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4-DINITROBENZYLESTER UND N N-D[METHYL-jJ-AMINO-
BENZOLAZOPHENACYLESTER
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;I nstztut fﬂr Analytzsahe Chemie, Chemische Hochschule, Pavdubice ( Tschechoslowahei)

X SUMMARY

- Thm-layer ckromatogmgbhy of fatty acids in the form of their 2,4-dinitrobenzyl- and
N N -dzmethyl-j)-ammobenzeneazo;bhenacyl esters

.The. separatmn and identification of derivatives of C,-C,, fatty acids by thin-
:"la.yer chroma.togra.phy is described. The acids were subjected to chromatography in
.the form of their 2,4-dinitrobenzyl- and N N-d1methyl-;b-ammobenzeneazophenacyl
'-esters :

- The layer was composed of MN-Kieselgel G (Macherey, Nagel & Co.) containing
:_,‘-;5% gypsum as binder. Precoated Silufol UVy,, layers (Kavalier, Czechoslovakia)
. were also applied. For the sepa.ratlon of the acids use was made of non-impregnated
) ‘layers as well as of layers with a polar or non-polar impregnation.

‘ The detection of the 2,4-dinitrobenzyl esters was carried out using an acetone
~solution of sodium ethanolate. No detection reaction was necessary for the N,N-

~dimethyl-p-aminobenzeneazophenacyl esters, which can be identified by their own
colours.

EINLEITUNG

Im Gegensatz zu hoheren Fettsiuren, die durch Papier- oder Diinnschicht-
chromatographle als frei trennbar sind, werden die medngeren und mittleren Siduren
oft in Form von Derivaten chromatographlert Es werden in der Paplerchromato-
‘graphie  die Hydroxamsiduren!? und 2,4-Dinitrobenzylester:4 angewendet. Die
tibrigen Methoden, die die Derivate zur chromatographischen Trennung von Fett-
‘sduren a.nwenden, wie beispielsweise p-Nitrobenzylester und m-Nitrophenacylester?®,
‘Anilide® und nichtsubstituierte Hydrazide? sind nicht so geeignet, auch die Detek-
B tlonsernpﬁndhchkelt ist nicht ausreichend. Die Anwendung von Acetolestern® und
- ‘'2,4-Dinitrophenylhydraziden® ist verhiltnisméssig schwierig und langsam. Bei Dar-,
N stellung von Hydrazonen der Acetolester® ist die eventuelle Bildung von czs-Isomeren,
“die die Onentlerung auf Chromatogrammen verschlimmern wiirde, aufs Minimum zu-
“unteérdriicken. Die glelche Gefahr ist auch bei Darstellung von 2,4-D1n1tropheny1-
:‘hydrazonen der p-Bromphenacylesternl" Von den farblgen Derivaten wurden ausser
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den letztgenannten substituierten Hydrazonen auch die p-Phenylazophenacylester!?
und N,N-Dimethyl-p-aminobenzolazophenacylester!'? angewendet. Bei kleineren
Mengen von chromatographierten Estern wird jedoch keine ausreichend empfindliche
Detektion von dem ersten der kleinen FFirbungsintensitit wegen dargeboten.

EXPERIMENTELLER TEIL

Darstellung von Schichten

Die Schichten wurden vom kommerziellen Priaparat MN Kieselgel G (Macherey,
Nagel & Co.) dargestellt. Auf die 12 cm X 22 cm Platte wurden 4 g Silikagel in Sus-
penswn mit 12 ml Wasser aufgetragen. Die Schichten wurden in Trockenanlage bei
120° 60 Min. lang aktiviert.

Ferner wurden die kommerziell hergestellten 14 cm X 14 cm Reflexsilikagelfolie-
Schichten mit der Bezeichnung Silufol UV,;, (Kavalier, Tschechoslowakei) verwendet.
Als Sorbens diente Silikagel zur Chromatographie mit Lumineszenzindikator, auf
einer Unterlage von verstiarkter Aluminiumfolie und mit Stdrke als Bindemittel.

Detektionsldsung .
10 g Metallnatrium wurden in roo ml Athylalkohol aufgelést. Vor der Detektion
wurde die Lésung mit Aceton zur beginnenden Triibung vermischt.

Darstellung von Derivaten

Das 2,4-Dinitrobenzylbromid und die 2,4-Dinitrobenzylester der Essig- bis
Laurinsiure wurden sowohl durch Erwirmen von Komponenten unter einem Riick-
flusskiihler als auch in eingeschmolzenen Ampullen® dargestellt.

Die Darstellung von 2,4-Dinitrobenzylestern durch Mikroprédparationstechnik
verlief wie folgt. Die Ester, Amide, Chloride und Sdureanhydride werden zuerst
hydrolysiert, die Siuren werden mit Wasserdampf destilliert, das Destillat wird
durch Natriumhydroxid neutralisiert und zur Trockne abgedampft. Einige Milli-
grammen Natriumsalz der Sidure werden im Mikroprobierglas in 2—3 Wassertrépfchen
aufgeldst, 2—3 ml Dioxan und die Benzollésung des 2,4-Dinitrobenzylbromids, 3-5 mg
Reagens enthaltend, werden hinzugefiigt. Das Mikroprobierglas wird eingeschmolzen
und 60 Min. lang in siedendem Wasserbad erhitzt. Nach Abkiihlung wird es aufge-
macht und das Reaktionsgemisch wird direkt auf die Silikagelschicht aufgetragen.
(Bemerkung: Falls tiberschiissige Alkalien von Neutralisation der Sdiure anwesend
sind, kann es zur partiellen Hydrolyse des Reagens und zur Bildung des 2,4-Dinitro-
benzylalkohols kommen.) Auch die Anwesenheit des Athylalkohols im Reaktions-
gemisch hindert die Identifizierung, da der 2,4-Dinitrobenzylither des Athylalkohols
gebildet wird, der vor Chromatographie zu beseitigen ist (bei niedrigeren Gliedern
der homologen Reihe durch Rekristallisation, bei héheren durch Adsorption auf
Aktivkohle). Das N,N-Dimethyl-p-aminobenzolazophenacylchlorid und seine Ester
von Ameisen- bis Laurinsiure wurden dargestellt, wie in der Literatur!? angegeben ist.

Chromatographie von 2,4-Dinitrobenzylestern

Bei der Chromatographie von diesen Estern wurde sowohl mit imprignierten
als auch mit nichtimprignierten Schichten gearbeitet. Die Imprignierung wurde
durch aufsteigendes Ansaugen der Imprédgnierungslosung in geschlossener Chromato-
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graphiekammer durchgefiihrt. Nach Beendigung der Impréignierung wurde die Platte
20 Min. lang bei Labortemperatur trocknen gelassen und nach dem Auftragen von
Estern in zugehdrigem System chromatographiert.

(a) Die auf Schichten ohne Imprignierung angewandten Systeme

S,—Tetrachlorkohlenstoff—Acetonitril (14:1). Entwicklungszeit des Chromato-
gramms, 2 Std./18 cm bei 21°. ‘ .

S,—Hexan-Butylacetat (4:1). Entwicklungszeit 1 Std. 30 Min./18 cm bei 21°.

S;—Hexan-Butylacetat—Aceton (4:1:1). Entwicklungszeit, 1 Std. 30 Min./19
cm bei 20°. :

S,—Tetrachlorkohlenstoff-Acetonitril-Cyklohexan (18:3:4). Entwicklungszeit,
2 Std./zo cm bei 21°.

| (b ) Systeme mit imprdgnierten Schichten

. Ss—Fiir die Ester von niedrigeren Sduren C,—C, wurde die 20%ige Imprig-
nierungslésung des Dimethylformamids im Methanol angewendet und mit Cyklohexan
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Fig. 1. Diinnschichtchromatogramm der 2, 4-Dinitrobenzylester. Lésungsmittelsystem: Dimethyl-
formamid/Cyklohexan. Temp., 23°. Schicht, MN-Kieselgel G. 1 = Propionsiure- und Butter-
s#ure-2,4-dinitrobenzylester; 2 = Propionsiure-, Buttersiure-, Valeriansiure- und Capronséure-
2,4-dinitrobenzylester; 3 = Buttersiure- und Valeriansiure-2,4-dinitrobenzylester; 4 == Vale-
riansiure- und Capronsiure-2,4-cdinitrobenzylester.

IFig. 2. Ditnnschichtchromatogramm der 2,4-Dinitrobenzylester. Lésungsmitteclsystem : Dimethyl-
formamid/Cyklohexan—Benzol (25:1). Temp., 22°. Schicht, Silufol UV, 1 = Ameisensiure-
2,4-dinitrobenzylester; 2 = Essigsiure-2,4-dinitrobenzylester; 3 = Propionsidure- und Butter-
siure-2,4-dinitrobenzylester; 4 — Buttersiure- und Valeriansiure-2,4-dinitrobenzylester; 5 = '

Propionsiure-, Buttersiiure-, Valeriansiiure-, Capronsiure- und Caprylsiure-2,4-dinitro-
benzylester; 6 = Valeriansiure-, “Capronsiure- und Caprylsiure-2,4-dinitrobenzylester; 7 =
Valeriansiure-2,4-dinitrobenzylester; 8 = Capronsiure-2,4-dinitrobenzylester; 9 = Caprylsiure-

2,4-dinitrobenzylester. .
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entwickelt. Imprignierungszeit, 30 Min.; Entwicklungszeit, 1 Std. 30 Min./14 cm bei
23° (Fig. 1).

Se¢—Fiir die Ester von mittleren Sduren C4C,, wurde die 30%ige Imprig-
nierungslésung des Dimethylformamids im Methanol angewendet und im System
Cyklohexan-Benzol (12:1) chromatographiert. Imprignierungszeit, 30 Min.; Ent-
wicklungszeit, 1 Std. 30 Min./14 cm bei 23°.

S,;—Die Silufol UV,;,-Schicht wurde mit 40%,iger Methanollésung des Dimethyl-
formamids imprigniert und die 2,4-Dinitrobenzylester von Siuren C;—Cg wurden mit
Cyklohexan—Benzol (25:1) entwickelt. Imprignierungszeit, 1 Std. 15 Min.; Ent-
wicklungszeit, 2 Std./12 cm bei 22° (Fig. 2).

Sg—Die Imprédgnierung durch ro09%ige Losung des Paraffintls im Petrolither
wurde auch iiberpriift und im System Dimethylformamid-Wasser (2:1) chromato-
graphiert. Imprignierungszeit, 30 Min.; Entwicklungszeit, 4 Std./16 cm bei 22°,

Chromatographie von N,N-Dimethyl-p-aminobenzolazophenacylestern
Bei Chromatographie von diesen farbigen Estern wurden die Schichten mit der
polaren stationdren Phase und die Schichten ohne Imprignierung angewendet.

(a) Diec auf Schichten ohne Imprignicrung angewandien Systeme fiir die Sdure-
ester C1—Cy

Sy—Tetrachlorkohlenstoff—Acetonitril (9:1). Entwicklungszeit, 2 Std./18 cm
bei 21°.

S;0—Hexan—Aceton (3:1). Entwicklungszeit, 2 Std./20 cm bei 21°.

(b) Systemen mit imprdgnierten Schichien

S;3—Zur Imprignierung wurde die 20%,ige Lésung des Dimethylformamids im
Methanol angewendet und die N,N-Dimethyl-p-aminobenzolazophenacylester von
Sduren C;-Cgz wurden im System Benzin-Toluol (5:1) chromatographiert. Imprig-
nierungszeit, 30 Min.; Entwicklungszeit, 2 Std./15 cm bei 22° (Fig. 3).

S;o—Die Silufol UV,,-Schicht wurde mit 409%iger Lésung des Dimethyl-
formamids im Methanol imprigniert und die farbigen Ester von Sduren C,—Cg wurden
durch das Gemisch Benzin (Sdp. 60-75°)-Toluol (5:1) entwickelt. Imprignierungszeit,
1 Std. 15 Min. ; Entwicklungszeit, 2 Std./13 cm bei 22° (Fig. 4).

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Bewertet man die erreichten Ergebnisse der Chromatographie auf Diinnschicht
bei Trennung und Identifizierung von Fettsiduren, so muss man vor allem vom Stand-
punkt der Zeitbeschleunigung des Identifizierungsprozesses ausgehen. Im Vergleich
mit der Papierchromatographie ist die zum chromatographischen Prozess auf Diinn-
schicht notwendige Dauer annéhernd die halbe und sogar kiirzer.

Fiir diese Arbeit war es notwendig das Problem der Imprédgnierung von Schich-
ten zu loésen, um die Erfahrungen aus der Papierchromatographie von Estern von
Fettsiduren ausniitzen zu kénnen. Bei Imprignierung der Schicht wurden alle in der
Literatur angefithrten Methoden erprobt, d.h. die Bespritzung durch konzentrierte
stationire Phase, das Ansaugen der Losung durch iibliche aufsteigende Technik und
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Fig. 3. Dinnschichtchromatogramm der N,N-Dimethyl-p-aminobenzolazophenacylester, Lésungs-
mittelsystem: Dimethylformiamid/Benzin~Toluol' (5:1). Temp., 22°. Schicht, MN-Kieselgel-G.

= Propionséiure- und Buttersiiure-N,N-dimethyl-p-aminobenzolazophenacylester; 2 == Butter-
stiure- - und Valeriansiure-N,N-dimethyl-p-aminobenzolazophenacylester; 3 = Buttersiure-,

Valeriansiure-,. Capronsiure- und Caprylsiure-N,N-dimethyl-p-aminobenzolazophenacylester;

4 = Valeriansiure-, Capronsiiure- und Caprylsiure-N,N-dimethyl-p-aminobenzolazophena-
cylester, R Co

. Fig.'4. Dinnschichtchromatogramm der "'N,N-p-aminobenzolazophenacylester. Ldsungsmittel-
system: Dimethylformamid/Benzin-Toluol: (5:1). Temp., 22°. Schicht, Silufol UV, I = Amei-
sensiure;N,N-dimethyl-p-aminobenzolazophenacylester;. 2 = Essigsiure-N,N-dimethyl-p-amino-
beénzolazophenacylester; 3 = Propionsiure-N,N-dimethyl-p-aminobenzolazophenacylester; 4 =
Buttersiure-N,N-dimethyl-p-aminobenzolazophenacylester: 5 = Propionsiure-, Buttersiure- und
Valeriansiure-N,N-dimethyl-p-aminobenzolazophenacylester; 6 = Valeriansiure-, Capronsiure-
und - Caprylsiure-N,N-dimethyl-p-aminobenzolazophenacylester; 7 = Valeriansiure-N,N-dime-
thyl-p-aminobenzolazophenacylester; 8 = Capronsiure-N,N-dimethyl-p-aminobenzolazophena-
cylester; 9 = Caprylsiure-N,N-dimethyl-p-aminobenzolazophenacylester; 10 = N,N-Dimethyl-
p-aminobenzolazophenacylchlorid,

das Eintauchen der ganzen Platte mit der Schicht in die Lésung der verdiinnten
stationdren Phase. Die besten Ergebnisse wurden beim Ansaugen durch aufsteigende
Technik erreicht. Es wurde das Ansaugen der Imprégnierungsldsung von der lingeren
Plattenseite angewendet, d.h. in kiirzerer Bahn, und dadurch wurde grosse Zeiter-
sparnis erreicht..Die Imprignierung durch Bespritzung gab keine reproduzierbaren
Ergebnisse und beim Benetzen der Platte kam es zur Trennung der Schicht von der
Unterlage, zur Blasenbildung und folglich zur Entwertung der ganzen Schicht.

Zur Trennung und Identifizierung von niedrigeren Fettsiuren sind die farbigen
N,N-Dimethyl-p-aminobenzolazophenacylester im S;3-System auf Silufol als die
glinstigsten empfehlenswert; und in System S;; auf Diinnschicht MN Kieselgel G,
wo die Detektion abfillt, sodass es méglich ist den'chromatographischen Prozess auch
visuell zu verfolgen. Diese Systeme sind jedoch nur fir die Ester von S#uren C,~Cq
anwendbar. Ahnlich kann man die 2,4-Dinitrobenzylester fiir niedrigere und mittlere
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TABELLE I

DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE DER 2,4-DINITROBENZYLESTER

2,4-Dinitrobenzyl- Losungsmitielsystem
ester der Sdure :

sl 52 53 Sl 55 56 57 58

R Ry Rg Ry Rp Ry Ry Ry R Ry Rr Ry Rr Ry Rr Ry
Ameisensdure 007 +1.I2 007 +I1.I12 037 +0.23 o0.22 4055 — — —_ = 000 — 081 —o0.63
Essigsaure 024 +o0.50 o015 4075 0.49 -+o0.02 o025 +o048 orz +087 — — 006 +r120 071 —0.39
Propionsiure 0.34 -+0.20 o029 4039 0.57 —o0.I2 033 +0.31 036 o025 — — 012 +0.87 o061 —o.19
Buttersaure 042 o014 0.35 4027 062 —o02I 041 +0I6 0.53 —005 — — 022 +0.55 0.53 —0.05
Valeriansiure 048 4004 o041 Ho016 065 —0.28 o047 Joo03 069 —0.35 — «— 0.36 +o0.25 o0.43 Ho.12
Capronsaure 055 —0.09 045 +009 069 —0.35 050 —0.00 o0.80 —o060 038 +o2r 057 —o0.12 033 +40.3I
Caprylsiure 0.50 —0.16 0.5I —0.02 074 —0.45 0.55 —009 — — 051 —o0.02 083 —060 o0.16 +072
Pelargonsiure 064 —o025 057 —o0I2 076 —o0.50 0.57 —0.I2 — — 058 —o14 — — o011 09I
Laurinsiure 070 —o037 o065 —o027 082 —066 067 —o031 — — 0.77 —0.53 — — 000 —

NIIAYSLLAL NOA HIHAVIODOLVINONHOLHOIHOSNNAJ
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TABELLE II

DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE DER N,N-DIMETHYL-P-AMINOBENZOLAZOPHEN ACYLESTER

N, N-Dimethyl-p-amino- Lisungsmittelsystem
benzolazophenacylester
der Sduve : So o S10 S Sie
Ry Rar Rp Rar Rp R Rp Ry

Ameisensiure —_ —_ 0.22 -0.55 0.00 0.00
Essigsiiure — —_— 0.31 -+0.35 0.23 -0.53 0.10 -0.95
Propionsiure 0.52 —o0.04 0.36 +o0.25 0.38 -o.21 0.17 -+0.69
Buttersiure 0.57 —0.12 0.40 -+o0.18 0.49 +4-0.02 0.30 -+0.37
Valeriansiure 0.61 —~—o0.1I9 0.43 -+o.12 0.57 —o0.I2 0.42 -o0.14
Capronsiure 0.64 —o0.25 0.45 -o0.00 0.66 —o0.29 0.59 —0.16
Caprylsiure 0.71 —0.39 0.50 —0.00 0.78 —o.55 0.81 —o0.63
Pelargonsiiure 0.75 —0.48 0.52 —o0.04 — —_ — —
Laurinsiure 0.82 —o0.66 0.55 —0.,009 -—_ —_— — —
N,N-Dimethyl-p-amino-

benzolazophenacyl-

chlorid 0.38 +o0.21 0.30 -+0.37 o.13 -+o0.83 o.13 -40.83

Sduren C,-C;, empfehlen. Die giinstigsten sind die Systeme S; und S, auf Silikagel-
Diinnschicht und S, auf Silufol fiir die Ester von Sduren C,—C,. Auf dieser Stelle kann
man auf gute Eigenschaften von Silufol-Schichten hinweisen. Die Arbeit mit der Dar-
stellung von Schichten und ihrer Aktivierung fillt nimlich ab.

Mit Riicksicht darauf, dass die konstante Stédrke der Schicht gesichert ist,
sind die Ergebnisse sehr gut reproduzierbar. Die iibrigen angewandten Systeme
trennen meist nicht die ganze homologe Reihe, folglich ist es nétig fiir einzelne Fille
das gilinstigste auszuwédhlen. Erwdhnenswertist noch das System S,,,in dem die S4ure-

ester C,—C; sehr giinstig zu trennen sind. Die Ry und Rar Werte beider Ester in allen
Systemen sind in Tabelle I und II angefiihrt.

Ry

1.0
0.5
00

-0.5

3,

L A A A l’l L\” 1 A 2
1T 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
C=-Anzah|

Fig. s. Graphxsche Darstellung der Rar Werte gegen dic Anzahl von Kohlenstoffatomen der 2,4-
Dinitrobenzylester.
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Fig. 6. Graphische Darstellung der Ray Werte gegen die Anzahl von Kohlenstoffatomen der N,N-
Dimethyl-p-aminobenzolazophenacylester.

Graphische Darstellung der Abhingigkeit von Ry-Werten von der Anzahl von
Kohlenstoffatomen der angehdrigen Siure ist nicht immer linear. Vor allem auf nicht
imprignierten Schichten kommt es immer am Anfang der homologen Reihe zu Ano-
malien. Diese sind ausser anderen Einfliissen vor allem dadurch erklidrbar, dass es sich
in der Regel um Gemische von Lésungsmitteln handelt, deren Dimpfe unterschied-
liche Dichte aufweisen und deshalb ist die Sédttigung der chromatographischen Ko-
lonne nicht in ihrem ganzem Volumen homogen. Bei den iibrigen Systemen, d.h. S;
bis Sg und S,, bis S,, ist die Linearitit praktisch in der ganzen chromatographierten
Reihe erfiillt. Nur bei den Systemen S; und S;; weichen von der Reihe die Ester der
niedrigsten Ameisen- und Essigsiuren ab (Fig. 5 und 6). Deshalb ist es moglich auf
diesem Grund die gewonnenen Abhingigkeiten zur Identifizierung von diesen Sduren
in Gemischen und gleichzeitig zur Elimination von jenen Siduren (Halogen-, Hydroxy-,
Methoxy- u.a. substituierten) anzuwenden, die zur homologen Reihe nicht gehéren,
obwohl sie entsprechende Ester bilden.

Bei Chromatographie wurde auf Schichten etwa 2-8 ug Ester aufgetragen Die
N,N-Dimethyl-p-aminobenzolazophenacylester stellen farbige Stoffe vor und folglich
fiel Detektion weg. Die 2,4-Dinitrobenzylester wurden durch ein Gemisch des Na-
triumithanolats und Acetons nachgewiesen. Der Vorteil dieser Detektion ist, dass
unmittelbar nach Bespritzung mit Reagens die Séureester griin und das zur Darstel-
lung von Estern angewandte Reagens rotviolett gefirbt sind. Auf diese Weise sind die
Ester und das Reagens voneinander gut erkennbar. Nach und nach kommt es zum
ziegelroten bis braunen Farbumschlag und auch die Intensitit geht verloren. Aus
diesem Grunde sind die 2,4-Dinitrobenzylester zur quantitativen Bestimmung von
Sduren im Gemisch nichit anwendbar.

ZUSAMMENFASSUNG

Die Arbeit befasst sich mit der Trennung und Identifizierung von Derivaten
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von Fettsduren der homologen Reihe C,~C,, durch Diinnschichtchromatographie. Die
Sduren werden nach Uberfiihrung in die 2,4-Dinitrobenzylester und N,N-Dimethyl-
p-aminobenzolazophenacylester chromatographiert.

Zur Darstellung der Schicht wurde das MN-Kieselgel G (Macherey, Nagel & Co.)
mit 159% Gips-Gehalt als Bindemittel angewendet. Ferner wurden die kommerziell
hergestellten Schichten mit Bezeichnung Silufol UV, (Kavalier, Tschechoslowakei)
angewendet. Bei Trennung von Séuren wurde mit Schichten ohne Imprégnierung und
mit der polaren, bzw. unpolaren Imprignierung gearbeitet.

Die Detektion von 2,4-Dinitrobenzylestern wurde mit der Acetonldsung des
Natriuméthanolats durchgefiihrt, die N,N-Dimethyl-p-aminobenzolazophenacylester
sind farbig und folglich fillt die Detektion weg.
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SECTION 1V

CHROMATOGRAPHY OF DECOMPOSITION PRODUCTS
(HIGH-MOLECULAR-WEIGHT COMPOUNDS, PYROLYSIS, ETC.)



