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126. Adsorptions- und Verteilungseffekte bei der Trennung 
von sulfogruppenhaltigen o/p-Hydroxyazofarbstoff-Isomeren 

von 0. A. Stamm und Hch. Zollinger. 
Herrn Prof. Dr. T.  Reichstein. zum 60. Geburtstag gewidmet. 

(20. IV. 57 . )  

1. Problemstel lung.  
I m  Zusammenhang mit Arbeiten uber das o/p-Verh%ltnis bei der 

Azokupplung von a-Naphtolderivatenl) war die saubere Trennung, 
Isolierung und quantitative Bestimmung der isomeren Reaktions- 
produkte von verschieden substituierten Diazobenzolderivaten mit 
1-Naphtol-3-sulfosaure eine Voraussetzung fur uns interessierende 
mechanistische Probleme. Da die von Gattermam et aZ. 2, und ZoZZilz- 
yer3) angewandte Trennung der reduktiven Spaltprodukte nur grobe 
qualitative Schlusse erlaubt, wurden einige neuere Trennmethoden, 
die im letzten Jahrzehnt vor allem in der Naturstoffchemie zu grosser 
Bedeutung gelangt sind, namlich qualitative und quantitative Papier- 
chromatographie, Craig-Verteilung und Papierelektrophorese ange- 
wandt. Da uber diese Verfahren im Zusammenhang niit Problemen 
der technischen Farbenchemie bis jetzt nur wenig veroffentlicht wur- 
de, schien es uns angezeigt, ihre Anwendbarkeit uber den Rahmen der 
eigentlichen Bedurfnisse hinaus zu untersuchen. In  Bezug auf die 
praparative Auswertung der Craig-Verteilung Ton Farbstoffgemischen 
ist unseres Wissens noch nie gearbeitet worden. 

Da sich an einem Modellbeispiel, wie im dritten Abschnitt ge- 
zeigt tvird, der Unterschied zwischen vorherrschender Verteilung und 
iiberwiegender Adsorption deutlich machen lasst, scheint uns diese 
Untersuchung nicht nur fur die spezielle Farbenchemie, sondern all- 
gemein fur die organisclie Analytik von Interesse zu sein. 

2 .  Z u s a mm e n h ang  e z w i s c h e n K o n s t it u t i o n , L o sung s - 
m i t t e l  u n d  Methodik  be i  der  Papierchromatographie .  

tYir erprobten systematisch eine grosse Zahl von Losungsmittel- 
gemischen mit den Reaktionsprodukten der Kupplung von 1-Naph- 
tol-3 - sulf osaure mit diazotiertem 4-Chloranilin, 4 - Nitranilin, 2 -Ni- 
tranilin, 3-Nitranilin und 2,4-Dinitranilin (vgl. Tab. l). 

l) Vgl. Dissertation 0. A.  Stamm, UniversitBt Basel, 1957. 
2, L. Gattermann & H .  Schulze, Ber. deutsch. chem. Ges. 30,50 (1897); L. Gattermam 

3, Hch. Zollinger, Kinetik und Mechanismus der Kupplungsreaktion, Habilitations- 
& H .  Liebermann, Liebigs Ann. Chem. 393, 198 (1912). 

schrift, Universitat Basel, 1951. 
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4-Chlora,nilin I 
4-n'i tranilin I1 
2-Kitranilin 111 
3-Sitranilin IV 
2,4-Dinitranilin V 

Tabelle 2. 
L o s u n g s m i t t e l z u s a m m e n s e t z u n g .  

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

1 9  
I 10 

11 

13 
' 12  

n-Butanol/Pyridin/H,O 60:40:30 . . . . . .  
n-Butanol/Pyridin/H,O 50:40:40 . . . . . .  
n-Butanol/a-Picolin/H,O 60:40:30 . . . . .  
n-Butanol/Athanol/H,O 40:11:19 . . . . . .  
n-Butanol/tert. Butanol/H,O 60:20:20 . . .  
tert. Butanol/Athanol/H,O 40:50:10 . . . .  
tert. Butanol/Methanol/H,O 40:50:10 . . . .  
Methylathylketon/Pyridin/H,O 70: 15: 15 . . 
Isopropanol/H,O/konz.NH, 80:18:2 . . . .  
Phenol/H,O 80: 20 . . . . . . . . . . . .  
H,O/Phenol 94: 6 . . . . . . . . . . . . .  
Clq.  dQSf .  . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2-proz. NaC1-Lbsung . . . . . . . . . . .  

LM Nr. 

4, Vgl. experimentellen Tell. 
5, Uber Aciditatskonstanten von 0- und p-Hydroxyazoverbindungen werden wir 

6 ,  Vgl. Tab. 10, S. 1118. 
bpater berichteri. 

Die Losungsmittel (TAf), nelche sich als am besten geeignet erwiesen, sind in Tab. 2 
zusanimengestellt. Die ent,sprechenden R,f-W'erte, die nach der angewandten Technik4) 
grtrennt anfgefuhrt sind, finden sich in Tab. 3. Die Zuordnung zur ortho- bzw. para-Reihe 
kann mittcls Tiipfelreaktion auf dem Papier erfolgen, da  das p-Isomere infolge seines 
tiefen pK-\;Vertes5) bereits mit Katriumhydrogencarbonatlosung einen Farbunischlag 
ergibt6). Bei der von uns gewahlten sodaalkalischen Kupplung bei 0-5" entsteht. mit 
4-Chlor-diazobenzol ausschliesslich a-Farbstoff, wahrend alle andern Diazokoniponenten 
ein Gemisch des o- uud des p-Isomeren (VI bzw. VII) liefern. 
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T:1l,elle 3. 
Rf-JT'erte (auf Khafman-fapier Kr. 1). 
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'arb- 
itoff 
Nr. 

Rf 
LM Kethodeb) Laufzeit ortho- 

lsomeres 
para- 

Isomeres 

I 0,60 
O,67 
O,6gC) 
0,75C) 
0,66 
0,50 
0,46 
0.47 
0,70 
0,78 

1 
1 
1 
1 
2 
3 
4 
4 
9 

10 

18 h 15' 

12 h 40' 
14 h 60' 
18 h 
18 h 30' 
24 h 
5 h  
6 h 40' 

22 h 

4 h  
210 
23O 
190 
I90 
190 
210 
220 
220 
210 
18" 

210 
18O 
190 
190 
190 
210 
220 
210 
18O 

190 
210 
190 
190 
190 
210 
210 
18O 
210 
210 
210 
190 
190 
200 

210 

-- 

- 

I1 0,57 
0,60 
0,66c) 
0,72c) 
0,64 
0,49 
0,62 
0,66 
0,78 

0,75 
0,82 
0,87C) 
O,8gc) 
0,82 
0,83 
0,88 
0,84 
0,67 

0,18 
0,22 
0,21 
0,17 
0,18 
0,34 
0,26 
0,18 
O , l l ( ' )  

1 
1 
1 
1 
2 
3 
8 
9 

10 

18 h 21' 
3 h 25' 
9 h 10' 

14 h 15' 
18 h 
18 h 30' 
1 h 55' 
6 h 40' 

22 h 

I11 0,59 
0,63 
0,68c) 
0,72C) 
0,63 
0,47 
0,64 
0,88 
0,68 
0,46 
0,44 
0,32C) 
0,41c) 
0,50 

0,23 

0,68 
0,76 
O,7gc) 
0,83C) 
0,72 
0,60 
0,58 
0,73 
0,80 
0,70 
0,63 
0,54C) 
0,66C) 
0,69 

0,24 

0,09 
0,13 
0 , I l  
0, l I  
0,09 
0,13 
0,06fl) 
0,15*) 
0,12 
0,24 
0,19 
0,22 
0,25 
0,19 

0,Ol 

1 
1 
1 
1 
2 
3 
9 

10 
11 
12 
12 
12 
12 
12 

13 

24 h 
1 h 50' 

12 h 40' 
14 h 50' 
18 h 
18 h 30' 
6 h 40' 

22 h 
15 h 30' 
4 h 30' 
I h 60' 
3 h 40' 
3 h 20' 
2 h  

1 h 30' 

a) dRf  = Trennfaktor (vgl. Text). 
b )  + = aufsteigend; $ = absteigend. Giri, Ruegg: vgl. S .  1118. 
c )  Vgl. Tab. 4 .  
fl) Rf (ortho) > Rf (para): 
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Tabelle 3 (Fortsetzung). 

Tarb- 
stoff 
pir . 

JV 
-~ 

- 
V 

Rf 

ortho- 
Isomeres 

0,62 
0,63 
0,64C) 
0,70C) 
0,69 
0.50 
0,40 
0,27 
0.46 
0,68 

_ _ ~  

0,62 
0,67 
0,74C) 
0,75C) 
0,69 
0,53 
0,20C) 
0 , 1 8 C )  
0,61 
0,40 
0,57 

para- 
Isomeres 

0,77 
0,84 
0 , 8 1 C )  
0,86C) 
0,84 
0,81 
0,61 
0,50 
0,84 
0,89 

0,72 
0,79 
0,82C) 
0,83e) 
0,V 
0,438 
0.45c) 
0,42‘) 
0,43 
0,63 
0,69 

-4Rf 
”) 

0,15 
0,21 
0,17 
0,16 
0,15 
0,31 
0,21 
0,23 
0,38 
0,21 

0,10 
0,12 
0,08 
0,08 
0,08 
0,l5 
0,25 
0,24 
0,18“) 
0,23 
0,12 

LM 

1 
1 
1 
1 
2 
3 
4 

6 
S 

3 

1 
1 
1 
1 

3 
7 

9 
12 
32 

3 .. 

r 

__ 

Laufzeit 

24 11 
1 h 50‘ 
9 h 10’ 
14 11 50‘ 
18 h 
18 h 30‘ 
5 11 
5 h  
3 h 2,5’ 
3 11 56’ 

24 11 
1 h 50’ 

13 h 45‘ 
14 11 c50‘ 
18 h 
18 h 30’ 
10 h 15‘ 
13 h 45’ 

6 11 40‘ 
4 11 30‘ 
1 11 15’ 

Cemp. 

a) ARf = Trennfaktor (vgl. Text). 
b )  + = aufsteigend; + = abstcigend. Giri, Ruegg: vgl. S. 1118. 
c )  Vgl. Tab. 4. 
d )  Rf (ortho) > Rf (para): 

Sobald dem Losungsmittel Basen (KH,) beigemischt murden 
(z. 13. im LX 9, Tab. 2) ,  traten drei Flecke auf, wobei die dritte, sehr 
schwache Hande offensichtlich dem Phenolat des p-Isomeren zuzu- 
schreiben ist. Zusiitze r o n  Skuren wirkten sich mder  auf Trennung 
noch auf Bandenschhrfc ghnstig aus7). 

Bur Charakterisierung der Trennwirkung fuhren wir im folgenden 
den Regriff T rennfa l i t o r  ( J R f )  ein. Er ist wie folgt definiwt: 

AKf = Rf (Substmz A) - JXf (Substanz B). 

Um negative Trennfaktoren z u  vermeiden, solt fur A die Bubxt8anz mit 
dem grbsseren Rf-Wert gewiBhlt werden: Rf (Substanz A) 2 Rf 
(Substanz B). SelhstverstAndlich wfolgt, cine Trennung ron zwei Ver- 
bindungen A nnd 13 nur, wenn 1Rf =+ 0. 

7 )  Vgl. dagegen den guiistigen Einflnss von S~urezusstzen auf die Trennscliarfe bei 
Sailre-Base-Systemcn. E.  Lederer & N .  Lcdvrer, C‘h~omatogrdphy, Xmsterdani 1963, S. 77f. 

- 
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Wie aus den Messungen mit n-Butanol-Pyridin-Wasser-Gemi- 
schen (LM 1 und 2 )  ersichtlich ist, vergrossert die Erhohung des 
Wasseranteils auf Kosten des Butanols (Ubergang von Losungsmittel 
1 zn 2) die Rf-Werte, miihrend die Trennfaktoren praktisch gleich 
bleibens), z. B. Parbstoff I1 in LLM I: Rf (ortho) 0,57, Rf (para) 0,75; 
in LM 2 :  Rf (ortho) 0,64, Rf (para) 0 4 2 .  Trennfaktor in LM 1: 
dR,f = 0,18; in LM 2 :  ARf = 0,18. 

Wurde im gleichen System LM 1 das Pyridin durch cr-Picolin er- 
setzt (LM 3 ) ,  so erhohte sich dagegen der Trennfaktor meist stark: 
Farbstoff 11, dRf in LM 3 = 0,34 gegenuber ARf in LM 1 0,18. 

Dieser fur die praktische Auswertung wesentliche Geminn wurde 
jedoch dadurch grossenteils illusorisch gemacht, dass die Flecke der 
p-Isomeren ziemlich diffus waren. Das zeigt gleichzeitig, dass wir bei 
Stoffen, die nicht scharfe, engbegrenzte Banden geben, mit den auf 
den Bandenschwerpunkt bezogenen Rf-Werten nicht viel anfangen 
konnen, da sich aus ihnen offenbar nicht auf den Trenneffekt von zwei 
Substanzen schliessen liisst. Da bei Farbstoffen die Flecke haufig dif- 
fus sind, ist es viel zweckmiissiger und aufschlussreicher, wenn man die 
Rf-Werte von Bandenfront und Bandenende angibt9) (vgl. Tab. 4). 

Tabelle 4. 
R f - W e r t e  v o n  B a n d e n f r o n t ,  B a n d e n s c h w e r p u n k t  u n d  B a n d e n e n d e  

(auf Whatman-Papier Nr. 1).  

Farb. 
stoff 
Nr. 

I 

I1 

111 

I V  

V 

I11 

v 

__ 

LM 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

12 
12 
7 
7 

rech 
nik 

Bandenfront 

0 

0,74 
0,82 
0,73 
0,78 
0,72 
0,75 
0,69 
0,76 
0,78 
0,78 
0,351 
0,44 
0,24 
0,24 

P 

- 
- 

0,91 
0,92 
0,85 
0,88 

0,86 
0,90 
0,88 
0,90 
0,56 
0,70 
0,51 
0,50 

3andenschwerpunk 

0 

0,69 
0,75 
0,66 
0,72 
0,68 
0,72 
0,64 
0,70 
0,74 
0,75 
0,32 
0,41 
0,20 
0,18 

P 

- 
- 

0,87 
0,89 

0,79 
0,83 
0,81 
0,86 

0,82 
0,83 
0,54 
0,66 
0,45 
0,42 

Bandenende 

0 

0,62 
0,70 
0,59 
0,67 
0,65 
0,67 
0,60 
0,66 
0,70 
0,70 
0,22 
0,30 
0,12 
0,09 

P 

- 
- 

0,81 
0,86 
0,76 
0,79 
0,76 
0,81 
0,79 
0,80 
0,42 
0,57 
0,34 
0,26 

*) Uber analoge Ergebnisse bei Aminosauren vgl. H.  R. Bentley & J .  K .  Whitehead, 

9, -4. Lacourt, CL. Sommereyns, E .  De Geyndt, J .  Baruh & J .  Gillard, Mikrochem. 
Biochem. J. 46, 341 (1950). 

Microchim. Bcta 34, 215 (1949). 
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Daraus lasst sich leicht die Scharfe eines Fleckes erkennen. Als 
Mass fur diese Schiirfe schlagen wir den Zonenwer t  dRz = Rf (Ban- 
denfront) - Rf (Bandenende) vor. 

3 .  U n t e r s c h e i d u n g  zwischen T'erteilung u n d  
Adsorp t ion .  

Der oben definierte Zonenmert zeigt uns das Ausniass der Ad- 
sorption einer Substanz : Ein grosser JRz-Wert entspricht diffusen 
E'lecken mit langen Schwanzen, ein Zeichen fur starke Adsorption. 
Daher kann trotz guter Trennung der Randenschmerpunkte [Rf( Sub- 
stanz A) > Rf( Substanz B)] bei grossem Zonenwert eine 'i;'berlappung 
der beiden Randeii erfolgen. 

Adsorptionseffekte sind bei der Papierchromatographie von Farb- 
stoffen hhufig besonders gross lo). Dies ist nicht verwnnderlich, da 
Farbstoffe die Cellulosefaser ,,farben" kiinnen. Saturlieh ist das Rus- 
mass der Substantivitat der versehiedenen Stoffe sehr unterschied- 
lich j ihre Affinitat zur Faser machst aber kontinuierlich und nicht 
sprungwei se. 

Wir werden nun am Beispiel des I"arbst,offs I11 den Unterschied 
zwischen vorherrschender Verteilung und vorherrschender Adsorp- 
tion aufzeigen. 

Wenn wir destilliertes Wasser als Losungsmittel vermenden, so 
haben wir eine reine Adsorptionsehromatographiell). Das geht z. R. 
deutlich aus den folgenden Befunden hervor : 

1. Vt'ir haben grosse Rf-Unterschiede zwischen absteigender und 
aufsteigender Teehnik (vgl. Tab. 5 ) .  

2.  T i r  habeii grosse Zonenwerte, was in der Praxis Schwanz- 
bildung und diffuse Flecken bedeutet (vgl. Tab. 6) .  

3 .  Die Papiersorte hat sowohl auf den Rf-Wert und darnit auf 
den Trennfaktor ARf, wie auch auf den Zonenwert, d. h. auf die 
Bandenscharfe, einen Einfluss. Die Verwendung von dickerem Papier 
(z. B. Whatnian Nr. 3 MM) fuhrt zu starkerer Adsorption; dabei 
steigen die 1Rf- urid die dRz-Werte (vgl. Tab. 7 ) .  Wir haben hier 
einen typischen Fall, bei dem einerseits die Trennung scheiiibar hesser 
wird ( ARf der Schwcrpunkte wird grosser), dieser Effekt jcdoch 
andererseits durch die glcichzeitige Vergriissernng der Zonenmerte 
weitgehend kompensiert mird. 

4. Ein Zusatz von Salz zum Losungsmittel erniedrigt die Rf- 
Werte stark (Aussalzeffekt) und setzt die Trennung enorm herab 
(ARf sehr klein; vgl. Tab. 8). Vom Fiirbcn auf Cellulosefasern her ist 
bekannt, dass bei konstantcr Temperatur das Gleichgewicht des 
Farbstoffs mit zunehmender Salzkonzentration sich stark zugunsten 

lo) H .  Zahn, Textil-Praxis 6, 127 (1951). 
11) Zur Verwendnng von Wasser als Lnsungsmittel bei der Papirrcliromatograpliie 

Ton .Acridinfarbstoffen vgl. N .  Lederer, Kature 165, 529 (1950). 
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tier Faser verschiebt; es gibt sogar Farbstoffe, die in reinem Zust,and 
nnd ohne Salz im Farbebad uberhaupt nicht auf Baumwolle ziehen, 
in Gegenwart kleiner Salzmengen aber bereits befriedigende Farbun- 
gen ergeben12). 

Das Resultat, dass die beiden Isomeren des Farbstoffs I11 durch 
Cellulose adsorbiert werden, hat fur die allgemeine Farbenchemie eine 
iiberraschende Konsequenz : Diese Chromatographieversuche zeigen, 
dass ein einfacher, saurer Benzolazo-naphtalinfarbstoff bereits sub- 
stanti17 (d. h. celluloseaffin) ist. Im Gegensatz zu der allgemeinen und 
auch in Lehrbuchern verankerten Meinung, dass fur die Substantivi- 
tat bestimmte Gruppierungen (z. B. mehrere  Azogruppen, Benzi- 
din- und I-Saure-Derivate usw.) notig seien, zeigt unser Beispiel, dass 
Monoazoverbindungen,  die konstitutionell zu den sau ren  Woll-  
f a rbs to f f en  gehoren, ebenfal ls  (wenn auch in geringem Masse) 
C ellu 1 o s e af f i n i t a t a u  f w ei s e n k o n n en. 

i 
12 

Tabelle Z. 
Bbl iangigkei t  des  R f - W e r t e s  von  der Technik .  

0,57 
0,59 
0,46 

0,75 
0,68 
0,70 

Rf- Werte 

Giri 

0,60 
0,63 
0,44 

0,82 
0,76 
0.63 

J. 
0,66 
0,68 
0,32 

0,87 
0,79 
0,54 

0,72 TI 
0,7% IIT 
0.41 1 T1I 

0.89 TI 
0.83 1 I11 
0,OO I11 

ortho 
ortho 
ortho 

para 
para 

In1 Gegensatz dazu finden wir bei der Verwendung von LA1 1 
(vgl. Tab. 2) genau die umgekehrten Effekte: 

1. Wir haben geringe Rf-Unterschiede zwischen absteigender und 
aufsteigender Technik (vgl. Tab. 5) .  

2. nTir haben kleine Zonenwerte, was zii relativ scharfen, deut- 
lichen Flecken fuhrt (vgl. Tab. 6). 

3 .  Die Papierdicke hat praktisch keinen Einfluss: die Trenn- 
faktoren (dRf)  bleiben konstant und die Zonenwerte ( ARz) nehmen 
nicht zu (vgl. Tab. 7 ) .  

Diese Effekte zeigen, dass die Trennwirkung des Losungsmittel- 
gemisches 1 weitgehend durch einen Verteilungsvorgang bedingt ist. 

Dieses Beispiel zeigt gleichzeitig die Nutzliehkeit des Zonenwert- 
Begriffs. Er  ist neben dem Trennfaktor ARf ein Kriterium fur die 
Brauchbarkeit eines Losungsmittelsystems fur die saubere, quantita- 
tive Trennung von zwei Substanzen auf dem Papierehromatogramm. 

12) H .  Wukd, Teintex 19, 667 (1954) 
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Tahellc 6. 
E i n f l u s s  der  A d s o r p t i o n  a u f  d ie  B a n d e n s c h a r f e  be im F a r b s t o f f  111"). 

1 
3 MM 
1 
3 MM 

Papier Whatman Nr. 1 Whatman Nr. 3 

ARz ARz 

a) ARz = Rf (Bandenfront) - Rf (Bandenende); 
je 10 y Substanz als 0,l-proz. Losung aufgetragen. 

0,68 0,79 0,11 0,07 0,09 
0,68 0,78 0 , l O  0,07 0,09 
0,32 0,54 0,22 0,13 0,14 
0,41 0,72 0,31 0,18 0,15 

~ ~ ~~ 

Tabellc 7. 
E i n f l u s s  v o n  P a p i e r s o r t e  u n d  L o s u n g s m i t t e l  a u f  R f - W e r t e ,  T r e n n f a k t o r e u  

u n d  Zonenwer te  (Farbstoff 1II)a). 

Losungs- 
mittel 

S 
1 

12 
12 

vorherschend 

Verteilung 
Verteilung 
Adsorption 
Adsorption 

l a) Technik: absteigend. Entwicklungsdauer: Losungsmittel 1 : 13 h;  L6- 
sungsmittel2: 4 h. Temperatur: 19O. Aufgetragen: je 10 y Substanz. 

Tabelle 8. 
E i n f l u s s  v o n  S a l z z u s a t z  z u m  L o s u n g s m i t t e l  a u f  d e n  R f - W e r t  

yon  F a r b s t o f f  I11 i n  Wasser  (Technik nach Giri) .  

12 1 13 
t .I 

I I 

fur 12: Laufzeit 1 h 50'; Temp. 2So. 

Die Abhiingigkeit des Rf -Wertes von der angewandten Methode 
zeigt deutlich die Tab. 5. Wiihrend wir bei der Verteilung (Losungs- 
mittel 1) immer eine gleichsinnige Zunahme der Rf-Werte von der 
Glasplattenmethode nach Ruegg uber Giri-Rundfiltertechnik und ab- 
steigendes Chromatogramm zur aufsteigenden Methode finden, ist der 
Gang der Rf-Werte bei der Adsorption (Losungsmittel 1 2 )  ein ganz 
willkurlicher. Es ist also wesentlieh, bei Angaben des Rf-Wertes auch 
die angewandte Technik zu erwahnen. 

fur 13: Laufzeit 1 h 30'; Temp. 21". 
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Bei der Rundfiltertechnik, wo man das Losungsmittel im Prinzip 
durch Variation der Dochtbreite beliebig rasch zufliessen lassen kann, 
zeigt sieh auch die Abhangigkeit der Rf-Werte von der Stromungs- 
geschwindigkeit. Bei recht genauer Konstanz der Trennfaktoren neh- 
men die Rf-Werte selbst mit grosserer Strornungsgeschwindigkeit zii, 
was aus Tab. 9 am Beispiel der Farbstoffe 111, IV und V deutlich her- 
vorgeht . 

Tabelle 9. 
A b h a n g i g k e i t  d e r R f - W e r t e v o n d e r S t r o m u n g s g e s c h w i n d i g k e i t  a). 

0,63 0,76 0,13 0,63 0,84 0,21 0,67 0,79 0,12 
3 1 h 5 0 ' 1  h 50' 0,55 I 0,69 I 0,14 I 0,59 I 0,81 I 0,22 I 0,61 I 1  0,73 0,12 

a) Papier: Tl'hatman Nr. 1. Losungsmittel 1. Technik: Giri. Laufstrecke: 
grosster Radius = 6 cm (in Faserrichtung); kleinster Radius = 
5,5 cm (senkrecht zur Faserrichtung). 

Das Bestehen einer niathematischen Beziehung zwischen den 
Rf - Werten auf rechteckigen Papieren und denen auf Rundfiltern, wie 
sie von Chakrabortty & Burma13) angegeben wird, konnten wir nicht 
bestatigen. 

Die Verwendung des Rf-Wertes als Charakteristikum einer Sub- 
stanz (analog dem Smp., Sdp., Spektrum, der Kristallform, Drehung 
nsw.) ist also, sobald Adsorptionseffekte eine Rolle spielen, von so 
vielen Faktoren abhangig, dass seine praktische Verwendbarkeit, spe- 
ziell bei Farbstoffen, fraglich erscheint. 

4. Q u a n t i t a t i v e  papierchromatographische  Bes t immung 
der  0 -  u n d  p- Isomeren .  

Bur quantitativen Bestimmung der beiden isomeren Farbstoffe 
wurden die Flecke extrahiert und anschliessend kolorimetrisch die 
Farbstoffkonzentrationen bestimmt. Als Modellsubstanz wahlten wir 
a,us versehiedenen Grunden den Farbstoff I11 : er ist sicher reprodu- 
zierbar herzustellen (kleinere Gefahr der Zersetzung des Diazonium- 
salzes und keine Bildung von Disazofarbstoff); er hat von allen iso- 
meren Nitranilinfarbstoffen die beste Wasserloslichkeit ; die Isolierung 
der beiden reinen Isomeren, welche als Eichsubstanzen benotigt wur- 
den, ist praparativ inoglieh; sie lassen sich r a sch  und sauber mit 
einem billigen Losungsmittel (dest. Wasser) papierchromatographisch 
trennen. 

Fiir die Eluierung der Farbflecke kommen organische Losungs- 
mittel nicht in Frage, da unsere sulfogruppenhaltigen Substanzen 

13) H .  C. Chakrabortty & D. P. Burma, J. Indian chem. SOC. 32, 533 (1955). 
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darin sehr schwer loslich sind. Wir verwendeten dafur einen Acetat- 
puffer (Ionenstarke I = 0,01), urn bei allen Versuchen die gleichen 
Bedingungen zu haben ; denn, da kochend extrahiert werden niusste, 
schlug das p-Isomere (pK = 7,47") mit gewohnlichem dest. Wasser 
schon um. 

Die Ablosung der Farbstoffe ging recht schwer, da sie ziemlich 
fest' auf der Papierfaser hafteten; daher kam auch ein diekeres Papier 
als T4Wxt~)t~a.n Nr. I (etwa Whatinan Nr. 3 NM) nicht in Frage, trotz- 
dem man damit bedeutend grossere Mengen aufs Xal chromatogra- 
phieren konnte. 

Da das Laniberl-Beer'sche Gesetz innerhalb des uns interessieren- 
den Konzentrationsbereiches nicht vollkommen giiltig ist (vgl. Tab. 12, 
S. 1120), bestimmten wir die Konzentrationen nicht rechneriseh, son- 
dern mittels Eiehkurven, was aueh sonst genauer und zeitsparender ist. 
Infolge der hffinitat von Farbstoffen zur Cellulosefaser wLe  es aller- 
dings einfacher und rationeller, die Konzentrationen der Substanzen 
qektrophotoinetrisch direkt auf dem Papier zu bestimmen; die no- 
tigen Hilfsmittel dafur standen uns aber nicht, zur Verfugung. Immer- 
hin erreichten wir mit unserer Jlethode einen ausserordentlich hohen 
Genauigkeitsgrad (relativer Fehler durch Verlust von Farbstoff auf 
dem Papier max. 1%). Diese Genauigkeit scheint - in hnbetracht 
der kleinen Substanzmengen pro Versuch ( 5 .  lo-' Mol, entsprechend 
21,3 y Substanz) und der in anderen Verbindungsklassen normalerweisc 
grossern Streuungen - uberraschend gut. Sie beruht darauf, dass bei 
Farbstoffen keine Ent.wicklungsreaktionen auf den1 Papier oder iin 
Eluat notig sind und die Losungen direkt kolorimetriert werden kiinnen. 

-5. C r a i g  -V e r t e i 1 II n g. 
Da die quantitative Bestimmung des Isomerenverhaltnisses anf 

kolorimetrischem Wege mittels einer Eiehkurve erfolgte, brauchten wir 
die beiden Isomeren nicht iiur getrennt, sondern vor allem in prapara- 
tiven Mengen. Das war ja eine der Bedingungen, die mitverantwortlich 
maren fur die Wahl des o-Nitranilinfarbstoffs 111 als Modellsubstanz. 

Die grosse Schwierigkeit war nicht die Reindarstellung des 0-Iso- 
meren, da dieses bei der Kupplung in stark saurem Medium fast aus- 
schliesslich entsteht und sich leicht durch Umkristallisation reinigen 
Iiisst. Dagegen war das p-Isomere auch bei stark alkalischen und pyri- 
din-katallysierten Kupplungen nur im Gemisch mit o-Farbstoff zu er- 
halten, und zudem traten bei hohen pH-Werten unkontrollierbare 
Zersetzungsprodukte auf. Ferner lagen die Loslichkeitsverhiiltnisse 
fiir eine Abtrennung des p-Isomeren vom o-Isomeren ungunstig (der 
p-Farbstoff ist leichter loslich als der o-Farbstoff), so dass man mit 
gewohnlicher Umkristallisation nicht zum Ziel kommt. Bei Farb- 
stoff I11 gelang es uns immerhin, allerdings recht miihsam, durch frak- 
tioniertes Losen und Ausfallen, reines p-Isomeres zu erhalten. 
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Prinzipiell ware naturlich die obertragung der in analytischem MaDstab gelungenen 
papierchromatographischen Treniiungen auf den praparativen MaDstab durchaus m6g- 
lichl4) ; doch standen uns die entsprechenden Hilfsmittel nicht zur Verfugung. 

Auch beim Farbstoff I1 liess sich das o-Isomere durch stark saure Kupplung und 
anschliessende Urnkristallisation leicht rein gewinnen. Bei der Isolierung des p-Isomeren 
scheikrte jedoch das Verfahren des fraktionierten Losens und Fallens. Zudem zersetzte 
sich rler Farbstoff bei diesen Fraktionierungsversuchen grossenteils zu einer in Wasser 
praktisch unloslichen Substanz. Auch der Versuch, aus dem teilweise gereinigten Produkt 
durch Sozhlet-Extraktion die wasserliislichen Bestandteile herauszuholen, fuhrte zu weit- 
geheiider Zersetzung (Titer des extrahierten Farbstoffs = 36,976 !). 

Daher versuchten wir, diesen Farbstoff durch multiplikative Ver- 
teilung in seine Isomeren zu zerlegen. Das Problem war insofern etwas 
einfacher, als wir uns nur fur prgparative Mengen des p-Jsomeren in- 
teressierten. Wir wahlt8en als Losungsmittelsystem Methyl-isobutyl- 
ket80n a,ls Oberphase und einen Citrat-Phosphat-Puffer nach McIZvaine 
vom p H  7,s als Unterphase. Diese gunstigsten Bedingungen wurden in 
Vorrersiichen ermittelt. Hohere pH-Werte fiihrten, ebenso wie tiefere, 
zu Emulsionsbildungen. 

Sehr erschwerend wirkte sich die Tatsache aus, dass der Parbstoff 
in allen Losungsmitteln ziemlich schwer lijslich ist (noch am best'en in 
Wasser). Das zwang uns dazu, schon fur kleine Substanzmengen mit 
relativ grossen Losungsmittelquantitaten zu arbeiten. Vorteilhafter 
waren hier wshrscheinlich schubweise multiplikative Verfahren mit 
mehrmaliger Substanzzufuhr (z. B. o'Eeeffe-Verteilung, Watanabe- 
Lforikawa-Verteilung) oder gleichformige maltiplikative Verteilung 
mit einmaliger ( Martin.-Bynge-Verteilung) bzw. dauernder Substanz- 
zufnhr (Jantxen- bzw. van. Dyk-Verteilung15)). Nach dem let'ztgenann- 
ten Prinzip ist sogar ein Arbeitcn in halbtechnischem und technischem 
MalJstab moglich16). Die Ergebnisse der Craig-Vert'eilnng lassen sich 
leicht auf die andern Verteilungsmethoden iibertragen. 

Eine quantitative Abtrennung des p-Isomeren gelang in einer 
zehnstufigen Craig-Verteilung in Scheidetrichtern mit anschliessender 
Nachfraktionierung nach der Methode der volls tandigen Entnahme17). 
Da der pK-Wert des p-Farbstoffes 7,12 betragt5), hatten wir den Vor- 
teil, dass man sofort sah, ob p-Isomeres in der Unterphase war (Farb- 
nmschlag von ro t  nach violett ; vgl. experimenteller Teil). 

Die Verteilung der Substanzen auf die einzelnen Scheidetrichter 
wurde papierchromatographisch verfolgt. Dabei zeigte es sich, dass 
sich das p-Isomere quantitativ auf die Oberphase der Trichter 6 -10 
(also a.uf die ersten 5 Trichter der Reihel8)) verteilte, wahrend in der 

14) Vgl. z. B.: E. von Arz & R. Neher, Helv. 39, 1664 (1956). 
15) Zur Nomenklatur der verschiedenen Verfahren vgl.: E. Hecker & K.  Allemann, 

Angew. Chem. 66, 557 (1954) ; sowie E. Hecker, Verteilungsverfahren im Laboratorium, 
Weinheim, 1955. 

16) 3'. A. von Metzsch, Angew. Chem. 68, 323 (1956). 
17) Vgl. E.  Hecker, Zoc. cit.15), S. 61ff. 
la) Zur konventionell festgelegten Nnmerierung der Verteiluiigselemente vgl. 

E. Hrrker, 1. c.15), S. 47. 
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orga,nischen Phase der Trichter 3 ,  4 und 5 eine weitere, im Papier- 
chromatogramm rot farbende Substanz auftrat. Sie hatte genau den 
gleichen Rf-Wert wie das p-Isomere, zeigte aber mit Hydrogencarbo- 
nat- bzw. Soda-Losung keinen Farbumschlag. Wahrscheinlich handelt 
es sich urn den Disazofarbstoff VIII. Das o-lsomere ging in die was- 
serige, untere Phase. 

I 
(VIII) 

j.' 
" / 

S O ,  

Zwei Tatsachen scheinen uns an diesem Versuch beachtenhwert. 
Einmal zeigt sieh wieder, wie schon so oft, dass ein Substanzgeniisch, 
das auf dem Papier in einer sehr grossen Zahl von Losungsmittel- 
gemischen (auch zweidimensional) immer einheitlich zwei Zonen gibt, 
in TVirklichkeit BUS mehr als zwei Stoffen bestehen kann. Getrennte 
Zonen auf dem Papierchromatogramm sind daher nieht ein absolut 
zuverlassiges Kriterium fur Auftrennung in einheitliche Substanzen. 
Die papierchromatographische Priifung auf Einheitlichkeit einer Sub- 
stanz wird, wie dieses Beispiel zeigt, durch eine zusatzliche Unter- 
suchnng mit Hilfe einer Craig-Verteilung wesentlich sicherer. 

Zum zweiten zeigt uns unser Beispiel, dass eine Verteilung auf 
L o sl i c h k e i  t s u n  t e r  s c h i  e d e n beruht und dass nicht etwa Unter- 
sehiede in den pK-Werten usw. das Wesentliche sind; die pK-Werte 
konnen hochstens dafur dienen, ungunstige Loslichkeitsverhaltnisse 
zu variieren, nicht aber dazu, um sie vorauszusagen. Wenn man vom 
Einfluss der Losliehkeitsuntersehiede in der organischen Phase ab- 
sieht, wurde man erwarten, dass der o-Farbstoff (pK = 11,19)5), der 
beim pH-Wert des Puffers (7,s) praktisch vollstandig als Naphtol 
vorliegt, in die organische Phase ginge, und das p-Isomere (pK = 7,12), 
das zu einem grossen Teil als Naphtolat vorliegt, in die wasserige. 
Unsere Verteilung beweist, dass gerade das Umgekehrte der Fall ist. 
Offensichtlich sind nun aber eben die Loslichkeitsverhaltnisse so. dass 
das p-Isomere als Waphtol unverhaltnismassig vie1 leichter loslich ist 
in der gewahlten organischen Phase als das o-Isomere. 

Da zwei verschieden gefarbte Verbindungen getrennt werden, 
cignet sich diese Craig-Verteilung zur Demonstration der Trennung 
zweier Substanzen mit Hilfe eines multiplikativen Verfahrensl9). 

l 9 )  Vgl. die eingeliende Vorschrift im experimentellen Teil. 
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6. P a  pi e re lek  t rop  horese.  
Durch die Wahl eines geeigneten Puffers lasst sich erreichen, dass 

eine Verbindung, die ein Zwitterion bilden kann, als solches vorliegt 
oder aber dass dieses in ein Kation oder in ein Anion iihergeht. Analog 
lasst sich bei nicht zu starken Sauren und Basen deren Dissoziations- 
grad, und so ihre Wanderungsgeschwindigkeit, durch Variation des pH 
der Losung in der gewiinschten Weise beeinflussen. Bei unsern o/p- 
Hydroxyazogemischen weisen die p-Isomeren durchwegs Aciditats- 
konst,anten auf, die um 2-4  Zehnerpotenzen grosser sind als die der 
entsprechenden o-Farbstoffes). Eine elekt.rophoretische Trennung lag 
deshalb auf der Hand20). 

Als Modellbeispiel wahlten wir den Farbstoff I V  (m-Nitrodiazo- 
benzol + 1-Naphtol-3-sulfosaure). Wie erwartet, ergaben sich sowohl 
mit einem Puffer von pH 8, als auch, und zwar noch besser, bei pH 10, 
saubere quantitative Trennungen, wobei der p-Farbstoff rascher zur 
Anode wanderte. Wahrend die Bande des o-Isomeren orange blieb, 
wandert’e das p-Isomere als Naphtholat, was an der Rotfarbung der 
Bande erkenntlich war. 

Die Versuche zeigen, dass sich die Papierelektrophorese sowohl 
zur quantitativen Bestimmung des Isomerenverhaltnisses solcher o/p- 
Hydroxyazogemische (spektrophotometrisch auf dem Papier oder in 
Eluaten) als auch zur praparativen Gewinnung der Isomeren eignen 
wiirde. 

Xeben den in den vorstehenden Abschnitten besprochenen Trenn- 
met’hoden haben wir aueh Versuche mit andern Methoden (Trennung 
an Ionenaustauschern und Aluminiumoxyd, Umkristallisation, frak- 
tionierte Aaflosung bzw. Ausfallung sowie Komplexbildung) durch- 
gefiihrt l). 

E x p e r i 111 en t e 11 e r T e i 1. 

I l l 7  

I. D a r  s t el l u n g  d e r  F a r  b s t o ff e. 2-(p’-ChZor~henyZazo-)-l -naphtoZ-3-suZfosdure (Farb- 
stoff I). 0,01 Mol p-Chloranilin wurde in 10 ml H,O und 3 ml konz. HC1 in ublicher Weise 
warm gelost und im Eisbad diazotiert. Man liess die lrlarfiltrierte Losung unter Riihren zii 
einer Losung von 3,0 g 1-Naphtol-3-sulfosaure (korr. Molgewicht N’ = 292) und 5 g 
Soda in 80 ml H,O bei 0-5O zutropfen. Xach 1/2 Std. murde der rote Niederschlag ab- 
filtriert. getrocknet und reduktometrisch analysiert. Erhalteri 5,05 g. Fur die Aufnahn~e 
des Absorptiorisspektrums wurde die Substanz aus Wasser umkristallisiert. 

2 ( 4 ) - ( p ’ - ,  0’- und m’-Nitrophenylazo-)-l-naphtoZ-3-suZfosditre, 2(d)-(2‘,1‘-Dinitrophr- 
?~l/Zazo-)-l-naphtoZ-3-sulfosiiure (Farbstoffe 11, 111, I V  bzw. V). Die Diazotierung der 3 iso- 
meren Mononitraniline und des 2,4-Dinitranilins erfolgten nach den Vorschriften von 
Fiem-Dunid Ct? BZanqeyz1) in Salzsaure bzw. 2-n. Nitrosylschwefelsaure (fur 2,4-Dinitra- 
nilin). Die klarfiltrierten Diazolosungen wurden analog wie oben gekuppelt und auf- 
gearbritet. Erhaltene Mengen: p-llitrofarbstoff (11) 5,03 g ;  o-Nitrofarbstoff (111) 4.5 g;  
in-Xitrofarbstoff (IV) 4,66 g ; 2,4-DinitJrofarbstoff (V) 5,2 g. 

2u) Vgl. z. B. H .  Hoyer,  Kolloid-Z. 122, 164 (1951). 
21) H .  E.  Fierz-David & L. Blnnqey, Grundlegende Operationen der Farbenchemie, 

8. Aufl., W e n  1952, S. 242fY. 
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Umschlag 

2. Q ual i  t a t i v e p a  p i  e r c h r o m a t o gr  a p h is  c h e T r e nnung d e r  K u p  p 1 II ng s - 
p r o d  u k te. Eswurde dnrchwegs, sofern nichts anderes vermerkt ist, als Chromatographie- 
papier 1Yhatmnn Kr. 1 verwendet; fur Rf-Wert-bestimmungen wurdc in einigen wenigen 
Fallen TYh~~tmam Nr. 3 MM gebraucht. Wir arbeiteteii sowohl mit Rundfiltern22) als auch 
nach der absteigendenZ3) oder der aufsteigendenZ4) Methode. Um fur eine bestimmte Sub- 
stanz die geeignetste Losungsmittelziisammensetzung zu finden, erwiesen sich Reihen- 
versuche mittels der aufsteigenden Methode in Reagenzglasern nach Rockland & DunnZ5)  
als sehr zweckmassig. Auch die Rundfiltertechnik in der Petri-Schale nach Giri 4: RaoZ6) 
(im theoretischen Teil knrz mit ,,Giri" bezeichnet) war fur diesen Zweck sehr gut geeignet; 
kurze Laufzeiten, giite Trennwirkung nnd die Miiglichkeit, bis zu sechs Substanzen gleich- 
zeitig laufen zii lassen, machten sie zum idealen iVlitt.el, urn rasch iiber den Stand einer 
Operation qualitativ Sufschluss zu erhalten. Unsere Rundfilter hatten eirien Durchmesser 
von 13 cm, die Petri-Schale einen solchen von 14 cm und das Losungsmittelschalchen 
einen solchen von 3 em. Die Substanzen wurden auf eineni Kreis im Abstand von 1,5 cm 
vom Zentrum aus aufgetragen. Durch Variation der Dochtbreite kann die Laufgeschwin- 
digkeit beliebig variiert werden. Als weiteres nach dem R,undfilterprinzip arbeitendes Ver- 
fahren vermendeten wir die von R. RueggZ7) ausgearbeitete Modifikation der Glasplatten- 
methode (im theoret. Teil niit ,,Ruegg" bezeichnet). In analoger Weise wie bei der eben 
beschriebenen Rundfiltermethode werden auf einem quadratischen Papier (25 x 25 em) 
die Proben irn Abstand von 2 em vom Mittelpunkt aus aufgetragen. Das Papier wird 
zwischen zwei mit einem Bleirahmen beschwerte Glasplatten gebracht. Ihre Grosse ent- 
spricht der des Papiers. Die Zugabe des Losungsmittels erfolgt genau uber dem Papier- 
zent,rum durch cinc mit einem Fliesspapierstopfen vcrschlossene Bohrung (- O,T mm 
Durchmesser) in der obern Platte. 

Die aufsteigende und die absteigende Techriik wurde nach den ublichen Methodeii 
durchgefiihrt ; aufsteigend in Glaszylindern (28,5 x 40 cm), absteigend in Akkumulatoren- 
kasten (20 x 30 x 50 em) mit Glaseinsatz. Die Papiere wurden auf die gewunschte 
Grosse zugeschnitten (absteigend 23 x 47 em;, aufsteigend 36 x 46,5 em) und die Sub- 
stanzen in Form von 0,l -proz., meist heissen, wasserigen Losungen mittels einer Mikro- 
pipette (Inhalt 0,l ml) aufgetragen. Pro Fleck wurden jeweils 5-10 pl aufgetupft, was 
einer Substanzmenge von 5-10 y entspricht. Kach Eintrocknen der Flecke n-urde chroma- 
tographiert. Die chromatographierten Papiere wurden an der Luft getrocknet uiid im 
Dunkeln aufbewahrt,. 

Die Zuordnung der Flecke zum 0- bzw. p-Isomeren erfolgte durch Tupfeln mit 
XaHCO,-Losung: S u r  der p-Farbstoff zeigt dabei den in Tab. 10 vermerkten Umschlag. 

Tabelle 10. 
F a r b u m s c h l a g  m i t  N a H C 0 , - L o s u n g  a u f  d e m  Papier .  

kein Umschlag rot + orange orange gelb -f 
(nur o-Kupplung) violett j. lila + rot blau 
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3. Q u a n t i t a t i v e  B e s t  i m m u  ng d e s o / p  - V er  h 61t n i  s ses. Zur quantitativen 
papiercliromatographischen Auswertung der Kupplungsversuche von diazotiertem o- 
Nitranilin mit l-Naphthol-3-sulfos&ure (Farbstoff 111) verwendeten wir die aufsteigende 
Methode auf Whatman. Nr. 1 rnit destilliertein Wasser als Losungsmittel. 

,4uf die Papiere wurden im Abstand von 2,5 cm vom untern Rand auf vorbereitete 
Bleistiftmarkierungen (5 Banden, die in je 10 Punkte von 5 mm Abstand unterteilt waren) 
eine Losung von 2.10-4 Mol Farbstoff in 100 ml dest. Wasser aufgetragen. Infolge der 
schlechben Wasserloslichkeit der Farbst,offe musst.e ineist die warme Losung verwendet, 
werden. 

Auf jeden Punkt wurden 5 p1 aufgetupft, pro Bande also 50 pl, pro Bogen 250 pl, 
mas 5 .  lop7 Mol Farbstoff pro Bogen entspricht. Die einzelnen Flecke einer Bande ver- 
liefen auf dem Papier zu einer gemeinsemen Link, so dass jede Bande ais geschlossenes 
Ganzes wanderte. Xach beendeter Entwicklung (im Mittel 3 Std.) wurden die Papiere 
an der Luft getrocknet und, wenn nicht sofort weiterverarbeitet, im Dunkeln aufbewahrt. 
Die Flecke wurden ausgeschnitten, in kleine Schnitzel zerteilt und mit 5-6 Portionen 
(je 15-20 ml) eines Acetatpuffers von der Ionenstarke I = 0,01 (6 g Eisessig und 13,61 g 
krist. Natriumacetat mit dest. Wasser anf 10 1 stellen) ausgekocht. Die heissen Eluate 
wurden durch eine G-3-Glasfritte in einen 100 in1 Messkolben, der in  einem Filtriertopf 
stand, abgesaugt. Nach Erkalten des Filtrats wurde mit der gleichen Pufferlosung auf 
100 ml aufgefuilt. 

Um Fehlerquellen auszuschliessen, die einerseits zufolge ungenauer Titan-Titer 
(Mitbestimmung von Zersetzungsprodukten) und andrerseits infolge Volumenverande- 
rungen beim Tiipfeln (Auftragen warmer Losungen) entstehen konnen, verwendeten wir 
fiir die kolorimetrische Konzentrationsbestimmung Eichlosungen fur den o-Farbstoff 
u n d  den p-Farbstoff. Dadurch waren wir zur Angabe des Isomerenverhaltnisses von den 
absoluten Konzentrationen unabhangig, was iiusserst wichtig war, wie ein Vergleich niit, 
dem Differenzverfahren (Bestimmung der Konzentration nur des einen Isomeren und 
Erganzung der Menge des andern auf die Totaleinwage) zeigte. 

4. Eichlosungen .  Stammlosung: 2-10-3-m. Mol Farbstoff werden in dest. 
Wasser gelost und damit auf 500 ml aufgefullt. 

a) V e r d u n n u n g s r e i h e  f u r  d i r e k t e  Koior imet r ie rung .  5 ml Stammlosung 
nerden mit dem oben beschriebenen Acetatpuffer (I = 0,Ol)  auf 2000 ml gestellt (Los. I). 
Die weiteren Verdiinnungen erhklt man, indem die in Tab. 11 angegebenen Mengen von 
Losung I mit Acetatpuffer auf 100 ml gestellt werden. 

Tabelle 11. 

Nr. I I I 11 I 111 I IV 1 v 
ml Los. I/100ml 1 unverdunnt 1 75 I 50 1 25 1 10 

Farbstoffkonz. 15,00.10-6-m. ~3,75.10-~-m.12,50.10~-6-m. I1,25.10-6-m. I0,50.10-6-m. 

b) V e r d u n n u n g s r e i h e  f u r  d i e  K o l o r i m e t r i e r u n g  n a c h  E l u i e r u n g  a u s  d e m  
P a p i e r c h r o m a t o g r a m m .  Die erwahnte Stammlosung (2.10-3-m.) dient a1s Losung I 
dieser Verdunnungsreihe. Die Losungen 11-V werden analog wie oben durch Auff ullen 
von 75,50,25 bzw. 10 ml Losung I auf 100 ml (hier jedoch nicht mit Acetatpuffer, sondern 
rnit dest. Wasser) hergestellt. Diese Verdiinnungsreihe gibt, wenn 5 Banden, wobei man 
fur jede Bande l0mal 5 p1 der obigen Losungen auftupft (vgl. Beschreibung oben), mit 
Acetatpuffer eluiert und dann auf 100 ml gestellt werden, folgeiide Verdunnungsreihe 
mit den gleichen Endkonzentrationen wie vorher : 

Eluat von Losung I: 5,00.10-6-m. 
Eluat von Losung 11: 3,75.10-8-m. 
Eluat von Losung 111: 2,50.10-6-m. 
Eluat von Losung IV: 1,25.10-6-m. 
Eluat von Losung V: 0,50.10-6-m. 
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6. Kolor i  m e t ri s c h e  B e s t  im m u n g  d e r F a r  b k o  n z e n  t r a t i on. a ) E i c h ku  r v e n. 
Die Eichlosungen wurden in einem Lumetron-Kolorimeter, Model1 402-E, in Kuvetten 
von 5 cm Schichtdicke gemessen. Als Filter verwendeten wir Interfereiizfilter (Filtrafles 
Typ B2Q)) voii 493 mp fur den o-Farbstoff (Amax = 500 mp) und von 464 m,u fur den 
p-Farbstoff (Lmax = 475 mp). Die gemessenen Transmissionswerte tragt man gegen die 
Farbstoff konzentration graphisch auf. 

Wie die Tab. 12  zeigt, gehorchen die Extinktionswerte der Eichlosungen dern 
Lambert- Beer'schen Gesetz nicht vollkonimen. 

Tabollc 12. 

Konz. (10-6.Mol/1) . I 0,25 I 0,50 I 1,25 I 2 3 0  I 3,75 1 5,OO 

ortho 0 : T . .  . . 
E . . . . .  1 1 86,8 1 72,5 1 53,2 1 39,4 1 29,6 

0,062 0,140 0,274 0,404 0,529 

"A T . . . . 1 93,4 1 88,7 I 75,3  1 5 7 3  1 44,6 1 
F, . . . . . 0,030 0,052 0,125 0,238 0,351 0,456 

para 

OAT = Transmission (Durchlassigkeit) in $6 ; 
E = Extinktion (opt. Dichte) = 2-10:: %T. 

Die Eichuiigen wurden niehmals wiederholt, und wir erhielten bei den einzelnen 
Konzentrationen Streunngen der Transmissionswerte, die sowohl bei der direkten Kolori- 
metrierung als auch bei der Kolorimetrierung nach Eluierung aus dem Papierchromato- 
gramm max. & 0,6 Transmissions-Proz. betrugen. 

Ein Vergleich der Werte der direkten Konzentrakionsbestimrnung mit denen der 
Bestimmung nach der Chromatographierung zeigt die relativ hohe Genauigkeit der 
Methode. \Venn man die Werte der direkten Bestimmung als richtig annimmt, so betragt 
der relative Fehler, der durch den Verlust von Farbst,off bei der Chromatographie und 
Extraktion entsteht, maximal 1 %. Dabei ist er im Konzentrationsbereich von 5,0 bis 
2,Ei.lO-e-m. stets kleiner als0,57/,, bei Konzentrationen unter 2,5.10-3-m. kleiner als 1:;. 

b) L o s u n g c n  d e r  e l u i e r t e n  R e a k t i o n s p r o d u k t e .  Die, wie vorstehend be- 
schrieben, erhaltenen Losungen der 0- bzw. p-Isomeren unserer Kupplungsversuche wurden 
genau analog wie die Eichlosungen kolorimetriert. Alle Ablesungen wurden dreimal un- 
abhangig voneinander wiederholt und der Mittelwert berechnet. Der Ablesefehler betrug 
maximal & 0,l Transmissions-Proz. Anhand der Eichkurven wurde aus den gemessenen 
Transmissionswerten die Konzentration ermittelt und daraus das prozentuale Isomeren- 
verhaltnis berechnet. 

6. Cr  a i 9 -Ver t e i lu  n g  v o  n 2 ( 4 )  - ( p ' - N i t r o  p h e n  y la  zo ) - 1 - n a p h t h o l  - 3 - su l -  
f osaur  e (Farbstoff 11). (Grundprozess nnd anschliessende Nachfraktionierung nach der 
Methode der vollstandigen Entnahme3").) Die Vorversuche zur Ermittlung eines geeig- 
neten T,osuiigsniittelsystP,ms wurden in kleinen Scheidetrichtern durchgef iilrrt. Als ge- 
eignet erwies sich das System Methylisobutj-lketon/Pliosphat-Citrat-Puffer nach Mc- 
Ilc.aine3 l). 

Um den fur  die Verteilung giinstigsten Pufferbereich zii ennitteln, variierten wir 
systematisch das pH der Unterphase zwischen 7 und 9 (pH 7,0, 7,4, 7,6,  7,8, 8,0 uiid 9,O). 
Ris pH 8 verwendeten wir den McZZvaine-Puffer, fur  pH 9 den Borsaure-PufYer nach Clark 
& Diese Vertoilungeii wurden mit 75 mg Farbstoff in 250 ml Scheidetrichterreihen 
niit, je 25 ml Ober- und Unterphase durchgefuhrt. Fur die Pufferlosungen verwendeten wir 
reinst,e Chemikalicn (Rlerck) uiid destilliertes, PO,-freies Wasser. 

2 9 )  Hersteller: Gwatebnu-AnsfrcZt Balzws, Lichtenstein. 
3 O )  23. Hecker, 1. c.I5), S. Flff. 

32)  It'. M .  Clark R. H.  A. L d s .  J. biol. Chemistry 25, 479 (1910). 
T .  C. ,WclZuaiize, J. b id .  Chemistry 49, 183 (1921). 
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Bei niedrigen pH-Werten (7,4 und tiefer) wurde ein verniinftiges Arbeiten (obwohl 
der Trenneffekt mit sinkendem pH grosser werden sollte, da das p-Isomere in die orga- 
nische Phase geht) durch immer starker werdende Emulsionen unmoglich ; das Gleiche galt 
auch fur hohere pH-Werte (pH 9). Als optimalen Kompromiss wahlten wir fur die Unter- 
phase einpH von7,S. Wir geben im folgenden dafur eine genauevorschrift, da sich dieser 
Versuch wegen der verschiedenen Farbung der beiden Phasen sehr gut zur Demonstration 
einer Craig-Verteilung im Chemieunterricht eignet. 

P u f f e r  (untere Phase): a) 21,Ol g Zitronensaure (C,H,O,, H,O) in 1 1 dest. H,O; 
b) 284 g wasserfreies sek. Natriumphosphat (Na,HPO,) in 10 1 dest. H,O. 

9570 ml Losung b) werden mit 430 ml Losung a) gemischt. 
Organisc  hes  Losungsmi  t t e l  (obere Phase) : destilliertes Methyl-isobutyl-keton 

(Sdp. 114-116°). 
Die wiisserige Pufferlosung wird mit dem organischen Losungsmittel uber Nacht 

geschuttelt. Dann wartet man, bis die beiden Phasen sich getrennt haben und liisst die 
untere in ein sperates Gefass laufen. Damit sind die beiden Phasen miteinander ins Gleich- 
gewicht gebracht und verwendungsfiihig. 

Vertei lung.  I n  elf 2-1-Scheidetrichtern (numeriert von 10 bis 0) befinden sich je 
750 ml mit Pufferlosung gesattigtes Methyl-isobutyl-keton (im folgenden kurz ,,Keton" 
genannt). 

In  750 ml mit organischer Phase gesattigter Pufferlosung (im folgenden kurz ,,Puffer- 
losung" genannt) werden 3,75 g feinst verriebenen und gesiebten ungereinigten Farb- 
stoffs unter gelindem Erwiirmen gelost (wobei nicht alles in Losung geht). Dann lasst man 
auf Zimmertemperatur abkiihlen und nutscht die tief violett gefarbte Losung durch ein 
Hartfilter ab. Das Filtrat (das klar sein muss, sonst wird nochmals filtriert) wird nun in 
den Scheidetrichter 10 gegeben und in diesem zwei Min. geschuttelt. 

Nach Trennung der Phasen wird die untere Schicht in den Scheidetrichter 9 gegeben 
und dieser analog geschuttelt. In den Scheidetrichter 10 werden 750 ml neue Puffer- 
losung gegeben und geschuttelt. 

Die untere Phase von Trichter 9 wird in den Trichter 8 abgelassen und dieser ge- 
schuttelt. In den Trichter 9 wird die untere Phase aus Trichter 10 gegeben und geschuttelt. 
In den Trichter 10 gibt man 750 ml neue Pufferlosung zu uns schuttelt. 

I n  gleicher Weise wird fortgefahren bis Trichter 10 bis 0 je mit Unter- und Ober- 
phase gefullt und geschuttelt sind. Nun ist der Grundprozess beendigt, und es beginnt 
die Nachfraktionierung. 

Aus Trichter 0 lasst man die Unterphase abfliessen; sie wird (in unserem Fall) ver- 
worfen. I n  analoger Weise wie vorher werden die Unterphasen von Trichter 1 in  Trichter 0, 
von 2 in 1 usw. bis von Trichter 10 in Trichter 9 verschoben. Dabei ist es wichtig, dass 
der letzte Rest Unterphase aus Trichter 10 in den Trichter 9 kommt. I n  Trichter 10 wird 
keine neue Unterphase mehr eingefullt. 

Nun liisst man wiederum aus Trichter 0 die Unterphase ab und verschiebt wie vor- 
her die Unterphasen je um ein Gefass bis zum Transport aus Trichter 9 in Trichter 8 ;  
aus Trichter 9 muss der letzte Rest Unterphase in Trichter 8 sein; es wird keine frische 
Pufferlosung mehr nachgefiillt. 

In gleicher Weise wird fortgefahren, bis die letzte Unterphase von Trichter 1 in 
Trichter 0 verschoben, dieser geschuttelt und die Unterphase abgelassen worden ist. 

Es befindet sich jetzt in allen 11 Scheidetrichtern nur noch Oberphase (,,Keton"). 
Man lasst die Trichter iiber Nacht stehen und kann dann Unterphase, die sich noch ab- 
getrennt hat, ablassen. 

Nun pruft man die Oberphasen mittels Papierchromatogramm (Rundfilter ; Lo- 
sungsmittel: n-Butanol/Pyridin/dest. H,O 6: 4: 3) auf ihren Gehalt an p-Farbstoff. 

Der Inhalt derjenigen Scheidetrichter, bei denen der Farbstoff rein und in merk- 
licher Menge vorhanden ist (in unserem Fall die Trichter 10 bis 6), wird vereinigt, mit 
destilliertem Wasser ausgewaschen (um in der organischen Phase geloste Fremdstoffe, 
z. B. Citrat und Phosphat aus der Pufferlosung, zu entfernen) und durch ein Hartfilter 
abgenutscht. Dann destilliert man das Losungsmittel im Vakuum bis fast zur Trockne ab, 
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und lasst den Rest im Vakuumtrockenschrank verdunsten. Als Ruckstand erhiilt man das 
reine p-Isomere des Farbstoffs 11. 

Da der p-Farbstoff sich in der organischen Phase mit roter (Naphtolform), in der 
basischen Pufferlosung aber mit violetter Farbe (Naphtolatform) lost, lBsst sich seine 
Wanderung gut verfolgen. Mit zunehmender Zahl von Transportoperationen verschwindet 
die violette Farbe in der untern Phase. Die Unterphasen, welche aus dem Trichter 0 ab- 
gelassen werden, sind blass orange gefarbt. 

Wir versuchten, dieseverteilung auch auf Whatman-Papier Nr. 1, das mit McIZvaine- 
Puffern (pH = 7,8, 7,O bzw. 6,4) impragniert war, unter Venvendung von mit entspre- 
chenden Puffern gesattigtem Methyl-isobutyl-keton durchzufiihren. Der Farbstoff wan. 
derte jedoch unter diesen Bedingungen nicht. 

7. P a p i e r e l e k t r o p h o r e s e  des  F a r b s t o f f s  I V  (Tab .  13). Die Versuche wurden 
auf Whutman-Filterpapier Nr. 1 in einer Elektrophoresekammer nach Grnssmann & 
H ~ n n i g ~ ~ ) ,  dem Elphor H der Firma Bender & Hobein (Munchen, Zurich und Frankfurt) 
ausgefuhrt (Spannung 110 Volt). Die Auftragung der Substanzen auf das Papier erfolgte 
wie bei der qualitativen Papierchromatographie (vgl. oben), pro Fleck 10-20 y. Wir 
arbeiteten mit zwei Puffersystemen bei p H  8 (Phosphatpuffer nach S6rensen3*)) bzw. 
p H  10 (Borsaurepuffer nach Clark & h b s 3 2 ) ) .  

Tabelle 13. 

Versuchsdauer I Wega) I Farbe 1 pH 1 in Std. in cm 
I I 1 o-Farbstoff 1 1: 1 16 11 orange 

16 p-Farbstoff I 
I I I I ~ ~ ~~ ~ ~~ 

a )  Vom Farbstoff von der Auftragungsstelle aus zuriick- 
gelegte Wanderungsstrecke. 

Wir danken den Herren Dr. E. Seebeck (Sundoz A.G.), Dr. 3. Neher, Dr. C. Wittwer 
und E. von Arx ( C I B A  Aktiengesellschaft) fur wertvolle RatschlBge. Die C I B A  Aktien- 
gesellschaft stellte uns in verdankenswerter Weise die apparativen Mittel zur Ausfuhrung 
papierchromatographischer Trennungen am Institut fur Farbenchemie der UniT ersitit 
Base1 zur Verfugung. 

SUMMARY. 

1. The qualitative separation and quantitative estimation of the 
two isomeric azo compounds 2- and 4-arylazo-1-naphthol-3-sulphonic 
acid by paper chromatography is described (aryl = 4’-chloro-, 2‘- 
nitro-, 3‘-nitro-, 4’-nitro- and 2’, 4’-dinitro-phenyl). 

2. The Rf-values are discussed as a function of several para- 
meters. As a result of this procedure, preferential adsorption and pre- 
ferential partition can be distinguished. To characterize these effects, 
we introduce two new terms, namely Trennfaktor dRf and Zonen- 
wert d Rz. 

33) W. Grussmunn& K .  Hnnnig, Z. physiol. Chem. 290,l (1952); vgl. auch W.Grass- 

34) S. P. L.  Sorensen, Biochem. Z. 21, 131 (1909); 22, 352 (1909). 
mann, K .  Hunnig & M .  Knedel, Dtsch. Med. Wschr. 76, 333 (1951). 
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3. A procedure for counter-current distribution followed by dia- 
mond separation of such isomeric pairs on a preparative scale is given. 

4. The separability of these isomers by paper electrophoresie is 
demonstrated. 

5. The fact that the isomeric 2- and 4-arylazo-1-naphthol-3-sul- 
phonic acids are adsorbed by paper demonstrates that simple monoazo 
dyes can be substantive for cellulose. This is in contrast to  the 
general views on the phenomenon of dye substantivity. 

Institut fur Farbenchemie Universitiit Basel. 

127. Etudes sm les matieres &getales volatiles - CXLVl). 
Sur l’iso-a-irone et sur les iso-a-irols et nCo-iso-a-irols 

par Yves-RenC Naves. 
Dddid B Monsieur le Prof. T. Reichstein B l’occasion de son 60e anniversaire. 

(24 IV 57.) 

J’ai dBcrit en 195Ei2) l’irone a trans(2,6) cis (21,2,) qui est, selon la 
nomenclature proposBe2), l’iso-a-irone vraie, la &tone ddcrite aupara- 
vant sous ce nom &ant en realit6 la n6o-iso-a-bone (trans(2,6) trans 
( 21, 2J). L’iso-a-irone vraie est caraet&isee, notamment, par sa ph6nyl- 
4-semicarbazone F. 158,5 -159,5O et sa dinitro-2,4-phBnylhydrazone 

L’iso-a-irone isolee par distillation fractionnee Q partir de md- 
langes d’irones isomkres a Bt6 ainsi dhcrite: d;O = 0,9306; n2,o = 1,4950 ; 
ERM, = + 0,99; ses spectres d’absorption presentant un maximum, 
dans l’alcool a 95%, a 235,5 mp ( E  = 9.550) et dans l’isooctane a 
229 mp ( E  = 9.830). 

Or, j’ai constate que cette prbparation a BtB, entre son obtention 
et les mesures, nettement alt6r6e. Traitde par chromatographie et 
redistillee rapidement l’abri de Pair, elle a montr6 les caract6res 
que nous avons observes sup les preparations ultkrieures. 

Celles-ci ont B t B  obtenues par distillation a partir de sous-pro- 
duits de la fabrication industrielle d’a-irones, et sdlectionndes d’apri?s 
leur absorption infra-rouge entre 9 et 13 p, d’aprks le renforcement 
des bandes de 1052 et de 800 cm-l et l’affaiblissement de celles de 
1060, 984-998 et 793 em-l appartenant aux a-irone et n8o-a-irone, 

F. 151-152’. 

l) CXLIVe communication, Bull. SOC. chim. France, 1768 (1956). 
2, Y. R. Naves, Bull. SOC. chim. France, 253 (1955). 
3, Y .  R. Naves, Helv. 32, 969 (1949). 


