
1957 BAYER, REUTHER und HEIDE 1929 

ERNST BAYER, KARL-HEINZ REUTHER und ROELOF TER HEIDE 

Eisen-hydroxamsaurekomplexe, 1111.2) 

PHOTOMETRISCHE MIKROBESTIMMUNG U N D  
PAPIERCHROMATOGRAPHISCHER NACHWEIS VON ALDEHYDEN 

Aus dem Forschungs-Institut fUr Rebenziichtung, Abteilung Biochemie und Physiologie, 
Geilweilerhof tiber Landau (Pfalz) 

(Eingegangen am 14. Juni 1957) 

Aliphatische Aldehyde, Zimtaldehyd. Benzaldehyd und Furfurol lassen sich 
nach Umwandlung zu Hydroxamsiuren und Bildung der rotvioletten Eisen(II1)- 
hydroxamsaurekomplexe durch Extinktionsmessung quantitativ bestimmen. Je 
nach dem Carbonylgruppengehalt werden 0.1 -0.5 mg Substanz zur Bestimmung 
benatigt. Durch papierchromatographische Trennung der zuvor gebildeten 

Eisen(II1)-hydroxamate k6nnen Aldehyde identifiziert werden. 

Der qualitative Nachweis von Aldehyden durch Bildung der Hydroxamsauren und 
deren Erkennung mittels Eisen(II1)-salzen ist von A. ANGELI~) und E. R I M " )  in die 
Analytik organischer funktioneller Gruppen eingefiihrt worden. Die bei der Unter- 
suchung der Eisen(III)-hydroxamsaurekomplexe1.2) gewonnenen Erfahrungen sollten 
nun auch eine quantitative Bestimmung der Carbonylgruppen auf Grund der Reak- 
tion nach Angeli-Rimini ermoglichen. 

SPALTLJNG DER ALDEHYDE 

In alkalischem Medium werden Aldehyde mittels Benzsulfhydroxamsaure zu Hydr- 
oxamsauren umgesetzt und die Extinktion der entsprechenden braunvioletten 
Eisen(II1)-hydroxamsaurekomplexe bei 525 mp spektralphotometrisch gemessen. Wie 
bei der photometrischen Mikrobestimmung von Acylgruppenl) wird der rotviolette 
Eisen(II1)-hydroxamsaurekomplex zur Bestimmung gebildet. Uber die hierbei not- 
wendigen VorsichtsmaBregeln wurde schon berichtetl.2). 

Die Umsetzung der Aldehyde zu Hydroxamsauren 
ist sehr stark von der Konzentration der Benzsulf- 
hydroxamsaure abhangig. Wie Abbild. 1 zeigt, ist 

Abbild. 1. Abhingigkeit der Extinktion 
(525my) von der Menge zugesetzter Benz- 
sulfhydroxamsiure (8-proz. methanol. L6- 
sung)bei derSpaltungvon0.4m Mol Capron- 
aldehyd. Photometrisch gemessen wurde ein 
14.6 yMol entsprechender aliquoter Anteil 5 10 

ccm - 
1) I. Mitteil.: E.BAYER und K.-H. RELJTHER, Chem. Ber. 89, 2541 [1956]. 
2) [I. Mitteil.: E.BAYER und K.-H.REuTHER, Angew. Chem. 68, 698 [1956]. 
3) Gazz. chim. ital. 26 II,17 [1896]; 34 I, 50 [1905]; vgl. auch A.ANGELI und F.ANGELICO, 

Gazz. chim. ital. 33 11, 329 [1903]. 4) Gazz. chim. ital. 31 II,84 [1901]. 
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cine maximale Farbentwicklung nut  von einem ca. 8fachen molaren UberschuB an 
Benzsulf hydroxamsaure a b  gewahrleistet. Als Losungsmittel hat sich peroxyd- und 
aldehydfreier Digthylather am besten bewahrt. In anderen Wthern, z. B. Tetrahydro- 
furan oder sek.-Butyliithers), ist die Empfindlichkeit geringer. Es ist nicht notwendig, 
absolut wasserfreien Ather zu verwenden. Eine Reaktion in waBrigem Medium, wie 
sie von G. DAMKOHLER und W. EGGERSGLUSS~) empfohlen wurde, erbringt jedoch 
geringe Ausbeuten an Hydroxamsauren und unkontrollierbare Erscheinungen bei der 
Bildung der Eisen(II1)-komplexel). Bei 25" erreicht die Bildung der Hydroxamsauren 
innerhalb von 40 Min. ihren Gleichgewichtszustand. 

Nach der im Versuchsteil gegebenen Vorschrift wurden die Eichkurven zur Aldehyd- 
bestimmung aufgestellt. Unter unseren Reaktionsbedingungen ergeben kernsubsti- 
tuierte aromatische Aldehyde, z. B. Salicylaldehyd, Nitrobenzaldehyd, Vanillin, sowie 
Dialdehyde, z. B. Glyoxal und Ketone, keine Hydroxamsauren und somit auch keine 
Rotfirbung. Die geschilderte Reaktion ist also spezifisch auf aliphatische sowie unsub- 
stituierte aromatische und heterocyclische Aldehyde und erlaubt deren quantitative 
Bestimmung bei Gegenwart von Ketonen. 

- .- 

AlJFSTELLUNG DER EICHKURVEN 

Die zur Aufstellung der Eichkurven benutzten Aldehyde wurden aus handelsubli- 
chen Produkten durch fraktionierte Destillation rein dargestellt. Eine zusatzliche 
Reinheitsprufung wurde durch die noch zu beschreibenden papierchromatographi- 
schen Untersuchungen und mit Hilfe der Gaschromatographie durchgefuhrt. Fur die 
Gaschromatographie von Aldehyden haben sich insbesondere die von A. I. M. KEULE- 
MANS und A. KWANTES') ernpfohlenen, niit Sterchamol als Tragersubstanz und sili- 
konol DC 55O-Stearinsaure8) als stationarer, fliissigcr Phase beschickten Saulen be- 
wghrtg). In Abhild. 2 ist die Analyse eines durch geringe Mengen Acet- und Propion- 
aldehyd verunreinigten Butyraldehyds dargestellt. 

I - 
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Abbild. 2. Trennung cines Gernisches von Butyr-(99 x), Propion-(0.5 %) und Acetaldehyd 
(0.5 %) mittels Gasverteilungschroniatographie bei 20" 

Durchfluflgeschwindigkeit: 7Occm Hz/Min. Abszisse: &it (Stdn.), Ordinate: gernessene 
relative Warrneleitfahigkeit 

5 )  Der RHEINPREUSSEN G.M.B.H., Hornberg, danken wir fur die freundliche uberlassung 

6 )  Z. physik. Chern., Abt. B 51, 157 [1942]. 
71 Proc. of the Fourth World Petroleum Congress, Section V/B, Reprint 4; Carlo Colombo 

8) A.T.JAMEs und A.J.P. MARTIN, Biochem. J. 50,679 [1952]. 
9) Nach unveroffentlichten Versuchen von E. BAYER und F.BoRN. 

von sek.-Butylather. 

Publishers Rorn 1955. 
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Wie bei den Estern, ist die Bildung der Hydroxamsauren aus den aliphatischen Al- 
dehyden von der Liinge der Seitenkette weitgehend unabhangig und wird nur durch 
die Carbonylgruppe bestimmt. Fur aliphatische Aldehyde und Benzaldehyd ist die 
pro Mol Carbonylgruppe bestimmte Extinktion (Abbild. 3) identisch. Mit Abwei- 
chungen von hiichstens 5 %  wird eine allgemein gultige Eichkurve von den in 
Abbild. 3 genannten aliphatischen Aldehyden mit 2- 12 Kohlenstoffatomen und 
Benzaldehyd nach der Beschreibung im Versuchsteil erhalten. Furfurol und Zimtal- 
dehyd weichen ab. Mit der beschriebenen Reaktion 1aBt sich demgemaB eine quanti- 
tative Bestimmung aliphatischer Aldehydgruppen durchfuhren. Die untere Erfassungs- 
grenze betragt 1 pMol Aldehyd, das sind z. B. etwa 4Oy Acetaldehyd. 

-- Eisen-hydroxamsiiurekornplexe ( I 1  I . )  _ _ _ _ _ _  ~ 
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Abbild. 
Valer-, 

.u Mol Aldehyd - 
3. Eichkurven zur photometrischen Aldehydbestirnmung fLur Acet-, Propion-, Butyr-, 
Capron-, Oenanth-, Caprin-, Undecylen- und Benzaldehyd (Kurve l),  Furfurol 

(Kurve 2) und Zimtaldehyd (Kurve 3) 

PAPIERCHROMATOGRAPHISCHE ALDEHYDBESTIMMUNG 

Da wir fruher bereits uber die Papierchromatographie der Eisen(I1I)-hydroxam- 
saurekomplexe auf FeC13-impragniertem Papier berichtet hattenz), lag es nahe, diese 
Methode auch zur Identifizierung und Bestimmung einzelner Aldehyde in Gemischen 
heranzuziehen. Auf Grund der weit auseinanderliegenden Rp-Werte ist die papier- 
chromatographische Auftrennung der Eisenhydroxamate in Butanol/Dimethylform- 
amid/Wasser wesentlich giinstiger zur Trennung der C1 -Clo-Aldehyde, als die von 
H. J. STRUCK~O) hierfur angewandte Trennung der Hydroxamsauren selbst. Bis zu 1Oy 
Aldehyd lassen sich nach Umsetzung zur Hydroxamsaure und papierchromatographi- 
scher Trennung als Eisen-hydroxamsaureverbindung noch qualitativ erkennen. Eine 
genaue Beschreibung der papierchromatographischen Aldehydbestimmung ist im 
Versuchsteil wiedergegeben. Da die Spaltprodukte der Benzsulfhydroxamsaure braun- 
gelbe Eisen(II1)-Verbindungen ergeben, ist es bei der quantitativen Bestimmung und 
der papierchromatographischen Analyse unbedingt notwendig, immer eine unter 
gleichartigen Bedingungen hergestellte Blindprobe als Vergleich heranzuziehen. 

10) Mikrochem. verein. Mikrochim. Acta 1956. 1277. 
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B E S C H R E I B U N G  D E R  V E R S U C H E  

Reagenzien: 

a) Benzsulfhydroxamsaure-Reagenz: Die als Reagenz benutzte Benzsulfhydroxarnsaure 
wird aus Hydroxylamin und Benzolsulfochlorid dargestelltll), mehrmals aus Wasser um- 
kristallisiert und im Exsikkator uber P205 getrocknet und aufbewahrt. 

8 g Benzsulfhydroxamsaure werden in 100 ccm absol. Methanol gelost. Diese Losungen 
sollen nicht alter als 2 Tage sein. 

b) 12.5-proz. methanolische Losung von Natriumhydroxyd (p. A. Merck). 
c) 32-proz. Salzsaure (p. A. Merck). 
d) Diiithylather, peroxydfrei, uber Natrium aufbewahrt. 
e) 2-proz. Losung von wasserfreiem Eisen(II1)-chlorid in Methanol. 
f )  Aldehyd-Standardlosungen : Die aus kauflichen Praparaten durch fraktionierte De- 

stillation analysenrein erhaltenen Aldehyde werden durch Gaschromatographie und papier- 
chrornatographisch auf ihre Reinheit gepriift und dann von den reinen Aldehyden je 1 g in 
einem MeRkolben mit absol. Athanol auf 100 ccm aufgefilllt. 

A u fstcllung der Eichk ur vcn 

In ein Reagenzglas werden 20 ccm absol. Diathylather (Reagenz d) vorgelegt und 0.005 bis 
0.200 ccm der Aldehyd-Standardlosungen hinzugefilgt. Danach pipettiert man 8 ccm des 
Benzsulfhydroxamsaure-Reagenz a) und 2 ccm Reagenz b) hinzu und verschlieBt das Reagenz- 
glas sogleich mit einem gutsitzenden Gummistopfen. Die Reaktion wird bei 25" & 1 '  in 
einem Thermostaten durchgefuhrt. Nach genau 40 Min. wird die Umsetzung unterbrochen, 
sofort mit 0.46 ccm Salzslure (Reagenz c) neutralisiert, durch ein hydrophobiertes Filter 
Nr. 560 (Schleicher & Schtill) vom ausgefallenen Natriurnchlorid abfiltriert und 3mal mit je 
2 ccm Dilthylather nachgewaschen. Die atherischen Lasungen der Hydroxamsaure werden 
irn Wasserstrahlvakuum auf etwa 1 ccm eingeengt und mit wasserfreiem Methanol in einen 
10-ccrn-MeBkolben gespiilt. Nach Zugabe von 0.2 ccrn einer 2-proz. Eisen(II1)-chloridlosung 
(Reagenz e) wird mit Methanol auf LO ccrn aufgefullt und mit einem Photometer (Elko 11, 
ZeiO; Spektralphotometer PMQ 11, ZeiD) gegen eine Vergleichsprobe die Extinktion bei 
525 mi* bestimmt. Die Vergleichsprobe wird nach der oben gegebenen Vorschrift hergestellt; 
es wird lediglich an  Stelle der Aldehydlosung 0.2 ccm aldehydfreies Athano1 eingesetzt. 

Eichkurven wurden rnit aliphatischen Aldehyden von 2 - 1.1 Kohlenstoffatomen, Furfurol, 
Zirntaldehyd und Benzaldehyd aufgestellt. Zwischen der spektralphotometrisch bestirnmten 
Extinktion und den in 10 ccm Methanol befindlichen Mengen Fe-Hydroxarnat gelten folgende 
Beziehungen bei I ~ 12.10-6 Mol urspriinglich vorhandenern Aldehyd: 

I0 
I pMol Aldehyd = log - - 15.6 

fur Acetaldehyd, Propionaldehyd, Butyraldehyd, Valeraldehyd, n-Capronaldehyd, n-Onanth- 
aldehyd, n-Caprylaldehyd, Pelargonaldehyd, Caprinaldehyd, Undecylen- und Benzaldehyd. 

I0 pMol Aldehyd = log - . 28.6 fur Zirntaldehyd I 
10 pMol Aldehyd = log - . 1 I .8 fur Furfurol I 

11) Nach GATTERMANN-WIELAND. Die Praxis des organischen Chemikers. 33. Aufl., Walter 
de Gruyter. Berlin 1948; zit. S. 176. 
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Bestimmung der Aldehyde 

Die 50-2000 y Aldehyd in 20 ccm k h e r  enthaltenden Losungen werden nach der bei der 
Aufstellung der Eich kurveh angegebenen Vorschrift mit Benzsulfhydroxamslure-Reagenz und 
Natronlauge versetzt und, wie oben beschrieben, weiterverfahren. Aus den gemessenen Ex- 
tinktionen berechnen sich nach den oben angegebenen Gleichungen die Aldehydgehalte. 

Papierchromntographische Bestimmung und Trennung von Aldehyden 

Zur qualitativen Erkennung der Aldehyde wird ebenfalls die Umsetzung in der bei der 
Aufstellung der Eichkurven beschriebenen Weise vorgenommen. Von dieser so erhaltenen, 
atherischen Hydroxamsaurelasung werden je 5 - 50 y urspriinglich eingesetztem Aldehyd 
entsprechende Mengen auf rnit Eisen(lI1)-chlorid impragniertes Chromatographiepapier 
Nr. 2043 b M (Schleicher & Schiill) aufgetragen und in n-Butanol/Dimethylforrnamid/Wasser 
4.5 : 0.5 : 5.0 (organische Phase) absteigend chromatographiert. Nach maximal 20stdg. Lauf- 
zeit sind die Eisen(ll1)-hydroxamate getrennt (RpWerte siehe folgende Tabelle). Die Eisen- 
(111)-hydroxamsaurekomplexe aus Zimtaldehyd und Furfurol weisen die gleichen RF-Werte 
auf wie diejenigen aus Capronaldehyd bzw. Butyraldehyd, sind aber an ihrer blauen Eigen- 
farbung gut zu erkennen. 

Die lmpragnierung des Chromatographiepapiers rnit FeCI3 wird durch Baden in 2-proz. 
methanolischer Eisen(ll1)-chloridlosung, Abtropfen (30 Sek.) und Trocknen bei 80" im 
Ventilatortrockenschrank bewirkt. 

Zur quanfitativen pupierchromatogrnphischen Bestimmung werden von den nach der Bil- 
dung der Hydroxamsauren erhaltenen atherischen Losungen je 50-2000 y Aldehyd ent- 
sprechende aliquote Anteile in 3 - 5  ccm langen Streifen auf mit Eisen(ll1)-chlorid impragnier- 
tem Papier aufgetragen und nach obiger Vorschrift chromatographiert. Die rotvioletten 
Eisen(1II)-hydroxamstiure-Flecke werden ausgeschnitten, rnit 9.8 ccm Methanol in einem 
Reagenzglas unter gelegentlichem Umschiitteln eluiert, 0.2 ccm Reagenz e) zugegeben und 
die Extinktion bei 525 m p  gegen eine Vergleichsprobe bestimmt. Die Vergleichsprobe wird 
durch Chromatographie der bei der Aufstellung der Eichkurve beschriebenen Blindprobe, 
Ausschneiden und Elution des dem jeweiligen Eisen(ll1)-hydroxamat entsprechenden Papier- 
sektors dieser Vergleichsprobe hergestellt. 

Nach den oben angegebenen Gleichungen berechnen sich dann die Aldehydgehalte. 

RfWerte der aus Aldehyden dargestellten Eisen(II1)-hydroxamate 
in Butanol/Dimethylformamid/Wasser 4.5 :0.5 : 5.0 

FelII-Hydroxamat aus Form- Acet- Propion- Butyr- Valer-aldehyd 
RF-WeH 0.24 0.32 0.50 0.68 0.80 

FeTII-Hydroxamat aus Capron- Caprin- Benz- Zimt-aldehyd Furfurol 
RPWert 0.90 0.95 0.83 0.90 0.70 




