Versuch 3: Formoltitration

Bestimmung der Glycinkonzentration durch
Formoltitration nach Sgrensen

1. Einfihrung in die Problemstellung

Aminosduren besitzen zwei ionisierbare Gruppen, die a-Carboxyl- und a-Aminogruppe. Die
Carboxylgruppe kann als saure Gruppe H*-lonen abdissoziieren und die Aminogruppe als basi-
sche Gruppe H™-lonen aufnehmen. In L6sung liegen Aminosduren bei neutralem pH-Wert als
Zwitter- ionen und nicht als ungeladene Molekile vor, d. h. die Aminogruppe ist protoniert (-
NH") und die Carboxylgruppe deprotoniert (-COQ"). Der Dissoziationsgrad &ndert sich mit dem
pH-Wert der Losung. In saurer Losung (z.B. pH 1) liegt die Carboxylgruppe nichtionisiert (-
COOH) und die Aminogruppe ionisiert vor (-NHs"). In alkalischer Losung (z.B. pH 11) ist die
Carboxylgruppe ionisiert (COO") und die Aminogruppe nichtionisiert (-NH).
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Fur die a-Carboxylgruppe liegt der pK-Wert bei den einzelnen Aminoséuren zwischen 1.8 und
2.5, fur die a-Aminogruppe zwischen 9.0 und 9.8. Durch Zusatz von Base oder Sdure kénnen
beide Gruppen titriert werden. Die Titration der Carboxylgruppe oder der Aminogruppe kann zur
quantitativen Bestimmung von Aminoséuren herangezogen werden.

Allerdings bereitet die quantitative Bestimmung einige Schwierigkeiten, da sich schwache Sau-
ren oder Basen in walriger L6sung nur dann quantitativ titrieren lassen, wenn sie durch eine vor-
gelagerte chemische Reaktion in starkere Protolyte Uberfiihrt werden. Anderenfalls ist der pH-
Wert nach dem Aquivalenzpunkt nicht durch den UberschuB der als Titrationsmittlel verwende-
ten starken Base oder Sédure, sondern durch das Puffervermdgen des Ampholyten bestimmt. Bei
der Formoltitration nach Sgrensen (1908) wird das Prinzip der Umwandlung einer schwachen
Sdure in einen starkeren Protolyten durch eine vorgelagerte chemische Reaktion zur Titration der
a-Aminogruppe angewendet. Dabei wird die Aminosdure mit Formaldehyd (Formol, Formalin)
zur Hydroxymethylverbindung umgesetzt:

H H
J 0 HOHZC\
H,N—C—COOH  + 2 H—C\ —_—— _N—¢—=c00 )
H HOH,C
R R

Reaktion einer Aminosaure mit Formaldehyd

Durch diese vorgelagerte Reaktion wird das Gleichgewicht:
NH,* NH, + H*

nach rechts verschoben. Die resultierende Bruttogleichgewichtskonstante entspricht der einer
mittelstarken Séaure. Auf diese Weise kann die schwache Saure NH;" alkalimetrisch gegen Phe-
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nolphthalein als Indikator titriert werden. Im Fall der Aminoséure Glycin verschiebt sich die

Gleichgewichtskonstante flr die Dissoziation der a-Aminogruppe von pK = 9.6 auf pK = 7.0
(Abb. 1).
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Abb. 1. pK-Wert Verschiebung im Glycin durch Reaktion der a-Aminogruppe
mit Formaldehyd

2. Aufgabenstellung und Versuchsdurchfiihrung

In einer ausgehandigten Probe ist die Masse an Glycin mit der Methode der Formoltitration zu
bestimmen.

Dabei ist zunéchst der Normalitatsfaktor der zu verwendenden NaOH-Ldsung (ca. 0.1 N) durch
Titration mit einer Glycinlésung bekannter Konzentration zu ermitteln. Nach der Titration der
Glycinprobe unbekannter Masse ist auRerdem eine Vergleichsprobe zu titrieren, bei der die For-
maldehydlésung durch Wasser ersetzt wird.

Reagenzien:

Losung A: 10 ml Glycin-Mallésung werden mit Hilfe einer Vollpipette in einen Titrier-
kolben Uberfuhrt und mit 10 ml dest. Wasser sowie 4-5 Tropfen Indikator ver-
setzt. (Es sind Dreifachbestimmungen anzusetzen.)

Losung B: 100 ml Formalin werden mit 4-5 Tropfen Indikator versetzt. Darauf wird trop-

fenweise 0.1 N NaOH-Ldsung bis zur gerade erkennbaren Rosafarbung
zuge- setzt.

Die Losungen A und B sind vor der eigentlichen Titration herzustellen. AnschlieBend ist wie
folgt weiterzuverfahren:

e 10 ml Lésung B werden zu der in den Titrierkolben pipettierten Losung A zugegeben.
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Nach 15 min wird die Glycinlésung mit der NaOH-L&sung bis zur gerade erkennbaren Rosa-
farbung titriert. Der Farbumschlag des Phenolphthaleins von farblos nach rosa zeigt den Titra-
tionsendpunkt an. Aus dem Verbrauch an NaOH-L6sung ist deren Normalitatsfaktor zu be-
rechnen. (Aus den drei parallelen Ansétzen ist der Mittelwert zu bilden.)

Die in einem Wégeglas ausgehandigte Glycin-Probe unbekannter Einwaage wird quantitativ
in einen 100 ml MaRkolben tberfuhrt und mit destilliertem Wasser auf 100 ml aufgefullt.
Diese Losung wird, wie oben fir die Glycin-Mallldsung beschrieben, weiter behandelt.

Jeweils 10 ml der Glycinprobe unbekannter Konzentration werden mit 10 ml Lésung B ver-
setzt. Nach 15 min erfolgt die Titration mit der NaOH-L6sung, deren genaue Konzentration
zuvor ermittelt wurde. Aus dem Verbrauch an NaOH-L6sung ist die Glycineinwaage der Pro-
be zu berechnen. Die Bestimmung ist fiir drei parallele Ansétze vorzunehmen. Das erhaltene
Ergebnis ist einer Fehlerbetrachtung zu unterziehen.

In einer Vergleichsbestimmung ist das Glycin in einer wéldrigen Losung ohne vorherige Um-
setzung mit Formaldehyd zu titrieren. Fir diesen Versuch sind die 10 ml Lésung B durch ein
entsprechendes VVolumen an destilliertem Wasser zu ersetzen. Die Bestimmung ist als Ein-
fachbestimmung durchzufiihren. Das Ergebnis ist zu diskutieren.

. Aufgaben zur Selbstkontrolle

1. Was versteht man unter dem isoelektrischen Punkt? Welche Eigenschaften zeigt eine Amino-

4.

saure am isoelektrischen Punkt?

. Erkléaren Sie die Pufferwirkung von Aminosauren bzw. Proteinen. Wo hat diese maximale und

minimale Werte? Begriinden Sie Ihre Aussage.

. Welche Konfiguration besitzen naturliche Aminosauren? Wie kdnnen entgegengesetzt konfi-

gurierte Aminosauren im Stoffwechsel abgebaut werden?

. Erklaren Sie den Begriff "essentielle” Aminosduren und nennen Sie Beispiele fur solche Ami-

nosauren.

. Geben Sie die Strukturformel von je zwei sauren, basischen, aromatischen und neutralen A-

minoséuren an. Wie wirden sich diese bei der Formoltitration verhalten? Wo liegen die iso-
elektrischen Punkte dieser Aminosauren?

. Durch welche Farbreaktionen kdnnen Aminosdauren nachgewiesen werden?
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