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(Lit.%): Schmp. 265°) erhalten, welche die in der Literatur beschriebenen Léslichkeits-
eigenschaften in Sauren, Alkalien und organischen Lésungsmitteln zeigen.
CH,ON, (146.1) Ber. C65.75 H4.11 Gef. C66.06 H 4.25

2-Didthoxymethyl-benzimidazol (IV): Der Niederschlag B ergab, zweimal aus
Petrolither - Alkohol umbkristallisiert, 2.4 g 2-Didthoxymethyl-benzimidazol
vom Schmp. 171-172°, Nach Hydrolyse wurde mit Phenylhydrazin Benzimidazol-
aldehyd-(2)-phenylhydrazon, Schmp. 148—149° (Hydrochlorid, Schmp. 278°), nach-
gewiesen.

Chinoxalin: Der Niederschlag C (5.5 g), Schmp. 28—-29° (Lit.1?): Schmp. 27°), wurde
durch nachstehende Umsetzungen als Chinoxalin charakterisiert.

1. Chinoxalin-sulfat: Ein Teil der Verbindung wurde in absol. Alkohol gelsst und
unter Umschiitteln mit konz. Schwefelsaure versetzt. Das ausgefallene Sulfat wurde mit
Alkohol-Ather gewaschen und im Vak.-Exsiccator getrockmet; Schmp. 184° (Lit.)7):
Schmp. 186- 187°). Der Misch-Schmelzpunkt mit authent. Chinoxalin-sulfat war ohne
Depression.

2. Chinoxalin-oxalat wurde durch Fallung mit wiBr. Oxalsiure erhalten; Schmp.
182¢ (Lit.27: 169°). Der Misch-Schmelzpunkt mit dem aus reinem Chinoxalin erhaltenen
Oxalat war ohne Depression.

3. Fallung mit Tetrachlorjodsiure: Durch Versotzen von 0.5 g der Verbindung,
gelost in 2 cem konz. Salzsdure, mit 20 ccm Tetrachlorjodsdure wurden gelbe Kristalle
erhalten, die aus Essigsiure und wenig Tetrachlorjodsiure umkristallisiert wurden;
Schmp. 131° (Lit.!8): Schmp. 125-130°).

102. El Sayed Amin und Erich Hecker: Trennung der 4 -Nitro-azo-
benzol-carbonsiure-(4)-ester von Alkoholen durch Vertellung und
Chromatographie

[Aus dem Max-Planck-Institut {iir Biochemic und dem Physiologisch-Chemischen
Institut der Universitit, Tiibingen]

(Eingegangen am 12. November 1955)

Die farbigen und gut kristallisierenden 4’-Nitro-azobenzol-carbon-
siure-(4)-ester von Alkoholen lassen sich durch Craig-Verteilung und
durch Verteilungschromatographie auf Kieselgur-Séulen frennen. Als
Losungsmittelsysteme eignen sich Kohlenwasserstoffe mit Nitro-
methan und Dimethylformamid in verschiedenen Mengenverhalt-
nissen. Zur Trennung der Kster niedriger Alkohole bis n-Octanol
wird der Kohlenwasserstoff als mobile Phase verwendet, wiahrend
bei der Trennung der Ester hoherer Alkohole der Kohlenwasserstoff
als stationire Phase dient. Der Trenneffekt in Abhingigkeit von der
Zusammensetzung des Losungsmittelsystems und des zu trennenden
Gemisches wurde untersucht.

Im Zusammenhang mit Untersuchungen!) iiber den Sexuallockstoff des
Seidenspinners (Bombyz mori L.) gilt unser Interesse der Trennung und Iso-
lierung der Komponenten von Alkoholgemischen. Wir haben vor kurzem die

" 17) 0. Hinsberg, Ber. dtsch. chem. Ges. 17, 320 [1884].
18) F. D. Chattaway u. W. G. Humphrey, J. chem. Soc. [London] 1929, 849.
1) A. Butenandt, Naturwiss. Rdsch. 8, 457 [1955].
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4’ -Nitro-azobenzol-carbonsiure-(4)-ester von Alkoholen beschrieben?), deren
intensive Eigenfarbe die Trennung von Gemischen durch Verteilung und
Chromatographie erleichtert, wihrend ihr hoher Schmelzpunkt fiir die Rein-
gewinnung der getrennten Ester von Vorteil ist.

Die Trennung von farbigen Derivaten der homologen Alkohole und von Terpen-
alkoholen durch Adsorptionschromatographie ist schon mehrfach versucht worden (z. B.
1. ¢.3-%)). Meist lieBen sich, sowohl an Aluminiumoxyd als auch an Silicagel, nur die
Derivate der niederen Alkohole trennen. Ifiir die Derivate der hoheren Alkohole erwies
sich der Trenneffckt als nicht ausreichend. Auch uns ist es nicht gelungen, die 4’-Nitro-
azobenzol-carbonsiure-(4)-ester von hoheren Alkoholen durch Adsorptionschromatographie
an Aluminiumoxyd, Silicagel, Talkum, Gips und wasserfreiem Kupfersulfat befriedigend
zu trennen. Saubere Trennungen konnten jedoch durch Craig-Verteilung und durch Ver-
teilungschromatographie erzielt werden. Durch Verteilungschromatographie sind kiirz-
lich®) auch die niedrig schmelzenden 4-Dialkylamino-3.5-dinitro-benzoesiure-cster von
Alkoholen getrennt worden.

Verteilungsverhalten der 4'-Nitro-azobenzol-
carbonsdure-(4)-ester

Die Verteilungsisothermen der Ester in den verwendeten Ldsungsmittel-
systemen sind innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmungsmethode??) bis zu
verhdltnismiBig hohen Konzentrationen linear. In Tafel 1 sind die Vertei-
lungskoeffizienten K und dic Trennfaktoren f einiger Ester fiir verschiedene
Systeme wiedergegeben: Die grofiten Trennfaktoren werden im System a er-
. halten, dessen Kapazitit jedoch gering ist. Mehr Substanz wird gelost, wenn
man System a Dimethylformamid (System b), Xylol (System c) oder Chloro-
form (System d) zusetzt. Wie auf Grund der frither) aufgezeigten Regeln zu
erwarten war, wird der Trennfaktor 8 durch diese Zusitze erniedrigt.

Die Trennfaktoren zweier Ester, deren Alkoholreste sich um 2 bzw. 4 C-
Atome unterscheiden, sind verhéltnismifBig klein (Tafel 1). Es lassen sich da-
her dureh Craig-Verteilung mit wenigen Verteilungsschritten (n == 30) nur die
Ester der niederen Alkohole trennen, wie man auf Grund der Trennfunktion
des Verfahrens leicht abschitzen kann'9). Als Beispiel ist in Abbild. 1 die par-
tielle Trennung des 4'-Nitro-azobenzol-carbonsdure-(4)-dthyl- und -n-hexvl-
esters durch Craig-Verteilung in System ¢ wiedergegeben.

2) E. Hecker, Chem. Ber. 88, 1666 [1955].

3) M. R. Craw u. M. D. Sutherland, Univ. Queenslahd Papers, Dept. Chem. 1,
No. 31, 6pp. [1948]; C. A, 44, 3945a [1950].

4) J. B. Davenport u. M. D. Sutherland, Univ. Queensland Papers, Dept. Chem.
1, No. 39, 8pp. [1950]; C. A. 45, 2910e [1951].

%) 8. Masuyama, J. chem. Soc. Japan, purc Chem. Sect. [Nippon Kagaku Zassi] 70,
232 [1949]; C. A. 45, 5606d [1951].

%) K. A. Jensen, F. Limborg u. W. M. Solstad, Acta chem. scand. 4, 392 [1950].

) P. A. S. Smith, D. R. Baer u. S. N. Ege, J. Amer. chem. Soc. 76, 4566 [1954].

%) E. O. Woolfolk, F.-E. Beach u. S. P. McPherson, J. org. Chemistry 20, 391
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*) H. van Duin, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 78, 68 [1954].

1) E. Hecker, Verteilungsverfahren im Laboratorium, Verlag Chemie, Weinheim
1955.

1y E. Hecker, Chimia [Ziirich] 8, 229 [1954 |.
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Tafel 1. Verteilungskoeffizienten K einiger 4-Nitro-azobenzol-carbonssure-
(4)-ester bei 224.2°

Die Trennfaktoren B gelten fiir untereinander stehende Ester (8 == 1)

a ' b c d

Losungsmittel- | Cyclohexan/ Cyclohexan(10)/ | Cyclohexan(8) {Cyclohexan(10)/

systeme Nitromethan ' Nitromethan(5) Xylol(2)/ Chloroform (2)

Dimethylform- | Nitromethan(10) | Nitromethan(8)
amid (5)

Ester mit K B K ) K ) K B
Athanol 0.14 - 0.26- . .- 0.25
n-Butanol 0.25 i'gg 0.20 o1s 0.48 1;?; - -
n-Octanol 1.09 4'31 0.43 2'51 1.50 :3'15 113 5,
n-Dodecanol 470 .08 472 7 351
Myristyl- 2.74 1.44 1.77 1.71

alkohol 12.86 +.55 8.33 6.00
Cetylalkohol B 236 100 13.72 1% 9.85 10
Cholesterin 29 295 - -
Kapazitit*)

in mg 6.4 9.8 12.9 19.4

*' bezogen auf Cetylester bei einem Volumenverhiltnis von V = 5[5,

Die erforderliche hohe Zahl von Verteilungsschritten laBt sich mit einer
vielstufigen Verteilungsbatterie oder — mit Mikromengen — durch Verteilungs-
chromatographie erzielen.
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Abbild. 1. Trennung von je 50 mg 4’-Nitro-azobenzol-carbonsiure-(4)-athyl- (K = 0.24)

und -n-hexylester (K = 0.86) in System c¢ (Tafel 1). Volumenverhiltnis V = 3/,, Methode

der einphasigen Entnahme mit n = 30 Verteilungsachritten. Temperatur: 21°, ( x—x—x)
experimentelle Kurve, (----+---+) nach L ¢.?%) berechnete Kurve

Verteilungschromatographische Trennungder4’'-Nitro-azobenzol-
carbonsdure-(4)-ester

Als Trédgermaterial wurde fiir die stationdre Phase bei allen Versuchen
Kieselgur verwendet, die niedrigmolekulare Substanzen praktisch nicht adsor-
biert. [n einer ersten Versuchsreihe konnte deshalb von dem in Tafel 1 wieder-
gegebencn System a ausgegangen werden, dessen Trennwirkung mittels eines
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Testgemisches aus Butyl-, Octyl- und Dodecylester untersucht wurde (Abbild. 2).
Dasselbe Gemisch wurde unter vergleichbaren duieren Bedingungen auch in den
Systemen 2, 3 und 4 (Tafel 2) chromatographiert, wobei Cyclohexan stets als
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Abbild. 2. Chromatographische Trennung Abbild. 3. Chromatographische Trennung
eines Gemisches aus je 1 mg 4’-Nitro-azo- eines Gemisches aus je 1 mg 4’-Nitro-azo-
benzol-carbonsiure - (4) - -butyl- (I), -n- benzol - carbonsiure - (4) - n - butyl- (I), -n-
octyl-(IT) und -n-dodecylester (III) in octyl- (II) und -n-dodecylester (III) in
System 1 (Tafel 2) anf einer Saule aus System 4 (Tafel 2) auf einer Siéule aus
20 g Kieselgur 20 g Kieselgur

mobile Phase diente. Der Trenneffekt nimmt mit steigendem Gehalt der sta-
tiondren Phase an Dimethylformamid zu, jedoch konnten Octyl- und Dodecyl-
ester auch in System 4 nicht vollstindig getrennt werden (Abbild. 3).

Fiir weitere Untersuchungen wurde die Zusammensetzung der mobilen
Phase variiert und die stationire Phase von System 4 beibehalten (Tafel 2,
System 5 bis 10). Als Testgemisch fiir diese Systeme diente eine Mischung von
Dodecyl- und Cholesterinester. Es zeigte sich, dafl der Trenneffekt mit stei-
gendem Molekulargewicht der mobilen Phase bis einschlieBlich Nonan (Sy-
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Tafel 2. Losungsmittelsysteme zur Verteilungschromatographie

————

System Nr. Zusammensetzung®)

Cyclohexan (150)/Nitromethan (30)
Cyclohexan(150)/Nitromethan(32), Dimethylformamid(8)
Cyclohexan(150)/Nitromethan(20), Dimethylformamid(20)
Cyclohexan(150)/Nitromethan(10), Dimethylformamid(30)
Heptan(150)/Nitromethan (10), Dimethylformamid(30)
Octan(150)/Nitromethan(10), Dimethylformamid(30)
Nonan (150)/Nitromethan(10), Dimethylformamid(30)
Decan(150)/Nitromethan(10), Dimethylformamid(30)
Nonan(75), Paraffin6l(75)/Nitromethan(10), Dimethylformamid(30)
10 Paraffinol(150)/Nitromethan (10), Dimethylformamid(30)-
11 Paraffin61(20) /Dimethylformamid(120), Nitromethan(40)
12 Nonan(30)/Nitromethan(120)

*) Die Zahlenangaben bedeuten ,,Volumina reiner LBsungsmittel*‘.

DTS LW -

stem 7) zunimmt. Eine weitere Erhohung des Molekulargewichts der mobilen
Phase lieferte keine Steigerung des Trenneffektes mehr. Als Beispiel fiir diese
Versuchsreihe ist in Abbild.4 die Tren-

nung des Testgemisches in System 7 3 ,

wiedergegeben.

Bei den bisher beschriebenen Versu-
chen wurde stets die leichtere Phase des I
Losungsmittelsystems als mobile Phase
verwendet. Der Trenneffekt bei den
Estern hoherer Alkohole konnte weiter
gesteigert werden, wenn die leichtere
Phase durch Anwendung von hydro-
phobierter Kieselgur stationédr ge-
macht wurde. In System 11 (Tafel 2) '
liel sich das Testgemisch aus Dodecyl- \
und Cholesterinester durch Chromato- \j %
graphie mit umgekehrten Phasen quan- \l
titativ trennen.
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materials wurde Kieselgur nacheinander mit Abbild. 4. Chromatographische Trennung

Dimpfen von Dichlor-dimethylsilan und mit eines Gemisches aus je 0.6 mg 4'-Nitro-
Wasser behandelt®), azobenzol - carbonsiure-(4)-n-dodecyl- (I)

- und -cholesterinester (II) in System 7

Wenn auf die Isolierung reiner Ester (Tafel 2) auf einer Sdule aus 10 g Kieselgur

Wert gelegt wird, ist der Gehalt des

Systems 11 an Paraffin6l von Nachteil. In weiteren Versuchen konnte schlie-
lich das System 12 ermittelt werden, das nur aus fllichtigen Komponenten
besteht und eine noch bessere Trennung des Testgemisches als System 11 lie-
fert (Abbild. 5 s. 8. 700).

12) G. A. Howard u. A. J. P. Martin, Biochem. J. 48, 532 [1950].
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Die gesammelten Erfahrungen ermaglichten erstmalig die Isolierung eines
weitgehend einheitlichen, kristallisierten 4’-Nitro-azobenzol-carbonsiure-(4)-
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Abbild. 5. Chromatographische Trennung

eines Gemisches aus je 0.4 mg4’-Nitro-

azobenzol -carbonsiure- (4)-n-dodecylester

(11) und -cholesterinester (1) in Sysfem 12

(Tafel 2) auf einer Saule aus 8 g silikonier-

ter Kieselgur. Verteilungskurve I wurde
nicht vollstindig gemessen

esters des Sexuallockstoffes des Seiden-
spinners?).
Hrn. Prof. Butenandt danken wir

herzlich fiir die groBziigige Forderung die-
ser Arbeit,

Beschreibung der Versuche

Zur Craig-Verteilung wird die bereit
frither 1) beschriebene Verteilungsbatterie
berangezogen. Die Verteilungskoeffizienten
(Tafel 1) sind gravimetrisch bestimmt®). Zur
Messung der Kapazitit eines Losungsmitte)-
systems werden 30 mg des Cetylesters mit je
5 ccm der Ober- und Unterphase 15 Min. ge-
schiittelt und — nach Sedimentieren unge-
losten Esters — aliquote Teile der beiden
Phasen in einem gewogenen Kdlbchen ein-
gedampft!®)., Aus dem Trockengewicht wird
der Substanzgehalt des Losungsmittelsystems
fir ein Volumenverhiltnis von V =35/, be-
rechnet.

Die Saule fir die Verteilungschro-
matographie bereiten wir in einer ca. 40 cm
langen Glasrohre mit 2 bzw. 3 em lichter
Weite, die unten mit Glasfritte (G 1) und
Hahn und oben mit einem Schliff versehen
ist, der ein kugelformiges Vorratsgefa (Fas-
sungsvermdgen 250 bzw. 500 cem) aufzu-
stecken erlaubt. Die Saule mit 2 cm Durch-
messer wird im folgenden als ,.kleine®, die
mit 3 cm Durchmesser als ,,groe‘ Siule be-
zeichnet. Zum Stopfen der Kieselgur dient
eine perforierte Platte aus V 2A-Stahl (Boh-
rungen 1 mm), die an einem Stahlstab hart-
verlotet ist und deren Durchmesser nicht
wesentlich kleiner als der Durchmesser der
jeweiligen Saule sein soll.

Triagermaterial und Lésungsmittel

Zur cinfachen Verteilungschromatographie
wird Kieselgur (Merck, DAB 8) gesiebt
{Maschenweite 0.1 mm) und, wie unten be-
schrieben, mit stationdrer Phase beladen.

Zur Verteilungschromatographie mit umgekehrten Phasen wird silikonierte Kiesel-
gur hergestellt. 250 g gesiebte Kieselgur werden bei 110° getrocknet und in einem
Exsiccator 3 Tage iiber 40 ccm Dichlor-dimethylsilan bei 30° unter hiufigem Durch-
mischen aufbewahrt. Danach wird mit 3 Portionen dest. Wasser behandelt und die auf
der Wasseroberfliche schwimmende Substanz gesammelt, mit Methanol bis zur neutralen
Reaktion gewaschen und bei 110° getrocknet.

Alle Losungsmittel werden durch Destillation gereinigt.
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Herstellung der Kieselgur-Siaulen

Die begrenzt mischbaren Losungsmittel werden durch kriftiges Schiitteln bei Zimmer-
temperatur gegeneinander abgesittigt. Nach langerem Stehenlassen trennt man die
beiden Phasen. Meist kommen 150 cem der mobilen und 40 cem der stationdren Phase
zur Anwendung.

Zur Fillung der kleinen Saule werden 10-20 g Kieselgur bzw. 8—10 g silikonierte
Kieselgur mit dem gleichen Gewicht stationdrer Phase gut vermischt und im verschlos-
senen Kolben 24 Stdn. bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Fiir die groBe Saule wird die
doppelte Menge Kieselgur bzw. silikonierte Kieselgur wie beschrieben pripariert. Das
mit stationidrer Phase gesittigte Tragermaterial wird in der mobilen Phase suspendiert,
die Suspension in die Séaule gegossen und dort durch rasches Auf- und Abbewegen des
Stopfers homogenisiert. Dabei ist darauf zu achten, daB keinc Luftblasen in die Suspen-
sion eingeschleppl werden. Nach dem Ablassen der mobilen Phase wird das Tridgermate-
rial mit dem Stopfer in nicht zu kleinen Portionen festgepreB8t. Wenn noch eine Fliissig-
keitsschicht von ca.l mm iiber der Siule steht, ist sie betriebsfertig.

Ausfihrung einer chromatographischen Trennung

Das Estergemisch (0.5 bis 3 mg) wird, in 1-2 cem der mobilen Phase gelost, auf die
Saule gebracht. Die Losung soll weder iibersattigt sein noch ungeloste Substanz ent-
halten. Man laBt einsickern, gibt noch 3mal je 1 ccm der mobilen Phase nach und kann
dann die gesamte mobile Phase auf dic Siule geben. Da die Ester intensiv farbig sind,
kann man die Auftrennung des Gemisches beobachten und auch R-Werte mnessen, wenn
man eine Bezugssubstanz mitlaufen laBt. Die mobile Phase wird mit Hilfe eines Frak-
tionssammlers in 1-ccm-Fraktionen aufgefangen und ihre optische Dichte — gegebenen-
falls nach Verdiinnung — im Elektrophotometer Eppendorf bestimmt.

Dic eingesetzten Substanzmengen werden praktisch quantitativ von der Siule eluiert.
Die beschriebenen Verteilungssiulen sind stabil und kénnen jeweils fiir drei Trennun-
gen benutzt werden. Das Retentionsvolumen fiir dieselbe Substanz wird bei jeder
Wiederholung einer Trennung auf derselben Saule etwas kleiner.

103. Gabor Fodor und Laszlé Otvis: Die Raumstruktur der Amino-
desoxyzucker, II. Mitteil.: Die Konstellation des D-Glucosamins*

{Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitit Szeged, Ungarn}
(Eingegangen am 29. Oktober 1955)

B-Athyl-3.4.6-triacetyl-D-glucosaminid zeigte in verschiedenen
(auch hydroxylfreien) Losungsmitteln eine bedeutende Linksver-
schiebung der [«];,-Werte. Auf Grund der Isolierung von B-Athyl-
N-acetyl-4.6-diacetyl-glucosaminid aus diesem Gemisch wurde der
Vorgang als eine O® »N-Acylwanderung erkannt.

Die Lage der freigesetzten OH-Gruppe wurde gleichfalls experi-
mentell bewiesen. Daraus folgt, daB (3-OAc und C*-NH,, obwohl sie
trans-stindig zueinander,— dennoch beide aquatorial gebunden sind,
woraus zugleich auf die Cl1-Konstellation (,,conformation‘‘) des gan-
zen Pyranosid-Ringes von Glucosaminiden geschlossen werden kann.

In fritheren Arbeiten wurde die Stereospezifitit der Acylwanderungen
N — O erkannt und zum Konfigurationsbeweis von zahlreichen epimeren 1.2-

’;‘) L (vorlaufige) Mitteil.: Acta chim. Acad. Sci. hung. 5, 205 [1954].
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