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PAPIERCHROMATOGRAPHIE VON p-ARYL-a,3-DIHALOGEN-4%#-
CROTONLACTONEN UND AHNLICHEN SUBSTANZEN*

KAREL MACEK, STANISLAV VANECEK unp MIROSLAV SEMONSKY
Forschungsinstitut fiir Pharmaszie und Biochemwie,
Prag (Tschechoslowalkei)

(Eingegangen den 8. Mérz 1962)

Bei der Synthese von yp-Aryl-«,B-dihalogen-4“#-crotonlactonen (I), beim Studium
einiger ihrer Solvolyseprodukte und ebenso beim Studium einer Reihe weiterer in
dieses Arbeitsgebietl,2 gehotriger Substanzen leistete die Papierchromatographie
wertvolle Hilfe sowohl bei der Reinheitskontrolle der einzelnen Priparate als auch
namentlich bei der semiquantitativen Analyse der verschiedenen unter bestimmten
Arbeitsbedingungen gewonnenen Reaktionsprodukte.
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In der Literatur liegt keine Erwihnung tiber die Papierchromatographie derartiger
Stoffe vor mit Ausnahme von einigen am Anfang der Tabelle II angefiihrten ein-
facheren aromatischen Siuren, die jedoch nicht das Wesentliche der vorliegenden
Arbeit bildeten. Ahnlich wie bei einem anderen Typ von Substanzen aus der Gruppe
der Kanzerostatika — und zwar der substituierten Purine® — befassten wir uns mit
dem systematischen Studium dieser Substanzen, suchten die optimalen Bedingungen
fiir Trennung und Nachweis am Papier und waren bestrebt, aus den gewonnenen
Ergebnissen einige allgemeine Schlussfolgerungen iiber die Beziehung zwischen
Struktur und chromatographischem Verhalten abzuleiten.

EXPERIMENTELLER TEIL
Papier
Alle Nachweisreaktionen sowie Entwicklung in wasserhaltigen Systemen wurden
auf Papier Whatman No. 1, die Chromatographie in Systemen mit verankertem
Formamid auf Papier Whatman No. 4 durchgefiihrt.

Nachweisreakttionen

Der Nachweis der einzelnen Substanzen erfolgte auf Papieren, wo die Proben 1n"“‘
Mengen von 2, 5, 15 und 50 ug aufgetragen wurden, nach kurzfristigem Entwickeln

* Teilweise vorgetragen an der Xonferenz iiber Papierchromatographie, Prag, den 21. Juni 1961.

J. Chrvomatog., 9 (1962) 60-70



CHROMATOGRAPHIE VON SUBSTITUIERTEN CROTONLACTONEN 61

in einem System mit verankertem Formamid mittels der weiter unten angefiihrten
Nachweisreagenzien. Die Substanzen 32 und 43 wurden im System S 2 entwickelt,
und die Crotonlactone (mit Ausnahme einiger stdrker polarer) wurden ausser in
Systemen mit Formamid noch in Systemen mit verankertem Dimethylformamid
und Petroleum entwickelt. In allen Fiéllen wurde das Chromatogramm vor dem
Nachweis bei 100° getrocknet. In den Tabellen wird sehr starke Reaktion (Emp-
findlichkeit 1-3 1g) mit + + -+, mittelstarke Reaktion (4—-10 ug) mit +4 -, schwache
Reaktion (11-30 1¢g) mit 4 undsehrschwache Reaktion (30-300 ug) mit — bezeichnet.

D 1. Beobachtung von Verlsschen im Licht der Niederdruck-Quecksilberlampe
(Chromatolite).

D 2. Beobachtung des Verloschens im Licht der Nlederdruck-Quecksﬂberlampe
nach Bespriithen des Chromatogramms mit 0.0025 %iger Fluoresceinlésung in 0.5 NV
Ammoniak.

D 3. Das Chromatogramm wird mit 25 %iger wissriger Methylaminlésung
bespriiht, und nach Trocknen bei Laboratorium-Temperatur wird es x Min auf 100°
erhitzt, sodann auf eine mit konz. Schwefelsdure bestrichene Glasplatte gelegt.

D 4. Das Chromatogramm wird mit dem Gemisch gleicher Volumina o.r N
AgNO,; und 5 N Ammoniak bespriiht und dem Sonnenlicht ausgesetzt.

D 5. Das Chromatogramm wird mit 0.2 %iger L&sung von 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazin in o.r N methanolischer HCI bespriiht.

D 6. Das Chromatogramm wird mit dem Gemisch gleicher Volumteile 1 %
KMnO, und 2 % Na,COj; bespriiht.

Losungsmittelsysteme

Die Chromatogramme wurden absteigend bei konstanter Temperatur von 20° in den
folgenden Systemen entwickelt:

S 1. n-Butanol-Essigsdure~Wasser (4:1:5).

S 2. Isopropanol-Ammoniak—-Wasser (10:1:1).

S 3. Papier imprigniert mit 50 %iger dthanolischer Foxmamldlosung, Chloro-
form fliesst durch.

S 4. Papier wird mit 50 %iger #thanolischer Formamidlésung mit einem Gehalt
von 59% Ammoniumformiat (auf Formamid berechnet) imprigniert; Chloroform
fliesst durch.

S 5. Formamid/Benzol.

S 6. Formamid -+ Ammoniumformiat/Benzol.

S 7. Formamid/Benzin.

S 8. Dimethylformamid/Cyclohexan.

S 9. Papier wird mit 20% Petroleum in Cyclohexan imprigniert; 60 %iges Iso-
propanol fliesst durch.

ERGEBNISSE

Die Ergebnisse des chromatographischen Verhaltens der Crotonlactone gehen am
besten aus der Tabelle I hervor.

Zum Nachweis bewihrte sich als Universalreagens Methylamin mit Schwefel-
sdure (D 3), womit bei den substituierten Crotonlactonen intensiv geférbte Flecken
entstanden. Die Farbe der Flecken wurde ausser durch die Struktur der Sub-

J. Chwomatog., 9 (1962) 60—70



. *100,

N
6g oz LE 96 + 0 + ++HD +4+9 49 +++ 44 DD @onmo or
amOO\ .
G o 4o
g 09 96 + + t FHtHA ++y f4ED +H+ +4+ p oD ~ 6
100" '0°HD
A AH Vofo
6g t1 1z 6 + + + +++HY A 44 H 4+ +++z DD —\ 8
O°HD.
N €€ o3 6 L6 + + + +++t0  ++0  +49 4+ ++4+z D D .A!\v.ofquh
— |
Z t9 L 63 L6 + + + 1% +A —9 4+ +++ DD \ )O'HD 9
g Mo L6 + + Tt F+0 +to  +49 +++ ++4z D D \ )O'HD ¢
S f5 9 € b t o+ 4+ +to 440 449 44+ 44z D D +{ )0 ¥
b -
2 .
< —
> \ /-O°HD
G ¥ v Ly 6 — 0 g ++o0 +++u ++u + — HD /\/l - ¢
g 0°HO ._
@ .
S % 9 ok % + + @ ++t0 +t+o +++0 +++  ++ tmyo b IAl.\v.onmo 2
4 . | — |
6 00 00 € ¢ +4+ 414 + ++9 +++ +++  HO D éofo I
wo Gy o
7 q v
6s 85 Is €5 £5  9q a tq 2q q O 0N
wfa oN
foor - dyj WasAspusSunso SO DIUSIIMYIDN
WMo

INOIJIVINOLIOUD UEOINIT TLYIMN-0Y

I 9TT59VL

J. Chromatog., 9 (1962) 6o-70



gl

O

CHROMATOGRAPHIE VON SUBSTITUIERTEN CROTONLACTONEN

(¥9 S Sunzjaspo.)

¥6

L9

89

16

60

10

L€

89

o¥

144

90

6L

€6

1€9

164

Ul
™

89

g6

g6

96

L6

96

98

++H9 +++0 . +++0.

++H  ++H9 +++HD

++H  F+H  +HtH

++9 4419 4+

+++a ++HS +++0

++1 +4+19 ++419

.+ttt

+++0

+++19 +4+419 449

+++ 4
+++ +
+++  +
+++
+++ o+
+++
P

D

0

0

)

D

D

D

+++ ++ fHo0 19

D

D

D

D

D

D

D

L

91

€1

J. Chromatog., 9 (rgéz) 6o0—-70 .



‘Sunquejuniy = 19 ‘Sunqrepgorory = A ‘Sunqgpnery = § :Sunquepoy

WNJOIRG = 2 ‘prureuriofAyiounq = q ‘pruewioq = e jw potuderduwr saideg |,

"UORY Y JUISY = ¢ ! uaxad] ouaBozadBuef = - 8unzpsnRz = 7
= [ ‘SunquypoSuern = ) ! Sunqregjunelg = [ ‘Sunqrejqpo = 9,

s 2 by g6 + o+ 4+ 49 -9+t o+ po A« g
£6 w0 o0 Sz gb ++4 z +++ T+HD +++HO ++4+ ++z g g Al\v,om. lz
6 2 o 6 ++ gz g tHEHO 4+t 44z D { jon e
Loowooe et Pt bR HH0 th0 o bt b4z m o { pom
: | -
s gz of 16 + t ottt +H0 ++0 49 4+ ++4z p g A/ Yommu bz
S !
s Y %0 00 gt L 44+ 4+ 4+ +HO +++ +++  HO - AIYonmo £
= _
X0 —
% \ ) O°HOD
< 88 be L¥ L6 + toF++ ddHE Y FHH9 44 F++ g oag ha 2z
g *HJ0"  '0°HD
4 =\
B 6L L€ o9 16 + g +++ +9 —9 @ +++ +++ g g \ / e
< S
v S8 1z Lk e + T t++  ++4+HY ++40 ++9  +++ +++z g g .Ai\ O°H) oz
ot
€5 9of 65 96 - o @  FHd Mt 44+ 4+ oo //l 61
O°HD
Wy K f
9 q v
6 85 Is fs &5 9q  fq ta «q 1q NP N .
ot ‘oz
< (oor - dy) wapsispipusSunso 1 HONYVUSIIRY TN L
O

M %y

(Junzpospog) | ATTAAVL

J. Chromatog., 9 (1962) Go-70



CHROMATOGRAPHIE VON SUBSTITUIERTEN CROTONLACTONEN 65

stanzen auch sehr wesentlich durch die beniitzte verankerte Phase beeinflusst.
Als Grundlage wihlten wir die Fiarbung auf Formamid-Chromatogrammen. Croton-
lactone, die in y-Stellung durch den p-Alkoxyphenylrest und in «- oder 3-Stellung
durch Halogen substituiert sind, reagierten mit diesem Reagens in der Regel gelb
(z.B. 4—7, 20, 24, 25). Ersatz des Halogens in.a-Stellung durch Hydroxyl hatte
zumeist keinen Einfluss auf die Verfiarbung des Flecks (1, 23). Hingegen fiihrte
Substitution mit Methoxyl in Stellung « oder y zu Orange- oder Rotfiarbung (2, 3, 18,
19). Bei Erwidgung des aromatischen Substituenten in Stellung p ersieht than die
Bedeutung des Substituenten am Benzolkern: Abwesenheit der Substituenten (21, 28)
setzt die Empfindlichkeit des Nachweises sehr wesentlich herab, und in manchen
Fillen braucht tiberhaupt keine Reaktion einzutreten (21). Methoxyl in A-Stellung
verursacht Gelbfidrbung, Einbringen einer weiteren Methoxylgruppe in #-Stellung
bewirkt Braunfarbung (8, 9). Bei Ersatz des Formamids als verankerter Phase durch
Dimethylformamid oder Petroleum verschiebt sich die Gelbfdrbung zumeist nach Rot,
sodass die feinen Strukturunterschiede nicht so deutlich sind. Anscheinend ist zur
Reaktion die Anordnung RO-CjH ;~C—C=C- erforderlich, die mit Schwefelsiure gelb
reagiert. Der Einfluss von Amin (bzw. einer anderen stickstoffhaltiger Komponente
in der verankerten Phase) beruht offenbar nicht nur auf der Offnung des entsprechen-
den Crotonlactons, sondern auch auf der Reaktion mit dieser Verbindung.
Verhiltnismaéssig allgemein giiltig fiir diese Stoffgruppe ist auch das Verléschen
im Licht der Niederdruck-Quecksilberlampe Chromatolite, namentlich nach Be-
sprithen des Chromatogramms mit Fluorescein (D 2): In der Reihe der untersuchten
Substanzen wurden nur die Verbindungen mit Methoxyl in y-Stellung (3, 19) und
ferner Naphthalinderivate (12-15) schwicher nachgewiesen. Verhiltnisméssig
schwach ist der Nachweis mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin, mit dem die meisten
Crotonlactone reagieren. Es reagieren z.B. die nicht, die in «-Stellung nichtsubsti-
tuiert sind (3, 19). Hingegen reagieren in «-Stellung durch die Hydroxylgruppe sub-
stituierte Crotonlactone sehr stark (Ketolanordnung-— 1, 23). Dieselbe Schlussfol-
gerung gilt auch fiur die Verwendung von Kaliumpermanganat (D 6). Mit Silber-
nitrat reagieren praktisch alle Crotonlactone, die in «-Stellung durch Halogen oder
Hydroxyl substituiert sind. Hierbei reagieren die chlorsubstituierten Crotonlactone
schwach, die bromsubstituierten Crotonlactone hingegen sehr stark (zo-22, 24, 25, 27).
Mit Ausnahme der mit Hydroxyl substituierten Crotonlactone handelt es sich
um Verbindungen hydrophoben Charakters, fiir die sich folgende Ldsungsmittel-
systeme am besten bewidhrten: Systeme mit-verankertem Formamid und Benzin als
mobiler Phase, mit verankertem Dimethylformamid und Cyclohexan als mobiler
Phase, oder umgekehrte Phasen mit verankertem Petroleum und 60 %igem Iso-
propanol als mobiler Phase. Aus dem Zusammenhang zwischen.chromatogiraphischem
Verhalten und der Struktur der Substanzen ergaben sich geldufige Gesetzmés-
sigkeitent: Substitution .durch Brom erhsht die Rg-Werte weniger als Substitu-
tion mittels Chlor, Hydroxyl setzt die Rp-Werte herab, die Methylengruppe erhtht
das Rp, Methoxyl erniedrigt die Rp-Werte (gilt nur fiir die stirker hydrophile statio-
ndre Phase). Beim Methoxyl kommt es allerdings noch auf Zahl und Anordnung
dieser Gruppen am Benzolkern an: Die disubstituierten Derivate mit den Methoxyl-
gruppen in o-Stellung (8) wandern am Papier langsamer als das unsubstituierte
Derivat oder Derivate mit den Methoxylgruppen in p-Stellung. Bei trisubstituierten
vicinalen Methoxylderivaten (g, 22) tritt jedoch starke Erhéhung der Rg-Werte ein,
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wihrend bei den asymmetrischen Derivaten (11) die Beweglichkeit annidhernd
zwischen den disubstituierten ortho-Derivaten und den trisubstituierten vicinalen
Derivaten liegt.

Die Ergebnisse des chromatographlschen Verhaltens de1 aromatischen Sauren
sind in der Tabelle IT zusammengestellt.

Zum Nachweis bewihrte sich als Universalmethode die Beobachtung des Ver-
16schens im Licht der Niederdruck-Quecksilberlampe (D 1). Dieses Verloschen ist auf
5—10 g der zu analysierenden Séuren empfindlich, und nach Bespriihen mit Fluores-
cein (D 2) erhoht sich die Empfindlichkeit auf 2-3 ng. Von den iibrigen zum Nach-
- weis angewandten Verfahren kann fiir Sduren mit einer Ketogruppe die Reaktionen
mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin -(D 5) beniitzt werden, die bei jenen S#iuren sehr
empfindlich ist, welche in benachbarter Stellung nicht durch Halogen substituiert
' sind. Substitution mittels Halogen setzt die Empfindlichkeit ungefdhr auf das Zehn-
fache herab (44, 45, 47, 48). Substanzen mit Doppelbindung in der Seitenkette lassen
sich durch alkalische Kaliumpermanganatlésung (D 6) nachweisen, diese Realtion
ist aber nicht sehr empfindlich. Zum spezifischen Nachweis der in der Seitenkette
durch Brom substituierten Substanzen verwendeten wir Silbernitrat (D 4): Bei dieser
Realktion konnen durch zwei Bromatome substituierte Substanzen (35, 50, 51) sehr
- empfindlich nachgewiesen werden, bei Verbindungen mit einem Bromatom war die
- Reaktion bei freien Sduren (46) empfindlicher als bei Methylestern (47-49).

‘ Sehr interessant ist der Nachweis mancher aromatischer monoalkoxylierter
Sduren mit C,-Seitenkette mittels Methylamin und Schwefelsdure (D 3): Substanzen,
- die in dieser Seitenkette eine Doppelbindung aufweisen (42, 43) oder durch Halogen
. substituiert sind (44, 46), reagieren im Falle freier Sduren mit Gelbfirbung. Die ent-
sprechenden Methylester reagieren orange bis rot (45, 47—49). Eine Ausnahme bilden
. ferner jene aromatischen Siuren, die am aromatischen Kern entweder mehr Alkoxy-
gruppen besitzen (52) oder die anstelle der Benzoylgruppe eine Naphthoylgruppe
- aufweisen (53, 54): Diese Siuren reagieren dann mit dem Reagens D 3 gelb, auch
_wenn in der Seitenkette keine Doppelbindung besteht oder wenn sie nicht durch
' Halogen substituiert sind.
Von den Lésungsmittelsystemen bewihrte sich fur freie Sduren stdrker hydro-
© philen Charalkters das System Isopropanol-Ammoniak (S 2), fiir weniger hydrophile
' Siuren das System Formamid/Chloroform und fiir Sduremethylester das System
- Dimethylformamid/Cyclohexan. Bei Systemen mit Formamid war es vorteilhaft,
~ zur verankerten Phase Ammoniumformiat zuzusetzen, da sonst die Flecken langge-
~ zogen waren. Beim Studium der Beziehung zwischen chromatographischem Verhalten
und Struktur stellten wir ausser den tiblichen Gesetzmissigkeiten verschiedene Ab-
: weichungen vom iiblichen Verhalten fest. So wanderte die Salicylsdure im System S 2
' rascher als die Benzoesture, die o-Methoxybenzoesidure wanderte langsamer als die /-
- Methoxybenzoesdure und Bromierung setzte in Formamid-Systemen die Rp-Werte bei
' freien Sduren (42, 46) herab: Dies wird wahrscheinlich durch die stdrkere Aciditét der
_‘bromierten Derivate verursacht. Bei den analogen Methylestern werden nimlich
- durch Bromierung die Rp-Werte erhoht.

ZUSAMMENTASSUNG

TIn der vorliegenden Arbeit wurde das chromatographische Verhalten von 28
. substituierten Crotonlactonen und z4 substituierten aromatischen Sduren untersucht.

J. Clxromélog., 9 (1962) 60-70
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Es wurden optimale Bedingungen fiir den Nachweis und Systeme zur Trennung und
Charakterisierung dieser Substanzen gefunden und die Beziehungen zwischen dem
chromatographischen Verhalten und der Struktur dieser Verbindungen untersucht.

SUMMARY

The chromatographic behaviour of 28 substituted crotonlactones and 24 substituted
aromatic acids was investigated. The best conditions for identification of these sub-
stances, as well as systems for their separation and characterization are described.
The relationships between chromatographic behaviour and structure of these com-

pounds was investigated.
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