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4-Nitro-azobenzol-carbonsaure-(4)-ester ungesattigter Alkohole lassen sich 
mit Kaliumpermanganat in Aceton in Mengen bis zu 1 mg derart spalten, d a D  
nur Doppelbindungen des Alkoholrestes angegriffen werden. Die Spaltprodukte 
konnen getrennt und durch Papierchromatographie identifiziert werden. In 
vielen Fallen ergibt sich daraus die vollstandige Konstitution des Alkoholrestes. 
Es werden 4'-Nitro-azobenzol-carbonsaure-(4)-ester ungesattigter Alkohole sowie 
von w-Hydroxysaure-methylestern und w-Hydroxyketonen beschrieben und 
Systeme zur papierchromatographischen Trennung von 4'-Nitro-azobenzol- 

carbonsHure-(4)-estem angegeben. 

4'-Nitro-azobenzol-carbonsaure-(4)-chlorid 1) hat sich als Reagenz zur Charakteri- 
sierung und Aquivalentgewichtsbestimmung von Alkoholen vielfach bewahrt 2-5), und 
vor kurzem gelang die Reindarstellung des ersten Sexuallockstoffes aus dem Insekten- 
reich - des konjugiert ungesattigten Hexadecadienols Bombykol des Seidenspinners6.7) 
- als 4'-Nitro-azobenzol-carbonsaure-(4)-ester. Da sich von Wirkstoffen dieses Typus 
haufig nur sehr geringe Mengen isolieren lassen, ist ein Verfahren wunschenswert, das 

1) E. HECKER, Chem. Ber. 88, 1666 [1955]; E. S. AMIN und E. HECKER, Chem. Ber. 89, 

2) A. BUTENANDT und NGWEN-DANG TAM, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 308, 277 

3) A. BUTENANDT und H. REMBOLD, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 308, 284 (1957. 
4) F. LYNEN und Mitarbb., Aagew. Chem. 71, 657 119591. 
5) L. A. WITTING und J. W. PORTER, Biochem. Biophys. Res. Comm. 1, 341 [1959]. 
6) A. BUTENANDT, Natunviss. Rdsch. 8, 457 [1955]; Nova Acta Leopoldina, N. F. 17, 445 

[1955l; E. HLCKER, Proc. X. Internat. Congr. Entomology 2,293 [1956/58]; Angew. Chem. 68, 
683 [1956]. 

7 )  A. BUTENANDT, R. BECKMANN, D. STAMM und E. HECKER, Z. Naturforsch. 14b, 283 
[1959]; A. BUTENANDT, R. BECKMANN, D. STAMM und E. HECKER, Hoppe-Seyler's Z. physiol. 
Chem. 324, 71,84 [1961). 
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die Konstitution der intensiv farbigen und gut kristallisierenden NABS-Ester *) 
ungattigter Alkohole mit moglichst geringen Substamengen zu ermitteln gestattet. 
Das f i i  die Konstitutionsermittlung des Bombykols entwickelte8) und rnit Erfolg 
verwendete7) Verfahren scheint uns von allgemeiner Anwendbarkeit und wird daher 
im folgenden ausfuhrlich beschrieben. 

Bei unseren Versuchen kam uns die Stabilitat des NABS-Restes gegen Oxydations- 
mittell) zustatten, und es lie13 sich zeigen, daO NABS-Ester ungesattigter Alkohole mit 
Pennanganat in trockenem Aceton oxydiert werden konnen, ohne da13 der NABS-Rest 
oder die NABS-Ester-Bindung angegriffen werden. Der Abbau verlauft nach folgen- 
dem Schema: 

0 

O z ~ ~ = N ~ ~ - O - c ~ , - [ ~ H ~ ~ - c O z H  - - I 

11 H02C-[CH2]y-C02H 
I11 HOzC-[CH&CH3 

Aus den Ansatzen la13t sich in jedem Falle ein durch den roten NABS-Rest markierter 
Ester (I) einer Hydroxysaure isolieren. Im Falle von isoprenoiden Alkoholen rnit 
geeigneter Lage der Doppelbindung waren entsprechend NABS-Ester von Hydroxy- 
ketonen zu erwarten. Daruber hinaus konnen auch die restlichen, bei der oxydativen 
Spaltung von NABS-Estem ungesattigter Alkohole erhaltenen Bruchstiicke (I1 und 
111) im Rahmen eines Trennungsganges erfa13t und papierchromatographisch identi- 
fiziert werden. 

Um den Substanzbedarf bei der Spaltung und dem anschlieaenden Trennungsgang 
auf weniger als 2 mg NABS-Ester reduzieren zu konnen, mu13 in einem geschlossenen 
System gearbeitet werden, damit man Substanzverluste durch Verdampfung und 
Benetzung vermeidet. Es werden daher alle Arbeitsgange in einer Hochvakuurnappa- 
ratur ausgefiihrt, wie sie ahnlich bei Synthesen radioaktiver Verbindungen ublich sind. 
Eine entsprechende Apparatur wurde in Anlehnung an die Angaben von M. CALVIN’?) 
aufgebaut und fur die besonderen Aufgaben abgeiindert und erganzt. Alle verdampf- 
baren Substanzen konnen in kurzer Zeit im kaltesten GefaB gesammelt werden. Im 
iibrigen sind die fur den Umgang mit Mikromengen erforderlichen VorsichtsmaDnah- 
men zu beachten 10). 

OXYDATIVE SPALTUNG UND TRENNUNGSGANG 

Die oxydative Spaltung wird mit insgesamt der lOOfachen Menge Kaliumperman- 
ganat in trockenem Aceton unter vollkommenem Wasserausschlu13 durchgefiihrt, 
um eine Spaltung der Esterbindung sicher zu verhindern. Man arbeitet in einem 

*) Die 4’-Nitro-azobenzol-carbonstiurs(4) wird im folgenden rnit NABS abgekilrzt. 
8) Dr. med. D. STAMM, Dissertat., Univ. MUnchen 1961. 
9 )  M. CALVIN, C. HEIDELBERGER, J. C. REID, B. M. TOLBERT und P. E. YANKWCH, Iso- 

10) N. D. CHERONIS, Micro and Semimicro Methods, in A. WEISSBERGER, Technique of 
topic Carbon, J. Wiley and Sons, Inc., New York 1949, S. 130 ff. 

Organic Chemistry, Vol. VI, Interscience Publishers, Inc., New York 1954. 
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Zentrifugenglas mit Schliff, das mit einem Kiihlfinger als RiickfluDkuhler versehen ist 
und dessen 6ffnung man mit einem Calciumchloridrohr verschlieot. Ein gleichm813iges 
Sieden des Reaktionsgemisches 1aBt sich trotzdes abgeschiedenen Mangandioxydhydrats 
erzielen,wennman die Apparatur im Glycerinbad auf 65" erwarmt undein Siedestabchen 
zugibt. Nach beendeter Reaktion liegt ein Gemisch der Spaltprodukte rnit vie1 Man- 
gandioxyd und Permanganat vor. Das Zentrifugenglas wird an die Hochvakuumappa- 
ratur angeschlossen und das Losungsmittel bei 2 x 10-1 Torr und bei Raumtemperatur 
in eine Spiralfalle rnit Auknkuhlung destilliert. Bei Verzweigungen des Alkoholrestes 
zu erwartende Ketone treibt man anschlieDend bei 3 x 10-3 Torr in eine zweite Kuhl- 
falle iiber. Der Ruckstand im Zentrifugenglas ist danach vollig trocken. 

Mit der Zugabe von Wasser miissen die dabei entstehenden Hydroxylionen neutrali- 
siert und moglichst gleichzeitig muD uberschiissiges Kaliumpermanganat zerstort 
werden. Dabei dad das Milieu jedoch nicht mineralsauer werden, weil dann mogkher- 
weise vorhandene Oxalsaure durch Kaliumpermanganat zerstort wurde. Das Verfah- 
ren der Wahl ist die Zugabe einer waDrigen Losung von Ameisensiiure. brschussige 
Ameisenstiure und vorhandene Spaltsauren werden anschlieknd mit Kaliumcarbonat 
neutralisiert. Shtliche Spaltsauren (gegebenenfalls Monocarbon-, Dicarbon- und 
Ketosauren) rnit Ausnahme der NABS-Ester-Slure liegen dann als Anionen gelost 
vor. Man zentrifugiert das Gemisch aus Mangandioxyd und dem unloslichen Salz 
der NABS-Ester-Saure ab, extrahiert das anfallende Sediment noch zweimal rnit 
Kaliumhydrogencarbonatlosung, suspendiert es in 0.2 n HzSO4 und leitet zur A d o -  
sung des Mangandioxyds Schwefeldioxyd ein. Danach liegt die freie NABS-Ester- 
Saure als feinflockiger, roter Niederschlag vor, den man abzentrifugiert und zur Trockne 
lyophilisiert, in Methylenchlorid aufschwemmt und rnit Diazomethan verestert, da 
sich die freien Sauren als recht instabil erwiesen haben. Man chromatographiert den 
erhaltenen NABS-Ester eines Hydroxysaure-methylesters auf Aluminiumoxyd und 
identifiziert ihn durch Papierchromatographie im System Decan (3)/Pyridin (2). 

Eine Probe des Zentrifugations-Ubersfandes aus dem Oxydationsansatz wird 
lyophilisiert und durch Zugabe von 2.4-Dinitrophenylhydazin-Reagenz auf Anwesen- 
heit von Ketosciuren gepriift. Fallt die Probe positiv aus, so wird der gesamte Ansatz 
durch dieselbe Behandlung von Ketosauren befreit. Falls keine Ketosauren entstanden 
sind, siiuert man rnit 1 n H2S04 an und treibt die Monocurbonsuuren mit Wasserdampf 
iiber. 

Da Fettsauren mit mehr als 8 C-Atomen sich an kUhleren Stellen iiblicher Destillations- 
apparaturen kondensieren und somit nicht quantitativ im Destillat erscheinen, wurde die 
Apparatur von R. MARKHAM") zur quantitativen Mikrodestillation von NH3 zweckmPDig 
rnodiflziert, so daB alle Teile zwischen Destillierkolben und Kondensationsstelle von einem 
Dampfmantel umgeben sind; die mit einem Glasstopfen verschlossene &hung gestattet das 
Herausspulen von Kondensaten aus dem KUhler. Mit dem Gerat lassen sich alle Monocar- 
bonsfuren bis einschlieDlich Palmitinsfure quantitativ im Destillat auffangen. 

Dicarbonsciuren verbleiben im Ruckstand der Wasserdampfdestillation, der mit 
1 n Na2C03 neutralisiert und anschlieknd lyophilisiert wird. Die Abtrennung der 
Dicarbonsiiuren von den grokn Mengen anorganischer Salze, die die anschlieknde 

11) Biochem. J. 36, 790 [19421. 
125' 
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Papierchromatographie storen wiirden, gelingt nach Aufnahme des Trockenriickstandes 
in 5 n H2SO4 durch Ausschutteln mit Ather. Der Trockenruckstand der Atherextrak- 
te wird in die Ammoniumsalze iibergefuhrt. Zur Trennung und Identifizierung von 
Oxal- und Malondure wird das System Propanol-( 1) (60)/konz. Ammoniak (40)lZa), 
fur Bernstein- bis Sebacinsaure das System khanol(80)/16-proz. w a h .  Wthylamin 
(20) verwendet. 

Das die Monocarbonsauren enthaltende Wasserdampfdestillat wird zur Zerstorung 
von Ameisensaure mit n/ lo  KMn04 in natriumcarbonatalkalischer Losung titriert, vom 
Mangandioxyd abzentrifugiert und lyophilisiert. Durch eine erneute Wasserdampf- 
destillation befreit man von anorganischen Salzen, bestimmt den Gehalt des Destillats 
durch Titration mit n/lo NaOH und lyophilisiert zur Trockne. Die Salze der Sauren 
werden unter Kiihlung in wenig 1 n H2SO4 aufgenommen, rnit Dioxan versetzt und 
der Losung das Wasser mit Natriumsulfat entzogen. Man verestert die in Dioxan 
gelosten Sauren mit Diazomethan und uberfiihrt die Methylester in die Hydroxam- 
sauren 13). Hydroxamsiiuren unverzweigter Monocarbonduren werden im System 
Amylalkohol (40)/Eisessig (10)/Wasser (40) 1 4 ,  Hydroxamssluren unverzweigter hohe- 
rer Monocarbonsauren im System Essigester (1 2)lTetrahydrofuran (70)/Wasser (94)/ 
Eisessig (9) und Hydroxamssluren methylverzweigter Monocarbonfiuren im System 
n-Octanol(75)/ Wasser (75)/Ameisensaure (25)/n-Heptan ( 5 )  getrennt und identifiziert. 

UBERPRUFUNG DES VERFAHRENS A N  MODELLSUBSTANZEN 

Oxydation und Trennungsgang wurden durch Abbau einiger bekannter Modell- 
substanzen iiberpriift. Man ging dazu aus von je 1 -- 2 mg der Ester und erhielt die in 
Tab. 1 zusammengestellten Produkte. 

Tab. 1. obersicht uber die bei der Oxydation einiger Modell-NABS-Ester erhaltenen Spalt- 
produkte 

Ausgangsmaterial Spaltprodukte 

Monocarbon- Keton NABS-Ester 

von 
NABS-Ester eingesetzt des Methylesters Dicc;:m- 

saure von mg 

Crotonal kohol 2 Glykolsaure - Essigslure - 
Hexen-(3)-ol-( I )  2 9-Hydroxy- - Propionslure - 

Petrosilinalkohol 2 w-Hydroxy- .- Laurinsaure - 

Sorbinol 1 Glykolsaure Oxalsaure Essigsaure - 
Linolalko hol 2 w-Hydroxy- Malonsaure Capronslure - 

I w-H ydroxy- - Capronslure - 

propionsiure 

capronsaure 

nonanshre 

nonanslure 

nonansaure 
Liolenal ko hol 1 w-Hydroxy- Malonsaure Propionsaure - 

Famesol 1 Glykolsaure - - Aceton 

12) a) F. A. ISHERWOOD und C. S. HANES, Biochem. J. 55, 824 [1953]; b) A. G. LONG. 
J.  R. QUALE und R. J. STEDMAN, J. chem. SOC. [London] 1951, 2197. 

13) F. MICHEEL und H. SCWEPPE, Angew. Chem. 66, 136 [1954]. 
14) A. R. THOMPSON, Austral. J. sci. Res., Ser. B 4, 180, 285 [1951]. 

.- 
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Bei der Oxydation der NABS-Ester der gepruften Alkohole sind die erwarteten 
NABS-Ester der o-Hydroxyslure-methylester und die Monocarbonduren auch bei 
Anwendung von nur 1-2 mg eindeutig nachweisbar. Da Essigsaure durch Oxydation 
des Acetons fast immer in kleinen Mengen entsteht, kommt deren Nachweis bei der 
Spaltung der Ester des Crotonalkohols und des Sorbinols keine Signifikanz zu. Die 
beim Sorbinolester zu erwartende Oxalslure laSt sich unter den Bedingungen des 
Abbaus einwandfrei nachweisen. 

Der Nachweis der beim Vorliegen von Divinylmethangruppierungen erwarteten 
Malonsaure, z. B. im NABS-Ester des Linolalkohols, gelingt nicht, wenn nur 1 mg 
des Esters eingesetzt wird, sie 11Rt sich aber bei Oxydation von 2 mg des Esters unter 
sonst gleichen Bedingungen einwandfrei erfassen. Dementsprechend lindet man Malon- 
dure bereits bei Oxydation von 1 mg NABS-Ester des Linolenalkohols, aus dem die 
doppelt molare Menge Malondure zu erwarten ist. 

Die Schwierigkeiten des Nachweises von Malonsaure bei der Oxydation von Divinyl- 
methangruppierungen mit Kaliumpermanganat in Aceton sind bekannt. In Flllen, in denen 
nach Angaben der Literatur15.16) keine Malonslure gefunden wurde, lLBt sich nicht rnit 
Sicherheit sagen, ob sorgfiiltig auf WasserausschluI3, d. h. neutrales Milieu, geachtet wurde. 
Auch erscheint zweifelhaft, ob die Empfindlichkeit der Nachweismethoden den von uns 
verwendeten vergleichbar war. Bei Oxydation mit Kaliumpermanganat in Eisessig ist Malon- 
slure nachgewiesen worden 17). Anstelle zu erwartender Malonslure wurde auch Oxalsiiure 
gefundenls~l6), ein Befund, den wir in anderem Zusammenhang besttitigen konntenlp). Da 
sich das Vorliegen konjugierter Doppelbindungen bereits vor der Spaltung a d  UV-spektro- 
photometrischem Wege sicher ausschlieBen IlBt,  kann in solchen Fiillen das Auftreten von 
Oxalsaure bei der Spaltung selbst als Hinweis auf ein Divinylmethansystem gewertet werden. 

Im Falle des NABS-Esters von Farnesol wird lediglich der NABS-Ester des Glykol- 
saure-methylesters isoliert, da sich die zu erwartende J2vulinshu-e unter den Bedin- 
gungen der Reaktion nicht fassen lBDt 19). Das zu erwartende Aceton ist nicht nach- 
weisbar, da es in goRem UberschuB als Losungsmittel dent. 

Diese Modellversuche und ihre Anwendung zur Konstitutionsermittlung des Bom- 
bykolsle*) zeigen, daR das Verfahren durch Abbau von NABS-Estern ungdttigter 
Alkohole weitgehende Einblicke in die Konstitution des Alkoholrestes ermoglicht. Die 
dazu erforderlichen Substanzmengen sind kleiner als die fur eine ubliche CH-Mikro- 
analyse benotigten, die gewonnenen Informationen sind aber in giinstigen Fallen 
umfassender. So ist eine Elementaranalyse nicht unbedingt erforderlich, wenn sich 
alle zu erwartenden Spaltprodukte nachweisen lassen. Ihre Vollziihligkeit lafit sich 
durch das vor der Spaltung der NABS-Ester auf spektrophotometrischem Wege 
verlustlos zu ermittelnde Molekulargewicht 1) leicht kontrollieren. Selbst wenn als 
einziges Spaltprodukt nur der NABS-Ester eines Hydroxydure-methylesters oder 
der NABS-Ester eines Hydroxyketons erhalten wird, kann bereits die Identifizierung 
dieses Bruchstucks in Kombination mit dem spektrophotometrisch bestimmten Mole- 
kulargewicht des Ausgangsmaterials wertvolle Hinweise auf dessen Konstitution geben. 

15) K. S. MARKLEY, Fatty Acids, Interscience Publishers, Inc., New York 1947, S. 406-410. 
16) D. T. MOWRY, W. R. BRODE und J. B. BROWN, J. biol. Chemistry 142, 679 [1942]. 
17) A. T. JAMES und J. WEBB, Biochem. J. 66, 515 [1957]. 
18) A. BUTENANDT und Mitarbb.. Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem., im Druck. 
19) M. KERSCHBALIM, Ber. dtsch. chem. Ges. 46, 1732 [1913]. 
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Da sich ungeattigte Fettsauren mit Lithiumaluminiumhydrid quantitativ in die 
entsprechenden primaren Alkohole uberfuhren lassen, ist das beschriebene Verfahren 
auch zur Konstitutionsermittlung ungedttigter Carbonsauren geeignet 18). 

Fur wertvolle technische Assistenz haben wir Frau U. WOLF und Herrn M. MULLER herzlich 
zu danken. Die DEUTSCHE FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT, die SCHERING AG, Berlin, die FARBEN- 
FABRIKEN BAYER, Leverkusen, und die DEUTSCHE HOFFMANN-LA ROCHE AG, Grenzach, 
haben diese Arbeit in dankenswerter Weise unterstiitzt. 

BESCHREIBUNG D E R  VERSUCHE 

Die Schmelzpunkte werden, wenn nicht besonders vermerkt, auf der Heizbank nach KOFLER 
bestimmt. Mikroanalysen sind von Dr. A. SCHOELLER, Kronach (Ofr.), und von A. BERN- 
HARDT, Mulheim (Ruhr), ausgefiihrt. Es wird stets Aluminiumoxyd der Firma WOELM, Esch- 
wege, verwendet. 

Modellsubstanzen 
Ungesafrigte Alkohole: Crofonalkohol wird durch Reduktion von reinem Crotonaldehyd rnit 

Lithiumalanat gewonnen. Hexen- (3)-ol-  (I)  verdanken wir der Firma POLAK & SCHWARZ, 
GmbH., Emmerich (Rhein), Pefrosilinalkohol wird durch Reduktion von Petrosilinsaure 
(A6-Octadecan-carbonsBure-(l), Schmp. 3 1 ") mit Lithiumalanat dargestellt. Der Alkohol 
destilliert bei 65"/0.8 Torr als klare farblose Fliissigkeit. Die Ausgangssaure wird aus Peter- 
siliensamen ndch s. H. BERTRAM 20) isoliert und gereinigt. Linol- und Linolenalkohol werden 
aus den entsprechenden reinen Sauren (Fluka) durch Reduktion rnit Lithiumalanat gewonnen. 
Farnesol wurde von der Firma Fluka bezogen. 
w-Hydroxycarbonsaure-mefhylesfer: Die Methylester werden aus den entsprechenden Sauren 

auf iibliche Weise dargestellt und durch Destillation gereinigt. Glykolsaure wird als Handels- 
praparat verwendet. p- Hydroxy-propionsaure wird durch Verseifung von Athylencyanhydrin21) 
dargestellt, o-Hydroxy-capronsaure wird in Analogie zur Darstellung von o-Hydroxy-cap& 
saure aus Sebacinsaure gewonnen 2 2 ) .  Zur Darstellung von a-Methyl-8-hydroxy-propionsaure- 
methylester geht man aus vom Diathylester der Methylmalonsaurea), den man in Analogie 
zur Vorschrift von F. M A R G U E R Y ~ ~ )  in das Mononatriumsalz uberfuhrt. Dieses wird in 
Diiithylenglykol-dimethylather (Diglyme) suspendiert und die Estergruppe rnit Natrium- 
borhydrid und Aluminiumchlorid selcktiv reduziert 25). 

o-Hydroxyketone: Hydroxyacefon wird nach Org. Syntheses 261, Bufanol- (1)-0?1-(3 J durch 
Reduktion von Acetessigester-athylenketal27) mit Lithiumalanat 28) dargestellt. Das Ketal 
wird durch Destillation gereinigt (Sdp.9 82-85"), rnit HCl gespalten und das Hydroxyketon 
erneut destilliert (Sdp.1 60-62.5"). Penfanol-(I)-on- ( 4 )  bereitet man nach N. D. ZELINSKY 
und E. F. DEN GIN^^). 

NABS-Ester: Die Ester (Tab. 2) sind im allgemeinen, wie bereits beschriebenl), dargestellt 
worden. Bei Estern ungesattigter Alkohole erwies sich Filtration iiber anionotropes Alu- 
miniumoxyd Akt.-St. IV als besonders schonend. Man kann solche Ester auf sehr milde Weise 

20) Thesis Univ. Delft 1928, S. 139. 
21) Org. Syntheses, 2. Edit., Vol. I, S. 321, Wiley Sons, Inc., New York 1948. 
22) A. GRUN und TH. WIRTH, Ber. dtsch. chem. Ges. 55, 2206 [1922], dort S. 2215. 
23) 1. c.21). Vol. 2, S. 279 11947. 
24) Bull. SOC. chim. France (3) 33, 542 [1905]. 
2 5 )  H. C. BROWN und B. C. SUBBA RAO, J. Amer. chem. SOC. 78,2582 [1956]. 

27) E. J. SALMI, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1803 [1938]. 
2 8 )  R. F. NYSTROM und W. G .  BROWN, J. Amer. chem. SOC. 69, 2548 [1947]. 
29) Ber. dtsch. chem. Ges. 55, 3355 [1922]. 

26) 1. c.21), VOl. 11, s. 5 [1947. 
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erhalten, wenn man analog der im folgenden fiir Farnesol gegebenen Vorschrift verflhrt 
(bearbeitet von R. BECKMANN): 173 mg (0.6 mMol) NABS-Chlorid werden in 20 ccm 
trockenem Benzol gelast und nach Abkiihlen auf 4" rnit 112 mg Farnesol(O.5 mMol) in wenig 
Benzol sowie 0.57 pl (0.7 mMol) trockenem Pyridin versetzt. Nach 48stdg. Aufbewahren 
im Kiihlschrank wird vom abgeschiedenen Niederschlag abfiltriert, dieser rnit Benzol ge- 
waschen und die vereinigten Filtrate iiber Natriumsulfat getrocknet. Man dampft die Lasung 
am Rotationsverdampfcr ohne auBere Erwlrmung vollsllndig zur Trockne und erwarmt den 
Riickstand mit 3 ccm feuchtem Nitromethan oder Aceton, um iiberschiiss. SBurechlorid zu 
zerstoren. Es wird vom Ungelbsten abfiltriert und das Filtrat 12 Stdn. im Kiihlschrank auf- 
bewahrt. Die abgeschiedenen Kristalle werden rnit eiskaltem LCisungsmittel gewaschen. Man 
crhalt 156 mg (66% d. Th.) NABS-E.ster des Famesols, Schmp. 78 --8o"; der Schmp. erhtiht 
sich durch Umkristallisieren auf 85  -86". 

w-Hydroxy-nonansdure-methylester wird durch oxydative Spaltung der NABS-Ester von 
Linol- und Linolenalkohol dargestellt, die NABS-Ester von o-Hydroxy-decansiiure-methyl- 
ester]) sowie von Sorbinoll) sind benits bekannt. 

Die in Tab. 2 zusammengefaDten Ester sind stabile Verbindungen, die sich bei Raumtempe- 
ratur beliebig lange unzersetzt halten. Eine Ausnahme stellen die Ester des Linol- und Linolen- 
alkohols dar, die in rohem Zustand einen intensiven Leinalgeruch aufweisen. Dieser ver- 
schwindet erst nach hiiufigem Umkristallisieren; die analysenreinen Priiparate sind geruchsfrei. 
Nach 2-wochigem Aufbewahren der Ester bei Raumtemperatur beginnen die Kristalle zu 
verkleben und der Leinblgeruch stellt sich, vermutlich durch Autoxydation. wieder ein. 

Papierchramatographie 
NABS- Ester von Alkoholen bis Cg, von w-Hydroxysaure-methylestern und von w-Hydroxy- 

ketonen: Unmittelbar vor der Ausfiihrung der Trennung werden Streifen von SS 2043 b 
(acctyliert, 20--25% Acetyl) 30 Min. bei loo" getrocknet und ndch Abkiihlen auf Raum- 
temperatur zur Chromatographie verwendet. Man tragt am Start Mengen von 5-20 ug pro 
Ester, geltist in Chloroform/Methanol (1 : l), in moglichst kleinen Flecken auf. Dann wird etwa 
I2 Stdn. mit dem System Decan (3)lwasserfreies F'yridin (2) aufsteigend entwickelt. Nach dem 
Trocknen des Chromatogramms werden die Flecken auf Grund ihrer Eigenfarbe oder durch 
ihre starke UV-Absorption im durchfallenden UV-Licht (vorzugsweise 254 mu) erkannt. Da 
sich dic Losungsmittelfront nicht immer mit ausreichender Genauigkeit ermitteln IaGt, werden 
die Laufstrecken der NABS-Ester auf die des NABS-Esters des Methanols bezogen und rnit 
RM bezeichnet Crab. 3). 

Tab. 3. Beispiele f ir  RM-Werte einiger NABS-Ester im System D e a n  (3)/Pyridin (2). Der 
NABS-Ester des Methanols hat einen RpWert (bezogen auf die Wsungsmittelfront) von 

etwa 0.5 

NABS-Ester von RM-Wert NABS-Ester von RM-Wert 

Alkoholen 
Methanol 1 3-Hydroxy-propiomlure 0.74 
AthdnOl 1.21 P- Hydroxy-a-methyl- 0.81 

Hexanol 1.48 o-Hydroxy-capronsaure 0.97 
Octanol 1.58 o-Hydroxy-nonansiiure 1.14 

Hexen-(3)-ol-( I ) 1.44 o-Hydroxyketonen 

- - - -. - - .- 

- - - ___ - _. . - - 

propionslure 

Crotonalkohol 1.25 o-Hydroxy-decansaure 1.28 

B- Hydroxysaure- Hydroxyaceton 0.52 
methylester von 

Glykolsiure 0.65 Butanol-( l)-on-(3) 0.57 
Pentanol-( ])-on-@) 0.62 
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NABS-Ester hoherer Alkohole ub Cs (teilweise bearbeitet von R. BecKMA"): Man 
hydrophobiert Streifen von SS 2045 b durch Eintauchen in eine 2-proz. Losung von 
Quilon *) in PropanoL(2) und trocknet sie bei 100" im Trockenschrank. Auf unten ausgezackte 
Streifen solchen ,,Quilon-Papiers" werden je 5-20 pg pro Ester in Flecken von 1 - 1.5 cm 
Durchmesser aufgetragen. Der Streifen wird dann in nitromethangesattigs Nonan soweit 
eingetaucht, daB die Flecken am Start gerade noch nicht mit dem Losungmittel in Beruhrung 
kommen. UberschUssiges Nonan wird schnell zwischen Filtrierpapier abgeprel3t und die so 
mit stationarer Phase beladenen Streifen 8- 10 Stdn. absteigend mit nonangesattigtem 
Nitromethan entwickelt. Nach dem Trocknen erkennt man die Flecken wie oben angegeben. 
Ihre Laufstrecke hangt von der Menge der stationlren Phase auf dem Papier und der Ent- 
wicklungsdauer ab. Da es sich auBerdem urn ein Durchlaufchromatogramm handelt, bezieht 
man die Laufstrecke der Ester auf die Laufstrecke des NABS-Esters des Cholesterinsl) (Rc- 
Werte; Tab. 4) und wahlt die Entwicklungszeit so, daB dieser Ester etwa 1-3 cm wandert. 
Nonan kann auch durch Decan ersetzt werden, die Neigung der Ester zur Schwanzbildung ist 
dann etwas groller, so daB kleinere Mengen aufzutragen sind. 

Tab. 4. Beispiele fur Rc-Werte einiger NABS-Ester h6herer Alkohole im System Nonan/ 
Nitromethan 

NABS-Ester von Rc-Wert NABS-Ester von Rc-Wert 

Octanol 
Decanol 
Dodecanol 

8.10 
6.35 
4.60 

Tetradecanol 3.20 
Hexadecanol 2.05 

Cholesterin 1 .oo 
Petrosilinalkohol 2.60 
Alo.lz-Hexadecadienol-( 1) 5.10 
(Bombykol) 
Farnesol 7.50 
Geraniol 9.30 

In beiden hier zur Chromatographie von NABS-Estern von Alkoholen beschriebenen Sy- 
stemen gilt fur deren Wunderungsgesch windigkeit eine Regel, die wir auch bei saulenchromato- 
graphischen Trennungen gefunden habenl) und die sich mehrfach als sehr nutzlich erwies781*). 
Bei Anwesenheit von Doppelbindungen in einem NABS-Ester ist dessen Laufstrecke, ver- 
glichen rnit der des NABS-Esters des entsprechenden geslttigten Alkohols, verkiirzt, und zwar 
derart, dal3 der Ester eines ungesattigten Alkohols mit Y GAtomen und X Doppelbindungen 
etwa ebenso schnell lauft wie der Ester eines geslttigten Alkohols rnit Y-2X--1 C-Atomen, 
gleichgiiltig, ob die Doppelbindungen konjugiert sind oder nicht. Ester verzweigter Alkohole 
wie Geraniol und Farnesol, laufen etwa wie der NABS-Ester eines gesattigten unverzweigten 
Alkohols mit Y-2X C-Atomen. Diese Faustregel spiegelt sich in den Rc-Werten von Tab. 4 
wider. 

Monocurbonsuure-hydroxu~u~e~ Die im Trennungsgang anfallenden freien Sauren werden 
rnit Diazomethan verestert und mit Hydroxylaminreagenz auch in Mikromengen in guter 
Ausbeute in die HydroxamsLuren iibergefiihrt. Das Reagenz wird aus folgenden Lasungen 
erhalten: A) 1 n Hydroxylamin-hydrochlorid in Methanol, B) 1 n KOH in Methanol, C) Tetra- 
hydrofuran/Eisessig(4: I ) ;  man mischt 1 Vol. A und 2Vol. B und saugt das entstehende KC1 ab. 
Diese Reagenz-Losung (D) haIt sich nur wenige Stunden. 

Man gibt zu einem mMol Ester 3ccm der Hydroxylarninreagenz-Li5sung D und hllt 30 Min. 
bei 25", dann neutralisiert man rnit C, wobei pro 3 ccm D 0.3 ccm C verbraucht werden. Die 
neutralisierte Losung wird auf das Papier aufgetragen. Fleckennachweis : Nach Trocknen des 
Papiers bei 90" (5 Min.) rnit 2-proz. Lasung von FeCl3 in khanol/Butanol (4: 1). 

*) Stearinsaure-Chromchlorid-Komplex der Dupont de Nemours, Wilmington, Delaware, 
USA. 
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Hjdroxaniate der unverzweigten Monocarhonsauren bis CS werden auf SS 2043 b rnit der Ober- 
phase des Systems Amylalkohol(40)/Eisessig (IO)/Wasser (50) auf bekannte Weisel4) getrennt. 

Hydroxamate der unverzweigten Monocarbonsauren von Cg bis C22 werden auf SS 2043 b 
(acetyliert, 20-25 % Acetyl) in einem System chromatographiert, das mehr Eisessig als das in 
der Literatur angegebene System30) enthllt : Essigslureathylester (1 2))ITetrahydrofuran (70)/ 
Wasser (94)/Eisessig (9) (Tab. 5 ,  System A). 

Hydroxamate methylverzweigter Monocarbonsauren b b  c6 lassen sich auf SS 2043b trennen, 
wenn man in der Horizontalkammer nach R. ST ROB EL^^) rnit der wasserarmen Phase des 
Systems n-Octanol(75)/Wasser (75)/Ameisenslure (25)/Heptan ( 5 )  entwickelt. Der in die 
Kammer eingespannte Streifen wird zunachst 8 Stdn. rnit Wasserdampf geslttigt, dann das 
Laufmittel (Tab. 5 ,  System B) in den dazu vorbereiteten Trog gegeben, Laufxit 30-40 Stdn. 
Wahrend des Entwickelns ist Temperaturkonstanz zu wahren und die Kammer auch vor gerin- 
ger Zugluft durch geeignete Isolierung zu schtitzen. 

Tab. 5. RpWerte einiger Hydroxamate in den Systemen A und B. Erliiuterungen im Text 

Hydroxamslure der R,,-Wert Hydroxamslure der RpWert 

System A 
Caprinslure 0.77 Butterslure 0.48 
Laurinsawe 0.69 a-Methyl-buttersawe 0.68 
Myristinsaure 0.60 p- Methyl-butterslure 0.71 

Essigslure 0.09 Valeriansaure 0.75 
Propionslure 0.22 y- Methyl-valeriausam 0.88 
Isobuttersaure 0.43 P- Methyl-valeriansaure 0.92 

Capronslure 0.94 

Dicarbonsuuren: Oxalsaure und Malonsiure werden nach IS HER WOOD'^) auf Whatman Nr. 1 
im System Propanol(60)/konz. Ammoniak (40) durch absteigendes Entwickeln getrennt. 
Bemsteinslure bis Sebacinslure trennt man auf demselben Papier durch absteigendes Ent- 
wickeln im System #than01 (80)/16-proz. waRr. #thy1amin(20)12b). 

~. -~ 

_- 

System B 

Oxydative Spaltung 
In ein Zentrifugenglas rnit Schliff (Abbild. 1) wird 1 mg des NABS-Esters eingewogen und 

0.3 ccm getrocknetes Aceton p. a. sowie ein Siedestabchen hinzugegeben. In das Glas wird ein 
als RuckfluOkiihler wirkender Kuhlfinger eingesetzt, dessen luBere offnung durch ein CaC12- 
Rohr verschlossen ist. Das Denvat last sich beim Envlrmen. Dann wird die Apparatur in einer 
Trockeneis/Aceton-Klltemischung gektihlt, und durch einen Trichter wird ein Sechstel von 
100 mg fein gepulvertem KMn04 p. a. eingetragen. Die Apparatur wird wieder rnit dem Kuhl- 
finger verschlossen und in ein Glycerinbad von 65" auf einer automatisch regulierten Heizplatte 
2 cm tief eingetaucht. Nach 15 Min. trlgt man nach Kuhlung wie oben in Klltemischung 
ein weiteres Sechstel des KMn04 ein und erhitzt anschliel3end wieder im Glycerinbad. Dies 
wird noch 4mal wiederholt. Nach 75 Min. gibt man rnit dem letzten KMn04 noch 0.1 ccm 
Aceton hinzu und erhitzt weitere 5 Stdn. am RuckfluRkuhler. 

Abdestillieren des Losungsmittels und der Ketone. Zerstorung des iiberschiissigen Permangariats: 
Nach Abkuhlen in der Kaltemischung wird die Apparatur gebffnet und das Zentrifugenglas 
mit der oben beschriebenen Hochvakuumanlage verbunden. Bei 2x 10-1 Torr wird das Ace- 
ton in eine Kuhlschlange abdestilliert und bei 3 x 10-3 Torr die mbglichenveise entstandenen 
Ketone. Nach beendeter Destillation wird auf das Zentrifugenglas rnit dem trockenen Ruck- 

3") F. MICHEEL und H. SCHWPPE, Mikrochem. verein. Mikrochim. Acta 1954, 53. 
3 1 )  R. STROBEL, Dissertat. Univ. Munchen 1958. 
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stand der Kiihlfinger aufgesetzt. Durch einen diinnen Polyathylenschlauch spritzt man zur 
Zerstorung des nicht verbrauchten KMn04 0.2 ccm verd. AmeisensEiure (1.2 mMol/ccm) und 
durchmischt durch Einblasen von Luft. Man wiederholt dies rnit 0.2 ccm und 0.1 ccm ver- 
diinnter Ameisensaure, so daI3 insgesamt 0.6 mMol zugegeben werden. Nach beendeter 
Zugabe ist der lnhalt des Zentrifugenglases sauer. 

Abbild. 1 
Zentrifugenglas 111 mit Kiihlfinger [2], 

CaCl2-Rohr [3] und Siedestabchen [4] zur 
oxydativen Spaltung von Mikromengen der 

NABS-Ester ungesattigter Alkohole I: NS 14 

A 
“I r21 [41 

Extraktion der Monocarbonsauren. Dicarbonsauren und Ketosauren: Zur Extraktion der bei 
der Spaltung entstandenen Monocarbonsauren, Dicarbonsauren und Ketosauren werden 
langsam 0.2 ccm 3.6 n KHCO, eingespritzt, zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert, der Riick- 
stand zur weiteren Extraktion zweimal mit 0.5 ccm 1 n KHC03 gewaschen, zentrifugiert und 
abpipettiert. Die Uberstande werden im Kolben der Wasserdampfdestillationsapparatur 
(Abbild. 2) vereinigt. Zum Nachweis von Ketosauren entnimmt man gegebenenfalls 1/5 des 
Inhalts und lyophilisiert. 

Isolierung des NABS-Derivatbruchstiickes: Das Zentrifugenglas rnit dem Ruckstand der 
KHCO3-Extraktion wird mit einem Klihlfinger verschlossen, durch dessen Offnung ein 
Polyathylenschlauch auf den Grund des Glases gefiihrt wird. Man spritzt wie oben langsam 
vierma10.2 ccm 1 n HzSO4 ein und durchmischt zwischendurch mit Luft. Zur Zerstarung des 
Mangandioxyds wird SO2 eingeleitet. Das NABS-Derivatbruchstlck ftillt als roter Nieder- 
schlag pus, der nach dem Zentrifugieren und Abpipettieren de-s Uberstandes mehrfach rnit 
Wasser gewaschen und durch Lyophilisieren getrocknet wird. 

Veresterung des NABS-Derivatbruchstiickes: Der trockene Niederschlag des NABS-Esters 
wird in 0.2 ccm Methylenchlorid aufgelast und mit Diazomethan in Methylenchlorid (0.7 
mMol Diazomethan pro 1 ccm) verestert; dabei geht der Niederschlag in Losung. Man laat 
2 Stdn. stehen und dampft das Methylenchlorid bei vermindertem Druck ab. Der Ruckstand 
wird in maglichst wenig Benzol aufgenommen und auf eine Saule von 8 mm Durchmesser, in 
die l o g  saurcs A1203 der Aktivitat 111 mit wasserfreiem Benzol eingeschlammt wurde, 
aufgebracht und rnit Benzol eluiert. Dabei werden das nicht umgesetzte Diazomethan zer- 
stort und alle bei der Veresterung entstandenen Verunreinigungen abgetrennt. Nach dem 
Abdestillieren des Losungsmittels wird der Riickstand wieder in 0.2 ccm Benzol aufgenommen 
und zur papierchromatographischen Identifizierung verwandt. 

Abtrennung der Monocarbonsauren von den Dicarbonsauren: Die vereinigten Uberstiinde 
der KHCOyExtraktion werden rnit 2 ccm 1 n H2SO4 angesiiuert und in die Appardtur zur 
Wasserdampfdestillation gegeben. Man blast so lange Dampf ein, bis 100 ccm Destikdt iiber- 



1942 B ~ N A N D T ,  STAMM und HECKER Jahrg. 94 

gegangen sind. Dann laBt man die Apparatur erkalten und spult von dem VerschluB aus die 
moglicherweise noch im Anfangsteil des Kiihlers haftenden hiiheren Fettsiiuren mittels 
Athers herunter. Das Destillat wird dann mit n/lo NaOH gegen Phenolphthalein titriert. 

V 
Abbild. 2 

Apparatur zur Wasserdampfdestillation 
der Monocarbonsauren bis Palmitinsaure. 

Zahlenangaben in mm 

Isolieriing der Dicarbonsiiuren: Der Ruckstand der Wasserdampfdestillation wird rnit 2 ccrn 
I II K2CO3 neutralisiert und lyophilisiert. Der reichlich anorganische Salze enthaltende Trok- 
kenrlickstand wird in ein Zentrifugenglas iibergefiihrt, unter Eiskiihlung in 2ccm Wasser gelost, 
rnit 0.5 ccrn konz. Schwefelsaure p. a. versetzt und 6mal rnit 5 ccrn Ather extrahiert. Die ver- 
einigten Atherextrakte werden mit weiteren 20 ccm Ather verdiinnt und mehrmals rnit wenig 
Wasser kongoneutral gewaschen. Nach dem Abdampfen des Losungsmittels wird der Riick- 
stand iiber Nacht i. Vak. iiber KOH getrocknet. Der Ruckstand wird in 20 p1 verd. Ammo- 
niak aufgenommen. Von dieser Liisung werden etwa 15 PI zur Papierchromatographie auf- 
get ragen. 

Herstellung der Monocarbonsaure-methylester: Das die Monocarbonsauren enthaltende 
Wasserdampfdestillat wird mit 2 g festem NazC03 p. a. alkalisiert, auf dem Wasserbad 
erhitzt und zur Zerstorung der iiberschiissigen Ameisensiiure rnit n/lo KMn04 titriert; vom 
abgeschiedenen Mangandioxyd wird abfiltriert. Das Gemisch am K2CO3 und den Kalium- 
salzen der Monocarbonsauren wird in den Kolben der Wasserdampfdestillations-Apparatur 
iibergefiihrt, mit 3 ccrn 1 n HzS04 versetzt und die Wasserdampfdestillation wiederholt. Die 
I00 ccrn Wasserdampfdestillat werden rnit n/ lo  NaOH titriert und iiber Nacht lyophilisiert. 
Der Salzriickstand wird in ein Zentrifugenglas iibergefuhrt und rnit 0.4ccm 1 n &So4 
versetzt. Man riihrt langere Zeit um, zentrifugiert und pipettiert den uberstand ab. Das 
Sediment wird noch 2mal rnit 0.6 ccm wasserfreiem Dioxanin derselben Weise nachgewaschen. 
Die vereinigten Dioxanlosungen werden rnit Diazomethan in Dioxan verestert. 

oberfiihrung in die Monocarbonsuitre-hydroxamate: Zu der Losung der Monocarbonsaure- 
methylester in Dioxan werden 0.6 ccm Hydroxylaminreagenz (Losung D) gegeben; die Mi- 
schung wird 30 Min. bei 25" gehalten. Danach wird rnit 0.06 ccrn Eisessig in Tetrahydrofuran 
(Losung C) neutralisiert. Das Dioxan wird i. Vak. abgedampft und der Ruckstand in absol. 
Methanol aufgenommen. 

- 


