
Nr. 3/1956] A m i n ,  Hecker 695 

(Lit.1S): Schmp. 268') erhalten, welche die in der Litemtur beschriebenen Lijslichkeits- 
eigcnschaften in Siiuren, Alkalien und organischen Lijsiingsmitteln zeigen. 

C,H,ON, (146.1) Ber. C65.75 H4.11 Gef. C66.06 H4.25 

-~ ___ ~ .-. -- ~ ~ -- -. . 

2-Diiithoxymethyl-benzimidazol (IV): Der Niederschlag l3 ergab, zweimal a m  
Petroltither - Alkohol umkristallisiert, 2.4 g 2 -I) i ii t h o x y me t h y 1 - b e  n z i m i d a z o 1 
vom Schmp. 171-172". Nach Hydrolyse wurde rnit Phenylhydrazin Benzimidazol-  
a l d e h y d -  (2) -phenylhydrazon,  Schmp. 148-149' (Hydrochlorid, Schmp. 278O), nach- 
gewiesen. 

Chinoxal in:  Der Niederschlag C! (5.5 g), Schmp. 28-20" (Lit.17): Schmp. 27'), wmde 
durch nachstehende Umsetzungen als C! h i n o  x a1 i n  charakterisiert. 

1. Chinoxal in-su l fa t :  EinTeil dcr Verbindung wurde in absol. -4lkohol gelost und 
untcr Umschiitteln mit konz. Schwefelsiiure versetzt. Das ausgefallene Sulfat wurdc mit 
Alkohol-&her gewaschen und im Vak.-Exsiccator getrocknet; Schmp. 184' (Li t .17)  : 
Schmp. 186 187"). T)er Miwh-Schmelzpunkt rnit authent. Chinoxalin-sulfat war ohne 
Depression. 

2. Chinoxal in-oxala t  wurde durch Ftillung mit wii0r. Oxalsiure erhalten; Schmp. 
182" (LitJ5: 169'). Dcr MiRch-Schmelzpimkt mit dem ails reinem Chinoxalin erhaltenen 
Oxdat war ohne Depression. 

3. F a l l u n g  rnit Tetrachlor jodsi iure:  Durch Versotxen von 0.5 g der Verbindung, 
geliist in 2 ccm konz. Salzsiiure, mit 20 ccm Tetrachlorjodsiiure wurden gelbe Kristalle 
erhalten, dic aus Essigrriiure iind wenig TetrachlorjodsZiure uinkristalli~iert wurden; 
Schmp. 131" (Lit.18): Schmp. 125-130'). 
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10% E l  Sayed Amin und Erich Hecker: Trennung der 4-Nitro-azo- 
benzol-carbonsaure- (4) -ester von Alkoholen durch Verteilung und 

Chromatographie 

[Aus dem Max-Planck-Inatitut €iir Biochemic und dcm Physiologisch-Chemischen 
Institut der Universitiit, Tubingen] 

(Eingegangen am 12. November 1955) 

Die farbigen und gut kristallisierenden 4'-Xitro-azobernol-carbon- 
siiure-(4)-ester von Alkoholen lassen sich durch Craig-Verteilung und 
durch Vehilungschromatographie auf Kieselgur-Stiulen trennen. Als 
Lijsnngsmittelsysteme eignen sich Kohlenwasaerstoffe mit Nitro- 
mcthan und Dimethylformamid in verschiedenen Mengenwrhtilt- 
niclsen. Zur Trennung der Ester niedriger Alkohole bis n-Octanol 
wird der Kohlenwasserstoff ab mobile Phase verwendet, wiihrend 
bei der Trennung dcr Ester hoherer Alkohole der Kohlcnwasserstoff 
als stationare Phase dient. Der Trenneffekt in Abhiingigkeit von der 
Zusammensetzung des Losungsrnittelsystems und des 211 trennenden 
Gemisches wurde untersucht. 

Im Zusammenhang mit Untersuchungenl) uber den Sexuallockstoff des 
Seidenspinners (Bombyx mori L.) gilt umer Interesse der Trennung und ISO- 
lierung der Komponenten von Alkoholgemischen. Wir haben vor kurzem die 
_~ 

17) 0. HinRberg, Ber. dtsch. chem. Des. 17,320 [1884]. 
18) F. D. C h a t t a w a y  u. W. G. H u m p h r e y ,  J. chem. SOC. [I~mdon] 1989,649. 
1) A. B u t e n a n d t ,  Naturwiss. Rdsch. 8, 457 [1955]. 
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4'-Nitro-azobensol-carbonsiiure-(4)-ester von Alkoholen beschrieben2), deren 
intensive Eigenfarbe die Trennung von Gemischen durch Verteilung und 
Chromatographie erleichtert, wahrend ihr hoher Schmclzpunkt fur die Rein- 
gewinnung der getrennten Ester von Vortcil ist. 

Die Trennung von farbigen Derivaten der homologen Alkohole und von Terpen- 
alkoholen durch Adsorptionschromatographie ist schon mehrfach versucht worden (2. B. 
1. c."")). Meist lieBen sich, sowohl an Aluminiumoxyd als auch an Silicagel, nur die 
Derivate der niedcren Alkohole trennen. Fiir die Derivate der hoheren Alkohole ereies 
sich der Trenneffckt ah nicht augreichend. Auoh uns ist es nicht gelungen, die 4'-Xitro- 
azobenzol-carbonsiiure- (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 enielt werden. Durch Verteilungschromatogphie sind kurz- 
lirhg) auch die niedrig schmelzcnden 4-Dialk~lamino-3.5-dinitro-benzoesaure-cster \-on 
Alkoholen getrennt worden. 

Ver t e i lungsve rha l t en  d e r  4 ' -Nitro-azobenzol-  
ca rbons  a u r e -(4) -e s t e r 

Die Verteilungsisothermeii der Ester in den verwendeten Losungsmittel- 
systemen sind innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmungsmethodel O) bis zu 
vcrhaltnismafiig hohen Konientrationen linear. In  Tafel 1 sind die Vertei- 
lungskoeffizienten K und dic Trennfaktoren p einiger Ester fiir verschiedene 
Systeme wiedergegeben: Die groaten Trennfaktoren werden im Systcm a er- 
hnlten, dessen KapazitLt jedoch gering ist. Mehr Substanz wird gelost, wenn 
inan System a TXmethylformamid (System b), Xylol (System c) oder Chloro- 
form (System d) zusetzt. Wie auf Grund der friiher") aufgezeigten Kegeln zu 
erwarten war, wird der Trennfaktor p durch diese Zusatze erniedrigt. 

Die Trennfaktoren zweier Ester, deren Alkoholrestc sich urn 2 bzw. 4 C- 
Atome unterscheiden, sind verhaltnismafiig klein (Tafel 1). Es lassen sich da- 
her durch Craig-Verteilung mit wenigen Verteilungsschritten (n 5 30) nur die 
Ester der niederen Alkohole trennen, wie man auf Grund der Trennfunktion 
den Verfahrens leicht abschatzen kann1O). Als Beispiel ist in Abbild. 1 die par- 
t i d e  Trennung des 4'-Nitro-azobenzol-carbonsaure-(4)-athyl- und -n-hexyl- 
esters durch Craig-Verteilung in System c wiedergegeben. 

z, E. Hecker ,  Chem. Ber. 88,1666 [1955]. 
3, M. R. Craw u. M. D. S u t h e r l a n d ,  Univ. Queenslant1 Papers, Dept. Chem. 1, 

4, J. B. D a v e n p o r t  u. M. D. S u t h e r l a n d ,  Univ. Queensland Papers, Dcpt. Chem. 

5, S. Masuyama,  J. chem. Soc. Japan, pure Chem. Sect. [Nippon Kagaku Zassi] 70, 

K. A. J e n s e n ,  F. Limborg  u. W. M. Sols tad ,  Acta chem. scand. 4,392 [1950]. 
7,  P. A. S. S m i t h ,  D. R. B a e r  u. S. N. Ege ,  J. Amer. chem. SOC. 76,4566 [1954]. 
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b 
Cyclohexan (lo)/ 
Nitromethan(5) 
Dimethylform- 

amiri(5) 

TItfel 1 . V er t e i  1 u ng s k oe f fi z i en  t e n K e i n ig  e r 4'- N i t  r o - a z o b e nzo 1 - car h o n  sii u re - 
(4)-ester  bei 22*2' 

Die Trennfaktoren p gelten fur untereinander stehende Ester (p 2 1) 

C 

Cyclohexan (8) 
Xylol(2)/ 

Nitromethan( 10) 

Liisungsmittel- 
Rysteme 

I 
Ester mit 

a 
Cyclohexan/ 
Nitromethan 

hithanol 
n-Butenol 
n- Octanol 
n-Dodecanol 

alkohol 

Cholesterin 

Kapazitat*) 
in mg 

Myristyl- 

(ktylalkohol 

- - 
Oe20 2.15 
0'43 2.51 
1.08 

0'14 1.92 
OS2' 4.36 

4.31 4.70 
2.74 

12.86 

29 
- -  

o.26. 1.85 
0-48 3.12 
1'50 3.15 4.72 

6.4 

*; h e z o p n  auf Crtylestrr bpi e i n m  

, 

1.44 I 1.75 

1.52 I 1.65 
- 2'36 1.25 

2.95 

9.8 I 12.9 

himenrprlii i lt i~is vnn V - 5 / 5 .  

d 
>yclohexan( LO)! 
Chloroform (2) 

Nitromethan(8) 

K P  

0.25 

''I3 3.11 3.51 
1.71 

- - 

6.c)o 1.64 
9.85 - 

19.4 

Die erforderliche hohe Za.hl von Verteilungsschritten liiBt sich mit einer 
vielstufigen Verteilungsbatterie oder - mit Mikromengen - durch Verteilungs- 
vhromatographie erzielen. 

5 10 15 20 2G 
Fmkt-L- 

Abbild. 1. Trennung von je 50 mg 4'-Nitro-azobenzol-c1trbonaiiure-(4)-iithpl- (K = 0.24) 
und -n-hexylester (K = 0.80) in System c (Tafel 1). Volumenverhiiltnis V = 3/3, Methode 
der einphaaigen Entnahme mit n = 30 Verteilungsschritten. Temperatur: 21". ( X-X-X)  

experimcntelle Kurve, ( - - - - . - - -a)  nach 1. c.I0) berechnete Kurve 

Ver t e i l u  ngs c h r o m a t  o g r  a p  h i  s c h e Trennung der  4'-Ki t r o - az o b enz 01 - 
ca rbonsaure - (4 ) -e s t e r  

Als Tragermaterial wurde fiir die stationiire Phase bei allen Versuchen 
Kieselgur verwendet, die niedrigmolekulare Substanzen praktisch nicht adsor- 
biert. tn einer ersten Versuchsreihe konnte deshalb von dem in Tafel 1 wieder- 
gegebmcn 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 auiu8eren Bedingungen auch in den 
Systemen 2, 3 und 4 (Tafel 2) chromatographiert, wobei Cyclohexan stets als 

r 

I 
I 

\\ 
'L 

FraM-NL - 
Abbild. 2. Chromatographiache Trennung 
eines Gemisches aus jo 1 mg d'-Nitro-am- 
benzol-mrbonsiLure - (4) - n - butyl- (I), -A- 
octyl-(11) und -n-dodecylester (III) in 
S-ystem 1 (Tafel2) mf einer S&ule au8 

20g Kieeelgur 

n 
\: 
i i r  

i i  

Frakt#-- 

Abbild. 3. Chromatographische Trennung 
ekes Gemisches aus je 1 mg 4'-Nitro-azo- 
benzol- Cerbonsiiure - (4) - n - butyl- (I), -n- 
octyl- (11) und -n-dodecylester (111) in 
System 4 (Tafel 2) auf einer Siiule aus 

20 g Kieselgur 

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

Fur weitere Untersuchungen wurde die Zusammensetzung der mobilen 
Phase variiert und die stationare Phase von System 4 beibehalten (Tafel 2, 
System 5 bis 10). Ah Testgemisch fur diese Systeme diente eine Mischung von 
Dodecyl- und Cholesterinester. Es zeigte sich, daB der Trenneffekt mit stei- 
gendem Molekulargewicht der mobilen Phase bis einschliel3lich Nonan (Sy- 
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1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 

Tafel2. Losungsmi t te l sys teme z u r  Ver te i lungschromatographie  

Cyclohexan (150)/Nitromethan(30) 
Cyclohexan (150)/N'itromethan( 32), Dimethylformamid( 8) 
Cyclohexan(150)/Nitromethan(ZO), Dimethylforrnamid(20) 
Cyclohexan (150)/Nitromethan( 10). Dimethylformamid( 30) 
Heptan( 150)/Nitromethan(lO), Dimethylformamid(30) 
Octan( 150)/Nitromethan( lo), Dimethylformamid(30) 
Nonan(l50)/Nitromethan(lO), Dimethylformamid(30) 
D e a n (  lM))/Nitrornethan( lo), Dimethylformamid(30) 
Nonan(75), Paraffino1(76)/Nitromethan(lO), Dimethylformamid(30) 
Parafho1(150)/Nitromethan (lo), Dimethylformamid (30) 
Paraffinol( 20) /Dimethylformamid (120), Nitrome than (40) 
Nonan(30)/Nitromethan( 120) 

SystemNr. I Zusammensetzung* 1 

Versuchsreihe ist in Abbid. 4'die Tren- 
nung des Testgemisches in System 7 
wiedergegeben. 

Bei den bisher beschriebenen Versu- 
chen wurde stets die leichtere Phase des 
Llisungsmittelsystems 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 s ta t ionl i r  ge- 
macht wurde. In System 11 (Tafel 2) 
lieB sich das Testgemisch aus Dodecyl- 
und Cholesterinester durch Chromato- 
graphie mit umgekehrten Phasen quan- 
titativ trennen. 

Zur Gewinnung hydrophoben Trager- 
materials wurde Kieselgur necheinander mit 
Dilmpfen von I)ichlor-dimethylsilan und mit 
Wawr behandelt"). 

Wenn auf die Isolierung miner Ester 
Wert gelegt wid ,  ist der Gehalt des 

Fmkt-NI. --- 
Abbild. 4. Chromatographiache Trennung 
eines Gemisches aus je 0.6 mg 4'-Nitro- 
azobenzol- carbonsiiure- (4)-n-dodecyl- (I) 
und -cholesterinester (11) in System 7 . 
(Tafel2) auf einer Saule aus log KieRelgur 

Systems 11 an Paraffin01 von Nachteil. I n  weiteren Versuchen konnte schlieB- 
lich das System 12 ermittelt werden, das nur aus Ahchtigen Komponenten 
besteht und eine noch bessere Trennung des Testgemisches als System 11 lie- 
fert (Abbild. 5 s. s. 700). 

l*) G.  A. Howard  u. A. J. P. Mar t in ,  Biochem. J..18,532 [1950]. 
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Die gesammelten Erfahrungen ermoglichten erstmalig die Isolierung eines 
weitgehend einheitlichcn. kristallisierten 4'-Nitro-azobenzol-carbonsaure-(4)- 

0125 

OM5 

I 
FmktAk - 

Abbild. 5. Chromatographkche Trennung 
eines Gemisches trus je 0.4 mg 4'-Nitro- 
azobenzol -carbonsilure- (4)-n-dodecylester 
(11) und -chdestminester (I) in System 12 
(Tafel2) auf einer Siiule aus 8 g silikonier- 
ter Kieselgur. Verteilungskurve I wurde 

nicht vollstiindig gemessen 

esters des Sexuallockstoffes des Seiden- 
spinners I). 

Hrn. Prof. B u t e n a n d t  danken wir 
henlich fiir die grohugige Forderung die- 
ser Arbeit. 

Beschreibung der Versuche 

Zur Craig-Vertei.lung wird die bereit 
friiher lo) beschriebene Verteilungsbatterie 
herangezogen. Die Verteilungakmftizienten 
(Tafel 1) sind gravimetrisch beetimmtlO). Zur 
Nessung der Kapazitiit eines fisungsmittel- 
systems werden 30 mg des Cetylesters mit je 
5 ccm der Ober- und Unterphaae 15 Min. ge- 
schuttelt und - nach Sedimentieren unge- 
losten Esters - aliquote Teile der beiden 
Phasen in einem gewogenen Kiilbchen ein- 
gedampftlo). Aus dem Trockengewicht wird 
der Substanzgehalt des Liisungsmittelsystems 
fiir ein Volumcnverhiiltnis von V = 5/h be- 
rechnet. 

Die Saule fur die Ver te i lungschro-  
m a t o g r a p h i e  bereiten wirineiner a. 40cm 
langen Glasrohre mit 2 bzw. 3 cm lichter 
Weite, die unten mit Glasfrittc: (G 1) und 
Hahn und oben mit einem SchW versehen 
ist, der ein kugelformiges VorratsgefaB (Pas- 
sungsvermogen 250 bzw. 500 ccm) aufzu- 
stecken erlaubt. Die Siiule mit 2 cm Durch- 
messer wird im folgenden ala ,,kleine", die 
rnit 3 cm Durchmesser als ,,grab" Siiule be- 
zeichnet. Zum Stopfen der Kieselgur dient 
eine perforierte Platte aus V 2A-Stahl (Roh- 
rungen 1 mm), die an einem Stahlstab hart- 
verlotet ist und demn Durchmesser nicht 
wesentlich kleiner als der Durchmesser der 
jeweiligcn Siiule sein soll. 

T r a g e r m a t e r i a l  u n d  Losungsmi t te l  
Zur einfachen Verteilungschromatographie 

wird Kieselgur  (Merck, DAB 6) geeiebt 
(Maschenweite 0.1 mm) und, wie unten be- 
schrieben, nut stationiirer Phase beladen. 

Zur Verteilungchmmtogiaphie mit umgekehrten Phasen wird s i l ikonier te  Kiese l -  
gur  hergestellt. 250g gelliebte Kieselgur  werden bei 110' getrocknet und in einem 
Exsiccator 3 Tage uber 40 ccm Dichlor -d imethyls i lan  bci 30" unter Mufigem Durch- 
mischen aufbewahrt. Danach wird mit 3 Portionen dest. Wasaer bchandelt und die auf 
der Wasseroberfliiche schwimmende Substanz gesammelt, rnit Methanol bis zur neutralen 
Reaktion gewaschcn und bei 1 loo getrocknet. 

AUe Liisungsmittel werden durch Destillation gereinigt. 



Fodor ,  f i t v o s  701 
. - .-. 

Nr. 3/1956] 
-~ 

Hers te l lung  d e r  Kiesc lgur -Saulen  
Die begrenzt mischbaren Lijsungsmittel .werden durch kriiftiges Schutteln bei Zimmer- 

temperatur gegeneinander abgesiittigt. Nach litngerem Stehenlassen trennt man die 
beiclen Phasen. Meist kommen 150 ccm der mobilen und 40 ccm der stationaren Phase 
zur Anwendung. 

Zur Fiillung der kleinen Saule werden 10-20g Kieselgur bzw. 8-log silikonierte 
Kieselgur mit dem gleichen Gewicht stationlrer Phase gut vermischt und im verschlos- 
senen Kolben 24 SMn. bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Fur die p C C :  Siiule wird die 
doppelte Menge Kieselgur bzw. silikonierte Kieselgur wie bcschrieben priipariert. Das 
mit stationiirer Phase gesattigte Tragcrmaterid wird in der mobilen Phase suspendiert. 
die Suspension in die SLule gegossen und dort durch rasches Auf- und Abbewegen des 
Stopfcrs homogenisiert. Dabei ist darauf zu achten, daD keinc Luftblaaen in die Suspen- 
sion eingeschleppt werden. Nach dem Ablassen der mobilen Phme wird daa Triigermate- 
rial mit dem Stopfer in nicht zu kleinen Portionen festgepre8t. Wenn noch eine Fliissig- 
keit,sschicht von ca. 1 mm uber der Saule steht, ist sie betriehsfertig. 

Ails f u h r  u ng e in  e r chroma t ogrtt p his  c he n Tr e n  n u ng 
Das Eskrgemisch (0.5 bis 3 mg) wird, in 1-2 ccm der mobilen Phasc gelost, auf die 

Saule gebracht. Die Losung sol1 weder iibersatti@ sein noch ungelostc 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 Siiule geben. Da die Ester intensiv farbig sind, 
kann man die Auftrennung des Gemisches beobachten und auch R-Werte xnessen, wenn 
man cine Bezugwubstanz mitlaufen 1al)t. Die mobile Phase wird mit Hilfe eines E'rrtk- 
tionssammlers in 1-ccm-Fraktionen aufgefangen und ihre optische Dichte - gegebenen- 
falls nach Verdunnung - im Elektrophotometer Eppendorf bestimmt. 

Dic eingesetzten Substanzrnengen wcrden praktisch quantitativ von der Seule eluiert. 
Die beschriebenen Verteilungsslulen sind stabil und konnen jeweils fur drei Trennun- 
gen benutzt werden. Das Retentionsvolumen fur dieselbe Substanz wird bei jeder 
Riederholung einer Trennung auf derselben Situle etwas kleiner. 

103. GBbor Fodor und LBsz16 Otvos: Die Naurnstruktur der Amino- 
desoxyzucker, 11. Mitteil. : Die Konstellation des D- Glucosamins *) 

I Ads dem Organisch-('hemischen Institut der Univemitilt Szeged, Ungarn] 
(Eingegangen am 29. Oktober 1955) 

. ~-;ithyl-3.4.6-triactyl-D-glucosaminid zeigte , in verschiedenen 
(auch hydroxylfreien) Losungsmitteln eine bedeutende Linbver- 
schiebung- der [a],,-Werte. Auf Grund der Imlierung von P-Athyl- 
M-acetyl-4.6-diacetyl-glucosatninid aus rliesem Gemisch wurde der 
Vorgang als eine O3 +N-Acylwanderung crkannt. 

Die Lage der freigesetzten OH-Gruppe wurde gleichfells experi- 
mentell bewiesen. Daraus folgt, daB C3-OAc und C2-N&, obwohl sie 
trans-stiindig zueinander ,- dennoch beide aquatorial gebunden sind, 
woraus zugleich auf die C1-Konstellation (,,conformation") deR gan. 
zen Pyranosid-Ringes von Glucosaminiden geschlossen werden kann. 

In friiheren Arbeiten wurde die Stereospezifitiit der Acylwanderungen 
N -+ 0 erkannt und zum Konfigurationsbeweis von zahlreichen epimeren I .2- 
-. 

*) I. (vorliiufige) Mitteil.: Acta ahim. Amd. Sci. hung. 5,205 [1954]. 
Chemische Berichte Jahrg. 89 i 6  




