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17. Chinolyl-(4)-bis-[ 2-methyl-indolyl]-methan. HBr-Salz: Aus 0.31 g (0.002 Mol) Chinolin-
aldehyd-(4), 0.52 g (0.004 Mol) 2-Methyl-indol in je 2ccm Athano! und 1.5 ccm 40-proz.
HBr. Man erwirmt die rote Ldsung kurz auf dem Wasserbad und 148t abkithlen. Nach einiger
Zeit tritt Kristallisation ein. Man saugt ab, wischt mit Alkohol und trocknet i. Vak. iiber
P,0s und Paraffin bei etwa 60°. Aus Alkohol goldgelbe Prismen, die sich an der Luft all-
miihlich leicht briunen. Schmp. nach viermaligem Umkristallisieren unscharf bei 211° (unter
Dunkelrotfirbung). Rohausb. 0.8 g (83 9; d. Th.). Ldslich in Alkohol, Aceton, Chloro-
form, Eisessig, schwer 16slich in Wasser, Ather, Petrolither, Benzol.

CasHz3N3-HBr (482.4) Ber. C69.6 H 501 N 8.70 Br 16.55
Gef. C69.01 H5.08 N8.65 Br16.29

HaNs Musso und HERMANN BEECKEN
Uber Orceinfarbstoffe, IVD
CRAIG-VERTEILUNG UND VERTEILUNGSCHROMATOGRAPHIE

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitat Gottingen
(Eingegangen am 11. Mai 1957)

Durch CraiGg-Verteilung wird die Einheitlichkeit aller Hauptkomponenten des

Orceins gesichert. Ein Vergleich zwischen Verteilungschromatographie und

Crailc-Verteilung bei der Trennung dieser Farbstoffe zeigt, daB die Trenn-

wirkung von 1 cm Cellulosepulversdaule 200 —600 theoretischen Verteilungs-
stufen entsprechen kann.

Vor kurzem konnte das Orcein durch Verteilungschromatographie an Cellulose-
pulver und Kieselgel in 12 definierte Farbstoffe getrennt werden; die 7 Hauptkompo-
nenten lieBen sich kristallisiert isolieren 1.2, Sie besitzen alle keinen scharfen
Schmelzpunkt, kristallisieren bereits einheitlich, wenn sie noch nachweisbare Anteile
aus den Nachbarzonen enthalten und zersetzen sich wiahrend der Aufarbeitung zum
groBen Teil in Sekunddrprodukte. Somit war weder ihre Einheitlichkeit gesichert noch
nach der chromatographischen Trennung die Aussage méglich, ob alle Komponenten
erkannt, und ob die Nebenkomponenten urspriinglich im Orcein vorhanden waren.

Aus diesen Griinden haben wir alle Hauptkomponenten des Orceins in der von
N. GruBHOFER Y entwickelten und von F. A.v. METzscH4 automatisierten Apparatur
einer CraiG-Verteilung iiber 100 bis 300 Stufen in verschiedenen LOsungsmittel-
systemen unterworfen und die gemessenen Verteilungskurven mit den berechneten

t} 111, Mitteil.: H. Musso, H.-G. MATTHIES, H. BEECKEN und H.KRAMER, Angew, Chem.
69, 178 [1957].

2) H. Musso, Chem. Ber. 89, 1659 [1956). 3} Chemie-Ing.-Techn. 22, 209 [1950].

4) Chemie-Ing.-Techn. 25, 66 [1953].



1957 Uber Orceinfarbstoffe (IV.) 1809

verglichen; denn die Basis- und Halbwertsbreite einer Verteilungskurve sind sehr
empfindliche Kriterien fiir die Einheitlichkeit einer Verbindung.

CRAIG-VERTEILUNG DER ORCEINKOMPONENTEN

Zunichst haben wir beim a-Amino- und «-Oxy-orcein die Gilltigkeit des NERNsTschen
Verteilungssatzes und des LAMBERT-BEERschen Gesetzes kolorimetrisch bis zu einer Kon-
zentration von 50 mg/l gepriift und gefunden, daf} diese Voraussetzungen fiir eine einfach
zu berechnende Verteilung streng erflillt sind.

Aus den Verteilungskurven in Abbild. 1 und den Einzelheiten dieser Versuche, die
in Tab. 1 zusammengefaft sind, erkennt man: a-Amino-orcein (I) liefert im System
Formamid (10)/Chloroform (10), Pyridin (2.6) eine theoretische Kurve. - und y-
Amino-orcein (I11 und 1V) sind ebenfalls einheitlich, doch zersetzen sie sich im alkali-
schen System n-Butanol/0.2m Phosphatpuffer px 11.85 langsam, denn die Menge der
Zersetzungsprodukte, die mit groBerem Verteilungskoeffizienten aus den Maxima
von III und IV herauswandern, nimmt bei der Verteilung von 100 auf 300 Stufen zu.

Die Oxy-orceine sind gegen Luftoxydation in Alkali noch bedeutend empfindlicher.
Bei der Verteilung von a-Oxy-orcein (II) in n-Butanol/0.2 m Phosphatpuffer (pr 12.80)
erkennt man eine Beimengung X, die sich auch an Cellulosepulver im gleichen Sy-
stem abtrennen ldBt, doch laufend aus II entsteht, denn die Extinktion sinkt zwischen
den beiden Maxima nicht auf 0. Xp ist also keine neue Orceinkomponente, sondern
ein Zersetzungsprodukt von II. 8- und y-Oxy-orcein (V und VI) werden im Butanol-
Puffersystem, das bei pr 11.30 die giinstigsten Verteilungskoeffizienten ergibt, beim
Schiitteln an der Luft so schnell in die Nebenkomponenten Va, Vb und VII bzw. VIa,
VIb und VII verwandelt, daB nach einem neutralen System gesucht werden mubBte. In
Di-n-butylither (5), n-Butanol (2)/Wasser (5), Aceton (4) erscheinen sie beide stabil
und einheitlich. Der geringe Unterschied in den Verteilungskoeffizienten (Tab. 1)
zeigt, daB im neutralen System die Selektivitit zur Trennung dieser beiden Orcein-
komponenten gering ist, die Nebenkomponenten aber mit 15mal kleineren Koeffi-
zienten in den ersten Elementen der Apparatur zuriickbleiben. Ein Versuch mit rohem
Orcein im neutralen System ergab daraufhin, daB die Nebenkomponenten Va bis VIb
nur in Spuren von vornherein im Orcein enthalten sind. Die blauviolette Komponente
BIII zersetzt sich in Alkali in einen rotvioletten Farbstoff Xpm mit gréflerem Ver-
teilungskoeffizienten. Im System Di-n-butylither (5), n-Butanol (10)/Wasser (13), Eis-
essig (2) bleibt sie unverindert und liefert ebenfalls eine Verteilungskurve, die der
berechneten entspricht.

VERGLEICH ZWISCHEN CRAIG-VERTEILUNG UND VERTEILUNGSCHROMATOGRAPHIE

Bei diesen Versuchen benutzten wir z. T. die gleichen Systeme wie bei der pripara-
tiven Trennung des Orceins. So konnten wir die relativen Wanderungsgeschwindig-
keiten (R-Werte) bei beiden Verfahren vergleichen (Tab. 2), wenn die Werte aus der
CraiG-Verteilung um das Volumenverhiltnis auf den Sdulen (V = 1.6) korrigiert
wurden. Die Ubereinstimmung zeigt, daB bei den Sdulen eine Adsorption am Cellulose-
pulver, die eine deutliche Verringerung der R-Werte zur Folge hitte, vernachlissigt
werden kann. Auch beim langsamen Durchlauf der mobilen Phase liegen die Unter-
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schiede in der Fehlerbreite des Vergleichs. Die Erhdhung der Tropfgeschwindigkeit
auf das Vierfache hat auf die Zonenbreite keinen EinfluB}; die Einstellung des Ver-
teilungsgleichgewichts ist also in beiden Fillen gleich gut.
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Abbild. 1. Verteilungskurven der Orceinkomponenten 1 —-V1 und BIIlL.
Extinktion in der —4A — Oberphase; —© — Unterphase; .......... berechnet.

Verteilungssysteme siehe Text und Tab. 1
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Tab. 2. Vergleich der R-Werte von 8- und y-Amino-orcein
in n-Butanol/0.2m Phosphatpuffer px 11.85; 18°

Rm Riv Rv/Rm
CralG-Verteilung umgerechnet fiir ¥=1.6 0.71 0.48 0.68
Verteilungschromatographie
an 4 x 50-cm-Cellulosepulversiaulen. V=1.6
Tropfgeschwindigkeit: 15 Tropfen/Min. 0.64 0.43 0.67
57 Tropfen/Min. 0.69 0.47 0.68

Einen Anhaltspunkt iiber die Stufenzahl, die der Trennung auf der Cellulosepulver-
sdule entspricht, erhielten wir auf folgendem Wege:

Aus den Verteilungskoeffizienten (Tab. 1) und dem Volumenverhéltnis unserer
Cellulosepulversidulen ¥ = 1.6 errechnete man mit der von E. HECKERS) abgeleiteten
Trennfunktion, daB 168 Verteilungsschritte (entspr. 168 theoretischen Boden oder
Trennstufen) erforderlich sind, um ein Gemisch aus gleichen Teilen B- und y-Amino-
orcein in n-Butanol/Phosphatpuffer pu 11.85 zu 99.7% in die Komponenten zu zer-
legen. Diese Stufenzahl muB sich in der Sdulenlidnge hy befinden, die von der mobilen
Phase durchlaufen werden muB, damit sich das Gemisch gerade deutlich in zwei
Zonen trennt. Diese Sdulenlinge hy haben wir in Abhingigkeit von der Substanz-
menge und vom aufgegebenen Losungsmittelvolumen bestimmt und gefunden, daB,
wie Abbild. 2 zeigt, die Hohe der Einlaufzone hg und die bendtigte Sdulenhohe hy
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Abbild. 2. Cellulosepulversiiulen zur Ermittlung der Trennstufenzahl pro cm S#ulenlinge.
Gemisch 8- und y-Amino-orcein 1 : I ; Cellulosepulver SCHLEICHER & SCHULL Nr. 123; Butanol/
0.2m Phosphatpuffer pu 11.85; Temp. 21 —22°, hL. = Hdhe der Losung vor dem Einlaufen;
he — Hohe der Einlaufzone vor dem Aufgeben der reinen mobilen Phase; ht = Front der
mobilen Phase im Augenblick der vollendeten Trennung.
Zahlen in mm. Einzelheiten siche Tab. 3

bei geringen Konzentrationen von der Substanzmenge unabhingig sind, aber mit der
Hohe der Lésung hy auf der Sidule vor dem Einlaufen praktisch linear zunehmen

"7s) Z. Naturforsch. 8b, 77 [1953].
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(ht = 4hg = 6.25 hy). Um die Trennstufenzahl einer Verteilungssdule moglichst
weitgehend auszunutzen, muBl man ganz allgemein das Volumen der aufzugebenden
Losung moglichst klein halten, Gibt man 1.4mm L&sung auf, so sind demnach in
8mm Wanderungsweg der mobilen Phase mindestens 168 theoretische Verteilungs-
stufen anzunehmen; das entspricht 210 Stufen/cm Siulenlidnge. Beriicksichtigt man
noch, daB hg = 1/4 hy betrigt, also ein Viertel der 168 ‘Stufen zu Anfang der Trennung
bereits mit Substanz gefiillt ist, so wiirde man in der Verteilungsapparatur eine drei-
fache Stufenzahl zur Trennung bendtigen, wodurch sich die Stufenzahl/cm Siulen-
hohe auf rund 600 erhoht. In der GréB8enordnung stimmt diese Zahl mit 500 theoreti-
schen Boden/cm, die A.J.P. MARTIN und R.L. M.SyNGE® fiir Kieselgel angeben,
iiberein?, doch sind die Zonen der Orceinfarbstoffe an Kieselgel viel verwaschener
als an Cellulosepulver.

Bei der Trennung von a-Amino- und a-Oxy-orcein bei pu 12.80 haben wir den gleichen Zu-
sammenhang von hg und hy gefunden (Tab. 4) und auf die oben gezeigte Weise 100 bis 300
Trennstufen/cm erhalten. Bei der prédparativen Trennung des Orceins2) an 4 x 50-cm-Siulen
errechneten wir aus der Zonenbreite ), daBl die Trennwirkung etwa 20 bis 40 theoretischen
Verteilungsstufen/cm entspricht. Hierbei wurden aber 15 bis 25 ccm gesittigte Losung, also
etwa 100mal mehr Substanz aufgegeben.

Tab. 3. Siulentrennung von $3- und y-Amino-orcein

a b c d e f Sdulenbez. (s. Abbild. 2)
0.05 0.15 0.45 1.35 1.35 2.0 cem aufgegebener Losung
1.2 1.2 1.2 1.2 0.4 0.8 mg/ccm Gesamtkonzentration
(11l + 1IV) in der Losung.
1.5 3.5 8.5 23.0 23.0 35.0 mm hp
2.0 4.0 12.0 36.0 36.0 57.0 mm hg
8.0 16.0 48.0 145.0 1450 2200 mm hT

Tab. 4. Sidulentrennung von a-Amine- und a-Oxy-orcein

0.017 0.05 0.15 0.45 0.9 1.8 ccm aufgegebener Losung
(¢ =05mg1 + 0.5mg Il/ccm)
0.5 1.5 4.5 13.5 27.0 53.0 mm hg
3.5 7.0 19.0 45.0 90.0 185.0 mm ht
Die Front der mobilen Phase wurde mit 4-D1methylammo-4’-nnro-azobenzol markiert, das in der stationdren
Phase unldslich ist, also auf der Saule mit der Lo nittelfront dert.

Diese Versuche fiihrten zu folgenden Ergebnissen:

1. Die kristallisierten Orcein-Komponenten sind nicht nur chromatographisch
sondern auch nach der Craig-Verteilung einheitliche Verbindungen. Da die Tren-
nungsverhiltnisse in der Verteilungsapparatur und auf der Cellulosepulversiule iiber-
einstimmen, ist mit Sicherheit kein wesentlicher Bestandteil des Orceins bei der
priparativen Trennung iibersehen worden.

2. Vergleicht man die CraiG-Verteilung und Verteilungschromatographie in ihrer
Trennleistung, so wird beim priparativen Arbeiten die Verteilungschromatographie
meistens durch die viel groBere Kapazitidt und den geringen Zeit- und Lésungsmittel-

6) Biochem. J. 35, 1358 [1941].

7) Vgl hierzu F.TurBa, Chromatographische Methoden in der Protein-Chemie, Springer
Verlag, Berlin-Géttingen-Heidelberg 1954, S. 24.
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bedarf iiberlegen sein. Sie wird aber die Craig-Verteilung niemals ersetzen koénnen,
wenn es darauf ankommt, sich iiber den Reinigungseffekt klar zu werden und analy-
tische Trennungen und Reinheitspriifungen exakt und zuverladssig durchzufiihren.

Der DEUTSCHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT danken wir filr die groBzilgige Unterstiitzung
unsarer Versuche.

HaNs Musso und HANS-GEORG MATTHIES

Uber Orceinfarbstoffe, VI

IR- UND UV-SPEKTREN
HYDROXY- UND AMINO-SUBSTITUIERTER PHENOXAZONE

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitiat Gottingen
(Eingegangen am 27. Mai 1957)

Es wird an mehreren Hydroxy- und Amino-phenoxazonen und ihren Acetaten
gezeigt, daB Phenoxazone im IR-Spektrum zwischen 6.0 und 6.5 drei charak-
teristische Scthliisselfrequenzen besitzen. Die Verschiebung der lingstwelligen
Bande im sichtbaren Spektrum dieser Verbindungen mit Sdure und Alkali hangt
von der Stellung der Hydroxy- und Aminogruppe am Phenoxazon-Grundgeriist
ab. Sie ist fiir eine Substitution in 7-Stellung besonders charakteristisch und
kann mit dem Auftreten mesomerer lonenstrukturen in bestimmten pu-Be-
recichen gedeutet werden. Das chromophore Grundgeriist von allen Orcein-
komponenten wird spektroskopisch aufgeklirt.

Bei der Autoxydation von Orcin (3.5-Dihydroxy-toluol) in wiBirigem Ammoniak
entsteht das Orcein, ein tiefvioletter Farbstoff, der sich verteilungschromatographisch
in seine Komponenten zerlegen 146t2. Die Einheitlichkeit der sieben Hauptkompo-
nenten wurde durch CraiG-Verteilung gesichert!). Diese Farbstoffe zeigen im IR-
Spektrum alle zwischen 6.0 und 6.5 y intensive Banden und geben mit S&ure und
Alkali sebhr charakteristische Farbumschlige, nach denen sie sich in drei Gruppen
ordnen lassen. Es war daher naheliegend, das Grundgeriist dieser Verbindungen auf
spektroskopischem Wege zu ermitteln.

IR-SPEKTREN

Die oben erwihnten Banden in den IR-Spektren lieBen C=0-, C=N- und C=C-
Doppelbindungen in den Orceinfarbstoffen vermuten. Schon frither sind fiir das
Orcein unter anderem auch Phenoxazon-3) und Chinon-anil4)-Strukturen (I und 1)
diskutiert aber nicht bewiesen worden.

1) 1V, Mitteil.: H. Musso und H. BEecken, Chem. Ber. 90, 1808 [1957], vorstehend.

2) H. Musso, Chem. Ber. 89, 1659 [1956].

3) F.HeNricH und W. MEYER, Z. Farben- u. Textil-Chemie 1, 595, 599 [1902]; J.F. W.
McOMIE und 1. M. WHITE, J. chem. Soc. [London] 1955, 2619.

4) F.HENRICH, S.-B. physik.-med. Soz. Erlangen 71, 199 [1939]; F. HenricH und W. HEROLD,
Ber. dtsch. chem. Ges. 61, 2343 [1928].





