Papierchromatographie der Pyridinmono- und -dicarbonsiduren
sowie einiger Alkylpyridine*.
Von
Friedrich Kuffner und Norbert Fader].

Aus dem TII. Chemischen Laboratorium der Universitit Wien.
(Eingelangt am 20. Oktober 1955.)

Die Papierchromatographie der Pyridinmono- und -dicarbon-
sduren wurde durch Einfihrung einer gréBeren Anzahl von
Losungsmittelgemischen so weit ausgearbeitet, dafl jede dieser
Ssuren mit Sicherheit identifiziert werden kann. Es ist jetzt
moglich, Oxydationen von Alkylpyridinen mit 1 bis. 2mg
(mittels Permanganat) durchzufithren und in der Oxydations-
flussigkeit ohne weitere Isolierungs- oder Reinigungsmafnahmen
unmittelbar die vorhandenen Pyridincarbonsiduren zu identi-
fizieren.

Versuche, einige Alkylpyridine direkt, also ohne Oxydation,
papierchromatographisch zu trennen, zeigten positive Ergebnisse.

Carbonsduren haben ganz allgemein Bedeutung fir Fragen der
Konstitutionsermittlung, da sie als Endprodukte der Oxydation auf-
treten, in geeigneten Fillen auch als Produkte der Hydrolyse; dies gilt
natiirlich im Bereich der Pyridinderivate auch fiir die Mono- und Di-
carbonsduren mit Pyridinringsystem.

Arbeitet man mit kleinen oder sehr kleinen Mengen der zu unter-
suchenden Substanzen, so ist die Papierchromatographie ein wertvolles
Hilfsmittel zur Identifizierung kleinster Mengen, doch ist diese Methodik
einerseits wegen ihrer Einfachheit und der Sicherheit ihrer Aussagen
gerade im Pyridingebiet, anderseits wegen der relativ umsténdlichen
Isolierung und Identifizierung gewisser Pyridinpolycarbonsiuren auch
dann von Vorteil, wenn die Mengenfrage keine entscheidende Rolle spielt.

Versuche, Alkylpyridine durch Oxydation zu Pyridincarbonsiuren
und deren papierchromatographische Untersuchung nachzuweisen und

* Die hier verdffentlichten Ergebnisse wurden, soweit jeweils schon vor-
handen, in Vortrigen bei der Hauptversammlung des Vereines Osterr.
Chemiker in Klagenfurt (20. September 1954) bzw. beim XIV. Kongref fiir
reine und angewandte Chemie in Ziirich (26. Juli 1955) mitgeteilt.
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zu identifizieren, liegen von D. Jerchel und W. Jacobs! vor, auBlerdem
haben sich mehrere Autoren? mit der Papierchromatographie von Nicotin-
sdure, Isonicotinsiure und von Amidoderivaten dieser Siuren bhefafBt.
Die Arbeit von Jerchel und Jacobs 16st die Frage nicht vollig, denn einer-
seits verwenden diese Autoren ein einziges Losungsmittelgemisch, das
auch fir andere Korperklassen bewidhrte sec.-Butylalkohol: Ameisen-
siure : Wasser = 15:3:2 (von uns der Kiirze halber in dieser Arbeit
als Al bezeichnet), anderseits ist die Pyridin-3,5-dicarbonsiure gar
nicht untersucht worden; auch liegen die R;-Werte einiger Sduren, welche
die dort angewandten Farbreaktionen zum Teil in #hnlicher Weise
geben, ziemlich nahe beieinander.

Wir haben deshalb eine groBere Anzahl von Lésungsmittelgemischen,
ein- und zweiphasigen, sauren und basischen, untersucht, so da3 durch
Verwendung mehrerer E,.-Werte sowohl der absolute Beweis, daf eine
Pyridincarbonsdure, als auch der Identitdtsbeweis, welche Pyridin-
carbonséure vorliegt, geliefert werden kann. Auf Methylpyridin-carbon-
sduren sind wir nicht eingegangen, da es nach unseren Erfahrungen
mbglich. ist, diese zu den entsprechenden Dicarbonsiuren restlos weiter-
zuoxydieren.

Einige der verwendeten Losungsmittel geben fiir einzelne Pyridin-
carbonséiuren so charakteristische R,-Werte, dafi diese Isomeren damit
eindeutig identifiziert werden konuen, in anderen Fillen kann ein zwei-
dimensionales Papierchromatogramm, z. B. mit den Gemischen™*
C5+C6,C5+ B1 oder C3 + B 3, herangezogen werden. Wir kamen
iibrigens meistens mit einfacheren Mitteln aus.

Die unsubstituierten Pyridincarbonsiuren konnen nidmlich durch
zwei Farbreaktionen scharf in zwei Gruppen eingeteilt werden, wobei
die eine Gruppe, deren gemeinsames konstitutives Merkmal {mindestens)
eine Carboxylgruppe in o-Stellung ist, mit Fe++Ion gelbe Farbtine
gibt, wihrend die andere Gruppe, welche also keine substituierte x-Stellung
aufweist, mit Hilfe von Bromeyan unter den von uns angegebenen Be-
dingongen Farbreaktion gibt?; diese beiden Farbreaktionen? schlieBen
einander im Bereich der von uns untersuchten Siuren aus (Tabelle 1).

b D. Jerchel und W. Jacobs, Angew. Chem. 65, 342 (1953).

¢ E. Leifer, W.H. Langham, J.F.Nye und H. K. Mitchell, J. Biol.
Chem. 184, 589 (1950). — E. Kodicek und K. K. Reddi, Nature 168, 475
(1952). — Ch. F. Huebner, Nature 167, 119 (1951); 173, 645 (1954).

** Brlduterung dieser Kurzzeichen s. Liste im experimentellen Teil.

® Die Kénigsche Reaktion ist sehr pH-abhingigs, Wir haben deshalb
nach Bespriithen mit Benzidinlgsung nochmals in einen mit Bromeyankristallen
beschickten Zylinder eingehéingt. Unter diesen Bedingungen reagiert nicht
nur die Nicotinsdure!, sondern auch Isonicotinsdure, Pyridin-3,4- und
(schwicher!) -3;5-dicarbonsiure.

4 M. Strell, W. B. Braunbruck, W.F. Fihler und O. Huber, Ann. Chem.
587, 177 (1954). — H. C. Goldthorpe und D. Téppit, Analyt. Chemistry 28,
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Die Erfassungsgrenze der Konmigschen Bromcyanreaktion liegt um
etwa 2 Grollenordnungen giinstiger (bei 0,02y) als die der Reaktion
auf «-Carboxylgruppen. Wenn dies unerwiinscht ist, kann man, wie
auch Jerchel und Jacobs! beschreiben, Indikatoren heranziehen; im
Tropaeolin 00 fanden wir einen Indikator, der mit den schwicher sauren
Monocarbongiuren (isoelektrischer Punkt: 3,2 bzw. 3,4 bzw. 3,6)% nicht
umsechligt, wenn er sorgfdltig auf sein Umschlagsintervall eingestellt
war, wahrend er Dicarbonsiduren anzeigt.

Statt des von Jerchel und Jacobs angewandten Fluoreszeins haben
wir zur Sichtbarmachung durch Fluoreszenzloschung unter der Analysen-
quarzlampe das 4-Methylumbelliferon” angewandt; dieser Fluoreszenz-
indikator hat eine etwas héhere Empfindlichkeit, ein fiir die Pyridin-
monocarbonsiuren giinstigeres Umschlagsgebiet (pH 6,5 bis 7,6) und
itberdies den Vorteil, dal das damit besprithte Papier farblos ist, so daf
man nach der Lokalisierung der Sduren im UV noch die Fet+-Reaktion
und anschliefend daran auch noch die Kinigsche Bromcyanreaktion
vornehmen kann. Diese und auch andere Reaktionen gestatten es also
in mehreren Fillen, iiber die Konstitution der einem Fleck des Papier-
chromatogramms zugrunde liegenden Siure eine Aussage zu machen,
so daB in solchen Fillen gleiche oder shnliche R,-Werte zweier Sduren
die Identifizierung nicht behindern.

Zur Oxydation von Alkylpyridinen, aber auch von Polypyridylen®
benutzten wir Kaliumpermanganat und erhitzten auf dem Wasserbade
g0 lange, bis der Verbrauch der letzten Portion stark verlangsamt wurde.
Wir kénnen bestitigen, daB auch die relativ leicht decarboxylierbare
Picolinséure in alkalisch-willriger Losung weitgehend stabil ist3, so dafl
sie auch bei protrahierter Oxydation bequem nachgewiesen werden kann.
Wiahrend Jerchel und Jacobs' bei Verwendung von Permanganat die
Oxydation mit mindestens 1 g durchfihren muBiten (mit SeO, geniigten
100 mg), haben wir in einem Versuch mit 1 mg «-Picolin noch das
Oxydationsprodukt Picolinsiure nachweisen und identifizieren kénnen.

484 (1951). — E. Werle und K. Koebke, Ann. Chem. 562, 60 (1949). — K. Werle
und H. W. Becker, Biochem. Z. 313, 183 (1943).

5 Die Auffassung, daB die Bromcyanreaktion nur mit solchen Pyridin-
derivaten eintritt, in welchen beide «-Stellen frei sind, gilt nicht allgemein.
Auch wir haben, und zwar an papierchromatographisch reinen Proben, mit
mehreren x-substituierten Pyridinen («-Picolin, 2,4-Lutidin, «,«’-Bipyridyl,
m-Phenanthrolin und anderen) bei hoherer Konzentration allmihlich Kénig-
reaktion erhalten (vgl. Strellt).

¢ @&. Black, E. Depp und B. B. Corson, J. Org. Chem. 14, 14 (1949).

7 A. Siegel und K. Schlogl, Mikrochem. 40, 202 (1953); Mh. Chem. 84,
686 (1953).

8 Zum Beispiel ¥. Runge, J. Freytag und J. Kolbe, Chem. Ber. 87, 873
(1954). — H. Weidel und M. Russo, Mh. Chem. 8, 850 (1882).
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Ein Gemisch von je 1mg - und -Picolin lieferte eine Oxydations-
flissigkeit, welche wir so verdiinnten, dafl zur Papierchromatographie
definierte Mengen Oxydationsprodukte eingesetzt werden konnten; so
konnten wir feststellen, daff ungefihr die berechnete Menge an Nicotin-
und Isonicotinsdure erhalten werden konnte. Wir konnten so Picoline
in Pyridin nachweisen.

Es ist, wenn es sich um den Nachweis der Monocarbonsiuren handelt,
maglich, die diber dem MnQ,, welches sich absetzt, stehende alkalische
Flissigkeit direkt zur papierchromatographischen Untersuchung zu ver-
wenden, wihrend die Dicarbonsiduren, welche stirker sauer sind, bei
Gegenwart von Alkali von den meisten Losungsmitteln als Salze (wahr-
scheinlich Mono-K-Salze) transportiert werden und entweder untypische
oder unkonstante R.Werte liefern; einwandfrei arbeiten aber auch in
diesen Fillen die Losungsmittel B 1 bis B4 (salzsaure Losungsmittel-
gemische).

Da wir ohne Mafnahmen zur Temperaturkonstanz arbeiteten und
keine sehr wirksamen Behelfe fir die Sittigung des Dampfraumes (Liner
nach Leiserson?) verwendeten, war die Methodik sehr einfach, die Werte
nicht absolut reproduzierbar, aber bei Verwendung von Vergleichs-
substanzen streng beweisend.

Die Alkylpyridine kinnen nicht nur nach Oxydation zu den Pyridin-
carbonsi#iuren papierchromatographisch untersucht werden, sondern es
liegt auch eine Arbeit iiber die Papierchromatographie ihrer N-Oxyde
vor'®; doch liegen deren R,Werte vielfach nahe beisammen.

Wir haben Versuche angestellt, die fiir die direkte Papierchromato-
graphie in neutralen Losungsmitteln zu flichtigen Alkylpyridine in
sauren Solventien zu trennen. Wihrend, wie zu erwarten, essig- oder
ameisensaure Losungsmittel unscharfe Flecke lieferten, gaben salzsaure
Lésungsmittel (unsere Gemische B 1 und B 3) in einigen Fillen brauchbare
Trennungen.

Uber die Papierchromatographie einiger Bipyridyle werden wir im
Zusammenhang mit der Konstitutionsermittlung des Nicotellins be-
richten!?,

In den Tabellen, in welchen wir unsere Ergebnisse zusammengefa3t
haben, ist statt der iiblichen R,Werte deren Hundertfaches aufgetragen,
um die Dezimalen zu vermeiden; dies findet sich schon gelegentlich
anderwirts in der Literatur!?, nur méchten wir vorschlagen, diesen Begriff
in die Praxis einzufithren und als Hekto-RB; (hR;) zu bezeichnen.

In der Tabelle 1 sind die wichtigsten Losungsmittel in der Kopfspalte

® L. Leiserson und Th. B. Walker, Analyt. Chemistry 27, 1129 (1955).

10 D, Jerchel und W. Jacobs, Angew. Chem. 66, 298 (1954).

U . Kuffner und N. Faderl, die Arbeit wird in Kiirze in dieser Zeit-
schrift erscheinen.
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mit einem Sternchen bezeichnet, ferner jene 2 R,-Werte ebenfalls durch
Sternchen hervorgehoben, welche fiir bestimmte Sduren so charakteristisch
sind, daB} sie vielleicht schon ohne Mitlaufen einer Vergleichssubstanz
identitatsbeweisend sind; es ist dabei zu beachten, daB gleiche AR, Werte
dann die Identifizierung nicht stéren, wenn die entsprechenden Siuren
verschiedene Farbreaktionen geben. Sehr einfach ist z. B. die Unter-
scheidung von Nicotin- und Isonicotinsdure, da diese eine viclette, jene
eine intensiv rote BrCN-Farbung liefert, wahrend die beiden anderen
mit BrCN reagierenden Siuren orange bzw. braunliche Tone ergeben.

Experimenteller Teil.
Papierchromatographische Methodik.

Die Chromatogramme wurden aufsteigend auf Schleicher & Sehill-
Papier 2043 b ausgefihrt. Die Verbindungen wurden in verd. Losung auf-
getragen (Abstand 2 bis 3 cm), Abstand der Startlinie vom unteren Bogen-
rand 3 ecm. Bei einer Laufzeit von etwa 15 Stdn. ergaben sich je nach dem
angewandten Losungsmittel Laufstrecken von 28 bis 32 em (bei Losungs-
mittel E 45 em), bei einer Laufzeit von etwa 6 Stdn. lagen die Steighohen
bei etwa 17 ecm; auch hier ergaben sich noch sehr gute Trennungen, so daB
wenigstens einfachere Gemische noch gut untersucht werden konnten.

A. Pyridincarbonséuren.

Zum Nachweis der Pyridincarbonsduren durch Fluoreszenziéschung
wurden Ldsungen von 4-Methylumbelliferon (20 mg in 35 ml Alkohol geldst
und mit Wasser auf 100 ml aufgefillt) oder Fluoreszein (50 mg in 100 ml
Alkohol) verwendet. Nach dem Trocknen der mit diesen Losungen besprithten
Bogen wurde an der Quarzlampe mit verd. Ammoniaklésung gerduchert,
bis maximale Sichtbarkeit der nichtfluoreszierenden Flecke erreicht war.
Wurden jedoch ammoniakal. Losungsmittel zur Papierchromatographie
angewandt, muBten vor der Betrachtung des Bogens im TUV-Licht die
Ammonsalze der Pyridincarbonsiduren bei 130° im Trockenschrank zersetzt
werden.

Die Fett-Reaktion wurde mit 2- bis 3%iger wilr. Ferrosalzlésung durch-
gefuhrt. Die Losung wird in gut verschlossener Flasche aufbewahrt.

Fir die Kdnigsche Reaktion wurde das getrocknete Papierchromatogramm
5 Min. in einen verschlieBbaren Glaszylinder gebracht, in welchem sich krist.
Bromeyan befand. Anschliefend wurde mit 0,29%iger alkohol. Benzidin-
16sung bespriiht, trocknen gelassen und nochmals in die Bromeyanatmosphére
gebracht. Bei Verwendung essig- oder ameisensaurer Loésungsmitiel muf
sorgfiltig getrocknet werden, da die Kénigsche Reaktion sonst viel sechwicher
oder gar nicht eintritt; salzsaure Losungsmittel verhindern sie ganz, wenn
man nicht geniigend lang (24 Stdn. bei 20°) trocknet und anschlieBend durch
Besprithen mit verd. alkohol. Diisopropylaminlésung neutralisiert.

Verwendet man pyridin- oder picolinhaltige Losungsmittel, welche selbst
die Kéonig-Reaktion geben, so mub noch linger, 2 bis 3 Tage, getrocknet
werden.

12 L. B. Rockland und J. C. Underwood, Analyt. Chemistry 26, 1558 (1954).
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Zum Nachweis der Pyridincarbonsiduren mittels Indikatoren wurde z. B.
Bromphenolblau (0,049%ige*® Losung in Alkohol) durch verd. Natrium-
hydrogencarbonatlosung genau auf den Umschlagspunkt eingestellt.

Die Lésungsmittelgemische.

Neben dem. von Jerchel und Jacobs angewandten Gemisch, welches wir
als A 1 bezeichnen, und mit welchem wir zum Teil ziemlich abweichende
h B;-Werte fanden, haben wir teils bekannte auf anderen Gebieten bewéhrte
Gemische herangezogen (z. B. das von Partridge’ eingefithrte, von uns
als A 7 bezeichnete Gemisch), teils neue bzw. modifizierte Gemische.

A. Gemische mit organischen Sduren.

Butanol-(2) : Ameisensdure : Wasser = 15:3:2 (A 1),

Butanol-(1) : Ameisenséure : Wasser = 3:1:1 (A 2),
Butanol-(1) : Ameisensédure : Wasser = 6:1:1 (A 6),
Butanol-(1) : Eisessig : Wasser = 4:1:5 (AT).

B. Gemische mit Salzsiure.

Alkohol : Salzsdure : Wasser = 20:1:2 (B 1),
Alkohol : Salzsiure : Wasser = 20:1:5 (B 2),
Butanol-(1) : Salzséure : Wasser = 20:1: 2 (B 3)5,
Butanol-(1) : Salzsdure : Wasser = 20:1:5 (B 4)%5.

CO. Gemische mit organischen Basen.

Alkohol : Diisopropylamin : Wasser = 16:2:1 (C 3),
Alkohol : Diisopropylamin : Wasser = 40:4:5 (C 4),
Alkohol : Diisopropylamin : Wasser = 18:1:1 (C5),
Butanol-(1) : Diisopropylamin : Wasser = 40:4:5 (C 6),
Butanol-(1) : Pyridin : Wasser = 3:2:3 (C 7).

D. Gemische met Ammoniak.

Alkohol : Ammoniak : Wasser = 6:3:1 (D 3),
Alkohol : Ammoniak : Wasser = 7:2: 1 (D 4),
Alkohol : Ammoniak : Wasser = 20:1: 4 (D 5),
Butanol-(1) : 1,5 n-Ammoniak = 3:2 (D 8).

E. Sonstige Gemische.
159%,ige wafr. NaCl-Losung (E).

13 Bei Jerchel und Jacobs! wird 49%ige Losung verwendet (Druckfehler ?)

1§ M. Partridge, Biochemic. J. 42, 238 (1948).

15 Diese Lésungsmittel geben eine doppelte Front (bei hR; 68 bzw. 65);
diese Erscheinung ist an sich bekanntis.

1% B, J, Ackermanw und H. G. Cassidy, Analyt. Chemistry 26, 1874,
Note 8.
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Unter Ameisensiure ist eine etwa 859ige Ameisenséiure zu verstehen,
unter Alkohol das Azeotrop mit Wasser, unter Salzsiiure und Ammoniak
(wenn nicht anders angegeben) die ublichen geséttigten Losungen. Das
Papier wurde vor dem Laufen nicht mit dem Losungsmitteldampf gesittigt.
Die Flecke sind meist nicht gezogen, fast kreisfoérmig, die 2R;-Werte innerhalb
unseres Laboratoriums sehr gut reproduzierbar (Streuung meist 4 2 AR,
unabhingig von der Laufstrecke, welche oben angegeben ist). Nur bei Ge-
mischen mit Diisopropylamin lagen die hR,-Werte bei der groBeren Steig-
héhe um bis zu 10 AR, niedriger, doch konnte durch Konstanthalten der
Laufstrecke von 17 bis 18 em auch hier gute Reproduzierbarkeit gesichert
und Identifizierung durch Mitlaufenlassen der fraglichen Substanzen ein-
wandfrei durchgefithrt werden.

Von den Pyridindicarbonsduren wurden die 2,4-, 2,6- und 2,5-Isomeren
durch Oxydation des 2,4- bzw. 2,6-Lutiding sowie des ,,Aldehydkollidins®,
das ist 2-Methyl-5-athylpyridin, dargestellt, die 2,3-Dicarbonsdure aus
Chinolin, die 3,4-Dicarbonséure aus der 2,3,4,6-Tetracarbonsiure tber die
2,4,5-Tricarbonsiure und die 3,5-Dicarbonsdure aus dem 2,6-Lutidin-3,5-
dicarbonsiureester tber die 2,3,5,6-Pyridin-tetracarbonséure. Alle Dicarbon-
sauren wurden sorgfiltig gereinigt, die 2,6-Dicarbonsiure der Elementar-
analyse unterworfen.

Die Schmelzpunkte der papierchromatographisch einheitlichen Sduren
lagen bei:

Pyridinmonocarbonséuren ... .. 2- 3- 4-
Schmp. .................. 137°  228°  317°

Pyridindicarbonséuren ........ 2,3- 2,4- 2,5- 2,6- 3,4- 3,5-
Schmp. .................. 189°  237°  254°  252°  248°  325°

Wir geben in Tabelle 1 auch die hR;-Werte einiger Séuren mit verwandter
Struktur an, die sich gelegentlich ergeben haben, um zu zeigen, daB die
papierchromatographische Unterscheidung versagen kann, wenn man den
Kreis der in Betrachtung kommenden Verbindungen nicht eindeutig absteckt
und nicht der AR;-Wert allor mbglichen Isomeren bekannt ist.

Man sieht z. B., daB die hR,-Werte der Nicotinsdure und der der 2,3’-
Bipyridyl-3-carbonséiure sich zwar in Losungsmittel C7 und A7 stark
unterscheiden, in A 2, C3, D3, D4, D35, D8 aber &hnlich, meist identisch,
waren, s0 dal man diese chemisch emander doch gar nicht so sehr dhnlichen
Sauren hitte fur identisch halten koénnen, wenn nicht auch die Losungs-
mittel C7 und A 7 herangezogen worden wéren.

B. Alkylpyridine.

Zum Nachweis der Alkylpyridine im Papierchromatogramm benutzten
wir, entsprechend den Literaturangaben, Wismutjodidldsung oder Jod-jod-
kalilésung, ferner die Konig-Reaktion, bei welcher sie Rotfdrbungen geben,
sofern sie iiberhaupt reagieren; y-Picolin gibt dagegen einen blauvicletten
Farbton und kann dadurch leicht erkannt werden.

Zur Trennung wurden Versuche mit einigen Losungsmittelgemischen
der Gruppen A und B durchgefithrt, die erkennen liefien, daB die Mono-
von den Dialkylpyridinen, soweit untersucht, deutlich verschiedene %X,
aufweisen und bei Verwendung von mitlaufenden Vergleichssubstanzen auch
untereinander unterschieden werden koénnen. Am besten bewidhrten sich
B 1 und B 3, doch ist unter Umstéanden die Oxydation und Identifizierung
der S#uren vorzuziehen.
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Tabelle 2.
AT B1 B3
)
Pyridin .....oovvviinn.n. — 32 . 1
2-Methylpyridin.......... - 87 61 | 22
3-Methylpyridin .. ........ 66 46 20
4-Methylpyridin.......... 62 41 15
2,4-Dimethylpyridin. ... ... 80 73 37
2,6-Dimethylpyridin. ... ... 78 75 35

Die vorliegende Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Austria Tabak-
werke A. (. (vorm. Osterr. Tabak-Regie) durchgefiihrt, der wir dafiir
zu grofem Danke verpflichtet sind.



