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Chinolin-aldehyd-(2)-0-oxy-anil-uranylacetat (IIT): Eine alkohol. Losung
von 99 mg Chinolin-aldehyd-(2)-0-oxy-anil wird mit einer alkohol. Lésung von
169 mg Uranylacetat bei Wasserbadtemperatur zusammengebracht. Sofort fillt der
Uran-Komplex aus?®). Man lift langsam abkiihlen, saugt ab und wischt mit Alkohol
nach; rote Mikrokristalle. Unldslich in Wasser, sehr schwer léslich in Pyridin (Lésungs-
farbe rot), in den anderen iblichen organ. Losungsmitteln fast unléslich, in konz. Schwe-
felssure, Salzsdure und in KEisessig unter Aufspaltung des Komplexes 18slich.

CsH1,ON,U (576.4) Ber. N 4.86 Gef. N 4.374)

Benzthiazol-aldehyd-o-oxy-anil (II): Die Darstellung erfolgt analog I aus 0.4 g
Benzthiazol-aldehyd und 0.28¢g o-Amino-phenol in 8 ccm Alkohol. Hellgelbe
Kristalle vom Schmp. 151°,

C,H;,ON,S (254.3) Ber. N 11.02 Gef. N 10.81%)

Benzthiazol-aldehyd-o-oxy-anil-uranylacetat (IV): Die Verbindung wurde
analog IIT aus 51 mg Benzthiazol-aldehyd-o-oxy-anil und 85 mg Uranylacetat?)
dargestellt: dunkelrote Mikrokristalle. Der XKomplex verhilt sich gegeniiber Wasser,
organ. Losungsmitteln und Siuren genau wie ITL.

CeH,O.N,SU (582.4) Ber. N 4.81 CGef. N 4.44%)

76. Heinrich Thies und Giinther Kallinich: Uber die Farbreak-
tionen der Ketohexosen, II. Mitteil.*): Der blaue Farbstoff aus Fructose
und Diphenylamin-Salzsiure

[Aus dem Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der Universitit Miinchen ]
(Eingegangen am 5. Februar 1952)

Es werden die Reindarstellung und die chemischen Eigen-
schaften des Farbstoffes aus Fructose und Diphenylamin-Salz-
siure beschrieben.

Fructose und andere Ketohexosen geben mit Diphenylamin und heiler
alkoholischer Salzsiure eine tief blaue Farbreaktion?).

Diese Reaktion ist fiir Ketohexosen weitgehend spezifisch und schon viel-
fach zu ihrer colorimetrischen Bestimmung neben anderen Zuckerarten, ins-
besondere zur Bestimmung von Fructose neben Glucose verwendet worden.
Uber ihren Mechanismus und die Natur der dabei entstehenden Farbstoffe ist
aber bisher nur wenig bekannt.

N. Schoorl und P. C. J. van Kalmthout?) nehmen zwar an, dafl die Farbstoff-
bildung dem Oxymethylfurfurol zu verdanken sei, das nach J. Kiermayer3), W. A,
van Eckenstein und J. J. Blancksma?) bei der Séurebehandlung von Fructose als
erstes Zersetzungsprodukt entsteht. Sie griinden diese Annahme darauf, dal Oxymethyl-
furfurol mit Diphenylamin-Salzsiure gleiche Farbreaktionen liefert wie Fructose. Zu
einem wesentlich anderen Schlu8 ist aber L. Radlberger®) gekommen. Dieser vertritt
die Ansicht, daB der entstehende blaue Farbstoff mit dem hei der bekannten Reaktion
zwischen Diphenylamin-Schwefelsiure und Salpetersiure entstehenden Diphenyl-dipheno-
chinon-diimoniumsalz (I), dessen Konstitution damals gerade von H. Wieland®) sowie

%) Bei einem zweiten Ansatz mit doppelter Menge an Azomethin wurde der gleiche
Komplex erhalten. %) Die Analysen wurden von Frln. Dr. Lotte Loewe ausgefiihrt.

*) . Mitteil.: H. Thies, S. W. Souci u. G. Kallinich, Ztschr. Lebensmittel-Unters.
u. Forsch. (im Druck). ) A. Ihl, Chem.-Ztg. 9, 451 [1885]. 2) B. 20, 181 [1887].

3) Chem.-Ztg. 19, 1004 [1895]. 4y B. 43, 2355 [1910].

5) Oesterr.-Ung. Ztschr. Zuckerind. 44, 261 [1915].

6) B. 41, 3478 [1908], 46, 3296, 3304 [1913].
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von F. Kehrmann und St. Micewicz?) aufgeklirt war, identisch sei. Er ist zu dieser
Auffassung durch die Beobachtung gekommen, daB die blaue Farbe der Reaktionslosungen
von Diphenylamin-Schwefelsiure und Fructose bei der Reduktion mit Zinkstaub ebenso

I[ CgH, - N—( “>C>:§IH : CeHs] S0,H®

L 1

entfirbt wird und bei der Aufarbeitung Diphenyl-benzidin liefert wie das Diphenyl-
diphenochinon-diimoniumsulfat. Da aber Radlberger mit der gesamten Reaktions-
mischung gearbeitet hat, ohne den Farhstoff selbst zu isolieren, erscheint diese Beweis-
fithrung zweifelhaft und wenig stichhaltig, um so mehr als die Entstehung des Diphenyl-
diphenochinon-diimoniumsalzes iiblicherweise an die Anwesenheit stark oxydierender
Stoffe (Salpetersiure, Chromsiure, Permangansiure u.i.) gebunden ist, wihrend der Fruc-
tose nur reduzierende Eigenschaften zukommen. Insbesondere vermag aber Fructose
Diphenyl-benzidin, das nach Wieland bei der Salpetersdure-Reaktion als Zwischenprodukt
auftritt, nicht in das blau gefirbte Diphenyl-diphenochinon-diimoniumsalz iiberzufiihren.

Eigene Untersuchungen iiber die colorimetrische Bestimmung des Inulins,
das als Polyfructosan ebenfalls die Diphenylamin-Reaktion gibt, veranlaBten
uns nun, dem Mechanismus dieser Reaktion erneut Aufmerksamkeit zu schen-
ken. Hierbei gelang es, den blauen Farbstoff in reiner Form zu isolieren und
seine Natur chemisch und spektroskopisch ndher zu charakterisieren. Uber
diese vorliufigen Ergebnisse soll im folgenden kurz berichtet werden.

Die priparative Darstellung geschieht
zweckmiflig in Anlehnung an die colorime-
trische Arbeitsweise durch Erhitzen des fruc- schwarzblau
tosehaltigen Materials mit Diphenylamin und N
Salzséiure in Methanol-Lésung.

Dabei hat sich die Verwendung von Saccharose
\ls Ausgangsmaterial und von Methanol als Losungs-
mittel als zweckmiBig erwiesen, da die so erhal-
tenen Produkte merklich weniger unlosliche Anteile
enthalten®*), Aus der alkoholischen Reaktions-Lo- tiefblau
sung kann der Rohfarbstoff durch Zusatz von reich-
lich Wasser als schaumiger, volumingser Niederschlag
abgeschieden und auf der Nutsche abgetrennt
werden. Er bildet nach dem Trocknen i.Vak.-
Exsiccator eine brocklige, schwiirzlich blaue Masse,
die in Wasser, verd. Alkohol mit weniger als 309,
Alkoholgehalt, in Ather, Petrolither und Benzol
unléslich ist und ‘sich in starkem Athanol, Metha-

olivgrin
nol sowie in Essigester und Aceton nur teilweise | 7
I6st. Von Chloroform wird er zu mehr als 509, braun
bei mehrmaliger Behandlung und von einem Chloro- hellgrin

form-Methanol-Gemisch (4+ 1) sogar bis-auf -einen

geringen, rein schwarz gefirbten Rest gelost. Schon ~ Abbild. 1. Chromatogramm des
dieses Verhalten gegeniiber Lsungsmitteln wie auch Rohfarbstoffes aus Fructose und
die starke Griinfirbung im Filtrat des Rohfarb- Diphenylamin-Salzséure an ,,sau-
stoffes zeigen, dal} das Reaktionsprodukt nicht ein- rem‘’ Aluminiumoxyd
heitlich ist. Durch Adsorption an salzsiurehaltigem,

s0g. ,.saurem’ Aluminiumoxyd und nachfolgendes mehrmaliges Umfillen des Eluats mit
Petrolither gelingt es aber,. die blaue Hauptkomponente des Farbstoffgemisches von
Nebenprodukten zu trennen. Das Chromatogramm (Abbild. 1) besteht aus 5 scharf

" 7) B.45, 2641 [1912].



440 Thies, Kallinich: Uber die Farbreaktionen [Jahrg. 85

abgegrenzten Zonen. Die Zone des blauen Hauptproduktes liefert aber noch kein ein-
heitliches Eluat, sondern enthilt noch merkliche Mengen der braunen Komponente, die
erst durch mehrmalige Umféllung aus Chloroform und Petroléther abgetrennt werden kann.

Der so gereinigte blaue Farbstoff liefert an Aluminiumoxyd ein einheit-
liches Chromatogramm und bildet ein feines amorphes. dunkelblaues Pulver,
das oberhalb 175° sintert und sich bei etwa 240° unter Entwicklung brauner
Déampfe, ohne zu schmelzen, zersetzt. Beim Trocknen iiber 100° dunkelt es
stark nach und verliert allméhlich seine Loslichkeit. Beim Erhitzen bis zum
Sintern wird es villig unlgslich. Die Loslichkeit ist etwa die gleiche wie beim
Rohfarbstoff. Nur Chloroform, Nitrobenzol, Tetrachlorithan und Pyridin ver-
mogen reichlichere Mengen (maximal etwa 5—109,) zu losen. Diese tief blau
gefirbten Losungen schlagen beim Schiitteln mit verd. Alkali-Lésung sofort
nach Weinrot um und férben sich dann weiterhin unter leichter Triibung all-
méhlich gelbbraun. Der Farbumschlag kann durch Zugabe von Séure wieder
riickgingig gemacht werden. Der Farbstoff zeigt also indicatorahnliche Eigen-
schaften.

Auch beim Schiitteln der Chloroform-Lsung des Farbstoffs mit Wasser tritt diese
Farbénderung, wenn auch langsamer, in Erscheinung. Ja, er macht sich sogar bei lin-
gerem Stehen sehr verdiinnter Losungen in Alkohol, sdurefreiem Essigester und Nitro-
benzol bemerkbar, ist hier aber weniger deutlich und fithrt {iher Hellgriin meist zu einem
schmutzig olivfarbenen Ton. Auch in allen diesen Lisungen kann die urspriingliche blaue
Farbe durch Siurezusatz wiederhergestellt werden. In wasser- und alkoholfreiem Chloro-
form ist die blaue Farbe dagegen unbegrenzt haltbar.

Das blau gefirbte Produkt enthélt Chlor-Ionen und ist als ein Farbsalz
anzusehen, entsprechend der sauren Form eines Siure-Basen-Indicators. Die
zugehorige Farbbase, die ein griinlich-braunes, gleichfalls amorphes Pulver
(Schmp. 156—-160°) darsteilt, besitzt offenbar nur schwache basische Eigen-
schaften und wird nicht nur durch Alkali, sondern auch durch Wasser und
andere Losungsmittel mit ausgeprigtem Dipolmoment unter Abspaltung der
sauren Komponente (Solvolyse) mehr oder weniger weitgehend in Freiheit
gesetzt, wie es die geschilderten Farbénderungen in solchen Lésungen zeigen.

Die Farbbase ist gleichfalls in Chloroform lsslich, in Aceton und Toluol
sogar sehr leicht 16slich und besitzt die Formel [CzH,;,ON],. Das blaue Farb-
salz hat einen gleichen C-, H-, N- und O-Gehalt wie die Farbbase. Es enthilt
daneben aber noch schwankende Mengen Chlorid (0.1—0.35 Mol HCI pro obi-
gem Formelgewicht). ‘Die kryoskopische Bestimmung des Mol.-Gewichtes in
Nitrobenzol bzw. Bromoform liefert bei der Farbbase fiir beide Losungsmittel
tibereinstimmend n =5, entsprechend einer Formel C,;Hg;O;N;, wihrend fiir
das Farbsalz in Abhiingigkeit von der Art des Losungsmittels stark schwan-
kende Werte fiir das Mol.-Gewicht gefunden werden.

Man findet in Nitrobenzol 810 (entspr. n = 4) bzw. in Bromoform 2150 (entspr. n == 10)-
Die Ursache dieser Unterschiede ist offenbar darin zu suchen, da Nitrobenzol eine 8fach
hohere Dielektrizititskonstante besitzt als Bromoform (36.4 :4.5), und daB das Farb-
salz in den beiden Losungsmitteln einer unterschiedlichen Dissoziation unterliegt. Es kann
angenommen werden, dafl das Farbsalz in Nitrobenzol weitgehend in das Farbstoff-Kation
und Chlor-Ton gespalten ist. Diese Ionen des Farbsalzes verhalten sich aber osmotisch

wie selbstindige Teilchen und bewirken dadurch in Nitrobenzol-Losungen eine stirkere
Gefrierpunktserniedrigung als in Bromoform.
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Die Bruttoformeln lassen erkennen, daB bei der Entstehung des Farb-
stoffes auf je 1 Mol. Diphenylamin 1/, Mol. Hexose trifft:
CieHyN + CH0; = C;H0N -+ 2H;0 {1
Ob hierbei das Ketosemolekiil zunichst in zwei C;-Bruchstiicke gespalten
wird, die dann je fiir sich mit dem Diphenylamin reagieren, oder ob das
Kohlenstoffgeriist des Zuckers intakt bleibt, der dann mit je 2 Moll, Diphenyl-
amin unter Austritt von 4 H,0, moglicherweise iiber das Oxymethylfurfurol
als Zwischenstufe, zum Farbstoff kondensiert wird:

2CHyN + CeH 04 = CyoHypoO,N, + 4H,0 2

kann vorldufig nicht entsehieden werden.

Die Mol.-Gewichte und das sonstige Verhalten des Farbstoffes, insbesondere das Auf-
treten von Farbstoffanteilen unterschiedlicher Léslichkeit spricht aber dafiir, dafl die
Farbstoffbildung durch Kondensations-Reaktionen gemi8 (1) bzw. (2) allein nicht zu-
stande kommen kann. Thnen miissen vielmehr noch Polymerisations-Reaktionen parallel
laufen oder nachfolgen, die zu Produkten unterschiedlichen Polymerisationsgrades und
damit unterschiedlicher Eigenschaften trotz gleichartiger Farbe fiilhren. Mit der Art und
Héhe der Polymerisation scheint auch der Chloridgehalt des Farbsalzes eng verkniipft zu
sein, denn es hat sich ergeben, dal chlorreichere Produkte weniger 16alich sind als chlor-
arme; insbesondere nimmt aber die Loslichkeit des Salzes in Chloroform bei Zusatz von
salzsédurehaltigen Losungsmitteln stark ab.

Die durch die Gleichung (1) oder (2) gegebene Entstehungsweise des Farb-
stoffes beweist immerhin eindeutig, daf er nicht mit dem Diphenyl-dipheno-
chinon-diimin (Cy,H,,N,) der Salpetersiure-Reaktion identisch sein kann. Aber
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Abbild. 2. Absorptionsspektren der Farbstoffe aus Fructose und Diphenylamin-
Salzsiure (Kurve 1) bzw. aus Diphenylamin-Salpetersiure (Kurve 2)

auch die Absorptionsspektren der beiden Farbstoffe im sichtbaren Spektral-
bereich (Abbild. 2) zeigen so groBe und eindeutige Unterschiede auf, daB keine
Anzeichen fiirr eine Ubereinstimmung gemifi der Annahme Radlbergers
bestehen. Das Absorptionsspektrum des blauen Farbstoffes (Abbild. 3, Kurvel)
besitzt bei ¥ =15600, 20000 und 34000 em™' drei ausgeprigte Adsorptions-
maxima. An den Grenzen des sichtbaren Spektrums findet sowohl im lang-



442 Thies, Kallinich: Uber die Farbreaktionen [Jabrg. 85

welligen als auch im kurzwelligen Bereich ein steiler Abfall der Adsorption
statt, der bei v =24400 cm™! zur Ausbildung eines kriiftigen Minimums fiihrt,
wihrend sich ein zweites flacheres Minimum bei v =18200 cm™ befindet.
AuBerdem tritt noch eine ausgedehnte Inflexion bei v =26000 cm™! auf$).
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Abbild. 3. Absorptionsspektren des Farbstoffes aus Fructose und Diphenylamin-
Salzséure (Kurve 1) bzw. des Methoxymalachitgriing (Kurve 2)

Die Konstitution des Farbstoffes steht vorlaufig noch nicht fest. Es sind zwei Mog-
lichkeiten zu diskutieren:

1.) Es kann sich um ein Produkt nach Art der Triarylmethanfarbstoffe von der For-
mel TT (CyH,,0,N,) handeln. Auf diese Moglichkeit deutet u.a. eine gewisse Ahnlichkeit

H ” /CGHd.' NH-CHy [ CH, CH,OH OH /CsHs 1
HOH,C-{ )-C N :cH.0: 6. on: N a®
O CeHy:N-CoH, L CeHy CeHs d
II 11X

des Absorptionsspektrums mit demjenigen anderer asymmetrisch substituierter Triphenyl-
methanfarbstoffe, wie z.B. des Methoxymalachitgriins (Abbild. 3, Kurve 2) hin. Auf-
fallig ist bei beiden Spektren das Auftreten zweier Maxima im sichtbaren Spektralbereich
sowie die gleichartige Form der beiden Kurven im kurzwelligen UV mit je einer auffil-
ligen Inflexion bei v = 26000 bzw. 27500 cm™1.

2.) Es.besteht eine Analogie zu den Polymethin-Farbstoffen aus Furfurol und Aryl-
aminen, insbesondere Anilin nach H. Schiff?), Th. Zincke!®) und W. K6nig!). Dem
Farbstoff wiirde dann die Formel CyH,;0,N,-HCl (IIT) zukommen. Welche Moglichkeit
zutrifft, werden weitere Versuche zeigen miissen.

8) Die Moglichkeit zur Aufnahme des Gesamtspektrums des gereinigten Farbstoffes
ist dem Entgegenkommen von Hrn. Prof. Dr. G. Scheibe (Physikal.-chem. Institut der
Techn. Hochschule Miinchen) zu verdanken. Fiir die Anleitung zur Messung und Aus-
wertung der Absorptionsspektren sind wir Hrn. Dr. A. Schontag zu besonderem Dank
verpflichtet. %) A.201, 355 [1880], 289, 349 [1887].

19) Th. Zincke u. G. Miithlhausen, B. 88, 3824 [1905].

11) Journ. prakt. Chem. [2] 72, 555 [1905].
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Beschreibung der Versuche

1) Darstellung des blauen Farbstoffes: 100 g Sacoharose werden in 200 cem
‘Wasser gelost und mit 1250 cem Salzsdure (d 1.19) und einer Lésung von 50 g Diphenyl-
amin in 1250 cem Methanol wihrend 15 Min. im Wasserbad unter RiickfluB im schwachen
Sieden gehalten. Das Gemisch, das mit steigender Temperatur nach Durchlaufen einer
orangegelben und tiefroten Férbung rasch tiefblau und undurchsichtig wird, wird dann
abgekiiblt und vorsichtig solange mit Wasser (etwa 2500 ccm) versetzt, bis die iiber dem
ausfallenden Niederschlag stehende Fliissigkeit gerade eine schwache weiBliche Opalescenz
von ausfallendem, nicht umgesetztem Diphenylamin zu zeigen beginnt. Zu starke Ver-
diinnung ist hier zu vermeiden, da-gré8ere Mengen des mitfallenden Diphenylamins die
Weiterverarbeitung des Rohfarbstoffes erheblich erschweren. Der volumindse, schaumige
Niederschlag wird abgesaugt und mit Wasser séiurefrei gewaschen. Die ersten Anteile
des Filtrates besitzen stark griine Firbung. Der mit einem Pistill gut ausgepreBte Nieder-
schlag wird lufttrocken gesaugt und zur Entfernung von anhaftendem Diphenylamin mit
Petrolather gewaschen. Er bildet nach vorsichtigem Trocknen eine schwarzblaue, brok-

kelige Masse, die sich leicht zu einem feinen Pulver zerreiben 148t; Ausb. 50—~55 g Roh-
farbstoff.

2.) Reinigung des Farbstoffes: 50 g Rohfarbstoff werden in 250 ccm kaltem
alkoholfreiem Chloroform geldst. Die filtrierte Losung wird auf eine mit Salzsdure vor-
behandelte sog. ,,saure Aluminiumoxydsgule'?) von etwa 50 em Lénge und 1.6 cm Dicke
gebracht. Der Farbstoff lagert sich zunéchst ohne erkennbare Zonenbildung in dem oberen
Teil der Séule ab. Durch Waschefi mit 500 cem Chloroform, dem 2% Methanol zugesetzt
sind, kann aber leicht ein sich iiber fast die ganze Séiule erstreckendes Chromatogramm
mit 5 scharf begrenzten Zonen (Abbild. 1) entwickelt werden. Die S#ule wird nunmehr
in iiblicher Weise entsprechend der Zonenbildung mechanisch in Teilstiicke zerlegt, die
Jjeweils mit einer Mischung aus 5 Tln. Chloroform und 1 TI. Methanol eluiert werden.

Das Eluat der braunen Hauptzone, etwa 250 cem, das neben dem blauen Farbstoff
noch betréchtliche Mengen der im Chromatogramm darunter liegenden braunen Kompo-
nente enthélt, wird zur weiteren Reinigung unter Umschiitteln in das doppelte Vol. Pe-
troleumbenzin (Sdp. 120%) eingegossen. Der blaue Farbstoff fillt dabei ziemlich grob-
kornig aus, die iiberstehende Losung ist griin gefarbt. Der ausgefillte Farbstoff ist aber
noch nicht einheitlich. Er wird drei- bis viermal nach jedesmaligem Ldsen in etwa 100 cem
methanolhaltigem Chloroform mit der doppelten Menge Petroleumbenzin umgefillt, bis
die iiberstehende Loésung, deren Farbton bei der Umféllung mit fortschreitender Reini-
gung von Griin iiber Oliv nach Gelblich wechselt, véllig farblos bleibt. Der so gereinigte
Farbstoff wird trockengesaugt und im Vak.-Exsiccator nachgetrocknet. Er stellt ein
feines, blaues Pulver dar; Ausb. etwa 2 g.

3.) Darstellung der. Farbbase: 1.0g gereinigter Farbstoff wird in 20 ccm
Chloroform geldst und mit 20 com Kalilauge (5-proz.) durchgeschiittelt, Dabei farbt sich die
Chloroform-Lésung zunichst rot und weiterhin langsam braun unter schwacher Triibung.
Sie wird mit Wasser gewaschen, mit geglithtem Natriumsulfat getrocknet und schlieSlich
in Petrolither eingegossen. Dabei scheidet sich die freie Base als feiner flockiger Nieder-
schlag ab und bildet nach dem Trocknen ein griinlich-braunes amorphes Pulver.

(C,H,;ON), (1116.5) Ber. 80.68 H 5.87 N 6.27
Blauer Farbstoff*) Gef. C80.60 H 6.10 N 6.27
Farbbase Gef. ¢80.33 H 5.34¢ N 6.00 Mol.-Gew. 1160

(kryoskop. nach Beckmann)
*) Ber. als HCl-freies Produkt.

12) @G, Hesse, Adgorptionsmethoden im chem. Laboratorium, Verlag W. de Gruyter
u. Co., Berlin 1943, S. 42.



