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Kuppel t  man auf der Startlinie eines Papierchromatogramms 
Pyrrole, Phenole oder aromatisehe Amine mit  einem Diazonium- 
salz, so wird anschlieBend nieht die aufgetragene Substanz, 
sondern das zugeh6rige Kupplungsprodukt chromatographiert,  
das gegenfiber dem Ausgangsmaterial einen vergnderten Rf-Wert  
hat  und infolge seiner Eigenfarbe keiner besonderen Siehtbar- 
machung bedarf. Hgl t  man das Ausgangsmaterial im L~bersehul3, 
so kann man es neben dem Kupplungsprodukt dureh seinen 
eigenen Ry-Wert und geeignete Spr~ihreagentien loka]isieren, 
d. h. in einem eindimensionalen Lauf dureh zwei Ry&~:erte eharak- 
terisieren. 

Ffir das Studium des mikrobiologisehen Abbaues des Nicotins 2 haben 
wir kfirzlieh eine Methode entwickelt, welehe es ermSglieht, Aeetylierun- 
gen anf dem S~artfleck yon Papierehromatogrammen durehzuffihren 1. 
Wit beriehten nun fiber die Kupplung mit Diazoninmverbindungen auf 
dem Startfleek. 

Obwohl die Durchfiihrung ehemischer Reaktionen, vor allem yon Farb- 
reaktionen, auf dem Papier nach dem Lauf die Standardoperation der Papier- 
ehromatographie vorstelR, werden, Igeaktionen an Stoffen, welehe sieh zur 
Papierehromatographie z .B.  wegen ihrer Fliiehtigkeit nieht gut eiguuen, in 
der Regel vor dem Auftragen auf den Startfleek ausgefiihrt. Einige Arbeits- 
kreise haben aber zu versehiedenen Zweeken aueh direkt auf der Startlinie 
ehemisehe Umsetzungen vorgenommen a. Unser Ziel war es ve t  allem, be- 

1 1. Mitt . :  F.  Ku]/ner und Th. Kirchenmayer, Mh. 0hem. 92, 701 (1961). 
2 F. KuM)ier und D. Kalli~a, Mh. Chem. 89, 270 (1958). 
a Z . B .  H . P .  Kau]maa,~, J. Budwig und C. W. Sehmidt, Fette,  Seifen, 

Anstr. 54, 73 (1952); O. W. Thiele und H. Bergry~ctn,n, Z. physiol. Che:n. 



776 F. Kuffner and Therese Kirshenmaysr [Mh. Chem. Bd. 93 

stimmte Verbindungen yon den Begleitstoffen dac[ureh zu untersshsiden, 
dag wir sine bestimmte Atomgruppierung ver~ndern and damit sntweder 
den Rf-Wert oder die z~tr Erkennung diensnde Farbreaktion beeinflussen, 
also diese Atomgruppierung in der betreffenden Verbindung naehweisen. 

Da das Nieotyrin (I) neben dem kupplungsf/ihigen PyrroMng noeh 
den dutch die KSnigsehe l~eaktion 4 bequem u~d empfindlieh naehweis- 
baren Psaidinring besitzt, stellte es das bevorzugte 0bjekt  unserer 
Untersuehung vor, die da rn  noeh auf Phenole und aromatisehe Amine 
ausgedehnt wurde; mit underen Reaktionen der Diuzoniumverbindungen 
(Japp-Klingemann, Meerwein-Schuster) haben wir uns nicht besehgftigt. 
Es seheint jedenfalls, dab die Forderung, an kleir~sten Substanzmengen 
mit geringstem Aufwand neben dem iibliehen ehromatographisehen 
Naehweis, der wegen der Spezifiegt der Swiihreagentien stets aueh den 
Nachweis gewisser chemiseher Gruppierungen einsehliel~t, noeh wei*ere 
Aussagen beziiglieh des ehemisehen Aufbaues einer Verbindung, welehe 
in e inem Substanzge~nisch enthalgen ist, maehen zu kSnnen, dutch die 
Durehffihrung klassiseher und selektiver Reaktionen auf dem Startfleek 
wenigstens teilweise erffillt werden kann. 

Die Kupplungsf/thigkeit yon Pyrrolen und N-Alkylpyrrolen haben 
O. Fischer und E. Hepp entdeekt; Frank and Mitarbeiter haben dies- 
beziigliehe Versuehe mit dem Nieotyrin besehrieben 5. 

Wit versuehten also diese Reaktion auf dem Papier durchzuffihren, 
und zwar bei Gegenwart yon Fremdstoffen; deshalb benfiLzten wit eine 
StammlSsung, welehe auger  dem Nicotyrin noeh etwas Nieotinoyl- 
propions/iure und Nicotin enthielt, also zwei Stoffe, welehe keine kupp- 
lungsfithige Gruppe huben. Zur Kupplung verwendeten wit 

a) friseh bereitete LSsungen, welehe dutch Diazotieren yon 10-Amino- 
benzoes/iure, p-Nitranilin oder ~-Nalohthylamin hergestellt warden, 

b) Eehtrot  oder das Chlorid der diazo~ierten Sulfanilsgure 6.. 
Sehon beim Zufiigen der DiazoniumlSsung zu der auf dem Startpunkg 

eingetroekneten Stamml6smag zeigte die Farbstoffbildung, dal~ eine 
kupplungsf/~hige Komponente vorh~nden war. Das fertige Papier- 

306, 192 (1957); P. Decker, Na~urwiss. 44, 305 (1957); 0. Mikedund V. Holey- 
dovskg, Coll. Czeehoslov. Chem. Communie. 23, 524 (1958); H. P. Kau]mann 
and D.K.  Chov)dhury, Chem. Bet. 91, 2117 (1960). 

a W. KSn4g, J. prakt. Chem. [2] 69, 1, 105 (1904). 
O. Fischer und E. Hepp, Ber. dtseh, chem. Ges. 19, 2251 (1886); R.L.  

Frank, R. W. Holley und D.M. Wikholm, J. Amer. Chem. Sos. 64, 2835 
(19~2). 

6 F. Crame~', :Papierchromatographie; 4. Aufl., S. !49 (Weinheim 1958). 
* ])as troekene Chlorid der diazotisrten SulfanilsS~urs ist keineswegs 

ungefghrlieh; beim Entnehmen yon Proben jedenfalls kommen sehwere 
Unf/ille vor. 

Wit haben deshall5 das Pi-iipara~ in feuehtem Zustand verwendet. 
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chromatogramm zeigte dann einen Farbstofffleek, den wir durch Mit- 
laufenlasser~ einer Vergleichsprobe als den erwarteten Nicotyrin-azo- 
farbstoff (II) identifizieren konnten. 

/ ~ , - - - -  - - X  I :  X =  H 
~ , )  ~ II: X = N=N--Ar 

N OH a 
Um festzustellen, was mit den beiden anderen Komponenten unserer 

StammlSsung gesehehen war, spriihten wir dasselbe Chromatogramm 
mi~ einem prim/~ren Amin (und zwar 
Benzidin); dabei kuppelge das im 

Abb. 1. StammlSslmg (Lauf 2), behandelt mit einer 
L6sung yon friseh diazotiertem p-l'~'itranilin (Lauf L, 
zweimM durehgeffihrt, um die lZeproduzierbarkeit zu 
zeigen; die fibersehfissigen Salze haben die R/-Werte 
der nicht gekuppelten Stoffe stark veriindert, die Flecke 

verzerrt) 

Abb. 2. Stamml6sung (Lauf 1), behande!t mit  wenig 
(Lauf 2) bzw. viel (Lauf 3) einer Lfsung yon reinem 
Diazoniumsalz aus Sulfanilsg~ure. Die Rf-Werte der 
nieht gekuDpeltcn Verbindungen bleiben unverS~ndert; 
man beobaehtet, daft im Lauf 2 der Fleck des Nieo- 
tyrins dureh die 13ildung yon (wenig) Farbstoff kaum 
verkleinert erseheint, wohl aber der des (fibersch~issi- 
gen) Diazoniumsalzes. In Lauf 3 liegen diese Verh~lt- 

nisse umgekehr~ 
Bezeiehnung der Fleeken: A Kieo~yrin (violett mit 
BrCN § 13enzidin); B Nieotinoylpropions/iure (rosa 
mit BrCN § Benzidin); C Nieotin (ebenso); D Azo- 
farbstoff (Eigenfarbe); E fibersehfissiges Diazonium- 
salz, kuppclt beim BesDrfihen mit Benzidin; F unge- 
kuppelte Bestandteile der StammlSsung zeigen falsche 
RF-Werte; G unbekannt, wurde mit Benzidin vielett; 
t I  farbIoser Salzfleek, wird naeh Kdnigreaktion wahr- 
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~berschul3 angewandte, in unserem LSsm~gsmittelgemisch ]angsam 
laufende Diazoninmsalz (aus Sulfanils/iure) mit dem Benzidin zu einem 
grtinbraunen Farbstoff. Nun wurde in eine Bromcyan-gtmosphs sin- 
gehs am die (in ~-Stellung nicht substituierten) Pyridine sichtbar 
zu machsn4; dabei ergaben sich folgende Befunde: 

a) Verwendste man zur Kupplung die durch Umsstzen yon Amin- 
salz mit Natriumnitrit hergestellte LSsung - -  also ohne Isolierung der 
Diazoniumverbindung --,  so zeigte die KSnigreaktion, da.13 in unssrem 
Beispiel die nicht kupplungsf/thigen Stoffe (Nicotin und Nicotinoyl- 
propions/ture) durch die reichlich vorhandenen Salze im Laufe gehemmt 
werden, ja sogar niedrigsre Rf-Wer~s zeigsn kSnnen als der Azofarbstoff 
aus Nicotyrin. Es entstehen unfibsrsichtlichs Chromatogr~mme mit z. T. 
verzerrten, gabelfSrmigen Flesken (Abb. 1). Trotzdem kann auch sin 
solches Chromatogramm zur Charakterisierung einer kupplungsf~higen 
Substanz vsrwendet wsrdsn, wenn n~mlich in sntsprechender Weiss 
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ein Vergleichswert gewonnen wird. Wit hubert bei einigen Versuchen 
das kupl0elade System auf dem Star,fleck mit 0,25 n Natriumc~rbonat  
oder -aceta~lSsung gepuffer'~; bei der Na2COa-Behandlung verschwand 
der Fleck des Diazoniumsalzes aus dem Chromatogramm (Fleck E in 
Abb. 1). 

b) Es diirfte sich jedenfalls empfehlen, mit  LSsungen der reinen 
isolierten Diazoniumsalze zu arbeiten, wie sie uns im Echtrot  und in 
der diazot. Sulfanilsi~ure (vgl.* S. 776) zur Verffigung standen. Dann 
zeigen ngmlich auch die nichV kuppelnden Verbindungen ihre normalen 
Rf-Werte und werden daher, ebenso wie etwa vorhandenes iiber- 
schiissiges Nicotyrin, an ihren gewohn~en Ptgtzen gefunden, well der 
stSrende Einflug der Fremdsalze entfgI]t (Abb. 2). Mit Sulfamlsgure haben 
wir sowohl nach Methode a) als auch naeh b) gearbeitet. Dabei zeigte 
der Fa,rbstoff zwar dieselbe Nuance, aber versehiedene t~FWerte, 
weft bei a) die fiberschiissigen Salze die Wanderungsgeschwindigkeit 
beeinflussen. 

Un~er den Phenolen und aroma-~ischen Aminen, welche wir unter- 
suchten, befanden sich Brenzcatechin, Resorein, eine Anzahl X y l e n o l e  
und Xylidine, Mono- und Dimethylanilin u. a .m .  Beim Anilin entstand 
ein gelbes Reaktionsprodukt,  offenbar das wohlbekannte Triazenderivag, 
bei tertigren aromatischen Aminen wies die Farbnuanee auf die ent- 
spreche~den Azofarbst, olfe him In  manehen Fglien zeigten sich mehr 
als nur e in  Farbfleck, was entweder auf isomere Kupplungsprodukte 
hinweist oder auf Kupplung mit  mehr als nur einem Mol Diazoniumsalz; 
man k6nnte auch daran denken, dab in den (teehnischen) Aminen fremde 
kupplungsfghige Stoffe, z .B.  Isomere, enthalten waren. 

Ffir die F6rderung unserer Arbeit haben wir der Austria-Tabak- 
werke A. G. (0sterr. Tabakregie, Wien) und den 0stcrr. Stickstoffwerken 
(Linz) bestens zu danken. 

Experimenteller Teil 

Es wurde a.uf Schleieher & Sehiillpapier 2043 b Mgl gearbei~et. 
Naeh Auftragen der Diazoniuml6sung wurde d~s Chromatogrmzlm 30 ~Iin. 

iiber einem Infrarotstrahler (Ehtein-~ohr) bei etwa 60 ~ getroeknet und an- 
schlieBend aufsteigend entwickelt. Als Solvens verwendeten wir unser System 
K 1 (1-Butanol--Eisessig--Wasser ~ 8 : 1 : 10) 1. 

Eehtrot 3 G1 (Dr. Th. Sehuehardt, Miinehen) wurde Ms 2proz. wgBrige 
L6sung angewandt, diazotierte Sulfanilsiiure 6 als ca. lproz. LSsung in Alko- 
hol--Wasser ( 1 : 1). 

Zur I-IerstelIung der iibrigen Diazoniuml6sungen (ohne Isolierung der 
Diazoniumsalze) wurden ca. 20 mg p-Nitranilin (bzw. p-Aminobenzoes~ure 
oder ,~-Naphthylamin) mit 1 ml heil]em Wasser versetzt, weiter kurz erwgrmt, 
mit 5 Tropfen konz. Salzs/*ure versetzt, noehmals kurz erwgrmt, dann auf 
0 ~ abgekilhlt und langsam dureh Zusatz yon 5 Tropfen mNaNO2-LSsung 
diazotiert. 1 Tropfen dieses Gemisches wurde auf den Startfleek aufgebracht. 
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Wegen dor gesingen Menge dtirfte jedoch Eiskiihlung bei der Diazotierung 
nicht notwendig sein. 

Unsere Versuehe mit  einer Stamml6sung, enthal tend Nicotyrin, daneben 
k!eine ~Iengen Nicotinoylpropionsaure und  Nicotin, ergaben folgende hR/- 
Werte fiir Nico~yrin und seine Kupplungsprodukte:  

mit  
hR, j Benzidin + BrCN 

Nicotyrin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  90 - -  violett, 
mit  p-Aminobenzoes~im-e * . . . . .  43 • i braun gelb 
mit  p-Nitranilin * . . . . . . . . . . . . .  46 :~ 2 orange brautl 
mit  ~-Naphthylamin * . . . . . . . . .  46 ~ 1 braun gelb 
mit  Sulfanils~ure * . . . . . . . . . . . .  14 gelb unverandert  
mit  (isol.) diazot. Sulfanils~ure** 24 gelb unver~ndert  
mit  ]~ehtrot 3G1 (Schuchardt)** 96 orange grtin 

�9 Nach l~ethode a). 
�9 * Nach 3Iethode b). 

~-Naphthylamin kuppelt z. T. mit  sieh selbst trod gibt daher einen zu- 
s~ttzlichen Farbstofffleek; es ist zu dessen !dentifizierung zu empfehlen, 
eine Blindprobe mit.]aufen zu lassen. Die aus der Tab. ersiehtlichen Sehwan- 
kung~n des h/~/-Wertes sind darauf zmqickzuf/ihren, dal~ wit auf Klimati- 
sierung und  S/~ttigung der Chromatographierkammer verziehteten. 

Von den verwendeten Phenolen gaben mit  diazotierter Sulfanils~ure, 
SMieyIs~iure, Brenzeateehin, [~-NaphthoI, die 6 Xylenole und Menthol je 
einen J~'arbstofffleck, l~esorein zwei, ~-Naphthol drei (mit den h/?f~Wert.en 
7, violett; 30, orange; 40, rosa). Auch 2,3,5-Trimethylphenol gab ein Kupp- 
lungsprodukt. 

Versuehe mit  dem 2- und  5-Amino-l,3-dimethylbenzol, dem Amino-p- 
xylo] und dem 3-Amino-o-xylol zeigten, dab sieh das angewandte Solvens 
K 1 f/is die Trennung bzw. Unterseheidung ihrer Kupplungsprodukte (mit 
diazot. Sulfanilsaure) wenig eignet, dab abet die genannten Xylidine auf 
dem St, artfleek kuppeln und zumeist mehr Fleeke geben als erwartet (viel- 
leieht nur  bei Verwendung teehniseher Xylidine). 

1M[ona~shefte fiir  Chemie, Bd. 98/4 50 


