methylglyoxal.

Dagegen ‘ist einzelpolarographisch eine quantitative Auswertung in
folgenden zwei Gemischen nicht mehr méglich: Brenztraubensdure-
Dioxyaceton-Acetol und Dioxyaceton-Milchsdurealdehyd.
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Abb. 11, Stufenhthen (a) und Halbwellenpotentiale (b) von Glycerinaldehyd als Funktion der

Konzentration. I Losung neutral und ungepuffert, Grundlosung n/20 N(CH;),Br; II Losung

alkalisch, Grundlosung n/10 N(CHg),OH. (----«-- } Stufenhdhe, berechnet fiir n = 2 (siche 8. 1007).
0°C, E/50, 1mm St. H. = 2107 A.

Etwas weiter kommt man mit der Differentialpolarographie. Man
arbeitet zur quantitativen Erfassung mit 0,1 m Tetramethylammonium-
borat-Puffer. Auswertbar sind: Brenztraubensiure-Dioxyaceton, Dioxy-
aceton-Acetol, Dioxyaceton-Milchsiurealdehyd.

IV. Methodische Bemerkungen.

A. Zur einzelpolarographischen Messung einer Mischung wird die Losung
zunédchst ungepuffert: genau neutralisiert und O,-frei’ (letzteres gilt nattrlich
fiir alle Messungen!) gemessen. Dann wird der Puffer zugegeben und in die
Vergleichslosung wird, zusammen mit dem Puffer, 59 (relativ) weniger
von dem Stoff mit dem positiveren H. W. Pot. zugegeben. Eine erneute
Messung muB bei richtiger Wahl die erste Stufe bis nahe an die Nullinie,
aber nicht zu negativen Werten vermindert haben; hierauf wird auch die
zweite Stufe kompensiert. Die ganze Kurve verlduft nun nahe der Nullinie,
aber nur im Idealfall gibt sie die beiden auf 59, der urspriinglichen Hohe
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vérminderten Stufen genau wie-
der. = Die mnichste (4.) Messung
erfolgt mit GefdaBvertauschung,
worauf ein zur vorigen Kurve
etwa  spiegelbildlicher Verlauf
auftreten soll. Ist dies nicht der
Fall, so mul nach grindlicher
Mischung der Proben die Sym-
metrie des Systems an der ent-
stehenden Nullinie geprift wer-
den. Dies fordert oft viel Ge-
duld, da kleinste Unstimmig-
keiten, Verunreinigungen oder
Beladungen der Bodenelektrode
sowie der Losung die ganze
Messung verhindern kénnen.

Enthélt eine der beiden Lo-
sungen, z. B. die Probe, noch
Stoffe, deren Natur man nicht
genau kennt, die aber bei posi-
tiveren Potentialen als dem der
fraglichen Substanz in der Probe
wirksam werden, so kann dies
z. B. mit Chinon, weniger gut
mit Ti+ kompensiert werden,
worauf man dann im eigentlichen
MeBbereich Stérungen vermeidet.
Man 148t dazu mit einer Einstel-
lung auf den Fupunkt des ersten,
zu erwartenden bekannten Stof-
fes, z. B. — 1Volt fur Brenz-
traubensiure, solange unter Stick-
stoffdurchleiten Chinonlésung
zufliefen, bis die Nullage des
Galvanometers erreicht ist, und
mift von diesem Punkt an un-
gestort.

Abb, 12. Versuche mit NHg-Puffer
(pH = 9,3) als Grundidsung.
A. Aldehyde und Dioxyaceton:
Grundlosung: 4,8 cem H,0+1,2 cem 5 m Puifer (pH 9,3).
1. Dioxyaceton, ¢ = 2,5 10~ Mol/l, 160 Min. Halbwertszeit;
2. Glycerinaldehyd, .¢ = 6,46 - 102 Mol/l, 22 Min. Halbwertszeit:
3. Methylglyoxal, ¢ = 1,04 - 10~% Mol/l, 34 Min. Halbwertszeit.
0°C, E/50 (I mm St H. = 2-10~7 A), Kapillare II, Hg-Niveau 123 cm. Potential gegen Boden-
quecksilber gemessen.

B. Ketone:
1. Grundlsung wie bei A, hierin wurden zu je 1+ 10~2 m geldst:
2. Aceton (E/[50);
3. Acetol (E/50);
4. Dioxyaceton (£/200).
Sonst wie bei A.
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B. Beim Vorliegen sehr kleiner Mengen eines Stoffes neben groBen
Mengen eines anderen wendet-man besser derivierfe Kurven an (siehe oben).

Es gelingt damit, folgende Gemische qualitativ und annéhernd
(mit + 10 bis 159, Relativiehler bei groBem Konzentrationsunterschied)
quantitativ zu bestimmen :

Methylglyoxal-Acetol (1:50 bis 1:1);

Dioxyaceton-Methylglyoxal (1:10 bis 3:1);

Methylglyoxal-Milchsdurealdehyd (1:50 bis 1:1).

Bei Messungen an Milchsiurealdehyd in einem Puffer pH = 8,1
konnte als Verunreinigung Methylglyoxal neben wenig Dioxyaceton
nachgewiesen werden (Abb. 9).

C. Auch durch Messung der Stufenhiohe bei verschiedenen Temperaturen,
z. B. 0°, 30° und wieder 0°C, kann eine Trennung schwer trennbarer
Gemische erwirkt werden. Wie die Einzelaufnahmen gezeigt haben,
ist der Temperaturkoeffizient bei den Ketonen gering, dhnlich dem
anorganischer Ionen, wihrend er bei Aldehyden bis zu 109, pro 1°C
betragen kann (Abb. 2, 4, 5, 6). Liegen alle 9 Stoffe vor, so sind bei der
ersten Messung bei 0° C nur Methylglyoxal, Dioxyaceton, Brenztrauben-
siure und Acetol zu finden, bei 30° C nur Glycerinaldehyd und Milchséure-
aldehyd. Nach raschem Abkiihlen bleibt die Glycerinaldehydstufe infolge
ihrer starken Hysterese noch zirka 2 Stdn. lang bestehen (Abb. 6, 7).
Auf Grund von drei solchen Messungen kann der Glycerinaldehyd auf
3 bis 5 Relativprozent genau gemessen werden.

D. Auch die Messung der Stufenhdhe bei verschiedenen Quecksilber-
nivequs fithrt zu einer Unterscheidung zwischen Aldehyden und Ketonen.
Wie aus den Einzelmessungen hervorgeht (Abb. 3, 4, 5), hingen die
Stufenhohen bei Aldehyden von der NiveauhShe nur wenig ab, wodurch
deren Kurven von denen der Ketone unterschieden werden konnen.
Diese Melmethode ist auch differentialpolarographisch anwendbar,
wormit selbst bei sonst so schwer unterscheidbaren Stoffen, wie Glycerin-
aldehyd und Dioxyaceton, ein Erfolg erzielt wird. Die Methode ist auch
zur Trennung von Milchsiurealdehyd und Acetol sowie mit geringerer
Genauigkeit bei pH > 7 fiir Methylglyoxal und Acetol anwendbar.

E. Chemische Vorbehandlung ermoglicht weitere Aufgliederungen.
So kann man die Aldehyde Methylglyoxal, Milchséurealdehyd, Glycerin-
aldehyd durch alkalische Vorbehandlung polarographisch unwirksam
machen, z. B. durch 10 Min. langes Erwirmen der Losung, die 0,1 m
an Tetramethylammoninmhydroxyd sein soll, auf 70°. Die Differenz
gegeniiber einer rasch bei 0° C vorgenommenen Messung ergibt die oben
genannten Stoffe. Zur Schonung des anwesenden Dioxyacetons laBt
man die Stoffe besser 1 Std. bei Raumtemperatur stehen.

Verwendet man an Stelle einer alkalischen Grundlésung zur Messung
einen NH,(NH,),80,-Puffer mit pH = 9,3, der dieselbe zerstérende
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Wirkung auf die drei genannten Aldehyde hat, so tritt dabei eine Rest-
stufe auf, die auch fir Dioxyaceton relativ bestéindig istt. Da dieses
im Vergleich zu Acetol eine viel hohere Stufe ergibt, ist es in Mischungen
(auch wegen des Unterschiedes des H. W. Pot.) neben viel Acetol gut
bestimmbar (Abb. 12).

Auch die Kondensationsreaktion von o-Phenylendiamin mit «-Di-
karbonylverbindungen zu Chinoxalinen kann zur polarographisch-analyti-
schen Bestimmung in der Zuckerreihe herangezogen werden. Beim
Methylglyoxal ist diese Reaktion bei Raumtemperatur und einem ent-
sprechenden UberschuB von o-Phenylendiamin nach 10 bis 15 Min.
vollstindig, so daB dann diese Chinoxalinstufe vermessen werden kann.
Man nimmt zuerst die Gesamtkurve in ungepufferter oder auch in ge-
pufferter neutraler Losung auf, gibt zu je 5 cem der Losung 50 mg festes
o-Phenylendiamin zu und miBt neuerdings. Wegen der Nihe der zweiten
Sauerstoffstufe muB hier besonders sorgfiltiz ~entliiffet werden
{Fehler - 2 Relativprozent) (Abb. 10).

Die Schwierigkeit der Bestimmung von Gemischen mit Glycerin-
aldehyd lieB eine chemische Entfernung desselben nach einmaliger
Vermessung unter Schonung der anderen gelosten Stoffe wiinschenswerg
erscheinen. Da die Einwirkung von Alkali auch Milchséurealdehyd
und Methylglyoxal entfernt und Dioxyaceton angreift, ist dieser Vorgang
nicht immer geeignet. Man kann aber die beiden Triosen Glycerin-
aldehyd und Dioxyaceton gemeinsam, und zwar nach saurer Umlagerung
zu Methylglyoxal bestimmen. Ob die Reaktion quantitativ und eindeutig
verlduft, ist noch nicht hinreichend geklart; im Gemisch mit den iibrigen
Stoffen sind Storungen durchaus moglich. Durch Eichzusatz kommt
man trotzdem auf folgende einfache Weise zu guten MeBergebnissen:

Die — méglichst unverdiinnte — Probe wird mit einigen Tropfen konz.
HCI versetzt, wobei man zur Ersparnis an dem zur Neutralisation nétigen
Hydroxyd das Analysenvolumen wihlt und unter Rickfluf 3 bis 4 Min.
gelinde iiber einer Mikroflamme zum Sieden erhitzt. Nachher wird abgekiihlt,
in das MeBgefdal gespiilt und mit Tetramethylarnmoniumhydroxyd nahezu
neutralisiert. Nach Zusatz von o-Phenylendiamin und griindlicher Ent-
lﬁftung wird die Chinoxalinstufe gemessen. Behandelt man gleichlaufend
eine zweite Probe unter Zugabe einer kleinen bekannten Glycerinaldehyd-
menge (etwa 10 bis 509, der vorher ermittelten) und miBt dort genau so,
so kann man die Triosen mit + 49, rel. erfassen. Acetol und Brenztrauben-
sdure, ebenso schon vorhandenes Methylglyoxal, werden dabei nicht zerstort ;

die Bestidndigkeit von reinem Milchséiurealdehyd unter gleichen Bedingungen
ist noch unbekannt.

V. Trennungsgang fir die neun Stoffe der Abb.13.

Allgemeines. Aus dem dargelegten Verhalten der Einzelstoffe bei
physikalischen und chemischen Anderungen der polarographischen Mef-

¢ P.Zumann, Nature (London) 165, 485 (1950).
Monatshefte fiir Chemie. Bd. 83/4. 66
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bedingungen 148t sich ein Trennungsgang ableiten, der unter Beriick-

beim Zuckerabbau entstehenden Spaltprodukte

eine qualitative und quantitative Trennung der Bestandteile zuldft.
Es liegt in der Natur der polarographischen Bestimmungen, daf qualitative

sichtigung der meisten,

und quantitative Befunde im allgemeinen aus derselben Kurve abgelesen

werden. Hier ist jedoch auch die indirekte Methode (SchluB aus der
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Lage der Stufen als derivierte Kurven angegebén.

Vorbehandiung der Probe (Potential gegen Hg-Anode, unkorr.)

I~ 700 mm SYufenkithe
=7

~5¢
= ]

a) Eindampfen mitkonz. H,80,,
dann mit NH,.NO; abrau-
chen und vergliihen, in 0,01 m
N(CHj3), .OH aufnehmen

T
1
t
t
'
'
:

b) Probe unverindert in
>0 N (CHj)4Br, 20°C

¢) Probe + 20% 5m
(NH,*... 80, 7) (pH = 9,3),
20°¢C

) Probe genau neutralisieren, in
N(CH3)4Br, 20°C, (hohes

Hg -Nivean)

-~

) Wie vor, 20° C (niedriges Hg-
1
Niveau) (= T des hohen)

1) Wie vor, 30°C

g) ‘Wie vor, innerhalb von 10 min '
auf 0°C, mnach 18min bei
—1,1 Volt mit Messung be-
ginnen

h) Probe

=

y 10 an N(CH,),0H,

nach 1! bei 25°C gemessen

i) Probe + 1% festes 0-,
Phenylendiamin, nach 20 min '
bei 20°C

Probe 4 10%  konz. HCl
3—4min unter RiickfluB
kochen, mit N(CHg},OH bei
0°C mneutral. (pH = 5—7),
+19% festes o-Phenylendiamin

k

<

lillll

~§____

Mk, br :

J

71

[ L
72 éf
Abb. 14. Analysenschema, Stufenhdhe, angegeben fiir 1- 10~3 molare Losungen, E[50, Kapillare 1
bel MeBtemperatur.

Erlduterung: ’

1. Brenztraubensiure, 7. Milchsidurealdehyd,

2. Glycerinaldehyd, 8. Kohlendioxyd, gelost,

3. Formaidehyd, 9, Methylglyoxal + o-Phenylendiamin,
4, Dioxyaceion, 10. Diacetyl + o-Phenylendiamin,

5. Methylglyoxal, 11. Aceton.

6. Acetol,

Differenz zweier Messungen) angewendet worden, da die sonst erreichbare

Trennschirfe zur Zergliederung der entstehenden Stufenfolge nicht

ausreicht. Es ist daher nicht moglich, bei Vielstoffgemischen auf Grund

eines Polarogramms endgiiltige Schliisse zu ziehen, sondern es miissen
B6%

|
;733:,'0723414:5 30 Volt
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je nach der Natur der Mischung der vorhandenen Stoffe mehrere Auf-
nahmen unter verinderten Bedingungen herangezogen werden.

Der Trennungsgang nimmt auf den sehr ungiinstigen Fall Riicksicht,
daB alle betrachteten Stoffe in gleicker molarer Konzentration Vorhegen
Ein solches 9-Stoff-Gemisch tritt sicher nicht hiufig auf, so daB in'der
gewdhnlichen analytischen Praxis nach den Ergebnissen einer Ubersichts-
aufnahme die Trennung entsprechend vereinfacht werden kann.

Die Besprechung des Analysenganges erfolgt gleichlaufend mit dem
gezeigten Ubersichtsschema (Abb. 14). Darin ist zu jeder Vorbehandlung
die entsprechende, fir jeden Einzelstoff zu erwartende Kurve dargestellt.
Um dabei die eintretende Storung durch Nachbarstufen gleich durch
Addition der derivierten Betrige bestimmen zu koénnen, wurde''die
itbersichtlichere Darstellung der derivierten Kurven gewihlt. Da man
im normalen Falle jedoch die gewohnlichen Stufen aufnimmt, ist der
Randmaflstab hier so gewihlt, dal er die Stufenhike — und nicht-die
weniger benétigte und leicht erreichbare Scheitelhéhe — der Stufen
unter festgelegten MeBbedingungen (Kapillare, Empfindlichkeit) angibt.
Auf die gegenseitige Beeinflussung der Stufenhdhe durch pH-Anderung
der Kathodengrenzschicht wurde nur insofern Riicksicht genommen,
als der hochste in ungepufferter Losung beobachtete Wert im Diagramm
Verwendung fand.

Vor jeder weiteren Messung ist es zweckmiBig, festzustellen, ob sich auBer
den organischen noch polarographisch wirksame, anorganische -Stoffe im
Gemisch befinden (siehe a, Abb. 14). Dazu werden die organischen Stoffe

oxydativ zerstort und der Riickstand in Tetramethylammoniumhydroxyd
vermessen.

Fiir eine erste Ubersichtsaufnahme (b, Abb. 14) wird zweckiniBig
wenigstens mit pH-Papier das pH der Losung gepriift, da fiir pH <2
keine der gesuchten Stufen, sondern nur die H+-Stufe auftritt. Die
Messung erfolgt nach genauer Neutralisation.

Wird trotz Neutralisation nahe an pH 7 ab — 1,5V ein Linear-
" anstieg verzeichnet, so liegt viel Qlycerinaldehyd vor. Mit Beriicksichtigung

der Temperaturabhingigkeit der Stufenhohe wird die Messung bei 0°
wiederholt. Bei entsprechend rasechem Abkiihlen kann der Glycerin-
aldehyd durch Wiederholung der Messung im fraglichen Bereich nach
20 Min. an seiner Gleichgewichtshysterese erkannt werden.

Das besprochene 9-Stoff-Gemisch liefert im Bereich von —1,5 bis
— 2V natiirlich keine regelmiBige Stufenfolge; die vielfachen Uber-
lagerungen bewirken vielmehr einen miBig steilen Anstieg mit flachen
Knicken, wobei schon alle zu erwartenden H W. Pot. in ihrer richtigen
Lage zueinander Vorhegen

Bei Aufnahme in dmmoniakpuffern (¢, Abb. 14) tritt Formaldehyd
nicht und Brenztraubensiure nur bei sehr grofien Konzentrationen in
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Erscheinuhg. Man erkennt Glycerinaldehyd und Methylglyozal an einer
raschen Hohenabnahme ihrer Stufen (strichliert); Dioxyaceton an einer
recht besténdigen normalen Stufe und Acetol sowie Aceton (hier 5mal
so groB gezeichnet) an der vergleichsweise recht unbedeutenden Stufe.

Durch Variation des Hg-Niveaus, das heilt Ausmessen des Reaktions-
anteiles in der sorgfiltig neutralisierten Losung fiir die einzelnen Stufen- -
abschnitte (d und e, Abb. 14), kann das Gleichbleiben der Stufenhéhe
beim Glycerinaldehyd, Formaldehyd und Milchsiurealdehyd (bei Ver-
minderung der anderen Stufen auf die Hialfte) ausgemessen werden.
Fiir eine gute analytische Auswertung haben wir Hg-Niveaus von 35 cm
als unteres und 140 cm als oberes Niveau giinstig gefunden (1/14:0 : 1/35 =
=2:1). ~

Bei niedrigem Niveau kann gleich der fiir die Unterscheidung der
Aldehyde von den Ketonen charakteristische Temperaturkoetffizient
ausgeniitzt werden (f, Abb. 14), da in der Wirme die durch die Niveau-
verminderung ohnehin schon zuriickgedringten Ketone relativ noch
kleinere Stufen ergeben (in Abwesenheit groBerer Mengen von Glycerin-
aldehyd kann zur Verstirkung des Unterschiedes auch bei Temperaturen
bis 45° C gemessen werden).

Wie schon bei der Ubersichtsmessung a angedeutet, kann hierauf

die Hysterese der Gleichgewichtseinstellung des Glycerinaldehyds bei
0° C besonders gut gemessen werden (g, Abb. 14), da jetzt alle anderen
Werte gleich klein neben dem des Glycerinaldehyds erscheinen.
- Unter den angegebenen gimstigen Bedingungen ist beim alkalischen
Abbau mit Tetramethylammoniumhydroxyd nur mit einem geringen
Zerfall des Dioxyacetons zu rechnen (6 bis 109,), so daB aus der Differenz
gegen die Messung in neutraler Lésung unter gleichen Bedingungen
(h, Abb. 14) zunichst der Glycerinaldehyd, nachfolgend Dioxyaceton
und Acetol aus der Kurve bestimmt werden konnen. Bei Anwesenheit
von viel Formaldehyd kann zur Unterdriickung der durch Alkali stark
vergroBerten Stufe mit HCIO, wieder auf schwach alkalisch gestellt
werden. - Der Formaldehyd kann aber auch durch Dimedonfillung aus
dem Gemisch entfernt werden®.

Durch Zusatz von festem o-Phenylendiamin und Verrithren durch
N,-Einblasen kann nach 20 Min. mit der Messung der zu den positiven
Chinoxalinstufen verschobenen Stufen des Methylglyoxals und des
Diacetyls begonnen werden (i, Abb. 14).

Kleine Mengen Formaldehyd werden vom Diamin unwirksam abgebunden.
Die. Anwesenheit des Diamins hat nur den Nachteil, daB infolge einer Ver-

unreinigung oder auch katalytischer Wasserstoffabscheidung schon vor
dem Endanstieg ein schleifender Stromanstieg einsetzt, der den Grenzstrom

5 St. Wawzonek, Organic Polarography, Anal. Chem. 22, 33 (1950).
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des Acetols bei sehr kleinen Mengen des letzteren etwas verzerrt. Zur Messung
darf mit Riicksicht auf die Zersetzlichkeit des Amins nicht linger als 2 bis
3 Stdn. nach dessen Zusatz gewartet werden; liegen groBere Mengen Methyl-
glyoxal vor, so ist das Abkiihlen auf 0° zu vermeiden, da sonst unter Stufen-
verminderung Chinoxalin in schwarzbraunen Né#delchen und Biischeln im
MeBgefil auskristallisieren kann.

Die Variante der Chinoxalinfidllung, in der die Triosen durch Erhitzen
mit Salzsdure in Methylglyoxal iibergefiithrt werden (k, Abb. 14), hat den
Sinn, die anfénglich schwierig erschienene Ausmessung der Hysterese der
Glycerinaldehydstufe zu umgehen; gleichzeitig kann so die Summe der
Triosen direkt bestimmt werden. Nach den gewonnenen Erfahrungen verlduft
die Reaktion mit HCl leider nicht quantitativ.

Als endgiiltige Kontrolle fiir die Richtigkeit der Messung wird die
gefundene Losungszusammensetzung durch Mischung aus bekannten
Losungen hergestellt und die Probe differentialpolarographisch vermessen.
Kleine Schwankungen miissen jedoch wegen des erheblichen, zur vélligen
Gleichgewichtseinstellung nétigen Zeitbedarfs hingenommen werden.

Der hier gegebene Trennungsgang zur qualitativen und quantitativen
Erfassung der Zuckerabbauprodukte auf polarographischem Wege stellt
einen ersten Versuch vor und erhebt noch keinen Anspruch auf Voll-
stdndigkeit und groBe Genauigkeit. Wenn er auch in vielen Fillen
durch andere analytische Methoden erginzt werden muB, um die gefun-
denen Resultate noch fester zu untermauern, hat sich bei unserer schon
durchgefiihrten analytischen Erfassung eines Teiles der Zuckerabbau-
produkte jedenfalls zwischen den polarographischen Methoden und den
iiblichen quantitativen Bestimmungsmethoden eine ausgezeichnete Uber-
einstimmung ergeben. Vielversprechend erscheint auch die Kombination
papierchromatographischer und polarographischer Methoden, iber die
wir in einer spiteren Verdffentlichung berichten werden.

Experimenteller Teil.
A. Methodik der Einzelmessungen?.

Verwendet wurde ein Heyrovsky-Polarograph, Modell Sargent M XIT,
der sowohl zur Aufpahme von derivierten Kurven mit Hilfe eines R—C-
Gliedes und entsprechénder Démpfung, als auch zur differentialpolaro-
graphischen Messung ausgeriistet wurde (8hnlich der Apparatur nach Semerano
und Riccoboni®).

Die verwendeten Kapillaren hatten folgende Konstanten:

H

m t . e n 2 1
Nr. mgHg/sec. (sec.) vaea;l;ohe n wfe e — & log &
I 5,0366 0,875 123,5 2,8736 0,458431
' ‘II 5,0827 0,844 120,0 2,8738 0,458453

(gemessen bei 20°C in 1,0- 1073 n KCl ohne Déampfer, gegen Boden-Hg
kurzgeschlossen).

8 G. Semerano und L. Riccoboni, Gazz. chim. ital. 72, 297 (1942).
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Als Kation der verwendeten Grundlésungen und Puffer wurde ein Teira-
allylammoniumion verwendet. Die Reinigung der Salze wurde nach einem
besonderen Verfahren vorgenommen. Als Ddmpfer diente neben bekannten
Substanzen erstmalig Polyvinylalkohol. Alle Messungen wurden in volliger
Abwesenheit von Luftsauerstoff durchgefithrt. Die Reinigung der Chemikalien
erfolgte nach den bei der Polarographie iiblichen Bedingungen. Als Bezugs-
normale fiir die angegebenen Halbwellenpotentiale dienten die Stufen von
Thallium und Barium®. Die in den Abbildungen angegebenen Wertigkeiten (n)
wurden durch Vergleich der Stufenhéhen organischer Stoffe mit der TI-
Stufe errechnet. Zur Abschétzung der Diffusionskonstanten der organischen
Stoffe diente die Regel von Oecholm® (D. MY2 ~ 7 bei 25° C), fiir Thallium
wurde sie aus dem Literaturwert der Wanderungsgeschwindigkeit fiir verd.
Losungen, D = 2,00 - 10~5 gem/sec. bei 25° C errechnet?: 9.

B. Darstellung der zur Polarographie verwendeten Priparate.

1. Methylglyoxal aus Aceton und Selendioxyd!°.
2. Dioxyaceton (III) aus Glycerin tber «,a’-Glycerindichlorhydrin (I)
und Dichloraceton (1I).

I: Aus Glycerin'l.

II: Aus o,0’-Glycerindichlorhydrin mit Kaliumbichromat und Schwefel-
s@ure!?,

IIT: Aus Dichloraceton durch Umsetzung mit KOH in der Kalte!s.

3. d-Glycerinaldehyd (II) aus d-Mannit tber 1,2,5,6-Diacetonmannit (T).

I: Aus d-Mannit durch Acetonierenlt,

II: Aus 1,2,5,6-Diacetonmannit durch Behandeln mit Bleitetraacetatis.

4. Milchsdurealdehyd (IIT) aus Methylglyoxal (I) iiber Methylglyoxal-
digthylacetal (IT).

I: Siehe 1.

II: Aus Methylglyoxal durch Acetalisieren mit Alkohol und Salzséiurels.

III: Aus Methylglyoxaldidthylacetal durch Reduktion mit Natrium und
absol. Alkohole,

5. Acetol (II) aus Aceton iiber Chloraceton (I)7.

I: Aus Aceton durch Chlorierenl?.
II: Aus Chloraceton durch Umsetzen mit Kaliumformiatis.
6. Diacetyl aus Methylathylketon und Isoamylnitrit®.

7 8. M. Cantor und Q. P. Peniston, J. Amer, chem. Sce. 62, 2113 (1940).

8 Z. physik. Chem. 50, 309 (1905).

# K. Bieber und G. Triimpler, siehe Stackelberg, 1. c., E 194, b.

1 H. L. Riley, J.F. Morton und M. A. C. Friend, J. chem. Soc. London
1932, 1875. :
) 11 J. B. Conant und O. R. Quaile, Org. Syntheses 2, 29 (1922).

12 J. B. Conant und 0. E. Quaile, Org. Syntheses 2, 13 (1922).

¥ H. Waldmann und V. Prey, Mh. Chem. 82, 861 (1951).

1 E. Baer, J. Amer. chem. Soc, 67, 338 (1945).

1 H.O. L. Fischer und H. Baer, Helv. chim. Acta 19, 524 (1936).

1 A. Wokhl und M. Lange, Ber. dtsch. chem. Ges. 41, 3599 (1908).

17 P. Fritsch, Ber. dtsch. chem. Ges. 26, 597 (1893).

18 P. A. Levene und A. Walti, Org. Syntheses 10, 1 (1930).

1 0. Diels und E. Stephan, Ber. dtsch. chem. Ges. 40, 4338 (1908).
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7. Brenztraubensiiure durch Destillation von Weinséiure mit Kalium-
bisulfat20,

Zusammenfassung.

Die polarographische Bestimmung folgender Zuckerabbauprodukte
(Glycerinaldehyd, Dioxyaceton, Methylglyoxal, Acetol, Brenztrauben-
sédure und Milchséurealdehyd) wird fiir die betreffenden Reinstoffe und
fiir ihre Mischungen eingehend studiert, wobei {iber die Aufnahme normaler
Polarogramme hinaus von derivierten Kurven, von der Differential-
polarographie sowie von den - Einfliissen der Temperatur und des Hg-
Niveaus auf die Stufenhéhe Gebrauch gemacht wird. Es wird ein syste-
matischer Trennungsgang fiir neun wichtige’ Stoffe beschrieben, bei
dem aufler den genannten Mitteln auch noch gewisse chemische Vorgéinge
beniitzt, werden.

20 J. W. Hovart und' W. A. Friser, Org. Syntheses 4, 63 (1925).



