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212. El Sayed Amin und Erich Hecker: Charakterisierung von Fett-
siuren durch ihre p-[4-Nitro-phenyl-azo]-phenacylester und deren chro-
matographische Trennung

[Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Physiologisch-Chemischen Institut
der Universitdt Tiibingen )

(Fingegangen am 6. Mirz 1956)

Die Darstellung des p-[4-Nitro-phenyl-azo]-phenacylbromids
und seine Anwendung zur Charakterisierung von Fettsduren in
Form ihrer p-[4-Nitro-phenyl-azo]-phenacylester wird beschrieben.
Die Ester zeichnen sich durch hohen Schmelzpunkt, gute Kristalli-
sationsfihigkeit und intensive Eigenfarbe aus. Sie kénnen durch
Verteilungschromatographie getrennt werden. Geeignete Systeme
werden angegeben.

Zur Charakterisierung von Fettsduren werden héaufig ihre Ester mit Phen-
acyl-alkoholen herangezogen. Gebriauchlich waren bisher insbesondere die
Ester mit Phenacyl-, p-Halogen-phenacyl- und p-Phenyl-phenacyl-alkohol!).
Sie sind alle farblos und schmelzen verhiltnismiBig niedrig. Diese Eigenschaf-
ten schrianken die Verwendung der Ester zur Isolierung und Charakterisierung
von Fettsiuren ein. Es sind deshalb in neuerer Zeit Phenacylester mit giin-
stigeren Eigenschaften gesucht worden?3). Den vergleichsweise hochschmel-
zenden p-[4-Nitro-phenyl]-phenacylestern?) mangelt jedoch die Eigenfarbe
und den farbigen p-Phenyl-azo-phenacylestern® %) der hohe Schmelzpunkt.
Ausgehend von den giinstigen Erfahrungen mit dem 4’ -Nitro-azobenzol-
carbonsiure-(4)-Rest bhei der Charakterisierung und Isolierung von Alko-
holen5:%), haben wir das p-[4-Nitro-phenyl-azo)-phenacylbromid (III) dar-
gestellt, das mit Fettsiuren gut kristallisierende und hochschmelzende Ester
mit intensiver Eigenfarbe bildet.

p-[4-Nitro-phenyl-azo]-phenacylbromid (III}) kann durch Bromieren von
p-[4-Nitro-phenyl-azo]-acetophenon (I) in w-Stellung in dhnlicher Weise ge-
wonnen werden, wie das p-Phenyl-azo-phenacylbromid? 4). Die Darstellung des
Ketons (I) gelingt in guter Ausbeute durch Kondensation von p-Amino-
acetophenon mit 4-Nitro-nitrosobenzol in Eisessig. Begrenzende Faktoren
dieses Synthesewegs hinsichtlich der Gesamtausbeute an Bromid (II1) ist
die verhiltnismiBig mithsame Bereitung des 4-Nitro-nitrosobenzols?®).

Leichter zuginglich ist das p-[4-Nitro-phenyl-azo)-phenacylbromid (11I),
wenn man aus 4’-Nitro-azobenzol-carbonsiure-(4)-chlorid mittels Diazo-
methans das Diazoketon (II) herstellt und dieses mit HBr zerlegt. Das 4'-

1) R. L. Shriner u. R. C. Fuson, Identification of Organic Compounds, 3. Aufl.,
Wiley Sons Inc., New York 1948. 2) P. Clarke, Chem. and Ind. 1952, 450.

3) 8. Masuyama, J. chem. Soc. Japan, pure Chem. Sect. [Nippon Kagaku Zassi]
71, 402 [1950]; C. A. 45, 6400i [1951].

4) N. Sugiyama, R, Harada, T. Mita u.T. Ueno, J. chem. Soc. Japan, pure Chem.
Sect. [Nippon Kagaku Zassi] 72, 152 [1951]; C. A. 46, 3448a [1952].

5) E. Hecker, Chem. Ber. 88, 1666 [1955].

8) A. Butenandt, Naturwiss. Rdsch. 8, 457 [1955]; H. Rembold, Dissertat. Tii-
bingen 1956.
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Nitro-azobenzol-carbonsiure-(4)-chlorid kann aus rohem 4-Nitroso-benzoe-
siure-dthylester und 4-Nitranilin auch in gréBBeren Mengen hergestellt werden ).

ozN-{ \>—N=N_/ ~ M-COR I: R=CH, II: R—CHN, III: R=CHBr

0N _\§>—N=N—<m \\_€0-CH,-0-CO-R v

Durch Umsetzen des p-[4-Nitro-phenyl-azo]-phenacylbromids mit den Na-
Salzen von Fettsauren in einem Dioxan-Tetrahydrofuran-Gemisch oder in
Athanol werden die intensiv roten p-[4-Nitro-phenyl-azo]-phenacylester (IV)
der Fettsiuren erhalten. Sie lassen sich durch Umkristallisieren aus Benzol,
Alkohol oder Aceton reinigen. Die Schmelzpunkte und Extinktionen der
dargestellten Ester zeigt Tafel 2 (Versuchsteil).

Es liegt nahe, zur Gewinnung der Derivate (IV) das Diazoketon (IT) mit den freien
Siauren umzusetzen. Das Diazoketon ist jedoch recht reaktionstrige und liefert beim
Kochen mit Carbonsiuren mit und ohne Lisungsmittel Reaktionsprodukte, aus denen
sich die reinen Ester (IV) nur in schlechten Ausbeuten gewinnen lassen. Das Diazoketon
kann auf Aluminiumoxyd chromatographiert und aus Methylenchlorid-Benzol umkri-
stallisiert werden.

Die Schmelzpunkte der p-[4-Nitro-phenyl-azo}-phenacylester (Tafel 2) lie-
gen verhiltnismiBig hoch. Bei den Derivaten der unverzweigten, homologen
Fettsduren konnen hinsichtlich der Schmelzpunkte zwei Gruppen unterschie-
den werden. Die Derivate der Siuren bis C; schmelzen um 150°, diejenigen der
Siiuren bis C,5 um 130°. Ein gewisser Mangel ist, daB sich die Schmelzpunkte
der Derivate verschiedener Siuren innerhalb einer Gruppe nicht sehr stark
unterscheiden. Auch die Misch-Schmelzpunkte dieser Derivate sind nur um
wenige Grad erniedrigt, doch scheint dies ebenso wie die geringen Schmelzpunkts.-
unterschiede eine Eigenschaft zu sein, die Phenacylestern allgemein zukommt 7).
Unsere Derivate lassen sich trotzdem identifizieren, und zwar entweder auf
spektroskopischem Weg durch Messung des Aquivalentgewichts oder chro-
matographisch durch Messung und Vergleich der Retentionsvolumina. Die
ixtinktionen der Ester liegen mit einem Mittelwert von £ = 32130 und einem
mittleren Fehler der Einzelmessung von + 817 Einheiten durchschnittlich
etwas hoher als die Extinktionen der 4'-Nitro-azobenzol-carbonsiure-(4)-ester
von Alkoholen?®).

Interessant ist der nicht unerhebliche Unterschied zwischen einigen physikalischen
Eigenschaften der p-[4-Nitro-phenyl-azo]-phenacylester von Fettsauren und der 4'-Nitro-
azobenzol-carbonsiure-(4)-ester von Alkoholen mit gleichem aliphatischem Rest R. Die
Schmelzpunkte der Derivate der Fettsiuren liegen um 10—20° hoher, ihre Loslichkeit in
Kohlenwasscrstoffen ist kleiner, und ihre Verteilungskoeffizicnten liegen niedriger.

Die Trennung der Siurederivate durch Verteilungschromatographie wurde
in verschiedenen Lésungsmittelsystemen (Tafel 1) untersucht. Unter Anwen-
dung der im wesentlichen bereits frither beschriebenen Technik8) diente Kiesel-
gur als Triiger fiir die stationiire Phase. Durch Adsorptionschromatographie

) K. 8. Markley, Fatty acids, Interscience Publishers Inc., New York 1947. 8. 625.
8) El Sayed Amin u. E. Hecker, Chem. Ber. 89, 695 [1956].
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an neutralem Aluminiumoxyd verschiedener Aktivititsstufen konuten — be-
sonders bhei Mischungen der Ester hoherer Fettsiuren — keine befriedigen-
den Trenneffekte erziclt werden (vergl. dazu auch 1. ¢.3-%).

Tafel 1. Losungsmittelsysteme zur Vertcilungschromatographie

am—

System Nr. Zusammensetzung”)

Cyclohexan (200), Di-n-butyl-ather (20), Nitromethan (40)
Cyclohexan (150), Nitromethan (30)

Cyclohexan (150), Dimethylformamid (30)

Cyclohexan (150), Dimethylformamid (30), Nitromethan (10)
Octan (150), Dimethylformamid (30), Nitromethan (10)
Decan (150), Dimethylformamid (30), Nitromethan (10)

*) Die Zahlenangaben bedeuten ,,Volumina reiner Ldsungsmittel*’.

(=R I U U

Die p-{4-Nitro-phenyl-azo]-phenacylester von Fettsiuren mittlerer Ketten-
linge lassen sich in System 1 (Tafel 1) quantitativ trennen, wenn sie sich
um 2 oder mehr CH,-Gruppen unterscheiden (Abbild. 1). Die systematische
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Abbild. 1. Trennung der Ester der Capryl-(1.2 mg, T), Caprin-(1.8 mg, IT) und der Laurin-
siure (0.8 mg, ITI) in System 1 (Tafel 1) auf einer Siule aus 10 g Kiesclgur (7.5 cm Héhe,
2 em Durchm.). Volumen der Fraktionen 2 ccm

Untersuchung der Trennwirkung der Systeme 2--6 (Tafel 2) mit einem Test-
gemisch aus je 1 mg Capron-, Capryl- und Laurinséureester zcigt, dal System 6
am wirksamsten ist. Der Trenneffekt nimmt mit steigendem Mol.-Gewicht
der mobilen Phase zu. Beispiele fiir Trennung einiger Estergemische in System 6
findet man in Abbild. 2, a—c.

Herrn P’rof. Butenandt danken wir herzlich fiir das fordernde Interesse an dieser
Arbeit, sowie fiir finanzielle Unterstiitzung des einen (Kl S. A.) von uns.

%) R. M. Ikeda, A. D. Webb u. R. E. Ke pner, Analytic. Chem. 26, 1228 [1954].
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Abbild. 2. Trennung von Gemischen aus je 1 mg Ester in System 6 (Tafel 1) auf einer

Siule aus 10 g Kieselgur (8.3 cm Hohe, 2 cm Durchm.). Volumen der Fraktionen 20 ccm.

a) Buttersiure-(I) und Caprylsiure-ester (II); b) Capronsiure-(I), Caprylsdure-(II) und
Laurinsiaure-ester (IT1); c¢) Myristinsiure-(I) und Stearinsiure-ester (IT)

Beschreibung der Versuche

Siamtliche Schmelzpunkte sind unter dem Kofler-Heizmikroskop bestimmt. Die Mikro-
analysen wurden von Dr. A. Schoeller, Kronach/Oberfranken, und von A. Bernhardt,
Miilheim/Ruhr, ausgefiihrt. Als Aluminiumoxyd wurde stets ,,W oe lm neutral** verwen-
det, alle Aktivitdtsangaben nach H. Brockmann und H. Schodder?).

p-[4-Nitro-phenyl-azo]-phenacylbromid (III) aus p-[4-Nitro-phenyl-azo]-
acetophenon (I)
p-[4-Nitro-phenyl-azo]-acetophenon(I): 15.2 g 4-Nitro-nitrosobenzol®)
und 13.5 g 4-Amino-acetophenon werden in getrennten Gefiflen in jeweils der 10-
fachen Menge Eisessig auf 60° erwirmt. Beim Vereinigen der Losungen tritt Dunkelfar-
bung ein und p-[4-Nitro-phenyl-azo]-acetophenon scheidet sich ab. Das
Reaktionsgemisch wird noch 3 Stdn. auf 60° gehalten und dann aufgearbeitet. Aus der

10) Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 73 [1941].
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C 68.80 H 7.89 X 8.02
Gef. C68.90 H 7.90 N 8.08

Ber. C69.656 H 8.22
Gef. C69.38 H 7.93

Ber.

Ber. C67.85 H7.53 N 8.48
Gef. C67.98 H7.65 N 8.69

Ber.

495.8
523.7
551.7

025H3705N 3
CSZHJEOEN 3

C:!OHHOS va

30900
32400
31200

132
132
132

Mutterlauge kann durch EingieBen in viel
Wasser noch etwas rohes Keton gewonnen
werden. Das Rohprodukt wird aus benzoli-
scher Losung iiber 100 g Aluminiumoxyd
(Akt, IIT) filtriert. Aush. 24 g (889, d.Th.).
Schmp. 175° nach Umkristallisieren aus
Athanol.

C,,H,,0,N, (269.3)

Ber. C62.44 H4.12 N 15.60
Gef. C62.63 H4.12 N 15.76

p-[4-Nitro-phenyl-azo]-phenacyl-
bromid (III): 5.6 g des Ketons I werden
in 4! Eisessig in der Warme gelost. Nach dem
Abkiihlen 148t man in diese Losung inner-
halb 1/, Stde. 3.3 g Brom, gelost in 25 cem
Eisessig, eintropfen. Das Gemisch wird .dann
noch 3 Stdn. auf 60° gehalten und anschlie-
Bend in 10! Wasser gegossen. Das Rohpro-
dukt wird durch Filtrieren der benzolischcn
Losung iiber 100 g Aluminiumoxyd (Akt. IIT)
— - - - und Umkristallisieren aus Athanol gereinigt.
Ausb. 6.5 g (909%, d.Th.). Schmp. 182°.

C, H,,0,N;Br (348.2)
Ber. C48.29 H 2.88 N 12.07 Br 22.95
Gef. C48.73 H3.17 N 12.33 Br 22.68

C 63.46 H 5.83 N 10.57
Gef. C63.47 H5.79 N 10.76
Ber. C63.46 H 5.83 N 10.57
Gef. 6340 H 5.87 N 10.65
Ber. C63.78 H 5.35

Gef. C63.71 H 5.45
Ber. C63.31 H4.52 N 11.08

Gef. C63.36 H4.52 N11.64

3974
397.4
395.4
379.4

021H2305N3

CoyHy505N,
CaoH 1, 05Ny

p-[4-Nitro-phenyl-azo]-phenacylbro-
mid (III) aus 4’-Nitro-4-diazoacetyl-
azobenzol (II)

4’-Nitro-4-diazoacetyl-azobenzol
§ % § (II): Durch Eintragen von 7 g Nitrosomethyl-
X 2 2 : harnstoff in kalte, 40-proz. Kalilauge, die mit
= et einem Gemisch aus 80 cem Cyclohexan und
30 cem Methylenchlorid iiberschichtet ist, wird
~—-——— —-—— - eine Diazomethan -Losung in bekannter
Weise hergestellt. Zu der mit KOH getrock-
@ neten Lisung gibt man bei 0° unter kriftigem

g 28 2 8 . B e e
- - - & Schiitteln die Losung von 2 g 4’-Nitro-
azobenzol-carbonsdure - (4)-chlorid?)
in 50 ccem Methylenchlorid. Das Diazoketon

Palmitinsdure ,.............
Stearinsdure ...............

Myristinsdure ..............

beginnt bald auszufallen, und nach Stehen-
lassen des Ansatzes iiber Nacht wird die

< : . Hauptmenge des Methylenchlorids ohne zu

] . erwirmen entfernt!l). Nach Absaugen des

,§ : Niederschlags werden 1.7-1.9 g Diazoketon
& 5 : : (85949, d.Th.) erhalten. Zur weiteren Um-
25 B 2 : setzung mit HBr kann dieses rohe Diazoketon
_S 3 & @ verwendet werden.
E: g > E o Zur Reinigung wird das rohe Diazoketon
s g % & 3 aus benzolischer Losung iiber Aluminiumoxyd
£ES g £ % (Akt, TI/IIT) filtriert und das Filtrat bei Zim-
ﬁ. § = - £ mertemperatur eingedampft!!). Dabei schei-
3% 2 3 o

11) E. Hecker u. P. Karlson, Chemie-
Ing.-Techn. 25, 397 [1953].
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den sich mattglanzende, kupferrote Bliattchen ab, die sich nach einmaligem Umbkristalli-
sieren aus Methylenchlorid-Benzol 5: 1 bei 184° zersetzen.

Das Diazoketon 16st sich gut in Methylenchlorid, Tetrahydrofuran, Chloroform und
Dimethylformamid, maBig in Dioxan, Essigester und Benzol, schlecht in gesittigten Koh-
lenwasserstoffen, Acetonitril, Nitromethan, Methyl-butyl-ather.

C HoO,N; (295.3) Ber. €56.95 H3.07 N 23.72 Gef. C56.51 H 3.24 N 23.69

Umsetzungen des Diazoketons mit Essigsiure, Isobuttersiure, Valeriansiure und Ca-
pronsiure in siedendem Benzol, von Propionsiure und Buttersiure in siedendem Toluol,
sowie von Essigsiure und Valeriansiure ohne Losungsmittel fithrten zu Produkten, die
sich nur unter grofien Verlusten reinigen liefen.

p-[4-Nitro-phenyl-azo]-phenacylbromid (III): 2 g Diazoketon II werden
unter schwachem Erwirmen in 84 eem Tetrahydrofuran gelost. Die noch warme Lisung
wird auf einmal zu 60 ccm 4 n HBr gegeben. Die Temperatur steigt schwach an, und unter
Stickstoffentwicklung tritt Farbumschlag nach Tiefrot ein. Der Ansatz wird auf dem
Wasserbad ins Sieden gebracht und dann erkalten gelassen. Das Bromid III scheidet
sich in tiefroten Nadeln, manchmal auch in Blattchen ab. Ausb. 1.92 g (819 d.Th.).
Nach Umbkristallisieren aus Aceton, Benzol oder Alkohol: Schmp. 182°, ¢ = 31900, Amax
332 my. — Es kann nicht empfohlen werden, das Diazoketon ohne Isolierung in eincm Ein-
topfansatz ins Bromid iiberzufiihren. Das anfallende Phenacylbromid ist stark verun-
reinigt und schwer in reiner Form zu gewinnen.

C, H,,0,N,Br (348.2) Ber. C48.29 H 2.89 N 12.07 Br22.95
Gef. C48.86 H 3.07 N 12.02 Br 22.75

p-[4-Nitro-phenyl-azo]-phenacylester von Fettsduren

Die im folgenden fiir das Beispiel der Caprylsaure gegebene Vorschrift gilt sinngemiB
auch fiir die Darstellung der Ester aller anderen in Tafel 2 aufgefiihrten Fettsduren.

433 mg Caprylsdure (3 mMol) werden in einem Gemisch aus je 5 ccm Dioxan und
Tetrahydrofuran gelést und mit 2 ccm 1 n NaOH versetzt. Nach Zugeben von 696 mg
(2mMol) Phenacylbromid III wird 2 Stdn. unter RiickflaB erwirmt. Die Umsetzung
kann auch durch 3stdg. Kochéen der Komponenten in 300 cem 80-proz. Athanol vor-
genommen werden. Nach Erkalten des Ansatzes nimmt man in Chloraform auf und
schiittelt mit Hydrogencarbonatlésung und Wasser. Das Rohprodukt wird aus benzoli-
scher Losung iiber 20 g Aluminiumoxyd (Akt. II/III) filtriert. Ausb.0.67 g (829, d.Th.,
bezogen auf neutralisierte Siure); bei Al-Heptensiure und Sorbinsdure sind die Aus-
beuten schlechter. Zum Umbkristallisieren éignen sich Aceton, Alkohol und Benzol.

In Tafel 2 sind die Analysen, Schmelzpunkte und Extinktionen der Ester aufgefiihrt.

Die Trennungen von Estergemischen durch Verteilungschromatographie wurden ohne
wesentliche Anderung der bereits beschriebenen experimentellen Anordnung durchge-
fithrt*), Um bei Reihenversuchen die Elutionszeit zu verkiirzen, wurden teilweise ver-
hiltnismaBig groBe Fraktionen {20 ccm, Abbild. 2) unter schwachem Saugen mit der
Wasserstrahlpumpe elujert.





