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367. Ernst Bayer und Karl-Heinz Reuther: Photometrisehe Mikro- 
bestimmung von Acylgruppen. Analytische Verwendung von Eisen(III) - 

hydroxamslurekomp~exen, I. Mitteil. 
[Aus dem Forechungs-lnetitut fiir Rebenziichtung, Abteilung Biochemie und Physiologie, 

Geilweilerhof 'iiber Landau (Pfalz)] 
(Eingegangen am 3. August 1956) 

Eine einfache photometrische Mikrobestimmung von esterartig 
gebundenen Acylgruppem wird beschrieben: Die Ester werden mit 
Hydroxylamin zu den Hydroxamsciuren umgesetzt und die Extink- 
tion der dwms gebildeten rotvioletten Eieen(III)-hydroxam&ure- 
komplexe gemeseen. - Je nach dem Acylpppengehalt werden 0.3-2 
mg Substam zur Bestimmung benotigt. N-Acylgruppen und SiLuren 
werden unter den gewlihlten Bodingungen nicht erfaBt. 

Die von W. Lossen') beschriebene Reaktion von Hydroxamsiiuren mit 
Eisen(II1)-salzen zu roten Eisen(II1)-verbindungen kann zum qualitativen 
Nachweis von organischen funktionellen Gruppen, die sich in Hydroxam- 
siiuren uberfuhren lassen, herangezogen werdena). A. Angeli3) und E. 
Rimini4) haben so Aldehyde in Hydroxamsiiuren umgewandelt und als 
Eisen(II1)-komplexe nachgewiesen, wahrend F. Feig16) Carbonsiiureester mit 
Hydroxylamin umsetzt und die entstandenen Hydroxamsiiuren mit Eisen- 
(111)-salz auf der Tiipfelplatte kenntlich macht. U. Hille) hat die Bildung 
der Eisen(II1)-hydroxamate- zur kolorimetrischen Bestimmung von Fetten 
benutzt und auf die Instabilitiit der roten Verbindungen gegeniiber dem Ein- 
0uB von Waaser, Ionen und anderen Faktoren hingcwiesen. 

Die Reaktion von Estern mit Hydroxylamin zu Hydroxamsiiuren wird in 
alkalischem Medium nur noch von .Siiureanhydriden und Saurechloriden ge- 
stort2), aus denen bei diesen Bedingungen ebenfalls Hydroxamsiiuren ent- 
stehen. N-Acylverbindungen und Carbonsiiuren treten, nach unseren Unter- 
suchungen, nicht in Reaktion. Bei den in der organischen Analysc ublichen 
Acylgruppenbestimmungen7) durch Verseifen und acidimetrische Titration 
der gebildeten Siiure werden N-Acylverbindungen ebenfalls erfal3t. Bei der 
Verseifung evtl. entstehende saure Sekundarprodukte fiihren leicht zu er- 
hohten Analysenergebnissen. 

Es schien uns daher lohnend, durch Vberfuhren der Ester in Hydroxam- 
siiuren und deren anschlieBende photometrische Messung als Eisen(II1)- 
komplexe eine allgemein anwendbare, spezifische Bestimmung esterartig ge- 
bundener Acylgmppen auszuarbeiten. Hierzu muBten zuniichst die Existenz- 

. 

l )  Liebigs Ann. Chem. 161, 366 [1892]. 
8 )  R. E. Buckles  u. C. J. Thelen ,  Andytic. Chem. 22, 676 [1950]. 
8 )  Gazz. chim. itd. %3 11, 17 [l896]; 84 I, 60 [1905]. 
4) E. Rimini ,  Gazz. chim. itel. 81 11, 84 [1901]; A. Angel i  u. F. Angelico, Gazz. 

5, Spot Tests 11, Organic Applications, S. 171,4. A d . ,  Elsevier Publ. Comp., Amster- 

7 )  Vergl. R. R o t h  in ,,Methoden der organ, Chemie" (Houben-Weyl), 4. A d . ,  Bd. 11, 

chim. itd. 88 11, 329 [1903]. 
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S. 344, Thieme Verlag, Stuttgart 1953. 

O)  Ind. Engng. Chem., analyt. Edit. 18, 317 [lW]; 19, 932 [1947]. 
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bedingungen und Konstitutionen der Eisen(II1)-verbindungen von Hydroxam- 
sauren und die Spaltung der Ester mittels Hydroxylamins eingehend unter- 
sucht werden. 

Bildung der  Eisen(II1)-hydroxamsiiurekomplexe 
Je  nach dem bei der Komplexbildung angewandten Verhtiltnis Eisen(II1)- 

salz : Hydroxamsiiure, dem Sauregrad und dem Losungsmittel erhiilt man ver- 
schiedene Eisen(II1)-hydroxamsiiurekomplexe, die sich in Farbe und Kon- 
stitution sehr unterscheidens) : einen rotbraunen (I), einen kirschroten (11) 
und einen rotvioletten Komplex (111), denen nach der im Gang behdlichen 
Strukturaufklarung folgende Formelbilder gerecht werden : 

- 

m 
In Abbild. 1 sind die Spektren des rotbraunen Benzhydroxamsiiure-eisen- 

.(HI)-komplexes und die aus diesem durch den berechneten Saurezusatz ge- 
bildeten kirschroten und rotvioletten Eisenverbindungen aufgezeichnet. Es 
wird hieraus crsichtlich, da13 eine spektralphotometrische Bestimmung von 

F/cm-’J - 
Abbild. 1. Absorptionsspektren der verechiedenen Eisen(III)-benzhydroxamsliurekom- 
plexe. +--+-+ bmuncr Eisen(II1)-komplex (I); 0-0-0 kirschroter Eisen(II1)-komplex (11); 

esterartig gebundenen Acylgruppen unter Bedingungen durchgefiihrt werden 
muB, bei denen nur einer der oben angegebenen Komplextmn entsteht. Nach 
den wahrend der Konstitutionsaufklarung gewonnenen Erfahrungen eignot 
sich hierzu der rotviolette Typ 111 (Amsx = 520-540 mp), der bei OberschuB 
an Eisen(II1)-chlorid und WaaserausschluB in methanolischer Losung am 

0-04 rotvioletter Eieen(II1)-komplex (111) 

8 )  E. Bayer, unveroffentlicht. 
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stabilsten ist. Bei einem Wassergehalt von mehr als 2 %  beginnt der rot- 
violette Komplex unter Ha-Abspaltung in das kirschrote Eisen(II1)-hydro- 
xamak (11) uberzugehen. Siimtliche bisher untersuchten HydroxarnsiLuren 
bilden mit Eisen(II1)-salz rotviolette Verbindungen, deren breite Lichtab- 
sorptiommaxima, unabhiingig von dem as der Hydroxamsiiuregruppierung 
gebundenen organischen Restmolekiil R, zwischen 520-540 mp liegen und den 
gleichen molaren Extinktiomkoeffizienten besitzen. 

Spaltung der  Es te r  
Weitere Untersuchungen galten den optimalen Reaktionsbedingungen der 

Umsetzung der Carbomaureester mit Hydroxylamin und Natronlauge zu den 
entsprechenden Hydroxamsiiuren. In Obereinstimmung mit den Befunden 
von A. R. Thompsone) hat sich die Durchftihrung der Reaktion in Diiithyl- 
iither am besten bewkhrt. Hohere Temperaturen ah 26" und langere Reak- 
tionszeiten ah 20 Min. sind, insbesondere bei den niederen aliphatischen 
Carbonsiiureestern wegen deren leichter Fliichtigkeit und der damit verbun- 
denen Verluste, ungiinstig . Der ah Lijsungsmittel verwendete Diiithyyliher 
muB weniger als 0.5% Wasser enthalten und frei von Peroxyden sein. Der 
Diathyliither krtnn bis zu 16 Vol. % absol. Methanol enthalten, ohne daS die 
Spaltungsgeschwindigkeit beeinflu& wird. Dies ist fiir Substanzen, die in 
Ather schwer loslich sind, aber bei (legenwart von Methanol in Liisung bleiben, 
von Bedeutung. In Methanol-Ather unlosliche Verbindungen konnen evtl. 
in Dioxan umgesetzt werden. In diesem Lijsungsmittel erreicht die Spaltung 
und damit die Extinktion der Eisen(1II)-hydroxamsaure-Verbindungen 90 yo 
von den in Diiithylather erzielten Werten. In Tetrahydrofuran und Methanol 
verlaufen die Spaltungen der Ester mit schlechter Ausbeute. 

Das Hydroxylamin-Reagem bereitet man jeden Tag frisch, und die Hy- 
droxylamin-hydrochlorid-Losung SOU nicht alter als 2-3 Tage sein. Unmittel- 
bar nach der Reaktion wird der Ansatz genau neutralisiert, da sowohl Lauge 
als auch Siiure die Farbintensitat der Eisen(II1)-komplexe beeinflussen. 

Halt man die im Versuchsteil dieser Arbeit eingehender beschriebenen 
VorsichtsmaDregeln ein, kann man mit einer Abweichung von f 1 yo 
1-12. Mol esterartig gebundene Acylgruppe als violette Eisen(II1)-hydr- 
oxamate spektralphotometrisch bei 530 mp bestimmen. Nach Vergleich der bei 
unserer Restimmung gemessenen Extinktion und der Extinktion der aus reinen 
Hydroxamsliuren gewonnenen Eisen(II1)-komplexe, verliiuft die Umsetzung 
der Ester zu Hydroxamsliuren mit einer Ausbeute von ca. 50 yo. Es war daher 
zu untersuchen, ob bei konstanten Reaktionsbedingungen unabhiingig von 
der jeweiligen Alkoholkomponente immer gleiche Ausbeuten an Hydroxam- 
sauren erhalten werden und somit eine fiir die zu bestimmende Acylgruppe 
allgemein giiltige Eichkurve bzw. ein allgemein anwendbarer Faktor benutzt 
werden kann. Nach der im Versuchsteil beschriebenen Vorschrift wurde niit 
Athylacetat die in Abbild. 2 wiedergegebene Eichkurve fur die Acetylgruppen- 
bestimmung aufge&dt und an Estern der Essigsaure mit aliphatischen 

Austral. J. sci. Ras. 3;128 119501. 
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Alkoholen, Phenolen und Zuckern die Giiltigkeit dieser Eichkurvc nachge- 
pruft. Wie aus Tafel 1 ersichtlich wird, ist der fur Essigdure-athylester be- 
stimmte Paktor generell fiir die Bestimmung von esterartig gebundeneu 

............. - .... - .- - - ...... 

,u Mot Ester - 
Abbild. 2. Eichkurven zur photometrischen Mikrobestimmung estentrtig gebundener 
Acylgruppen: 1 Zirntsiiureester; 2 Ester der Essigdure, Propionsiiure, n-Butterdure, 
n-Valerianslure. n-Caprinaiiure, n-Cepronahre, Onanthsiiure, Pelargonaiure, CapryMure 
und Benzoedure; 3 Ameiseneiiureester; 4 Isovalerianeiiureeator; 5 Salicykureester ; 

6 Isobutte&ureester 

Acetylgruppen anwendbar. Das bedeutet, dal3 unter den gewahlten Bedin- 
gungen die Ausbeute an Hydroxamsiiuren bei der Spaltung von beliebigen 
Essigsiiureestern unabhangig von der Alkoholkomponente ist. 

Tafel 1. Berechnete  und photometr i sch  81s E i s e n ( I I 1 ) - h y d r o x a m a t  
gcfundene Acety lgruppengeha l te  verschiedener Esaige5ureester 

.... - -- -- -_ ___ 
Substanz ') 

Pentaacetylgalaktose .............. 
Oktaacctyllactobiose ............... 
Diacetylhydrochinon .............. 
Acetobromgalaktose ............... 
Acetobromglucose ................ 

- 

Tetraacetylglucose ................ 

Isoamylacetat .................... 
2.6-Dimethyl-4-jod-phenylacetat .... 
3.5-Dinitm-4-methoxy-phonylacetat . 

I 65.4 I 
49.9 I ' 50.7 

I 44.3 j 
41.7 
41.7 I 
33.1 

16.8 

56.1, 56.0 
50.1, 49.7 
49.8, 49.9 
44.0, 43.9 
40.9 
41.4 
32.9, 33.1 
14.7, 15.1 
16.9, 17.1 

0 )  Herrn Doz. Dr H.-J .  B i e l i q  nsd H c r r o  H. T r i s c b m a n n .  Max-Planck-Institot hlr Medizinischc Fur. 
d u n g ,  Hebdelberg, daoken wir ftlr die Oberlseeung eines Teils dcr hier auigcfiibrten Biibetsnzen. 

uberraschend war, daB auch fur die Ester der hoheren aliphatischcn 71-  

Monocarbonsiiuren (C,-C,,-Monocarbonsauren) und der Benzoesdure dic 
gleiche Eichkurve wie fur Essigsaure erhalten wird. 

Lediglich die dso-Carbonsiiureester, Arneisensaure-, Zimtsaure- und Salicyl- 
saureester weichen davon ab. Jedoch sind die in Abbild. 2 aufgezeichneten, 
fur die letzteren Ester aufgestellten Eichkurven, unabhangig von der je- 
weiligen Akoholkomponente, fiir die einzelnen Acylgruppen generell gultig. 
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Gemische  vcrschiedener  Carbonsaureester lassen Aich, wie wir gefunden 
haben l o ) ,  nach Umsetzung zu den entsprechenden Hydroxamsauren als Eisen- 
(111)-hydroxamate verlustlos pap ie rch romatograph i sch  trennen und durch 
Elution der Komplexe m i t  Methanol pho tomet r i s ch  bes t immen .  

- - __ .___ - - 

Besehreibong der Vereuche 
R r a g e n z i e n :  

a )  Hydmxylamin-Reagens: unmittelbar vor Gehrauch berciten durch Mischen gleicher 
Voluniina einer methanoliachen 5-proz. Hydroxylamin-hydrochlorid-Ldsung (p. a., 
Merck)  und einer 12-pnn. &sung von NaOH in Methanol. Die zur Herstellung dee Re- 
agens beniitzte Hydroxylamin-hydmhorid-Ldsung SOU nicht iilter ale 2 Tage eein. 

b )  2-proz. methanolisehe Losung von wasserfmiem Eisen(lI1)-chlorid. 
c) Diathyltither, wasserfmi und peroxydfrei, uber Natrium aufbewahrt. 
d )  Eater-Standardlosungen: Die zur AufsteUung der Eichkun-en verwendeten Ester 

\rcrden durch alkalische Veraeifung und Titration der Sauren auf ihren Estergehalt 
irntersucht. E:s nerden von jedem der untersuchten Enter 1 g in einem MeCkolben mit 
absol. Athnnol auf 100 ccm aufgefullt. 

A i t  fs t o 11 u n g d e r E i c h k u r ve  n 
Von den Ester-Standardlosungcn werden 0.01(~-0.2000 ccm, entaprechend 100 bis 

2000 y Ester, rnit einer Agla.Mikrometerepritze in ein Reagenzglas mit 10 ccm Ather 
(Reagens c )  pipettiert und mgleich mit 1.5ccm dcs Hydroxylamin-Reagene a versetzt,. 
Das Fbagenzglaa wird mit einem gutaitzenden Gummistopfen verschlossen und die Re- 
aktion bei 26' * 1" in einem Thermostaten durchgefhrt .  Nach genau 20 Min. iat die 
Umsetzung beendet. Man neutraliaiert rnit 0.175 ccm Salzeiiure, 32-proz. (p. a., M e r c k ) ,  
filtriert durch sin hydrophobiertes Filter Nr. 2678 h (Fa. Otto P o e r r i n g e r ,  Annweiler 
am Trifels) vom ausgefallenen Kaliumchlorid ab und wiiacht droimal mit je 1.6 ccrn 
wamerfreiem Diathylather nach. Die ather. Losung der Hydroxamsauren wird im Waeaer- 
strahlvakuum auf ca. 0.76 ccm eingeengt, die mit wasserfmiem Methanol in einen 10- 
ccm.Mc?Bkolhen gespult werden. Nach Zugabe von 0.2 ccm einer 2-proz. methanoliechen 
Eisen(III).chloridlosung fiillt man mit absol. Methanol zur Marke auf und mi& mit 
einem Photometer die entatandene braunviolette Farbe bei 530 m p  (Elko 11, Zeise, Filter 
S 53; oder Spektralphotometer PMQ IT, Zeiss) gegen eine Vergleichsprobe, die man durch 
Auffullen von 0.2 ccm 2-pmz. Eisen(II1)-chloridlosung mit Methanol auf 10 ccm erhalt. 

Von den einzelnen Carbonsiiuren wurden jeweils rnit den Estcrn von C,-C,-Mono- 
alkoholen, Phenolen und Zuckern die Eichkurven aufgestellt. Zwiscben der epektral- 
photometrisch bestimmtcn Extinktion und den in 10 ccm Methanol befindlichen Mengen 
Enter gelten folgende Bcziehungen bei 2-11 10-6 Mol Eater Geeamtmenge: 

yMol Ester = log 
w('aprin-, n-Capmn-, n - h a n t h - ,  nCapryl-, n-Pelargon- und Benzoesiiure: 

I, 
I .11.4, gultig fur die Eeter der Essig-, Propion., n.Butter., n-Valerian-, 

1, 
I 

1 0  
I 
1 0  

I 
I 
I 
I0 
I 

pMol ERter = log - -.10.6 f i i r  die Zimtduwester 

pMol Ester = log --.22.4 f u r  die Ameisens&ureester 

pMol Ester = 1Qg - --.38.9 fiir die Isovalerianaciureester 

pMol Ester = log --O-.31.0 fiir die Ieobuttersiiureester 

pMol Ester = log - --.22.2 fur  die Salicylsaunxater. 

l o )  E. B a y e r  u. K.-H.  R e u t h c r ,  Angew. Chem., im Druck 
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Bestimmung der Acylgruppe 
Die 2-10-10-’3 Mol (entspmchend 300-2000 y) zu bestimmende Ester in 10 ccm Ather 

enthaltenden L6sungen werden nach der bei der Aufstellung der Eichkurven angegebenen 
Vorschrift mit Hydmxyhmin-Reegens versetzt und wie oben weiterverfahren. Aus der 
erhaltenen Extinktion berechnen sich nach den angegebenen Gleichungen die Ester- 
gehalte. - In &her schwerloeliche Subetanzen ktinnen durch einen Zusetz von 1-2 ccm 
Methanol in Lijsung gebracht werden. Bei Bestimmung der Acetylgruppe berechnet sich 
der Gehalt an Acetyl (CH&O) nach folgender Gleichung 

mg Acetyl (OCCH,) - log - --.0.49O 

An Stelle von Diiithylilther konnen auch 10 ccm iiber Natrium dest. Dioxan verwendet 
werden, dem man bis zu 2 ccm Methanol zufiigen kann. Man vefihrt  auch in diesem 
Falle, wie bei der Aufatellung der Eiohkurven beschrieben worden ist. Der Gehait an 
Acetylgruppen berechnet aich nach der Gleichung 

I0 
I 

I0 mg Acetyl (OCCH,) = log F-0.461 

368. Eberhard LiS und Karl Lohmann: Sterische Hinderung der 
Mesomerie bei Alkylderivaten des 1.3.6-”rinitro-benzols 

[Aus dem Institut fiir Medizin und Biologie der Deutaohen Akademic der 
Wiaaenschaften zu Berlin, Berlin-Buch, Abt. Biochemie] 

(Eingegangen am 3. August 1958) 

An Hand der Abmrptionsspektren der farbigen alkalisohen Lii- 
sungen von 1.3.6-Trinitro-benzol und einiger seiner Alkylderivate 
kann das Auftreten von starkcher Hinderung der Mesomerie nach- 
gewieaen werden. 

1.3.5-Trinitro-benzo1 lost sich in wiiI3rigen Alkalien unter Bildung einer 
orangefarbenen Liisung. Diese bereits von P. Hep p1) beobachtete Emchei- 
nung beruht auf der Bildung von Alkalisalzen der Nitroverbindung, deren 
Konstitution J. Meisenheimera) bewiesen hat. Die Farbsalze verdanken 
ihre Stabilitiit einer Mesomerie, deren wichtigste Grenzstrukturen die folgen- 
den sind: 

I I1 a I1 b 

Das Absorptionsspektrum des im alkalischen Medium entstehenden Farb- 
salzes wurde zuletzt von G. Kortuma) und Th. Canbiick4) untersucht,. Es 
zeigt sich, daB die Maxima der Absorptionskurve in alkoholischer Lijsung _- - - 

Liebigs Ann. Chem. 216, 346 [1882]. 
Z. physik. Chem., Abt. B. 42, 39 [1938]. 

a )  Liebigs Ann. Chem. 823, 219 [19O2]. 
’) Farmac. Revy 4f3, 217 [1949]. 




