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

matographische Trennung 
[Aus dem Max-Planck-Institut fur  Biochemie und dem l’hysiologisch-Chemischen Institut 

der Universitiit Tubingcn] 
(Eingegangen am 6. Marz 1956) 

Die Darstellung des p-[4-Nitro-phenyl-rtzo]-phenacylbromids 
und seine Anwendung zur Charakterisierung von Fettsauren in 
Form ihrer p-[4-Nitro-phenyl-azo]-phenacylestcr wird beschrieben. 
Die Ester zeichnen sich durch hohen Schmelzpunkt, gute Kristalli- 
sationsfahigkeit und intensive Eigenfarbe am. Sie konnen durch 
Verteilungschromatogrephie getrennt werden. Geeignete Systeme 
werden angegeben. 

Zur Charakterisierung von Fettsauren werden haufig ihre Ester mit Phen- 
acyl-alkoholen herangezogen. Gebriiuchlich warm bisher insbesondere die 
Ester niit Phenacyl-, p-Halogen-phenacyl- und p-Phenyl-phenacyl-alkoholl). 
Sie sind alle farblos und schmelzen verhiiltnismafiig niedrig. Diese Eigenschaf- 
ten schrrinken die Verwendung der Ester zur Isolierung und Charakterisierung 
von Fettsauren ein. Es sind deshalb in neuerer Zeit Phenacylester mit giin- 
stigeren Eigenschaften gesucht worden 2 v  3). Den vergleichsweise hochschmel- 
zenden p-[4-Nitro-phenyll-phena~ylestern~) nittngelt jedoch die Eigenfarbe 
und den farbigen p-Phenyl-azo-phenat:ylestern3~ 4, der hohe Schmelzpunkt. 
Ausgehend von den giinstigen Erfahrungen mit dem 4‘ -Nitro-azobenzol- 
carbonsaure-(4)-Rest hei der Charakterisierung und Isolierung von Alko- 
holen69 e), haben wir das p -  [4-Nitro-phenyl-azo]-phenacylbromid (111) dar- 
geatellt, das mit Fettsauren gut kristallisierende und hochschmelzende Ester 
mit intensiver Eigenfarbe bildet. 

p -  [4-Xitro-phenyl-azo]-phenacylbromid (111) kann durch Bromieren von 
p -  [4-Nitro-phenyl-azo]-acetophenon (I) in a- Stellung in ahnlicher Weise ge- 
wonnen werden, wie das p-Phenyl-azo-phena~ylbromid~~ Die Darstellung des 
Ketons (I) gelingt in guter Ausbeute durch Kondensation von p-Amino- 
acetophenon mit 4-Nitro-nitrosobenzol in Eisessig. Begrenzende Faktoren 
dieses Syntheseaegs hinsichtlich der Gesamtausbeute an Bromid (111) ist 
die verhaltnismafiig miihsanie Bereitung des 4-Nitro-nitros~benzols~). 

Leichter zuganglich ist das p -  [4-Nitro-phenyl-azo]-phex~acylbromid (III), 
wenn man aus 4’-Nitro-azobenzol-carbonsaure-(4)-chlorid mittels Diazo- 
methans das Diazoketoii (11) herstellt und dieses rnit HBr zerlegt. Das 4’- 

l) R. L. S h r i n e r  u. R. C. F u s o n ,  Identification of Organic Compounds, 3. Aufl., 

7 S. Masuyama,  J. chem. SOC. Japan, pure Chem. Sect. [Nippon Kagaku Zassi] 

4) N. S u g i y a m a ,  R. H a r a d a ,  T. Mita  u. T. Ueno,  J .  chem. SOC. Japan, pure Chem. 

5, E. Hecker ,  Chem. Ber. 88, 1666 [1955]. 
6 )  A. B u t e n a n d t ,  Naturwiss. Rdsch. 8,467 [1955]; H .  R e m b o l d ,  Dissertat. Tii- 

Wiley Sons Inc., New York 1948. 

71,402 [1950]; C. A. 45,6400i [1951]. 

Sect. mippon Kagaku Zassi] 72, 152 [1951]; C. A. 46,4448a [1952]. 

2 )  P. Clarke ,  Chem. and Ind. 1952,450. 
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Nitro-azobcneol-carbonsaure-(4)-chlorid kann aus rohem 4-Nitroso-benzoe- 
saure-athylester und 4-Nitranilin such in griioeren Mengen hergestellt, werdenG). 

O&-/ \-X=N-/ \-CO*R ' I: R = CH, 11: I t  = CHN, 111: R = CH,Br 

. - 

.~ 

\=/ \=/ 

\J o x / -  -,<=,)-N=N-/- \ \- CO*CH,. 0. CO . R IV 

Durch Umsetzen des p- [4-Nit~ro-phenyl-azo]-phenacylbromids mit den Na- 
Salzen von Fettsauren in einem Dioran-Tetrahydrofuran-Gemisch oder in 
khan01 werden die intcnsiv roten p- [4,-Nitro-phenyl-azo']-phenacylester (IV) 
der Fettsauren erhalten. Sie lassen sich durch Cmkristallisieren am Benzol, 
Alkohol oder Aceton reinigen. Die Schmelzpunkte und Extiilktionen der 
dargestellten Ester zeigt Tafel2 (Versuchsteil). 

Es liegt nahe, zur Gewinnung der Derivate (IV) das Diazoketon (11) rnit den f re ien  
Siiuren umzusetzen. Das Diazoketon ist jedoch recht reaktionstriige und liefert beim 
Kochen mit Carbonsiiuren mit und ohne Liisdngsmittel Reaktionsprodukte, aus denen 
sich die reincn Ester (IV) nur in schlechten Ausbeuten gewinnen lassen. Das Diazoketon 
kann auf Aluminiumoxyd chromatographiert und aus Methylenchlorid-Benzol umkri- 
stallisiert werden. 

Die Schnie1zpunkt.e der p- [4-Nitro-phenyl-azo]-phenacylester (Tafel2) lie- 
gen verhdtnismaflig hoch. Bei den Derivaten der unverzweigten, homologeii 
Fettsauren kiinnen hinsicht.lich der Schmelzpunkte zwei Gruppen unterschie- 
den werden. Die Derivato der Sauren bis C, schmelzen um 150°, diejenigen der 
Shuren his C,, um 130". Ein gewisser Mange1 ist, daB sich die Schmelzpunkte 
der Derivate verschiedener Siiureii inrierhalb einer Gruppe nicht sehr stark 
unterscheiden. Auch die Misch-Schnielzpunkte dieser Derivate sind nur um 
wenige Grad erniedrigt, doch scheint dies ebenso wie die geringen Schmelzpunkts- 
unterschiede eine Eigenschttft zu sein, die Phenacylestern allgemein xukomint '). 
Vnsere Derivate lassen sich trotzdeni identifizieren, und zwar entweder auf 
spektroskopischem Weg durch Messung des Aquivalentgewichts oder chro- 
Inatographisch durch Messung und Vergleich der Retentionsvolumina. Die 
Nxtinktionen der Ester liegen mit einem Mittelwert von E = 32 130 und einem 
mittleren Fehler der Einzelmessung von & 817 Einheiten durchschnittlicli 
etnas hoher als die Extinktionen der 4'-Nitro-azobenzol-carbonsilure-(4)-ester 
von Alkoholen 5). 

Interessant ist der nicht unerhebliche Unterschied zwischen einigen phyaik&lischen 
Eigenschaften der p-[4-Nitro-phenyl-rtzo]-phenacylester von FettsZluren und der 4'-Nitro- 
azobenzol-carbonsiiuree(4)-estkr von Alkoholcn mit gleichem aliphatischem Rest R. Die 
Schmelzpunkte der Derivatr tier Fettsauren liegen urn 10-20" hoher, ihre Gslichkeit in 
Kohlenwasscrstoffen ist kleiner, und ihre Verteilungskoeffizicnten liegen niedriger. 

Die Trennung der Saurederivate durch Verteilungschromatographie wurde 
in verschiedenen Losungxmittelsystemen (Tafel 1) untersucht. Unter Annen- 
dung der im aesentlichen bereits friiher beschriebenen Technik8) diente Kiesel- 
gur als Triiger fur die stationare Phase. Durch Adwrptionschromatographie 

7)  K. S. Markley,  Fatty acids, Interscicnce Publishers Inc., New York 1947. S. 625. 
*) El S a y e d  Amin u. E. Hecker ,  Chem. Ber. 89,695 [1956]. 
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an neutraleni Aluniiniunioxyd verschiedener Aktivitatsstufen koiint,en - be- 
sonders hei Mischungen der Ester hohcrer Fettsauren - kcine befriedigen- 
den Trenrieffekte erziclt werden (vergl. dazu auch 1. c.3.$’). 

Tafel 1. L 6 s u n g  s rn i t t e 1 s ys t e me z ur Ve r t  c i 1 u n gs c h r  o m a t og r a p  h i e 

Die p- ~4-Nitro-phenyl-azo]-phenacylester von Fettsauren mittlerer Ketten- 
lange lassen sich in System 1 (Tafcl 1) q u a n t i t a t i v  trennen, wenn eie sich 
um 2 odcr mehr CH,-Gruppen unterscheiden (Ahbild. 1). Die systematische 

Abbild. 1. Trennung der Ester der Capryl-(1.2 mg, I), Caprin-(1.8 mg, 11) und der Laurin- 
Gure (0.8 mg, 111) in SyPtem 1 (Tafel 1 )  auf einer Saule aus 10 g Kiewlgur (7.5 cm Hohe, 

2 cm Durchm.). Volumen der Fraktionen 2 ccm 

Untersuchung der Trennwirkung der Systeme 2-43 (Tafel2) mit einem Test- 
gemisch aus je 1 nig Capron-, Capryl- und Lauririsaureester zcigt, daB System 6 
am wirksamsten ist. Der Trenneffekt nimmt mit steigendem Mo1.-Gewicht 
der mobilcn Phase zu. Heispiele fur Trennung einiger Estergemische in System 6 
findet man in Abbild. 2, a-c. 

Herrn l’rof. B u t e n a n d t  danken wir henlich fur das fordernde Interesse an dieser 
Arbeit, sowie fur finanzielle Unterstutzung des einen (el S. A.) von uns. 

9, R. M. I k e d a ,  A. U. Webb 11. R. E. K c p n e r ,  Analytic. Chem. 26, 1235 [1954]. 
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Abbild. 2. Trennung von Gemiechen &us je 1 mg Ester in System 6 (Tafel 1) auf einer 
Siiule BUS 10 g Kieselgur (8.3 cm Hohe, 2 cm Durchm.). Volumen der Bbaktionen 20 ccm. 
a) Buttersiiure-(I) und Capryleirure-ester (II); b) Capronsiiure-(I), Caprylsiiure-(11) und 

Laurinsiiure-eater (III) ; c) Myristinsiiure- (I) und Staarinsiiure-eeter (TI) 

Beschreibnng der Versnche 

Siimtliche Schmelzpunkte sind unter dem Kofler-Heizmikroskop bestimmt. Die Mikro- 
analyean wurden von Dr. A. Schoeller, Kronach/Oberfranken, und von A. Bernhard t ,  
Miilheim/Ruhr, ausgefiihrt. Als Aluminiumoxyd wurdo steta ,,Woe 1 m neutral'' rerwen- 
det, alle Aktivitiitsangaben nach H .  Brockmann und H. Schodderlo). 

p-[4-Xitro-phenyl-azo]-phenacylbromid (111) aus p-[4-Nitro-phenyl-azo]- 
acetophenon (I) 

15.2 g 4-Nitro-nitrosobenzo16) 
und 13.5 g 4-Amino-acetophenon werden in getmnnten GefiiBen in jeweils der 10- 
fechen Menge Eisessig auf 60" e m & & , .  Beim Vereinigen der Lijsungen tritt Dunkelfiir- 
bung ein und p - [ 4 - N i t r o - p h e n y l - a z o ] - a c e t o p h e n o n  scheidet sich ab. Das 
Reaktionsgemisch wird noch 3 Stdn. auf 60' gehalten und dann aufgearbeitet. Aus dcr 

p -  [4-Nitro-phenyl-azo]-acetophenon (I): 

lo) Ber. dtsch. chem. Gee. 74, 73 [1941]. 
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Mutterlauge kann durch Eingiehn in vie1 
Waseer noch etwas rohee Keton gewonnen 
werden. Das Fbhprodukt wird aus benzoli- 
scher Wsung uber 100 g Aluminiumoxyd 
(Akt. 111) filtriert. Aueb. 24 g (89% d.Th.). 
Schmp. 175' nach Umkristallisieren aus 
&hanol. 

CMHnO3N3 (269.3) 
Ber. C 62.44 H4.12 N 15.60 
Gef. C 62.63 H 4.12 N 15.76 

p-[4-Nitro-phenyl-azo]-phenacyl- 
b r o m i d  (111): 5.6 g des K e t o n s  I werden 
in 4 1 Eieessig in der Wiirme geloet. Nach dem 
Abkiihlen liiBt man in diese Liisung inner- 
halb 1/8 Stde. 3.3 g Brom,  gelost in 25 ccm 
Eisessig, eintropfen. Daa Gemisch wird-dann 
noch 3 SMn. auf 60' gehalten und a n s d i e -  
Dend in 10 1 Waaser geessen. Des Rohpro- 
dukt wird durch Filtrieren der bewlischen 
Lasupg uber 100gAluminiumoxyd (Akt. 111) 
und Umkristalliaieren aus Athanol gereinigt. 
Ausb. 6.5 g (90% d.Th.). Schmp. 182'. 

Cl,H,,0,N3Br (348.2) 
Bcr. C 48.29 H 2.89 N 12.07 Br 22.96 
Gef. C 48.73 H3.17 N 12.33 Br 22.68 

p -  [d-Ni t ro  -phenyl-azol-phenacylbro- 
mid (111) aus 4 ' -Ni t ro-4-d iazoace tg l -  

azobenzol  (11) 
4'-il'itro - 4 - d i a z o a c e t y l -  azobenzol  

(11): DurchEintragenvon 7 g Xtmomethyl-  
harnstoff in kalte, 40-proz. Kalilauge, die mit 
einem Gemisch aue 80 ccm Cyclohexan und 
30 ccm Methylenchlorid uberschichtet ist, wird 
eine D i a z o m e t h a n  -Losung in bekannter 
Weise hergestellt. Zu der mit KOH getrock- 
neten Wsung gibt man bei 0" unter kriiftigem 
Schiitteln die Wsung von 2 g 4 ' -Ni t ro-  
azobenzol-carbonsi iure  - ( 4 )  -ch lor id5)  
in 50 ccm Methylenchlorid. Das Diazoketon 
beginnt bald auszufallen, und nach Stehen- 
laasen des Aneatzes uber Nacht wird die 
Hauptmenge des Methylenchlorids ohne zu 
erwiirmen entfernt"). Xach Abeaugen des 
Niederschlags werden 1.7-1.9 g Diazoketon 
(8544% d.Th.) erhalten. Zur weiteren Um- 
setzung mit HBrkanndieses rohe Diazoketon 
verwendet werden. 

Zur Reinigung wird das rohe Diazoketon 
aus bemlischer Liisung uber Aluminiumoxyd 
(Akt. II/III) filtriert und das Filtrat bei Zim- 
mertamperatur eingedampft"). Dabei schei- 

l 1 )  E. H e c k e r  u. P. Kar lson ,  Chemie- 
1ng.-Techn. 25,397 [1953]. 
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den sich mattglanzende, kupferrote Blattchen ab, die sich nach einmaligem Umkristalli- 
sieren aus Mcthylenchlorid-Benzol 5 : 1 bei 184" zersetzen. 

Das Diazoketon lost sich gut in Methylenchlorid, Tetrahydrofuran, Chloroform und 
Uimethylformamid, maBig in Dioxan, Essigester und Benzol, schlecht in gesiittigten Koh- 
Icnwasserstoffen, Acetonitril, Nitromethan, Methyl-butyl-iither. 

. 

(:l,H,O,S, (295.3) 
Umsetzungen des Diiizoketons mit Essigsaure, Iaobuttcrsiiure, ValeriansLure und Ca- 

pronsiim in siedendem Benzol, von Propionsaure und Buttersiiure in siedendem Toluol, 
sowie von Essigsiiure und Valeriansaure ohne Losungsmittel fiihrten zu Produkten, die 
sich nur untcr groBen Vcrlusten reinigen lieBen. 

p- [4-Ni t ro-pheny I -azol -phcnacylbro in id  (111): 2 g Diazoketon  I1 werden 
unter schwachem Erwarmen in 84 ccm Tetrahydrofuran gclost. Die noch warme Losung 
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 
Waaserbad ins Sieden gcbracht und dann erkalten gelaasen. Das Bromid 111 Hcheidet 
sich in tiefroten Nadeln, manchmal auch in Blhttchen al). Ausb. 1.92 g (81% d.Th.). 
Xach Umkristallisieren aus Aceton, Benzol oder Alkohol: Schmp. 182", E = 31900, Amax 
342 my. - Es kann nicht ernpfohlen werden, das Diazoketon ohne Isolierung in eincm Ein- 
topfansatz ins Bromid iiberzufuhren. Das anfallende Phenacylbromid ist stark rerun- 
rrinigt und schwer in reiner Form zu gewinnen. 

C,,H,,O,N,Br (348.2) 

Ber. C 56.96 H 3.07 K 23.72 Gef. C 56.61 H 3.24 S 23.69 

Ber. C 48.29 H 2.89 N 12.07 Br 22.95 
Gef. C 48.86 H 3.07 N 12.02 Br 22.75 

p - [ 4 - N i t r o  - p he  n y 1 ~ a z o 3 - p h e n a c y 1 e s t e r v o n F e  t t 8 a ur e n 
Die im folgenden fur das Beispiel der Caprylsriure gegebene Vomchrift gilt sinngemaB 

auch fur  die Darstellung der Ester aller anderen in Tafel2 aufgefiihrten Fettsriuren. 
433 mg Caprylsaure  (3 mMol) werden in einem Gemisch aus je 5 ccm Dioxan und 

Tetrahydrofuran gelost und mit 2 ccm 1 n NaOH vemtzt .  Xach Zugeben von 696 mg 
(2 mMol) P h e n a c y l b r o m i d  I11 wird 2 Stdn. unter RiickfluB erwarmt. Die. Unisetzung 
kann auch durch 3stdg. Kochen der Komponenten in 300 ccm 80-proz. Athanol vor- 
genommen werden. Nach Erkalten des Ansatzes nimmt man in Chloroform auf und 
schuttelt mit Hydrogencarbonatlosung und W m r .  Das Rohprodukt wird aus benzoli- 
scher %sung iiber 20 g Aluminiumoxyd (Akt. 11/11]) filtriert. Ausb. 0.67 g (82% d.Th.. 
bezogen auf neutralisierte Saure) ; bei A'-Heptensaure und Sorbinaciure sind die Aus- 
btwten schlechter. Zum Umkristallisieren eignen sich Aceton, Alkohol und Benzol. 

In Tafel 2 sind die Analyeen, Schmelzpunkte und Extinktionen dcr Ester aufgefuhrt. 
Die Trennungen von Estergemischen durch Verteilunpchromatographie wurden ohne 

wesentliche binderung der bereits beschriebenen experimentellen Anordnung durchge- 
fiihrte). Um bei Reihenversuchen die Elutionmeit zu verkiinen, wurden teilweise ver- 
hiLltnismLDig groBe Fmktionen (20 ccm, Abbild. 2) unter schwachem Saugen mit dcr 
Wasserstrahlpumpe eluiert. 




