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Avec un collecteur automatique de fractions, I'élution peut se faire pendant la nuit;
suivant 'opérateur, une analyse compldte demande 2 & 3 heures de travail effectif.

Notes. Silon veut augmenter le poids de la prise et de ’'adsorbant, tout en conser-
vant l'allure du chromatogramme, il faut diminuer la quantité relative d’adsorbant. —
On peut préparer d’avance une certaine quantité d’adsorbant que 'on conservera dans
un flacon bien bouché.

Tableau 2. Tableau 3.
Dosage de lisomére y dans un mélange Dosage de lisomére y dans un mélange
aty+0. industriel.

Prise , %, Erreur . o o %, écart

e oy e trou;\}ré rel. % Ne Prrrllze non/0 czrr. cf;n;'}. de la
moyenne

201 26,4 26,9 1,9
202 25,8 25,3 1,9 A 1551 13,4 13,0 0,8
293 35,5 36,3 2,2 1305 13,1 12,7 1,6
216 324 324 0 1700 134 12,9 0
450 44,4 44,0 0,9 B 1472 15,5 15,0 0,7
468 55,6 56,6 1,8 1545 15,7 15,2 0,7
505 51,0 50,3 14 C 1426 15,8 154 -

Nous tenons & exprimer nos vifs remerciements & Monsieur le Professeur H. Goldstein
et & Monsieur le D R. Jaunin pour l'intérét bienveillant qu’ils ont porté & ce travail.

RESUME.
Nous déerivons une méthode de dosage du y-hexachlorocyclo-
hexane par chromatographie sur charbon actif. Ce procédé est plus

avantageux que la méthode au gel de silice, spécialement en ce qui
concerne la commodité et la reproductibilité.

Lausanne, Laboratoire de Chimie organique de I’Université.

155. Modifikation der C-Methylbestimmungsmethode
bei Verwendung kleinster Substanzmengen

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

Die C-Methylbestimmungen nach Kuhn-Roth erfordern bei An-
wendung der Mikrotechnik!) etwa 3 bis 20 mg Substanz. Da wir vor
das Problem gestellt waren, mit wesentlich geringeren Substanzmengen
golche Bestimmungen ausfihren zu miissen, haben wir versucht, die
Methode solchen Bediirfnissen anzupassen und zu modifizieren.

Die Ab#énderung beruht darauf, dass man die bei der Oxydation
entstandene Essigsdure nach dem Abdestillieren nicht titriert, son-

1) Vgl. Pregl, Quant. Org. Analyse (1935), Seite 235.
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dern papierchromatographisch bestimmt. In dieser Weise lassen sich
ca. b0y Essigsiure noch recht genau ermitteln, und fiir die C—CH,-
Bestimmung sind daher 0,2-0,4 mg Substanz ausreichend. Die ein-
zige, aber iiberwindbare Schwierigkeit der Methode besteht darin,
alle Gefidsse und Reagenzien (insbesondere das Chromtrioxyd) so zu
reinigen, dass die Blindwerte der Bestimmungen moglichst tief aus-
fallen; diese sollten nicht grosser als ca.5y Essigsdure sein, was bei
einiger Sorgfalt unsechwer erreichbar ist.

Im folgenden beschreiben wir die Reinigung des Chromtrioxyds,
die Bestimmung des Blindwertes und ein Beispiel einer C—CH,-
Bestimmung mittels des modifizierten Verfahrens. Ks handelt sich
bei diesem Beispiel um die Bestimmung des C—CH, in der ,,Sdure B*,
welche wir kiirzlich als Abbauprodukt des Vitamins B;, beschrieben
hatten?).

Die hier beschriebene Methode ist eine relative Essigsdurebestim-
mung; sie kénnte aber unschwer zu einer absoluten entwickelt werden.

Experimentelles.

1. Vorbereitung des Chromtrioxyds. 22,33 g Chromtrioxyd werden in 166 ml
Wasser (doppelt destilliert) gelost, worauf man nach eintigigem Stehen diese Loésung
durch eine engporige Glassinternutsche filtriert. Unter Eiskiihlung wird sie hierauf mit
42 ml Schwefelséiure versetzt und anschliessend 16 Std. unter Riickfluss gekocht. Dann
werden unter Beibehaltung eines konstant bleibenden Fliissigkeitsvolumens 350 ml Wasser
abdestilliert, Hierauf schliesst man das Gefiss an den C-CH,-Apparat an und destilliert
unter Konstanthalten des Volumens 25 ml Wasser ab. Dieses Destillat prift man auf
Essigsidure. Dazu dient die in Acta Chem. Scand. 7, 87 (1953) beschriebene Methode. Das
Destillat von 25 ml enthalt ca. 5 y Essigsiure. Reagenzien: Chromsiure reinst z. Analyse
Merck, Schwefelsdure d = 1,84, reinst Merck.

2. Durchfiihrung der Oxydation?). a) Bestimmung des Blindwertes. 1 ml der
Chromschwefelséure wird in das Kolbchen des Kohlenstoffmethyl-Bestimmungsapparates
eingefiihrt und dazu ein Platintetraeder gegeben. Anschliessend erhitzt man unter Riick-
fluss 1 Std. Nach der Oxydation wird das Kélbchen abgekiihlt, in Eiswasser gestellt und
der Kiihler mit 4 m] Wasser ausgespiilt. Darauf wird das Kélbchen vorsichtig vom Kiihler
gelost und der Schliff mit 2 ml Wasser gewaschen. Dann spiilt man den Kaolbchenschliff
mit 1 ml Wasser ab und gibt das zweite Platintetraeder hinzu. Das Kélbchen wird hierauf
an den absteigenden Kiihler angeschlossen.

Nachdem 6 ml Wasser abdestilliert worden sind, werden 2 ml Wasser zugegeben
und wiederum abdestilliert. Dieses Verfahren wiederholt man, bis sich 25 ml Destillat
angesammelt haben. Das Destillat iibertrigt man in ein 100-ml-Schliffkélbchen und ver-
setzt es mit einer karbonatfreien Kalinmhydroxydlésung, bis ein Trépfchen der neu-
tralisierten Losung Rotfarbung des empfindlichen Phenolphtaleinpapiers hervorruft. Diese
Losung wird dann im Vakuum unter N, zur Trockene eingedampft.

Den Riickstand 16st man in 0,3 ml Wasser und filtriert diese Losung durch eine
Saule von 0,5 cm Durchmesser und 4 cm Héhe von Dowex 50 (mit Wasserstoffionen beladene,
gut ausgewaschene Form). Sobald die Lésung eingesickert ist, wird das Kolbchen mit
0,6 ml Wasser ausgespiilt, dieses auf die Adsorptionsséule gegossen und letztere schliesslich

1y H. Schmid, A. Ebnither & P. Karrer, Helv. 38, 65 (1953).

2) Literatur: Mikrochemie 33, 51 (1948); B. 66, 1274 (1933); Pregl, Quant. Org.
Analyse (1935), Seite 235. Die Oxydation der Substanz geschah im wesentlichen nach den
Angaben von E. Wiesenberger, Mikroch, 33, 51 (1948).
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mit 0,6 m] Wasser nachgewaschen. Zum Filtrat gibt man 0,2 ml einer 25-proz. Athylamin-
losung. Diese Losung wird auf dem Wasserbad von 30—40° im Vakuum bis auf 12
Tropfen eingeengt und der Riickstand mit einer Kapillare vor dem Fohn auf Papier auf-
getragen. Nachher wird das Kélbchen mit wenig Methanol ausgespiilt, diese Fliissigkeit
ebenfalls auf das Papier aufgetragen und chromatographiert. Als mobile Phase diente mit
Wasser gesittigtes Butanol; die im Zylinder vorhandene Dampfphase bestand aus mit
Wasser gesittigtem Butanol, das so viel Athylamin enthielt, dass die Losung 0,025-n. war.
Als Papier diente Whatman Nr. 1. Blindwert 5 y Essigséure.

Auch wenn man z. B. 1,2 mg Bernsteinsiure oxydiert, fallt der Blindwert nicht hoher
aus (ca. 5 y Essigsiure) und kann daher vernachlassigt werden.

Die C-CH,-Bestimmung wird in dhnlicher Weise durchgefiihrt.

Je nach der Anzahl der C-CH,-Gruppen benutzt man 0,2—0,4 mg Substanz. Es
sollen sich bei der Oxydation ca. 50 y Essigsidure bilden. Weiterhin ist zu beachten, dass
beim Auftragen der Losung auf das Papier die Fleckengrosse immer annahernd gleich ist.
Unter diesen Bedingungen ist die Grésse der nach der Entwicklung des Chromatogramms
erhaltenen Flecken der Menge Essigsiure proportional. In der vorliegenden Untersuchung
haben wir die Lésung so aufgetragen, dass die Flecken beim Startpunkt 0,9 cm Durch-
messer hatten.

b) Die Bestimmung der Zahl der C-CH;-Gruppen in ,,Saure B*‘l). Ein-
waage: 0,405 mg Siure-B-anhydrid (C,,H,,0;). C-CH;-Bestimmung positiv. Fiir die
quantitative Auswertung wurden als Vergleichssubstanzen 0,226 mg einer Siure C,,H,,0;
folgender Konstitution und 0,221 mg Methylbernsteinsidure oxydiert und in &hnlicher
Weise aufgearbeitet.

CH, CH,-CH,
N/ AN
CH-CH CH-CH,

2N, 7
co 0 COOH 2

Wenn man annimmt, dass in Sdure B nur eine C-CHy-Gruppe vorhanden ist, so
miissen die Mengen Essigsiaure, welche sich aus den drei verschiedenen Séuren bilden, im
folgenden Verhiltnis stehen:

Saure B: CoH,,05 (I): Methylbernsteinsiure = 1,0:1,13:0,92. Gefunden aus der
Fleckengrosse bzw. dem Fleckengewicht das Verhiltnis 1:1,12:0,99. Daraus geht hervor,
dass Saure B sehr wahrscheinlich nur eine C-CH4-Gruppe enthalt.

Die weitere Bearbeitung der Sédure B hat ergeben, dass es sich um eine Tricarbon-
siure handelt, die der Zusammensetzung C,,H,,04 entspricht. Dariiber soll spiter aus-
fihrlich berichtet werden.

Zusammenfassung.

Die C-Methylbestimmungsmethode nach Kuhn-Roth wird in der
Weise abgeidndert, dass die entstandene Essigsdure papierchromato-
graphisch relativ bestimmt wird. Dadurch gelingt es, die C-Methyl-
bestimmungen mit 0,2--0,4 mg Substanz auszufiihren.

Die Methode fand u. a. Anwendung fiir die C-Methylbestimmung
in der ,,8dure B%, einem Abbauprodukt des Vitamins By,.

Ziirich, Chemisches Institut der Universitiit.

1y Helv. 36, 65 (1953).
2) Helv. 17, 614 (1934). Herrn Prof. L. Ruzicka danken wir verbindlichst fiir eine
Probe dieser Substanz.





