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Quantitative Bestimmung von 0~ und N-Acetylgruppen
in Zuckerhydrazonacetaten

Von Hans-HarTwic STROH und HarTMUT LIEER

Inhaltsiibersicht

Durch systematische Untersuchung verschiedener Verseifungsmethoden wird ein Ver-
fahren zur quantitativen Unterscheidung von O- und N-Acetylgruppen in Zuckerphenyl-
hydrazonacetaten entwickelt. In Anwendung dieser Bestimmungsmethode auf die Acetate
von Zucker-x-methyl-tolyl-hydrazonen wird fiir diese ausnahmslos eine acyclische Struktur
nachgewiesen.

Zucker konnen mit Arylhydrazinen zu acyclischen Zuckerarylhydrazo-
nen (Ia) und zu cyclischen Zuckerhydrazinoverbindungen (ITa) konden-
sieren (die Spannweite des Lactolringes ist willkiirlich gewéhlt):

H—?zN—NR~CGH4—R’ H—-O—NH—NR—CH R’
(CHOH), 5 (FHOH)S
CHOH L CH
ke R I

Ta, IIa: R, R" = H; Ib, ITb: R, R = CH;; R” = H, CH,0H.

Demnach sind bei Acetylierung von Zuckerhydrazonen mit verschiedener
Struktur unter milden Bedingungen strukturell unterschiedliche Hydrazon-
acetate zu erwarten. Dariiber hinaus bestehen theoretisch fiir die Verteilung
der Acylgruppen z. B. in einem acetylierten Hexosephenylhydrazon folgende
Méoglichkeiten :
Acyclische Form
(a) b O-Acylgruppen,
(b) B O-Acylgruppen, 1 N-Acylgruppe («-N-Atom).

Cyclische Form
(c) 4 0O-Acylgruppen,
(d) 4 O-Acylgruppen, 1 N-Acylgruppe (x-N-Atom)
(e) 4 O-Acylgruppen, 2 N-Acylgruppen («- und -N-Atom).
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Gegenwirtig sind aber nur die Acetate der cyclischen (,,«“) und acyeli-
schen Form (,,8) des D-Glucose-phenyl-hydrazons?!), deren Struktur mittels
der Formazanreaktion bestitigt wurde?), und des D-Xylose-2,4-dinitro-
phenyl-hydrazons?) bekannt. Demnach unterscheiden sich die Ketten (5 O-
Acyle)- und Ringform (4 O-Acyle, 1 N-Acyl) der erstgenannten Acetate bei
gleicher Bruttozusammensetzung in der Verkniipfung der Acylreste, die der
letztgenannten in der Anzahl der O-Acetylgruppen (Tetra- bzw. Triacetat).
Eine Verteilung der Acylgruppen in acetylierten Zuckerhydrazonen nach (b)
und (e) ist bisher nicht aufgefunden worden.

Da, wie am Beispiel der beiden Glucose-phenylhydrazonacetate ersicht-
lich ist, die Kenntnis des Gesamtacetylgehaltes keine Aussagen iiber die
Struktu ' des Hydrazonacetates zulidf3t, priiften wir die gebrduchlichen Ver-
fahren zur quantitativen Acetylgruppenbestimmung4-7) auf ihre Eignung
zur Unterscheidung zwischen O- und N-Acetylgruppen. Als Modellsubstan-
zen dienten Acetanilid, o-Acetyl-phenyl-hydrazin®), B-Acetyl-phenylhy-
drazin®), N-Acetyl-hydrazin, g-Pentaacetyl-D-galactose®), Hexaacetyl-D-
mannit!?), O-Acetyl-f-naphtol??), D-Galactose-phenylhydrazon-pentaace-
tat13), D-Mannose-phenylhydrazon-pentaacetat14) und die Pentaacetate der
D-Glucosephenylhydrazone, Form ,,«‘1%) und Form ,,5°1).

Wie die Untersuchungen ergaben, werden sowohl Acetanilid, - und g-
Acetylphenylhydrazin als auch Pentaacetyl-D-galactose und Hexaacetyl-D-
mannit bereits durch 15miniitiges Erhitzen mit 50proz. Schwefelsidure voll-
stindig verseift. Dagegen ist ein Unterschied im Verseifungsgrad von N- und
0-Acetylgruppen bei Hydrolyse mit 0,05 n Schwefelsdure in der Siedehitze
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iitber 60 Minuten festzustellen. Wihrend in dem genannten Zeitraum Penta-
acetyl-D-galactose zu 36,2 -+ 1,29, hydrolysiert wird, erfolgt die Verseifung
von Acetanilid nur zu 12,2 + 0,4%,.

Aus den Verseifungsgraden der Modellsubstanzen 148t sich der hypothe-
tische Verseifungsgrad (Vg,) eines Zuckerhydrazonacetats nach folgender
Formel anndhernd berechnen:

worin ng und ny die Anzahl der O- bzw. N-Acetylgruppen im Hydrazonacetat
sowie V, und Vy die Verseifungsgrade der O- bzw. N-Acetylverbindung be-
deuten. Fiir ein cyclisches Hexose-phenylhydrazon-pentaacetat mit 1 N-
und 40-Acetylgruppen wiirde

Vi = 2302 ’5L1—'_12£ — 31,4 -+ 1,049
betragen. Ein acyclisches Hexose-phenylhydrazon-pentaacetat mit 5 O-Ace-
tylgruppen (ny = 0) ergibe einen Verseifungsgrad von 36,2 4 1,2%,. Unter
Einbeziehung der Fehlergrenzen betrégt die Differenz zwischen den Ver-
seifungsgraden beider Hydrazonacetate nur 2,6%, die fiir eine Unterschei-
dung zwischen beiden Verbindungen zu klein ist.

Giinstiger liegen die Verhéltnisse, wenn nach Hydrolyse des Acetats
mit 0,05 n Schwefelsdure die abgespaltene Essigsdure nicht destillativ
abgetrennt, sondern direkt im Reaktionsgemisch durch Titration mit 0,1n
Natronlauge bestimmt wird. Hier betragen die Verseifungsgrade fiir Ace-
tanilid 32,95 4 0,399, und fiir Pentaacetyl-D-galactose 82,94 4- 0,489, die
betrdchtlich hoher sind als nach dem vorherigen Verfahren (offensichtlich
erfolgt die destillative Abtrennung der Essigsdure aus dem Hydrolysen-
gemisch nicht quantitativ). Die sich aus den zuletzt angefithrten Werten er-
gebenden theoretischen Verseifungsgrade fiir ein acyclisches (82,94-1-0,489%)
und ein cyclisches Hexosephenylhydrazon-pentaacetat (72,96 4 0,469,)
zeigen eine Differenz von mindestens 99, die fiir eine Unterscheidung zwi-
schen beiden Acetaten ausreichen diirfte.

Fiihrt man die Hydrolyse der Acetate mit siedender 0,02 n wiBrig-dtha-
nolischer Natronlauge iiber 7 Minuten durch, so werden N-Acetylverbindun-
gen nur zu 0—6%,, O-Acetylverbindungen dagegen vollstindig verseift (vgl.
Tab. 1). Die quantitative Ermittlung der abgespaltenen Essigsdure erfolgt
durch Titration der unverbrauchten Natronlauge mit 0,1 n Schwefelsédure.

Wie aus Tab. 2 ersichtlich ist, ergibt die Acetylbestimmung nach diesem
Verfahren fiir die Phenylhyd-azonacetate der D-Mannose, D-Galactose und
D-Glucose (Form f) 5 O-Acetylgruppen pro Mol, wihrend im cyclischen Glu-
cosephenylhydrazonacetat nur 4 O-Acetylgruppen nachweisbar sind. Die
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Totalhydrolyse des letztgenannten Acetats mit b0proz. Schwefelsdure iiber
60 Minuten weist aber insgesamt 5 Acetylgruppen pro Mol aus, so daf in
dieser Verbindung eine N-Acyl- und 4 O-Acylgruppen vorliegen. Danach
besitzen in Ubereinstimmung mit den Resultaten anderer Autoren?)?) die
Phenylhydrazonacetate der D-Mannose, D-Galactose und D-Glucose
(Form f) acyclische und das der D-Glucose (Form «) eyclische Struktur. Mit
diesen Ergebnissen wird die Eignung der beschriebenen Methode zur Unter-
scheidung von O- und N-Acetylgruppen in Zuckerhydrazonacetaten be-
stitigt.
Tabelle 1

Hydrolyse von N- und O-Acetylverbindungen mit
0,02n wifrig-dthanolischer Natronlauge

Acetylgehalt ’ Ver-
Verbindung ber. gef.¥) ! seifungs-
% % | gad %
Acetanilid 31,9 ‘ 0 * 0
Acetylhydrazin 58,1 ' 1,8 | 3,3
a-Acetylphenylhydrazin 28,7 0,6 ‘ 2,2
B-Acetylphenylhydrazin | 28,7 1,6 [ 5,6
Hexaacetyl-D-mannit 59,5 59,4 I‘ 99,8
Pentaacetyl-D-galactose 55,1 54,8 99,4
0-Acetyl-g-naphthol 23,1 22,8 ‘ 98,8

*) Mittelwerte aus 3 Bestimmungen.

Tabelle 2
Verseifung von Hexosephenylhydrazonacetaten mit 0,02n wiBrig-dthano-
lischer Natronlauge

Acetylgehalt Hydrolyse mit
Hydrazonacetat 50proz. Schwefel-
Gesamt | O-Acyl | N-Acyl i gef.*) | sdure (60 Min.)
% ‘ % | % | % %"
cyclisches D-Glucose-phe-
nylhydrazon-pentaacetat 44.8 35,9 8,9 35,7 44,4
acyclisches D-Glucose-phe-
nylhydrazon-pentaacetat 44,8 44,8 — 44.9 44,6
D-Galactose-phenylhydra-
zon-pentaacetat 44,8 44,8 — 44.5 44,7
D-Mannose-phenylhydra-
zon-pentaacetat 44,8 44,8 — 446 44,4

*) Mittelwerte aus 3 Bestimmungen.
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Bei der Kondensation von Zuckern mit den isomeren «x-Methyl-tolyl-
hydrazinen sind ebenfalls Hydrazone mit acyelischer (Ib) oder eyeclischer
Struktur (IIb) zu erwarten. Bisher ist es jedoch nicht gelungen, aus den
gleichen Ausgangsstoffen zwei strukturell verschiedene Hydrazone zu er-
halten bzw. die Konstitution der isolierten Kondensationsprodukte zu
kldren1€)l7). Das veranlaBite uns, die nach Acetylierung der Zuckerhydrazone
resultierenden Hydrazonacetate zu untersuchen.

Die Ketten- und Ringform der Zucker-methyl-tolylhydrazonacetate
kénnen sich einerseits in der Anzahl der O-Acetylgruppen (Verteilung a
und c¢) unterscheiden. Andererseits ist — allerdings mit geringer Wahrschein-
lichkeit — im cyclischen Hydrazonacetat neben der Veresterung der alko-
holischen OH-Gruppen eine Acylierung am S-N-Atom denkbar, so dall
Ring- und Kettenform des Hydrazonacetats bei gleichem prozentualen Ace-
tylgehalt nur Unterschiede in der Verkniipfung der Acylgruppen aufweisen.
Da eine N-Acylierung nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden kann,
fihrten wir die Acetylbestimmung an diesen Hydrazonacetaten mit der
zuvor beschriebenen Methode durch.

Die fiir die Gewinnung der Zucker-methyl-tolylhydrazon-acetate bens-
tigten Zuckerhydrazone wurden nach bekannten Verfahren16)17) dargestellt.
Dabei gelang es, D-Xylose-x-methyl-m-tolylhydrazon und D-Glucose-x-
methyl-o-tolyl-hydrazon erstmalig in reiner Form zu erhalten. Die Acety-
lierung der Zucker-methyl-tolylhydrazone erfolgte mit Acetanhydrid in
Pyridin bei —10°, um eine mdgliche Strukturumwandlung wéihrend der
Reaktion weitgehend zu verhindern. In keinem Fall konnten 2 Formen
eines Hydrazonacetates isoliert werden, selbst die nicht kristallisierenden
Hydrazonacetate werden durch die Analysenwerte als einheitliche Substan-
zen ausgewiesen.

Aus Tab. 3 ist zu ersehen, daB die Acetylbestimmung der «-Methyl-
(0-, m-, p-)-tolylhydrazonacetate der D-Galactose, D-Mannose, D-Glucose,
L-Arabinose und D-Xylose nach 7miniitiger Hydrolyse mit 0,02 n wilrig-
dthanolischer Natronlauge fiir alle Verbindungen eine vollstindige Versei-
fung ergab. Da demnach in den Hydrazonacetaten der Hexosen 5 O-Acetyl-
gruppen und in denen der Pentosen 4 O-Acetylgruppen vorliegen, mufl fiir
alle untersuchten Acetate eine acyclische Struktur angenommen werden.
Die offenkettige Form der «-Methyl-p-tolylhydrazonacetate der D-Galace-
tose und L-Arabinose wurde bereits in fritheren Untersuchungen durch deren
Identitédt mit den aus x-Methyl-p-tolylhydrazin und Pentaacetyl-al-D-galac-

16) H.-H. STRoE, Chem. Ber. 90, 352 (1957).
17) H..H. STROE u. B. Turo, Chem. Ber. 96, 658 (1963).
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tose bzw. Tetraacetyl-al-L-arabinose erhiltlichen Produkten nachgewie-
seni8).

Da nach Untersuchungen verschiedener Autoren')?) eine Isomerisierung
der Zuckerhydrazone wihrend der Acetylierung unter milden Bedingungen
nicht vollig auszuschlieBen ist, lassen sich aus den an den Aldose-methyl-
tolylhydrazon-acetaten ermittelten Ergebnissen keine Riickschliisse auf die
Konstitution der unveresterten Hydrazone ziehen.

Besehreibung der Versuche
D-Glucose-x-methyl-o-tolylhydrazon

0,025 Mol D-Glucose und 0,0375 Mol x-Methyl-o-tolylhydrazin®) werden in 70 ml
Athanol 60 Minuten auf dem Wasserbad unter RiickfluB erhitzt. Nach dem Verdampfen
des Losungsmittels im Vakuum nimmt man den verbleibenden Sirup in siedendem Isobu-
tanol auf und trennt den ungelésten Zucker ab. Das sich aus der erkaltenden alkoholischen
Lésung kristallin abscheidende Hydrazon wird aus Benzol umkristallisiert. Farblose BLitt-
chen vom Schmp. 58 —60°, Ausbeute 329, d. Th.

CyH,,N,0, (298,2) ber.: C56,33; H 7,44; N 9,38;
gef.: C56,66; H 7,67; N 9,53:

D-Xylose-a-methyl-m-tolylhydrazon

Dargestellt wie die vorstehende Verbindung. Im Unterschied dazu wird die Isobutanol-
losung nach Abtrennung des ungelésten Zuckers im Vakuum zur Sirupkonsistenz eingeengt
und der verbleibende Riickstand durch wiederholtes Verreiben mit absolutem Ather zum
Erstarren gebracht. Farblose Blittchen (Benzol) vom Schmp. 68—69°. Ausbeute 289, d. Th.

O HoN,0, (268.2) ber.: C58,12; H 7,53; N 10,44;
gef.: C57,89; H 7,60; N 10,86.

Acetylierung der Zucker-methyl-tolylhydrazone

Man 16st ein Gewichtsteil Zucker-x-methyl-tolylhydrazon unter kriftigem Riihren in
einem auf —10° gekiihlten Gemisch von 3 Gewichtsteilen Acetanhydrid und 5 Gewichts-
teilen iiber KOH getrocknetem Pyridin und bewahrt die Losung 4 Tage bei dieser Tempe-
ratur auf. Danach gieit man das Reaktionsgemisch in das 7fache Volumen Eiswasser, wo-
bei sich ein hellgelber Sirup abscheidet, der beim Durchkneten entweder kristallisiert (bei
8 der dargestellten Acetate) oder eine zihfliissige Masse bildet. Nach Dekantieren des Was-
sers wird der Riickstand nacheinander mit Wasser, mit 4proz. Salzsiure und wieder mit
Wasser gewaschen. Die kristallinen Acetate werden aus Methanol umkristallisiert.

Die sirupésen Acetylierungsprodukte nimmt man in Ather auf und trocknet die dtheri-
schen Losungen mit Natriumsulfat. Nach dem Verdampfen des Athers im Vakuum werden
die Riickstinde lingere Zeit im Vakuumexsikkator iiber KOH zur Trocknung aufbewahrt.
Da alle Versuche diese Acetate zur Kristallisation zu bringen scheiterten, wurden sie in der
vorliegenden Form analysiert und zur Acetylbestimmung eingesetat.

Die wichtigsten Daten sowie Analysenergebnisse der erhaltenen Verbindungen zeigt
Tab. 3.

18) H.-H. STrOH, Chem. Ber. 91, 2646 (1958).
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Acetylbestimmung
Hydrolyse mit 50proz. Schwefelsdure

Die zu untersuchenden Substanzen werden nach dem Verfahren von R. KuaN und
H. Rorx>) mit 50proz. Schwefelsidure 15 Minuten unter Riickflul zum Sieden erhitzt. Da-
nach wird die entstandene Essigsiure abdestilliert und mit 0,1 n Natronlauge titriert. Die
Ergebnisse sind in Tab. 4 zusammengestellt.

Tabelle 4
Hydrolyse von N- und O-Acetaten mit 50proz. Schwefelsiure
. Bruttoformel Acetylgehalt in 9 Verseifungsgrad
Acetylverbind ()
cetylverbimdung (Mol.-Gew.) ber. | gef.¥) in 9,
Acetanilid CH,NO 31,9 31,9 100
(135,2)
o-Acetyl-phenylhydrazin CH,(N,0 28,7 28,5 99,4
(150,2)
B-Acetyl-phenylhydrazin CsH,,N,0 28,7 28,6 99.7
(150,2)
Pentaacetyl-D-galactose C6H,304 55,1 55,2 100,2
(390,3)
Hexaacetyl-D-mannit CisHp045 69,5 59,4 99,8
(434,4)

*) Mittelwerte aus 5 Bestimmungen.

Verseifung mit 0,05 n Schwefelsiure

Methode A: Man kocht die Proben der Acetate mit 40 ml 0,05 n Schwefelsdure 60 Mi-
nuten unter Riickfluf und destilliert anschlieend die Essigsdure innerhalb 15 Minuten ab,
wobei entsprechend der Destillationsgeschwindigkeit das Volumen im Destillationskolben
durch Zutropfen von destilliertem Wasser konstant gehalten wird. Darauf titriert man die
Essigssure in der Vorlage mit 0,1 n Natronlauge gegen Phenolphthalein.

Die Einwaage der Substanz wird so bemessen, da 6—10 ml 0,1 n Lauge zur Titration
verbraucht werden.

Methode B: Die Verseifung der Proben erfolgt analog Methode A in einem 250 ml-
Rundkolben. Danach spiilt man die im RiickfluBkiihler haftenden Flissigkeitstropfen mit

Tabelle b
Verseifung von Pentaacetyl-D-galactose und Acetanilid mit 0,06 n Schwefel-
siure
"Acetyl- Bestimmungs- | Acetylgehalt in 9, Verseifungsgrad
verbindung methode ‘ ber. \ gef. %
|
Pentaacetyl-D- - A l 55,1 19,3 —-20,6 36,2 4+ 1,2
galactose ‘ B ‘ 55,1 45,4—45,6 82,9 4+ 0,6
Acetanilid A 31,9 3,8~ 4,0 12,2 4+ 0,4
i B 31,9 10,4—10,6 32,0 £ 0,4
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destilliertem Wasser in den Reaktionskolben, kithlt diesen unter flieBendem Wasser rasch
ab und titriert mit 0,1 n Natronlauge gegen Phenolphthalein. Die von der Essigsiure ver-
brauchte Anzahl ml 0,1 n Natronlauge ergibt sich aus dem Gesamtverbrauch. abziiglich der
tiir die Neutralisation der vorgelegten Schwefelsiure dquivalenten. Menge an 0,1 n Lauge.

In Tab. 5 sind die nach beiden Methoden erhaltenen Resultate (Mittelwerte von 10 Be-
stimmungen) zusammengestellt.

Hydrolyse mit 0,02n wiiBrig-ithanolischer Natronlange

In einen mehrfach mit alkoholischer Natronlauge ausgekochten 250 ml-Rundkolben
wigt man so viel Substanz ein, daB bei vollstindiger Verseifung des Acetats 3—6 ml der
vorgelegten 0,1 n Natronlauge von der freigesetzten Essigsiure neutralisiert werden. Nach
Zugabe von 40 ml 95proz. Athanol (iiber KOH destilliert) und 10 m! wiBriger 0,1 n Natron-
lauge erhitzt man den Kolben mit aufgesetztem RiickfluBkiihler rasch in einem Babotrich-
ter und hilt das Reaktionsgemisch mit kleiner Flamme 7 Minuten im Sieden. Anschliefend
wird die im Kiihler haftende Fliissigkeit mit wenig destilliertem Wasser in das Hydrolysen-
gemisch gespiilt, der Kolben unter flieBendem Wasser schnell abgekiihlt und die unver-
brauchte Lauge mit 0,1 n Schwefelséiure gegen Phenolphthalein zuriicktitriert. Der Acetyl-
gehalt der untersuchten Verbindung errechnet sich aus der Differenz an ml vorgelegter und
unverbrauchter 0,1 n Natronlauge. Zur Vermeidung von Fehlern (Glas, Carbonat) ist in
Blindversuchen unter analogen Bedingungen der Titer der zur Bestimmung verwendeten
Natronlauge zu ermitteln.

Die mit dieser Methode erzielten Ergebnisse sind in den Tabellen 2—4 aufgefiihrt.

Potsdam-Sanssouci, Institut fiir Organische Chemie der Padagogi-
schen Hochschule Potsdam.

Bei der Redaktion eingegangen am 19. Mai 1964.

2 7 prakt. Chemie. 4. Reihe, Bd. 29.



