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Avec u n  collecteur automatique de fractions, l’elution peut se faire pendant la nuit; 
suivant I‘opkrateur, une analyse compl&te demande 2 k 3 heures de travail effectif. 

Notes. Si Yon veut augmenter le poids de la prise e t  de l’adsorbant, tout en conser- 
vant l’allure du chromatogramme, il faut diminuer la quantit6 relative d’adsorbant. - 
On peut preparer d’avance une certaine quantitt? d’adsorbant que Yon conservera dans 
un flacon bien bouchb. 

Tableau 2. Tableau 3. 
Dosage de l’isom&re y dans tin melange Dosage de l’isomire y dans un melange 

Yo Y 
non corr. 

, 

U + Y + 8 .  

mg 

201 
202 
223 
216 
450 
468 
505 

industriel. 

yo y reel 

26,4 
25,8 
35,5 
32,4 
44,4 
55,6 
51,O 

NO 1 
~ 

A 

B 

C 

Prise 
mg 

‘ 1551 
1305 
1700 , 1472 
1545 
1426 

13,4 
13,l 
13,4 
15,5 
15,7 
15,8 

% y 
corr. 
__ 

13,O 
12,7 
12,9 
15,O 
15,2 
15,4 - 

76 k a r t  
de la 

moyenne 

Nous tenons k exprimer nos vifs remerciements k Monsieur le Professeur H .  Goldstein 
et  k Monsieur le Dr R. Jaunin pour l’inthret bienveillant qu’ils ont port6 a ce travail. 

RESUM@. 
Nous dkcrivons une m4thode de dosage du y-hexachlorocyclo- 

hexane par chromatographie Bur eharbon actif. Ce proeddk est plus 
avantageux que la mBthode au gel de silice, spbeialement en ce qui 
concerne la commoditd et la reproductihilitk. 

Lausanne, Laboratoire de Chimie organique de l’Universit6. 

155. Modifikation der C-Methylbestimmungsmethode 
bei Verwendung kleinster Substanzmengen 

von C. F. Garbers, H. Schmid und P. Karrer. 
(6 .  V. 54.) 

Die C-Methylbestimmungen nach Kuhn-Roth erfordern bei An- 
wendung der Mikrotechnikl) etwa 3 bis 20 mg Substanz. Da wir vor 
das Problem gestellt waren, mit wesentlich geringeren Substanzmengen 
solche Bestimmungen ausfiihren z u  mussen, haben wir versucht, die 
Methode solchen Bedurfnissen anzupassen und zu modifizieren. 

Die Abiinderiing berulit darauf, dass man die bei der Oxydation 
entstandene Essigsaure nacli dem Abdestillieren nicht titriert, son- 

l) Vgl. Pregl, Quant. Org. Analyse (1935), Seite 235. 
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dern papierchromatographisch bestimmt. I n  dieser Weise lassen sich 
ca. 50 y Essigsaure noch recht genau ermitteln, und fur die C-CH3- 
Hestimmung sind daher 0,2 -0,4 mg Substanz ausreichend. Die ein- 
zige, aber uberwindbare Schwierigkeit der Methode besteht darin, 
alle Gefasse und Reagenzien (insbesondere das Chromtrioxyd) so zu 
reinigen, dass die Blindwerte der Bestimmungen moglichst tief aus- 
fallen; diese sollten nicht grosser als ca. 5 y Essigsaure sein, was bei 
einiger Sorgfalt unschwer erreichbar ist. 

Im folgenden beschreiben wir die Reinigung des Chromtrioxyds, 
die Hestimmung des Blindwertes und ein Beispiel einer C-CH,- 
Bestimmung mittels des modifizierten Verfahrens. Es handelt sich 
bei diesem Beispiel um die Bestimmung des C-CH3 in der ,,Saure B", 
welche wir kiirzlich als Abbauprodukt des Vitamins B,, beschrieben 
hattenl). 

Die hier beschriebene Methode ist eine r e l a t ive  Essigsaurebestim- 
mung; sie konnte aber unschwer zu einer absoluten entwickelt werden. 

Experimentelles. 
1. Vorbere i tung  d e s  Chromtr ioxyds .  22,33 g Chromtrioxyd werden in 166 ml 

Wasser (doppelt destilliert) gelost, worauf man nach eintagigem Stehen diese Losung 
durch eine engporige Glassinternutsche filtriert. Unter Eiskuhlung wird sie hierauf mit 
42 ml Schwefelsiiure versetzt und anschliessend 16 Std. unter Ruckfluss gekocht. Dsnn 
werden unter Beibehaltung eines konstant bleibenden Fliissigkeitsvolumens 350 ml W'asser 
abdestilliert. Hierauf schliesst man das Gefiiss an den C-CH,-Apparat an und destilliert 
unter Konstanthalten des Volumens 25 ml Wasser ab. Dieses Destillat pruft man auf 
Essigsaure. Dazu dient die in Acta Chem. Scand. 7 ,  87 (1953) beschriebene Methode. Das 
Destillat von 25 ml enthslt ca. 5 y Essigsaure. Reagenzien: Chromsiiure reinst z. Analyse 
Merck, Schwefelsiiure d = 1,84, reinst Merck. 

2. D u r c h f u h r u n g  d e r  Oxydation2). a) Bestimmung des Blindwertes. 1 ml der 
Chromschwefelsiiure wird in das Kolbchen des Kohlenstoffmethpl-Bestimmungsapparates 
eingefuhrt und dazu ein Platintetraeder gegeben. Anschliessend erhitzt man unter Ruck- 
fluss 1 Std. Nach der Oxydation wird das Kolbchen abgekuhlt, in Eiswasser gestellt und 
der Kiihler mit 4 ml Wasser ausgespiilt. Darauf wird das Kolbchen vorsichtig voin Kiihler 
gelost und der Schliff mit 2 ml Wasser gewaschen. Dann spult man den Kolhchcnschliff 
rnit 1 ml Wasser ab und gibt das zweite Platintetraeder hinzu. Das Kolbchen wird hierauf 
an den absteigenden Kuhler angeschlossen. 

Nachdem 6 ml Wasser abdestilliert worden sind, werden 2 ml Wasser zugegcbcn 
und wiederum abdestilliert. Dieses Verfahren wiederholt man, bis sich 25 ml Destillat 
angesammelt haben. Das Destillat iibertragt man in ein 100-ml-Schliffkolbchen und ver- 
setzt es mit einer karbonatfreien Kaliumhydroxydlosung, bis ein Tropfchen der neu- 
tralisierten Losung Rotfarbung des empfindlichen Phenolphtaleinpapiers hervorruft. Diese 
Losung wird dann im Vakuum unter K, zur Trockene oingedampft. 

Den Ruckstand lost man in 0,3 ml Wasser und filtriert diese Losung durch cine 
Saule vonO,5 cm Durchmesser und4 ern Hohe von Dowex 50 (mit Wasserstoffionen beladene, 
gut ausgewaschene Form). Sobald die Losung eingesickert ist, wird das Kolbchen rnit 
0,6 ml Wasser ausgespiilt, dieses auf die Adsorptionssaule gegossen und letztere schliesslich 

l) H .  Schmid, A .  Ebnother & P .  Karrer, Helv. 36, 65 (1953). 
a) Literatur: Mikrochemie 33, 51 (1948); B. 66, 1274 (1933); Pregl, Quant. Org. 

Bnalyse (1935), Seite 235. Die Oxydation der Substanz geschah im wesentlichen nach den 
Angaben von E. Wieaenberger, Mikroch, 33, 51 (1948). 
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mit 0,6 ml Wasser nachgewaschen. Zum Filtrat gibt man 0,2 ml einer 25-proz. Athylamin- 
losung. Diese Loaung wird auf dem Wasserbad von 30-40O im Vakuum bis auf 1-2 
Tropfen eingeengt und der Ruckstand mit einer Kapillare vor dem Fohn auf Papier auf- 
getragen. Nachher wird das Kolbchen mit wenig Methanol ausgespiilt, diese Flussigkeit 
ebenfalls auf das Papier aufgetragen und chromatographiert. Als mobile Phase diente rnit 
Wasser gesiittigtes Butanol ; die im Zylinder vorhandene Dampfphase bestand aus mit 
Wasser gesattigtem Butanol, das so vie1 Athylamin enthielt, dass die Losung 0,025-11. war. 
Als Papier diente Whatman Nr. 1. Blindwert 5 >J Essigsaure. 

Auch wenn man z. B. 1,2 mg Bernsteinsiiure oxydiert, f&llt der Blindwert nicht hoher 
aus (ca. 5 y Essigsaure) und kann daher vernachliissigt werden. 

Die C-CH,-Bestimmung wird in iihnlicher Weise durchgefuhrt. 
J e  nach der Anzahl der C-CH,-Gruppen benutzt man 0,2-0,4 mg Substanz. Es 

sollen sich bei der Oxydation ca. 50 y Essigsaure bilden. Weiterhin ist zu beachten, dass 
beim Auftragen der Losung auf das Papier die Fleckengrosse immer anniihernd gleich ist. 
Unter diesen Bedingungen ist die Grosse der nach der Entwicklung des Chromatogramms 
erhaltenen Flecken der Menge Essigsiiure proportional. In der vorliegenden Untersuchung 
haben wir die Losung so aufgetragen, dass die Flecken beim Startpunkt 0,9 cm Durch- 
messer hatten. 

b) Die B e s t i m m u n g  d e r  Zahl  d e r  C-CH,-Gruppen i n  , , S & u r e  B"l). Ein- 
waage: 0,405 mg Saure-B-anhydrid (CloH1405). C-CH,-Bestimmung positiv. Fur die 
quantitative Auswertung wurden als Vergleichssubstanzen 0,226 mg einer Siiure CloH140, 
folgender Konstitution und 0,221 mg Methylbernsteinsaure oxydiert, und in iihnlicher 
W&e aufgearbeitet. 

",". / \  CHz-CH2 
C H 4 H  CH-CH, 
/ \ '  co CO COOH 2, 

I 
\ /  

0 
Wenn man annimmt, dass in Saure B nur e ine  C-CH,-Gruppe vorhanden ist, so 

mussen die Mengen Essigsiiure, welche sich a m  den drei verschiedenen Siiuren bilden, im 
folgenden Verhiiltnis stehen: 

Siiure B : CloH140, (I) : Methylbernsteinsaure = 1 ,O : 1,13 : 0,92. Gefunden aus der 
Fleckengrosse bzw. dem Fleckengewicht das Verhiiltnis 1 : 1,12: 0,99. Daraus geht hervor, 
dass Saure B sehr wahrscheinlich nur eine C-CH,-Gruppe enthilt. 

Die weitere Bearbeitung der Siure B hat ergeben, dass es sich um eine Tricarbon- 
saure handelt, die der Zusammensetzung C1,H,,O, entspricht. Daruber sol1 spater aus- 
fiihrlich berichtet werden. 

Z u s amme nf a s B ung. 
Die C-Methylbestimmungsmethode nach Kuhm-Roth wird in der 

Weise abgeandert, dass die entstandene Essigsaure papierchromato- 
graphisch relativ bestimmt wird. Dadurch gelingt es, die C-Methyl- 
bestimmungen mit 0,2 -0,4 mg Substanz auszufuhren. 

Die Methode fand u. a. Anwendung fur die C-Methylbestimmung 
in der ,,SBure B", einem Abbauprodukt des Vitamins BIZ. 

Zurich, Chemisches Institut der Universitat. 

l) Helv. 36, 65 (1953). 
2, Helv. 17, 614 (1934)- Herrn Prof. L. Ruzicka danken wir verbindlichst fur eine 

Probe dieser Substanz. 




