
Volumen XXXVI, Pasciculus IV (1953) - Xo. 97-98. 801 

Benzoaten etwas deutlichese Unterschiede festzustellen. Odorobiosid- 
G-benzoat schmolz ca. 20° tiefer als das Benzoat der Substanz A A  55. 
Es durfte sich somit um Isomere handeln, bei denen moglicher- 
weise die Glucose an verschiedenen HO-Gruppen des Digitalose- 
Anteils eingreift. Substanz AA 55 wird Gracilosid genannt. Fur 
Gracilosid und Odorobiosid kommen in erster Linie die Formeln I 
und V I  in Betracht. Von diesen wurde dem Odorobiosid G bereits 
fruher willkiirlich Formel I zugeteilt. Sollte sich diese als richtig er- 
weisen, so kame fur Gracilosid vor allem Formel V I  in Frsge. 

Pharmazeutische Anstalt und 
Orgsnisch-chemische Anstalt der Universitat Basel. 

98. Quantitative Zuckerbestimmung mit 3,4-Dinitrobenzoesaure1) 
von E.Bore1 und H.Deue1. 

(13. IV. 53.) 

Verschiedene aromatische Nitroverbindungen eignen sich als Reagenzien fiir kolori- 
metrische Zuckerbestimmungen. Quantitative Zuckerbestimmungen mit 3,5-Dinitrosali- 
cylsllure sind von uns kiirzlich beschrieben worden2). In  der vorliegenden Arbeit wird die 
Verwendbarkeit von 3,4-Dinitrobenzoesaure studiert. 

3,4-Dinitrobenzocsaure (I) wurde nach cincr modifizierten Vor- 
schrift von Weygarzd & Hofmann3) hergestellt. Sie wird von Zuckern 
in der Hitze oder von Ascorbinsaure in der Kalte zu einem violetten 
Farbstoff reduziert. Fur die Konstitutionsermittlung dieses Farb- 
stoffes wurden die hypothetischen Reduktionsprodukte 3-Nitro-4- 
nitroso- (11), 3-Nitro-4-hydroxylamino- (111) und 3-Nitro-4-amino- 
benzoesiiure ( IV)  synthetisiert. Die Absorptionsspektren dieser Ver- 
bindungen sind in Fig. 1 dargestellt. 
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Die Absorptionsmaxima liegen fur I unter 3400 A, fi ir  I1 bei 
3-100 A, fur I11 unter 3400 A und bei 5600 A und f ~ r  IV bei 4100 A. 

Vgl. Diss. E. Borel, ETH, 1953. 
,) B. Hostettler, E. Borel & H .  Ueuel, Helv. 34, 2132 (1951); E. Borel, B. Hosteltler& 

3, P. Weygccnd & H .  Hofmann, 73.83, 405 (1950). 
H .  Deuel, Helv. 35, 115 (1952). 
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Das Absorptionsspektrum der 3,4-Dinitrobenzoesaure zeigt bei zu- 
nehmendem Alter oder bei Erhitzung der Lijsung eine Zunahme der 
Extinktion zwischen 3400 und 5400 A. 

Fig. 1. 
Absorptionsspektren von 3,4-Dinitro- (I), 3-Nitro-4-nitroso- (11), 3-Kitro-4-hydroxyl- 

amino- (111) und 3-Piitro-4-amino-benzoesaure (IV). 

Die Losungen, die bei Reaktion zwischen 3,4-Dinitrobenzoesiiure 
mit Bucker bzw. Ascorbinsaure in alkalischem Milieu entstehen, wur- 
den kolorimetrisch untersucht. Ascorbinsaure bewirkt in der KBlte 
die Bildung eines Farbstoffes, dessen Absorptionsspektrum mit dem- 
jenigen von 3-Nitro-4-hydroxylamino-benzoesiiure vollkommen iden- 
tisch ist. Werden Bucker mit 3,4-Dinitrobenzoesaure in alkalischem 
Milieu erhitzt, so werden in Abhiingigkeit von der Zeit verschiedene 
Extinktionakurven erhalten. Aus den Kurven fur D- Glucose (Fig. 2) 
kann ersehen werden, dass bei der Reaktion anfiinglich vor allem 
3-Nitro-4-hydroxylamino-benzoesaure gebildet wird, iihnlich wie 
o-Nitrophcnylhydroxylamin BUS o-Dinitrobenzoll). Mit fortschrei- 
tender Reaktion wird eine Zunahme von 3-Nitro-4-amino-benzoesiiure 
beobachtet. 3-Nitro-4-nitroso-benzoesaure kann kolorimetrisch nicht 
erkannt werden. 

Die kolorimetrischen lVlessungen wurden bei 5480 A vorgenommen, 
da hier kein stijrender Einfluss der anderen Nitroverbindungen (3-Ni- 
tro-4-amino-benzoesiiure und erhitzter 3,4-Dinitrobenzoesaure) erfol- 
gen kann. Fur die Reaktionen wurden optimale Reaktionsbodingungen 
(etwa entsprechend der Kurve VI  der Fig. 2 )  ausgewahlt. Bei 5480 A 

I )  It. Kuhn & 3’. Weygard,  B. 69, 1969 (1936). 
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wurde eine Konzentrations-Extinktionskurve der reinen 3-Nitro-4- 
hydroxylamino-benzoesaure aufgenommen (Fig. 3). 

Fig. 2. 

Erhitzungszeitenin Minuten: 0 (I); 0,5 (11); 1,0 (111); 1,5 (IV); 2,0 (V); 2,5 (VI); 3,0 (VII);  
Exthlktionskurven der Reaktionslosung 3,4-Dinitrobenzoesaure/~-Glucose. 

5,O (VIII); 10,O (IX). - 0,5 g n-Glucose. 

Fig. 3. 
Konzentrations-Extinktionskurve der 3-Nitro-4-hydroxylarnino-bei~~oes~ure. 

Fur einige Mono- und Disaccharide wurden Konzentrations- 
Extinktionskurven bei 5480 A aufgenommeii (Fig. 4). 

Die Redoxreaktionen diirften bei den verschiedenen Zuckern 
stets nach dem gleichen Mechanismus, aber mit verschiedenen Ge- 
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schwindigkeiten erfolgen. Pentosen und Fructose reagieren sehr vie1 
rascher als die ubrigen Monosaccharide, Disaccharide und Uron- 
siiuren. Verschiedene Methylderivate von Zuckern zeigen keinc 
Reaktion. 

Fig. 4. 
Konzentrations-Extinktionskurven der Reaktionslosungen 3,4-Dinitrobenzoesaure/Zucker. 

() = Kochdauer in Sek. 
1. D-Xylose (90) 7. L-Rhamnose, H,O (150) 
2. L-Arabinose (90) 8. D-GlUCUrOnSauI'e (150) 

4. D-Galaktose (150) 10. Maltose, H,O (150) 
5. D-Mannose (150) 11. Lactose, H,O (150) 

3. D-Glucose (150) 9. D-Galakturonsaure, H,O (150) 

6. D-Fructose (90) 12. Ascorbinsaure (600; 20°) 

Die Mengen der gebildeten 3-Nitro-4-hydroxylamino-benzoe- 
siiure wurden naeh den Daten der Fig. 3 und 4 berechnet und betragen 
im Nittel ea. 0,05 Mol pro Mol Zucker (Tab. 1). 

Mit Hilfe der angegebenen kolorimetrischen Methode wurden die 
Zuckerbausteine einiger Polysaccharide nach ihrer papierchromato- 
gra.phischen Trennung quantitativ bestimmt. Im  Polysaccharid aus 
der Knolle von Amorphophallus Konjakul) m r d e n  D - G ~ U C O S ~  und 
D-Wannose im Verhaltnis von 1 : 1,6 gefunden, im Polysaccharid aus 
dem Samen Ton Trigonella Foenum graecum2) D-Galaktose und D- 
Mannose im Verhaltnis von 1 : 1 und im Polysaccharid aus dem Samen 

l) K.  Nishida & H .  Hashima, ref. C. 1931, I, 295; T. Otuki, ref. 1Y. 1c'. Pigman & 
12. ill. Goepp, Chemistry of the Carbohydrates, S. 616, New York 1948; E .  Borel, F.  Ho- 
steifler d. H .  Deuel, Helv. 35, 115 (1952). 

2 ,  J .  K .  A'. Jones & F.  Smith, Adv. Carbohydrate Chem. 4,266 (1949) ; K.  M .  Daoud, 
Biochem. J. 26, 255 (1932); C. R. H .  Jyer & B. N .  Saofi, J. Indian, Tnst. Sci. l6A, 88 
(1933); P. Andrews, L. Hough & J .  K .  N .  Jones, SOC. 1952, 2744. 
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von Tamarindus Indical) u-Xylose, u-Galaktose und D- Glucose im 
Verhaltnis von 1 : 2 : 3. - Die Methode ist einfaeh zu handhaben. Der 
mittlere Fehler betragt etwa & 5 yo; er ist vor allem durch die Papier- 
chromatographie bedingt. Auf die genaue Einhaltung der Reaktions- 
zeit ist zu achten. 

Tabelle 1. 
Rildung von 3-Nitro-4-hydroxylamio-benzoesaure bei der Reaktion von 3,4-Dinitro- 

benzoesiiure mit verschiedenen Zuckern. 

Zucker 

D-Xylose . . . .  
L-Arabinose . . .  
D-Glucose . . . .  
D-Galaktose. . .  
D-Mannose . . .  
D-Fructose . . .  
L-Rhamnose, H,O 
D-Glucuronsaure . 
D- Galakturonsaure, 
Maltose, H,O . . 
Lactose,H,O . . 
Ascorbinsaure . . 

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  
H,O . 
. . . .  
. . . .  
. . . .  

mg Farbstoff 
pro mg Zucker 

0,067 
0,042 
0,048 
0,043 
0,042 
0,059 
0,023 
0,055 
0,034 
0,034 
0,029 
0,109 

Mol Farbstoff 
pro Mol Zucker 

0,0507 
0,0317 
0,0434 
0,0391 
0,0382 
0,0536 
0,0211 
0,0488 
0,0364 
0,0618 
0,0527 
0,0969 

Experimente l ler  Teil .  
3,4-Dinitrobenzoesaure2): 100 g p-Toluidin wurden in 170 em3 siedendem Ben- 

zol gelost, mit 90 g Essigsaureanhydrid versetzt, 1 Std. weiter erhitzt und abgekiihlt. Der 
entstandene Niederschlag wurde abgesaugt und mit Petrolather nachgewaschen. Ausbeute 
129 g N-Acetyl-p-toluidin (92,7%, bezogen auf p-'loluidin). Smp. 147O. - J e  32 g N-Acetyl- 
p-toluidin wurden unter Riihren rasch in ein Gemisch von 118 em3 Salpetersaure (d = 1,4) 
und 47 em3 konz. Schwefelsaure eingetragen. Durch Kiihlung wurde die Temperatur auf 
30° bis 40O gehalten. Nach 15 Min. wurde die Losung in 700 em3 H,O gegeben. Es bildete 
sich ein gelber Niederschlag von 3-Nitro-4-acetamino-toluo1, der abgesaugt und mit 
Eiswasser gewaschen wurde. Ausbeute 40,s g (97,3%, bezogen auf N-Acetyl-p-toluidin). 
Smp. 91O. - 163 g 3-Nitro-4-acetamino-toluol wurden in 206 em3 heissem Alkohol ge- 
lost, mit einer Losung yon 41 g KOH in 48 em3 Wasser versetzt, 20 Min. erhitzt und ab- 
gekuhlt. Aus der Losung wurde 3-Nitro-4-amino-toluol in Form roter Kristalle gewonnen. 
Ausbeute 118,2 g (92,7%, bezogen auf 3-Nitro-4-acetamino-toluol). Smp. 114O. - 320 g 
Ka,liumpersulfat wurden mit 280 em3 konz. Schwefelsaure 1 Std. in einer eisgekiihlten 
Schale zerrieben und in 3 1 Eiswasser eingeriihrt. Zu dieser Losung wurde eine Suspension 
von 87 g fein gepulvertem 3-Nitro-4-amino-toluol in 2 1 Wasser zugegeben, dann wurde 
24 9td. geschiittelt. Anschliesscnd wutdc abfiltriert und der Niederschlag nochmals unter 

l) T. P.Gh0s~ & S. Krishna, Ind. chem. SOC. 5, 115 (1942); S. Krishlza & T. P. 
Ghose, Ind. Text. J. Bombay, May 1943; T. P. Ghose & S. Krishna, Curr. Sci. 14, 299 
(1945); T. P..Gkose & 8. Krishna, Ind. Text. J. Bombay, March 1946; T.  P. Chose, 
8. Krishna & P. S. Rao, J. Sci. Ind. Research 4, 705 (1946); P. S. Rao & S. Krishna, 
Curr. Sci. 15, 133 (1946); ibid. 15, 168 (1946); ibid. 16, 256 (1947); R. S. Rao, Proc. Ind. 
Acad. Sci. 28, 52 (1948); G. 11. Suvur & A .  Sreenivasan, J. Biol. Chem. 172, 501 (1948). 

,) F. m'eygand & H .  Hofmann, B. 83, 405 (1950). 
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den gleichen Bedingungen, jedoch mit der Halfte des Oxydationsmittels, 24 Std. ge- 
schuttelt.. Ausbeut,e 87 g hellgelbes 3-Nitro-4-nitroso-toluol (92,0y0, bezogen auf 3-Nitro- 
4-arnino-toluol). Snip. 146O. - Je 10 g 3-Nitro-4-nitroso-toluol wurden langsam in die 
funffache .Menge rauchcnder Salpeterskure eingetragen. Durch Kiihlung wurde die Tem- 
peratur auf 25O gehalten. Es  wurde ein gelb-braunes Produkt, 3,4-Dinitro-toluol, erhalten, 
das abgesaugt und mit Wasser gewaschen wurde. Ausbeute 10,6 g (96,5%, bezogen auf 
3-Kitro-4-nitroso-toluol). Smp. 56O. - 36 g 3,4-Dinitro-toluol wurden in 180 em3 konz. 
Schwefelsaure bri 30,0° gelostl). Xun wurden linter Riihren langsam in kleinen Dosen 
60 g Chromsaureanhydrid in Schuppenform zugegeben. Durch Kuhlung wurde die Tem- 
peratur auf 451-50~ gehalten. Kach 4 Std. wurde die Mischung auf Eis gegossen, wobei 
sich ein griinlicher Niederschlag ausschied, der mehrmals aus Wasser-Alkohol umkristal- 
lisiert wurde. Ausbeute 37,5 g 3,4-Dinitrobenzoesaure (89,4%, bezogen auf 3,4-Dinitro- 
toluol). Smp. 166O. 

3,399 mg Subst. gaben 4,944 mg CO, und 0,557 mg H,O 
2,977 mg Subst. gaben 0,350 em3 N, (17O, 726 mm) 

C,H406N, Ber. C 39,63 H 1,90 N 13,21% 
Gef. ,, 39,69 ,, 1,84 ,, 13,22% 

3 - N i t r o  - 4  - a m i n o  - benzoe saure,) : 100 g,p-Amino-benzoesaurc wurden mit 70 g 
trockenem Natriumacetat in 300 em3 Eisessig 10 Std. am Ruckfluss erhitzt. Die warme 
Reaktionsmischung wurde in Eiswasser gegossen, xobei Acetamino-benzoesaurc ausfiel. 
Ausbeute 107 g (S1,9yo). Smp. 154O. - 50 g dieser Verbindung wurden langsam zu 
200 em3 rauchendcr Salpetersaure unter Kuhlung auf loo zugcgeben. Each halbstundiger 
Reaktion wurde die Kschung auf Eis gegossen. Es schied sich ein gelber Niederschlag 
von 3-Nitro-4-acetamino-benzoesaure aus, der abgenutscht und niit Eiswasser ausge- 
waschen wurde. Ausbeute 57,2 g (91,l yo, bezogen auf p-Acetamino-benzoesaure). Smp. 
2210. - 57 g 3-Nitro-4-acetamino-benzoesaure wurden in Suspension wahrend 1 Std. in 
600 em3 konz. Salzsaure unter gutem Ruhren erhitzt. Nach Abkuhlung wurde filtriert 
und der crhaltene Niederschlag niit Wasser gut ausgewaschen. Die Verbindung wurde 
mehruials aus heissem Alkohol umkristallisiert. Ausbeute 41,6 g 3-Nitro-4-arnino-,cnzoe- 
saure (89,9°/o, bezogen auf 3-Nitro-4-acetamino-benzoesaure). Smp. 284". 

4,635 mg Subst. gaben 7,850 mg CO, und 1,396 mg H,O 
4,425 mg Subst. gaben 0,610 em3 N, (21°, 729 mm) 

C,H,04N2 Bcr. C 46,16 H 3,32 N 15,38% 
Gef. ,, 46,22 ,, 3,37 ,, 15,350/, 

3 - N i t r o  -4-n i  t r o s o  - benzoes Lure : 31,5 g 3-Nitro-4-amino-benzoesaure wurden 
in 0,5 1 Wasser suspendiert und mit Curo'scher Saure (200 g Kaliumpersulfat in 142 om3 
konz. Schwefelsaure) 7 Std. bei 60O unter Ruhren behandelt. Each Filtration der Suspen- 
sion wurde der Ruckstand gut mit Eiswasser ausgewaschen und mehrmals aus Alkohol 
umlrristallisiert. Ausbeute 24,8 g 3-Nitro-4-nitroso-benzoesaure (72,8y0, bezogen auf 
3-Nitro-4-amino-benzoesaure). Smp. 170°, unter Zersetzung. 

4,827 mg Subst. gaben 7,625 mg CO, und 0,871 mg H,O 
3,911 mg Subst. gaben 0,497 em3 N, (20,0°, 725 mm) 

C,H40,N, Ber. C 42,87 H 2,06 N 14,2&% 
Gef. ,, 43,11 ,, 2,02 ,, 14,12Y0 

3 - N i t r o  - 4  - h y d r o x  y l a m i n o  - benzoesaur  e :  0,5 g 3-Kitro-4-nitroso-benzoesaure 
wurden in einer Losung von 0,l g Ascorbinsaure in 100 em3 Aceton und 25 em3 Wasser 
gelost. Nach 10 Min. wurde die gelb-orange Losung niit 600 cmy Wasser verdiinnt nnd 
viermal mit 150 em3 Essigester ausgeschiittelt. Die Essigesterauszuge wurden mit 100 em3 
Wasser gewaschen, und das Waschwasser wurde mit Essigester ausgeschiittclt. Die Essig- 
esterausziige wurden vereinigt, uber Natriumsulfat getrocknet und dann im Vakuum ein- 

I) H .  Goldstein & R. Voegeli, Helv. 26, 475 (1943). 
2, A.  Kaiser, R. 18, 2942 (1895); E. Ritsert & W .  Epstein, D.R.P. 151.725 (1903). 
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gedampft. per  kristalline Ruckstand wurde umkristallisiert. Samtliche Operationen er- 
folgten unter Stickstoff. Ausbeute 0,329 g 3-Nitro-4-hydroxylamino-benzoesaure (65,1%, 
bezogen auf 3-Nitro-4-nitroso-benzoesaure). Smp. 1530 unter Zersetzung. 

4,061 mg Subst. gaben 6,317 mg CO, und 1,132 mg H,O 
4,953 mg Subst. gaben 0,623 cm3 N, (21,O0, 740 mm) 

C,H,O,N, Ber. C 42,43 H 3,05 N 14,14% 
Gef. ,, 42,45 ,, 3,12 ,, 14,22% 

Kolor imet r i sche  Bes t immungen:  Die Reaktion zwischen Zucker und 3,4-Di- 
nitrobenzoesaure erfolgte stets in Losungen mit 2 g 3,4-Dinitrobenzoes&ure und 31,s g 
Na,CO, pro 1 unter Erhitzung im siedenden Wasserbad. 

Die Absorptionsmessungen erfolgten im Beckrnun-Spektrophotometer Model1 DU 
bei 18O mit 3,18 g Na,C03 pro 1. Fur  die quantitativen Zuckerbestimmungen wurden 
die Extinktionen nach lofacher Verdunnung der Reaktionslosungen bei 5480 A gemessen. 

P a p  ie  r c h r  o m a t  o g r a p h i  s c he  Z u c k e r t r e n n u n  ge n : Die papierchromatographi- 
schen Zuckertrennungen wurden, wie fruher beschriebcn, ausgefuhrtl). Die Zucker wur- 
den jedoch aus dem Papierchromatogramm in einem verkleinerten Extraktionsapparat 
nach Wasitzky mit 1 om3 Wasser wahrend 3 Std. extrahiert. 

U n  t er su c h u n  g e in ig  e r P o  1 y sa c c h a r  i d e  : Die Ausgangsprodukte, Knollen von 
Amorphophallus Konjaku, Samen von Trigonella Foenum graecum und Tamarindus 
indica, wurden gereinigt, gemahlen und die Polysaccharide mit heissem Wasser extra- 
hiert. Die Extrakte aus den Samen wurden our Entfernung von Eiweissen,) mit Amyl- 
alkohol-Chloroform ausgeschuttelt. Die Polysaccharide wurden mit HC1-Alkohol gefallt, 
mit HC1-Alkohol ausgewaschen und mit verd. Alkohol bis zur Chlorfreiheit nachgewaschen 
und vorsichtig getrocknet. J e  0,200 g der gereinigten Polysaccharide wurden mit Saure 
hydrolysiert. Anschliessend wurden unhydrolysierbare Ruckstande abfiltriert, die Ltisun- 
gen iiber Anionenaustauscher Amberlite IR-4B perkoliert, eingedampft und auf genau 
20 cm3 aufgefiillt. 

Wir danken Herrn Dr. F.  Hostettler fur seine Anregungen. - Die Mikroanalysen 
wurden von Herrn A.  Peisker, Mikroanalytisches Laboratorium, Brugg, ausgefiihrt. - 
Diese Untersuchungen wurden durch Mittel aus den Arbeitsbesehaffungskrediten des Bundes 
ermoglicht, fur die wir bestens danken. 

Zusammenf assung. 
3,4-Dinitro-, 3-Nitro-4-nitroso-, 3-Nitro-4-hydroxylamino- und 

3-Nitro-4-amino-benzoesaure wurden synthetisiert und ihre Absorp- 
tionsspektren aufgenommen. Bei der Reduktion von 3,4-Dinitro- 
Benzoesgure durch Zucker in alkalischem Milieu unter Erhitzung ent- 
steht u. a. 3-Nitro-4-hydroxylamino-benzoesaure. Die unter Standard- 
bedingungen gebildeten Mengen dieses Farbstoffes wurden fiir  einige 
Mono- und Disaccharide bei 5480 A kolorimetrisch ermittelt. Es 
konnen Zuckermengen von 0,05 bis 0,5 mg quantitativ bestimmt 
werden. Die einzelnen Zuckerkomponenten in Polysscchsridhydro- 
lysaten konnen nach papierchromatographischer Trennung mit 
einer Genauigkeit von & 5 %  bestimmt werden. 

Agrikulturchemisches Institut 
der Eidg. Technischen Hochschule, Ziirich. 

1) E.  Borel, P. Hostettler & H .  Deuel, Helv. 35, 115 (1952). 
2) M .  G. Sevug, Bioch. Z. 237, 419 (1934). 




