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Um kleinste Mengen sekund/~rer (oder prim/~rer) Amine neben 
terti~ren naehweisen zu kSnnen, wird auf dem Startpunkt des 
Chromatogramms aeetyliert. Sekund~re (und prim/ire) Amine 
verschwinden aus dem Chromatogramm, daf~ir treten die Fleeke 
ihrer Aeetylierungsprodukte auf, welche in organisehen Solventien 
schneller, in ElektrolytlSsungen langsamer laufen. 

Je nach dem zur Sichtbarmachung verwendeten Reagens bedeutet  die 
Aussage ,,papierchromatographisch rein" nichts anderes, als dag die 
untersuchte Probe fl'ei yon solchen Veru~reinigungen ist, welche mR dem 
gew~thlten Reagens sieh~bar gemacht werden k6nnten; eine darfiber 
hinausgehende Aussage fiber die Reinheit ist also nicht m6glieh. 

Jede Verwendung eines bestimmten Sprfihreagens gibt zugleich einen 
AnhMtspunkt ffir die KonstRution einer sichtbar gemachten Substanz, 
z .B .  wird man bei positiver KSnigreaktion 1 auf einen (nicht ~-sub- 
stituierten) Pyridinring schlieBen k6nnen. 

Bei ArbeRen fiber den mikrobiologischen Abbau des Nicotins fanden 
wit ein solches neues Pyridinderivat;  um einen Anhaltspunkt fiber seinen 
Aufbau zu erhaRen, ws~r zun~chst zu entscheiden, ob noeh eiue Seiten- 
gruppe mit  prim~rem, sekund~rem oder terti~rem Stickstoff vorhanden 
ist. Zur L6sung dieser Frage ste]lten wir Modellversuche mit nieotin- 
~hnliehen Basen ~n, welche wir ~uf dem Stac~punkt des Pe~pierehremato- 
grammes mit Essigs~ureavhydrid umsetzten. Dabei miilRen die sekun- 

* t{errn Prof. Dr. F. Feigl zum 70. Geburtstag gewidmet! 
1 W. Kdnig, J. prakt. Chem. [2] 59, 1, 105 (1904). 
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d/~ren Basen (Nornieotin, Anabasin, Anatabin u. a.) yon dem gewohnten 
Platz versehwinden, dafiir war mit dem Auftreten ihrer Aeetylierungs- 
produkte zu reehnen ; ffir die Siehtbarmaehung stand in den untersuehten 
Stoffen noeh der Pyridinring, daher die K6nigsehe Bromeyanreaktion, zur 
Verfiigung. 

Neben einer Anzahl der auf dem Gebiet der Tabakalkaloide bew~hrten 
L6sungsmittelsysteme 2 haben wir neue herengezogen, die bei der vor- 
liegenden Arbeit gorteile zeigten; einige davon laufen sehnell (fiber Tag), 
andere brauehen zur Zurfieklegung einer Laufstreeke yon 20- -24  em etw~ 
eine Naeht. 

Ftir die Trennung yon Myosmin, Nieotin und Nornieotin dureh 
Aeetylieru~g eignet sieh (Abb. 1) das Solvenssystem K 3, mit dem man 
analog Nornieotin gut yon Pseudooxynieotin, oder Anatabin yon Nieotin 
und Nornieotin m~terseheiden kann; in K 1 !gBt sieh Nieotin yon Aeetyl- 
anabasin gut trennen, mit S 1 Aeetylanabasin yon Aeetylanatabin. In 
den Solventien L 5 und L 6 laufen die Aeetylierungsprodukte sehnell, 
u. zw. ungef/ihr gleieh sehnell, man wird also mit ihnen die sekund~ren 
Basen als Aeetylderivate yon den tertiiiren auf einer priiparativen Cellu- 
loses~Lule in einer ,,Gruppentrennung" isolieren kSnnen. 

Die (roLe) KSnigreaktion des Aeetylierungsproduktes des Myosmins 
ist intensiver als d i e  (gelbe) der entspreehenden Menge freier Base, es 
erleiehtert also den Naehweis des Myosmins. In alien Systemen ist es 
idenLiseh mit dem Aeetyl-pseudooxynieotin, was mit der ffir die beiden 
Verbindungen angenommenen konstitutionellen Verwandtsehaft erkli~rt 
werden kann. W~hrend Anabasin, Anatabin, Dihydro-m-nieotin und 
einige andere Alkaloide eine role K6nigreakt ion  geben, erhSolt man 
bei den dazn geh6rigen Aeetylverbindungen violette F~rbungen. 

Beim Aeetylieren unbekannter Amine kann eine Verkleinermlg des 
urspriingliehen Fleekes der freien Base nebst Anftreten eines Aeetyl- 
derivates auf folgende Weise gedeutet werden: Entweder war der 
unbekannte Stoff eine Misehung eines tertigren nnd primgren (sekun- 
d~ren) Amins gleiehen hR/-Wertes, wobei dureh die Aeetytiernng der 
Aeetylfleek des primitren (sekundiiren) Amins hinztlkam und der des 
tertiiiren Amins unveriindert blieb (Abb. 1); oder es handelte sieh um 
reines sekundiires Amin, welehes nieht vollstiind~g aeetyliert wurde. 
In diesem Fall mu8 eine , Verdiinnungsreihe" zur quantitativen 
Aeetylierung ffihren. 

Bei orientierenden Versuehen, aueh Fhenole auf dem Startpunkt VOlt 
Papierehromatogrammen zu aeetylieren, zeigte sieh, da8 mit Essigs~Lure- 
anhydrid keine Gew~hr ftir die Vollst~Lndigkeit der Aeetylierung unter 
den gewithlten Bedingungen gegeben ist (Abb. 2, Lauf 2); wohl aber, 
wenn man etwas Pyridin zusetzt. W~hrend die Phenole mit Millons 

2 F. Ku]Jner, K.  Schiek und H. Bithn, Mh. Chem. 87, 751 (1956). 
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I~eagens oder dureh Kuppeln mit di~zotierter Sul~anilsgure sich~bar 
gemacht werden k6nnen a, bereitete der Naehweis der aee~ylierten Pro- 
dukte anIangs Sehwierigkeiten. SchlieBlich erwies sieh der von Fe ig l  

empfohlene ~ L e R o s e n - T e s ~  a (auf oromatisehe Verbindungen) auch in der 
Papierehrom0tographie als gut verwendbar. 

Dies bedeutet, dab die zaNrdehen Farbreaktionen, welehe in dem 
Medium konz. Sehwefelsgure verlaufen, auch ffir eine papierehromato- 
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Abb. 1. Lauf  1: .N'ornleotin, 2: Nornico~in § Ac20, 3: Xornieot in  -}- Nice[ in  + N[yosmin, 4: Norni-  
cotin § )?icotin + 5fyosmin + Ac~O, 5: l~Iyosmin, 6: i~yosmin ,-I- Ac~0, 7: Nicot in  

Solvens:  K 3; Nachweis :  0,2proz. alkohol. BenzidinlOsung und  Bromcyan  

Abb.  2. Lauf  1 : Brenzcatechin,  2: Brenzcatechin  § Ac20, 3: Brenzcatechin,  4: Brenzcatechin  
+ Ac,O + Pyr id in .  

Solvens : K 3; h~achweis : schwcfelsaure K ~ nO 4- L osung  

gr~phische Sichtbarmachung durehaus brauchbar sein kOnnen. Beim 
L e R o s e n - T e s t  gentigge es zum Nachweis acetylierter Phenole, nur sehr 
schwach zu bespr/ihen, so d~13 keine nennenswerte BelBstigung dm'ch die 
konz. Schwefelsgure ~uftrat. Die Fleeke kamen bei dieser Vorgangsweise 
a]lmghlich heraus und zeigten nach 12--24 Stdn. intensive Fgrbung. 
Phenole und paztiell ~eety]ierte PolyphenoIe k6nnen auoh mi~ KMnO4 
gut sichtbar gemacht werdenG; die yell aeetylierten Produkte, we]che also 
keine phenolisehe OH-Gruppe heben, entf~rbten dagegen KMnO4 nieht, 
so dag das Versehwinden eines Fleekes beim Acetylieren ant acetylier- 
bares Phe~ol hinweist, ohne aber vermut-tich fiir Phenol spezifiseh zu sein. 

Der Austri~ T~bakwerke A. G. (0sterr. T~bak-t~egie) danl(e~ wit 
bestens ff~r die Un~erstiitzung 4ieser Arbeit. 

a F.  Cramer, Papierchromatographie, 4. Aufl., Weinheim 1958, S. 149. 
4 F .  Fe~gl, Spot Tests in Organic Analysis, 6. Aufl., Amsterdam 1960, 

A.  L.  LeRosen,  R. T. Moravek  und J.  K .  Carlton, AnMyt. Chem. 24, 
1335 (1052). 

J .  i]~ r. Ha@ und K. Macek,  Handbuch tier Papierchromatographie, I., 735. 
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Experimenteller Teil 

A. V e r s u e h e  m i t  T a b a k a l k a l o i d e n  

Unsere  pap ie reh roma tograph i sche  Methodik  s t i m m t e  mi t  den  einfaeheIl  
Ver fahren  yon  KuHner,  Schick u n d  Bi~hn 2 i iberein;  wi t  ve rz i eh t e t en  also z. B. 
auf  Kl ima t i s i e rung  und  S~t t igung des Gasraumes  vor  dem Chromatogra -  

Tabelle 1. h R / - W e r t e  d e r  u n t e r s u e h t e n  P y r i d i n d e r i v a t e  u n d  
i h r e r  A c e t y l v e r b i n d u n g e n  

S1 L5 L6 E2 K1 K2 I(3 K4 

Nieot in  27 52 65 * 86 41 35 58 
nach  Aee ty l ie rung  27 52 65 86 41 35 58 

Norn ico t in  23 10 17 88 38 57 26 43 
naeh  Aee ty l ie rung  68 85 89 77 70 83 45 75 

Anabas in  33 12 * 25 80 * 48 65 33 56 
naeh  Ace ty l ie rung  33 88 94 68 78 85 53 80 

A n a t a b i n  29 20 42 * 85 41 62 30 50 
naeh  Ace ty l ie rung  76 86 93 67 77 85 58 74: 

m-Nieo t in  26 09 * 14 78 * 35 69 09 35 
nach  Aee ty l ie rung  68 87 93 58 75 86 49 76 

Dihydro-lVIetanicotin 16 09 * 15 86 22 58 07 21 
nach  Ace ty l ie rung  70 88 93 70 66 87 43 77 

Pseudooxynieo~in  14 08 11 86 32 53 23 38 
naeh  Aee ty l ie rung  70 83 91 65 77 83 73 80 

Myosmin  60 85 * 91 55 * 52 86 26 66 
nach  Ace ty l ie rung  69 80 86 65 78 86 73 81 

Nieo t in -N-oxyd  29 32 * 41 * 81 * 49 65 37 54 
nach  Aee ty l ie rung  69 80 86 63 80 83 72 79 

Laufze i t  (fiir 20- -24  em) 
Stdn.  !0 7 4 4 11 11 11 11 

Z u s a m m e n s e t z u n g  der  Solvenssys teme (verwendet  wird  bei  den  zwei- 
phas igen  die Oberphase)  : 

S l :  n - B u t a n o I - ( 1 ) : B e n z o l : A c e t a t p u f f e r  (0 ,2m,  p i t  = 5,7) = 85:5 :30 ,  auf  
mi t  0,2 m A m m o n e h l o r i d  impr / ignier tem Papier .  

L 5: Bu tano l - (1 ) :Py r id in :~u  = 3 :1 :3 ,  auf mi t  0 , 2 m  A m m o n t a r t r a t  
impr~gnie r tem Papier .  

L 6: M e t h a n o l : I s o a m y l a l k o h o l : B e n z o l : A e e t a t p u f f e r  (0 ,2m,  p i t  = 5 , 7 ) =  
31 : 15 : 50: 8 **, auf m i t  0,2 m A m m o n t a r t r a t  impragn i e r t em Papier .  

E 2: 2 m - A m m o n t a r t r a t l S s u n g  (auf ungepu f f e r t em /)apier). 

K 1 : Bu tano l - (1 ) :E i ses s ig :Wasse r  = 10:1 : 8 (auf ungepuf fe r t em Papier) .  

K 2: de t to ,  auf mi t  Aee ta tpuf fe r  (0,2 m, p H  -= 5,7) impr~gn ie r t em Papier .  

K 3: Bu tano l - (1 )  : Ameisens~ure  : ~rasser  = 10 : 1 : 8 (auf ungepu f f e r t em 
Papier) .  

K 4: de t to ,  auf mi t  Aee ta tpu f fe r  (0,2 m, p H  = 5,7) impr~gnie r tem Papier .  

* Diese hRf-Werte weichen st~irker yon den frilher gefundenen ~ ab, 
** Zweckm~igig lgl?t man die beiden Phasen im Scheidetrichter 2 Tags stehen, she man sis 

trennt. 
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Tabelle 

Wir 

2. h R f - W e r t e  e i n i g e r  P h e n o l e  u n d  i h r e r  A e e t y l d e r i v a t e  
im S o l v e n s s y s t e m  K 3 

Brenzeateehin . . . . . . .  86, -diaeetat 93 
Resorein . . . . . . . . . . . .  87, -diaeetat 92, -menoaeetat 86 
I-Iydroehinon . . . . . . . .  83, -diaeetat 92 
Pyrogallol . . . . . . . . . .  68, 1,3-diaeetat 87, -triaeetat 92 
~-Naphthol . . . . . .  . . .  93, -aeetat 94 

verwendeten durehwegs das Papier 2043 b Mgl. yon S & S. 

phieren, so dab die hRf-Werte 7 gewissen Schwankungen unterliegen, z.T. 
aueh yon den frfiher genannten nieht unerheblich abweiehen. Dies bedeutet 
abet nieht, da~ bei Verwendung yon Vergleichssubst~nzen nieht einwand- 
freie Resultate erzielt und sichere Aussagen gemaeht werden k6nnen. 

Vv'ir bereifeten zun/~chst den Bogen go vor, dab wir in Abst~nden yon 
25 mm Startpunkte anzeiehneten, aber zun-~.ehst nur auf jedem zweiten Start- 
punkt  erst mit einer Pt-Draht6se (Durehmesser 2 ram) die L6sung der Base 
auftrugen, dann mit  der 0se Essigs~iureanhydrid (0,02 ml) zuffigten und den 
Bogen 4 Stdn.  bei 60--70 ~ fiber einem Infrarotstrahler (,,Elstein"-Rohr) 
troekneten. Erst  dann wurden die frei gebliebenen Startpunkte mig den ent- 
spreehenden ]3asen besehiekt und naeh dem Troeknen die Bogen in das L6- 
sungsmittelgemiseh eingestellt (aufsteigende Chromagographie). Wenn man 
dagegen die Vergleiehsbasen zugleieh mit  den zu aee~ylierenden Proben auf- 
tr/igt und nut jede zweite Probe mit. Essigsfiureanhydrid behandelt, wirkt 
das S/~ureanhydrid diffundierend, oder vielleieht fiber die Gasphase, aueh auf 
jene Basen ein, welehe gar nieht aeetyliert werden sollen. 

Start der freien Basen k6nnei1 aueh die besser lagerf/ihigen Pikrate 2 ver- 
wendet werden; man zerlegt dann vor der Aeetylierung (bzw. vor dem Lauf 
als Vergteiehssubstanz) das Pikrat mit  einem Tr6pfehen Diisopropylamin. 

In einem Falle (Anabasin) haben wir das Aeetylderiva~ pr~iparativ dar- 
gestel]t, seine Eigensehaften mit  den LiVera~urangaben 8 vergliehen und das 
Acetylanabasin neben einer naeh unserer Methodik auf dem Startfleek aeety- 
lierten Anabasinprobe laufen lassen; es ergab sieh, wie erwartet, L'berein- 
st immung (n~) ~ ~ 1,5510, Sehmp. des Pikrates:  184--186~ 

Die KSnigsehe  Reaktion wurde in der Weise ausgeffihrt, daft wit den an 
der Luft naeh dem Lauf frei getroekneten Bogen mit  0,2proz. alkohol. Benzi- 
dinl6sung bespriihten, troeknen liel~en und dann in einen Zylinder stellten, 
in welehem sieh /~ther. Bromeyan]6sung befand. Diese LSstmg ist haltbarer 
als offene Paekungen yon Bromeyan. 

B. Phenole 

Da, wie erwart, et, die Aeetylierung der Phenols nieht go leieht verlguft 
wie bei den Aminen, arbeiteten wlr in diesem Fail mit der doppelten Menge 
an Aee~anhydrid, dem 3% Pyridin zugesetzt war. 

3{it 2Viillons Reagens oder mi~ diazot. Sulfanils~iuxe in der bei Cramer 3 

angefiihrten Ausfiihrungsform reagierten die Phenole g1~t, einige Aeetyl- 
derivate aber erst naeh 24stdg. Stehen und mildem Erwgrmen. 

7 F.  Ku]]ner  und N .  Faderl ,  Mh. Chem. 85, 999 (1955), 
s O. S.  Otroschtsche,nko und A .  Ss.  Ssady~ow,  J. obsehtsch, Chem. 24 (86), 

1884 (1954); Chem. Zbl. 1956, 13708. 
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Urn auch die voll acetylierten Phenole sichtbar machen zu kSnnen, haben 
wir den vertikal h~ngenden Bogen (i~ber einer Unterlage zum Schutze des 
Tisches, welche aus mit festern NaHCOs bestreutem Packpapier bestand) sehr 
diinn mit einer L6sung yon 0,2 ml 37proz. Formaldehyd in I0 ml konz. 
Schwefels~ure bespriiht,  so, dab keinerlei Abtropfen d e r  Spriihfliissigkeit 
eintrat .  Bei m~gigem Erw/irmen t ra ten  deutliehe Fleeken hervor, die ihr 
Intensit~itsmaximum 12--2~ Stdn. naeh dem Spriihen erreiehten. Die Ace- 
ta te  s t immten dabei in ihrer F/~rbung mi t  den freien Phenolen tiberein (Brenz- 
eatechin:  violett ,  Resorein: rot, I-Iydroehinon: braun, Pyrogallol:  rotbraun,  
~-Naphthol : rotbraun).  

Mit verd. KMnO4-L6sung (0,3 g in 100 ml 0,5proz. I-I2S04) gaben Stoffc, 
welehe phenolisehe OtI-Gruppen enthielten, Entf/irbung (weige Fleeke), die 
ro l l  acetylierten Derivate reagierten aber nieht (so dag auf dem braunen 
Untergrund kein Fleck en~stand). 


