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FRITZ KAISER und ALFRED POPELAK 

Die papierchromatographische Trennung von 
Rauwolf ia-Alkaloiden 

ifber Rauwolfia-Alkaloide, VII *) 

Aus dem Chemischen Forschungslaboratorium der C. F. Boehringer & Sohne GmbH, 
Mannheim -Waldhof 

(Eingegangen am 12. September 1958) 

Mit den Losungsmittelgemischen Heptan/Methylathylketon verschiedener Zu- 
sammensetzung konnen an mit Formamid impragniertem Papier die Rauwolfia- 
Alkaloide vollstandig aufgetrennt werden. Es werden erstmals die RF-Werte 

der meisten bis heute bekannten Rauwolfia-Alkaloide angegeben. 

Die Erforschung der Inhaltstoffe von Rauwolfia-Arten hat seit der Isolierung und 
Aufklarung des ,,sedativen Prinzips" der Rauwolfia serpentina, des Rewrpins, durch 
J. M. MULLER, E.SCHLITTLER und H. J.BEIN~) im Jahre 1952 einen geradezu sturmi- 
schen Verlauf genommen. Waren bis dahin 9 Alkaloide aus RauwolfiQ serpentina und 
ein Alkaloid aus Rauwolfia canescens bekanntz), so ist inzwischen die Anzahl der ails 
etwa 20 Rauwolfia-Arten isolierten Alkaloide auf iiber 40 angewachsen3). Diese er- 
folgreiche Entwicklung ist nicht zuletzt dem verstarkten Einsatz chromatographischer 
Trennungsmethoden an Saulen zu verdanken. Es fallt auf, da13 iiber die Anwendung 
der Papierchromatographie auf dieses Gebiet zunachst noch in keiner Arbeit berichtet 
wurde. Erst im Jahre 1955, als der groDere Teil der bis jetzt bekannten Alkaloide iso- 
liert worden war und man sich somit in der Lage sah, wenigstens die wichtigsten der 
auf Papierchromatogrammen erkennbaren Alkaloidflecken zu identifizieren, wurden 
die ersten Angaben iiber papierchromatographische Methoden veroffentlicht. 

Diese standen im wesentlichen im Zusammenhang rnit Berichten iiber die Gewin- 
nung neuer Alkaloide aus Rauwolfia-Drogen4-6), mit der quantitativen Bestimung 
des Reserpins in Drogen oder in pharmazeutischen Zubereitungen7-10) * *), mit Unter- 

*) VI. Mitteil. : E. HAACK, A. POPELAK und H. SPINGLER, Naturwissenschaften 43,328 [1956]. 
**) Die papierelektrophoretische Auftrennung von Rauwolfia-Alkaloiden, hauptsachlich 

zum Zweck der Reserpinbestimmung, wurde beschrieben von: E. H. SAKAL und E. J. MERRILL, 
J. Amer. pharmac. Assoc., sci. Edit. 43, 709 [1954]; S. LJUNGBERG~~);  M. SAHLI, Pharmac. 
Acta Helvetiae 33, 1 [1958]. 

1)  Experientia [Basel] 8, 338 [1952]. 
2) S. W. SCHNEIDER, ,,Die Erforschung der Rauwolfia-Alkaloide von ihren Anfangen bis 

zur Gegenwart", Arzneimittel-Forsch. 11, 666 [1955]. 
3) S. die neuesten Zusammenfassungen von E. SCHLITTLER in ,,Rauwolfia: Botany, Phar- 

macognosy, Chemistry and Pharmacology", J. and A. Churchill Ltd., London 1957, und 
A.HOFMANN, Planta Medica 5, 107 [1957]. 

4) F.A.HOCHSTEIN, K. MURAI und W.H.BOEGEMANN, J. Amer. chem. SOC. 77,3551 [19551. 
5 )  D. S.RAO und S.B. RAO, J. Amer. pharmac. Assoc., sci. Edit. 44, 253 [1955]. 
6 )  A. F.ST. ANDRB, B.KORZUN und F. WEINFELDT, J. org. Chemistry 21, 480 [1956]. 
7) D. BANES, J. CAROL und J. WOLFF, J. Amer. pharmac. Assoc., sci. Edit. 44, 640 [1955]. 
8) W. H. MCMULLEN, H. J. PAZDERA, S. R. MISSAN, L. L.CIACCIO und T.C.GRENFELL, 

9) J. CAROL, D.BANES, J. WOLFF und H.O.FALLSCHEER, J. Amer. pharmac. Assoc., sci. 

10) S.LJUNGBERG, Svensk farrnac. Tidskr. 61, 305 [1957]. 

J. Amer. pharmac. Assoc., sci. Edit. 44,447 [1955]. 

Edit. 45, 200 [1956]. 
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suchungen iiber biologische Eigenschaften von Reserpin 11) und als Hilfsmittel zur 
Identifizierung bzw. zum Vergleich von Extrakten aus Drogen9J2). Dazu kamen so- 
wohl Losungsmittelsysteme auf Wasserbasis, als auch solche fur die sogenannte 
,,echte Verteilungschromatographie an Papier" mit Impragnierung des Papiers mit 
Formamid oder Propylenglykol/Eisessig zur Anwendung. 

Nach unseren Erfahrungen lassen sich am besten Losungsmittelsysteme mit Form- 
amid als stationarer Phase verwenden. Als mobile Phasen eignen sich viele Gemische 
aus aliphatischen und aromatischen Kohlenwasserstoffen wie Hexan, Heptan, Iso- 
octan, Cyclohexan, Dekalin, Xylol oder aus Athem wie Diisopropylather und Di-n- 
butylather mit Methylathylketon, Pentanon, Hexanon, Heptanon, Tetrahydrofuran, 
Athylacetat, Dioxan, Chloroform oder anderen Chlorkohlenwasserstoffen. 

Besonders vorteilhaft verlauft die Chromatographie in mit h o n i a k  gesattigter 
Atmosphare. Man erhiilt etwas erhohte RF-Werte und kleinere, scharfer begrenzte 
Flecken. 

Aus der groDen Zahl moglicher Kombinationen, die zur Ausarbeitung einer papier- 
chromatographischen Systematik der Rauwolfia-Alkaloide fiihren konnen, haben sich 
die folgenden bewahrt. 

Gemisch A: Heptan/Methylathylketon (1 : 1) 
Gemisch B: Heptan/MethylathyIketon (4: 1) 
Gemisch C :  Heptan/Methylathylketon ( 2 :  1), NH3-Atmosphare 
Gemisch D : Heptan/Methylathylketon (1 : l), NH3-Atmosphare 
Gemisch E: Xylol lMethylathylketon (1 : 1), NH3-Atmosphare 

Das Papier (Schleicher & Schiill 2043 b mgl) ist mit Formamid impragniert. Die 
Losungsmittelgemische sind mit Formamid gesattigt. 

Die mit diesen 5 Gemischen erhaltenen RF-Werte von 30 Rauwolfia-Alkaloiden sind 
in Tab. 1 aufgenommen. Es handelt sich um Mittelwerte aus zahlreichen Chromato- 
grammen von Methanolextrakten aus etwa 20 verschiedenen Rauwolfia-Arten und 
von Reinalkaloiden. Chromatographiert wurde immer nach dem aufsteigenden Ver- 
fahren mit Papierstreifen der Formate 11.5 x 28cm und 11.5 x 36cm. Die RF-Werte 
sind bei genauer Einhaltung der im Versuchsteil beschriebenen Bedingungen mit Ab- 
weichungen bis zu & 5 % reproduzierbar. 

Urn das Erkennen von Zusammenhangen zwischen den RF-Werten und der Konsti- 
tutiob der Alkaloide zu erleichtern, ist in Tab. 1 die Rubrik ,,Struktur" mit aufge- 
nommen. Die dort verzeichneten Angaben beziehen sich auf die Formelbilder 1 bis 
VII der 7 in Rauwolfia-Arten aufgefundenen Alkaloid-Typen (s. S. 282). 

Das Sichtbarrnachen der getrennten Flecken auf den Chromatogrammen ist relativ 
einfach. Die meisten Alkaloide fluoreszieren namlich nach dem Trocknen der Chro- 
matogramme beim Bestrahlen mit UV-Licht der Quarz-Analysenlampe (langwellige 
Quecksilberlinie 366mp) mit blauen, griinen, griinlich grauen und gelben bis gelb- 
braunen Farben. Die Farbunterschiede stellen ein wertvolles Hilfsmittel fur die Identi- 
fizierung der Alkaloidllecken bei der Chromatographie vbn Drogenextrakten bekann- 
ter und unbekannter Rauwolfia-Arten dar. Oft finden sich namlich auf Extraktchro- 

11) R. J. BOSCOTT und A. B. KAR, Nature [London] 176, 1077 [1955]. 
12) B. P. KORZUN, A. F. ST. AND& und P. R. ULSHAFER, J. Amer. pharmac. Assoc., sci. Edit. 

46, 720 [1957]. 
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Tab. 1. RF-Werte, Struktur, Fluoreszenz und Farbreaktionen von Rauwolfia-Alkaloiden 

Alkaloid R ~ . 1 0 0  Fluoreszenz 
Struktur A Ba) C D E 366mp254my 

QUARTARE ANHYDRONIUM-BASEN I 
Serpentin 
Alstonin 
Serpentinin 

TERTIARE INDOL-BASEN 

Tetrahydroserpentin- Typ I1 
Ajmalicin = Raubasin = Tetra- 
hydroserpentin = &Yohimbin IIa 
Tetrahydroalstonin I I b  
Aricin = Heterophyllin I1 c 
Raumitorin 11 d 
Reserpinin := Raubasinin I1 e 
Reserpilin I1 f 
Isoreserpilin 11 g 
Yohimbin-Isomere I11 
Yohimbin 
Corynanthin = Rauhimbin 
Rauwolscin = a-Yohimbin 
Isorauhimbin = 3-Epi-a-yohimbin 
P-Yohimbin 
#-Y ohimbin 
Reserpin-Typ IV 
Reserpin IVa 
Isoreserpin C) IVb 
Renoxidind) = Reserpin-N-oxyd 
Deserpidin = Canescin 1 v c  
Rescinnamin IV d 
Reserpsaure-meth ylester I Ve 
Seredin*) 
Reserpin-Oxydationsprodukt (RZ1) f)  

Sarpagin = Raupin 
TERTIARE INDOLIN-BASEN 

Anhydro-ajmalin- Typ 
Tetraphyllicin = Serpinin 
Rauvomitin 
Ajmalin- Typ 
Ajmalin 
Iso-ajmalin 
Vomalidin 

V 

VI 
VI a 
VIb 
VII 
VII a 
VII b 
VII c 

0 
0 
0 

82 
95 
98 
77 
96 
40 
67 

23 
26 
46 
10 
14 
18 

55 
85 
0 

60 
53 
7 

12 
20 

0 

10 
48 

5 
3 

46 

0 
0 
0 

56 
85 
82 
41 
76 
12 
37 

10 
12 
22 

8 
5 
8 

28 
59 
0 

35 
26 
0 
0 
3 

0 

8 
60 

0 
0 

22 

3 6 27 bl bl 
3 6 27 bl bl 
7 17 76 grbl grbl 

85 95 Fb) grgr grbl 
97 F F grgr grbl 
98 F F bror gebr 
80 91 F bror gebr 
94 98 F gr gegr 
38 58 95 gebr gebr 
72 84 F gebr gebr 

30 46 75 grgr grbl 
27 48 78 grgr grbl 
45 65 84 grgr grbl 
15 30 66 grge dvi 
15 28 62 grgr grbl 
21 37 67 grge grge 

60 77 F gr gegr 
76 96 F gr gegr 
0 7 58 bl bl 

72 82 F grbre) grbl 
52 72 F gr gegr 
6 15 58 gr gegr 

10 24 60 ge ge 
83 95 F gr gr 

0 4 15 br 
Farbreaktion 8) 

33 48 75 rot 
97 F F rvi 

16 45 70 rot 
16 45 67 rot 
41 61 80 vi 

A bis E: Losungsmittelgemische siehe Text S. 279. 
Abkurzungen der Fluoreszenzen bei Bestrahlung mit UV-Licht von 366my bzw. 254my und 
der Farbreaktionen: bl = blau, grbl = graublau, grgr = grunlich grau, gebr = gelbbrahn, 
bror = braunorange, gr = grun, gegr = gelbgrun, grge = grungelb, grbr = graubraun, br = 
braun, vi = violett, rvi = rotviolett, dvi = dunkel violett. 
a) Auf Chromatogrammen von Drogenextrakten sind alle Alkaloide mit RF < 0.25 nicht 
getrenn t. 
b) Substanz lauft mit der Losungsmittelfront. 

*) Zusatz b. d. Korr.: Nach J. POISSON, N. NEUSS, R. GOUTAREL und M. M. JANOT, Bull. 
SOC. chim. France 1958, 1195, ist Seredin 10.1 1-Dimethoxy-a-yohimbin. 
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matogrammen Flecken, die zwar gleiche RF-Werte wie bekannte Alkaloide, aber ab- 
weichende Fluoreszenz zeigen. Man kann damit haufig bereits im ersten Extrakt einer 
Droge die Anwesenheit von noch unbekannten Substanzen erkennen und hat die 
Moglichkeit, deren Anreicherung und Isolierung papierchromatographisch zu ver- 
folgen. Ein weiteres sehr wertvolles Charakteristikum ist, daB eine Reihe von Alkaloi- 
den beim Bestrahlen mit kurzwelligem UV-Licht (254 mp) eine andere Fluoreszenz 
entwickelt als im langwelligen Bereich. Diese Tatsache kann dann von Bedeutung sein, 
wenn man bei einer Substanz iiber die Zuordnung ihrer Fluoreszenz unter langwelli- 
gem UV zu Griin oder Griingrau im Zweifel ist. Eine solche Unsicherheit in der Beur- 
teilung kann dann eintreten, wenn ein Chromatogram zu lang und bei zu hoher 
Temperatur getrocknet worden ist (vgl. Versuchsteil). Griinfluoreszenzen verblassen 
dann zuweilen und lassen sich nicht mehr sicher von griingrauen Fluoreszenzen unter- 
scheiden. Die meisten der bei 366-mp-Bestrahlung grungrau fluoreszierenden Alkaloide 
besitzen jedoch unter 254-my-Bestrahlung eine fahl hellblaue Fluoreszenz, was ihre 
eindeutige Identifizierung erlaubt. 

Die Alkaloide des Anhydro-ajmalin-Typs, des Ajmalin-Typs und das Sarpagin 
fluoreszieren im langwelligen UV nicht und geben unter kurzwelligem UV nur tief 
dunkelviolette Flecken, die bei Anwesenheit der anderen hell fluoreszierenden Alka- 
loide nicht sicher erkannt werden konnen. Sie lassen sich aber mit dem bekannten 
Indolreagenz 15) Perchlorsaure + Eisen(II1)-chlorid als rote, rotviolette oder blau- 
violette Flecken sichtbar machen. 

Sarpagin gibt beim Bespriihen der Chromatogramme mit konz. Salpeterstiure zu- 
nachst dunkelviolette Farbung, die sofort in eine bestandige braune Farbe ubergeht. 

Die von einigen Autoren vorgeschlagene Intensivierung der Fluoreszenzen durch 
Bespriihen und Erhitzen mit Eisessig 12) oder Trichloressigsaure/Nitroprussidna- 
triumg) ist bei den mit Formamid impragnierten Chromatogrammen im allgemeinen 
nicht notwendig. Es trifft zwar zu, daB viele Rauwolfia-Alkaloide von sich aus nur 
relativ schwach fluoreszieren. Unter den hier gehandhabten Trockenbedingungen ent- 
wickeln jedoch alle, abgesehen vom Deserpidin, ihre volle Fluoreszenzfahigkeit. 

In diesem Zusammenhang ist von Interesse, da13 Reserpin bereits unter Einwirkung von 
Tageslicht, starker und schneller noch bei UV-Bestrahlung, eine Substanz bildet, die sehr 
intensiv griin fluoresziert. Gleiches oder Ahnliches geschieht beim Erhitzen formamidfeuchter 

Fortsetzung der Anmerkungen zu Tabelle 1. 
c) Dargestellt aus Reserpin durch Kochen rnit Acetanhydridl3). 
d) Dargestellt aus Reserpin durch Oxydation rnit H202. Renoxidin wurde auch aus Rauwolfia 

vomitoria isoliert 14). 
e)  Fluoreszenzintensivierung durch Bespruhen rnit Trichloressigsaure/Chloramin-Reagenz 

und Erhitzen. 
f) Dargestellt durch Oxydation von Reserpin mit Natriumnitrit in essigsaurer Losung. 
g) Farbreaktion fur Sarpagin mit konz. Salpetersaure, fur die tertiaren Indolin-Basen mit 

Perchlorsaure/Eisen(III)-chlorid-Reagenz. 

13) H. B. MAC PHILLAMY, C. F. HUEBNER, E. SCHLITTLER, A. F. ST. ANDRB und P. R. ULSHAFER, 

14) P.R. ULSHAFER, W. J.TAYLOR und R.H.NuGENT, C. R. hebd. SBances Acad. Sci. 244, 

15) T. A. BENNET-CLARK, M. S. TAMEIAH und N. P. KEFFORD, Nature [London] 169, 452 

J. Amer. chem. SOC. 77,4335 [19551. 

2989 [1957]. 

119521. 
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QUARTKRE ANNYDRONIUM-BASEN 

t--------f 

I 

T E R T I ~ R E  INDOL-BASEN 

11. Tetrahydroserpentin-Typ 
a : R = R = H  d: R = O C H 3 ; R = H  
b: R = R = H e: R = H; R’ = OCH3 
c:  R = OCH3; f: R = R = OCH3 

g: R = R’ = OCH3 R’= H 

OH 
111. Yohimbin;Isomere 

H 

CH 

OR) 
IV. Reserpin-Typ V. Sarpagin (Raupin) 

a: R = OCH3; R’ = CH3; R” = (CH30)3C6H2.CO- 
b: R = OCH3; R’ = CH3; R ’  = (CH30)3C6H2.CO- 

d: R = OCH3; R’ = CH3; R” = (CH30)3CsH2. CH: CH. CO - 
e: R = OCH3; R’ = CH3; R” = H 

C: R H; R’ = CH3; R ’  = (CH30)3C,jH2.CO- 

TERTIARE INDOLIN-BASEN 

V1. Anhydro-ajmalin-Typ 
a : R = H  
b : R = (CH30)3C6H2. CO - 

VII. Ajmalin-Typ 
a :  R = H; R = OH 

c: R = OCH3; R’H = Carbonyl 
b: R = H; R‘ = OH 
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Reserpinchromatogramme, beim Aufbewahren von in Chloroform oder in Sauren geltistem 
Reserpin 8,16,17) und bei der Behandlung mit Oxydationsmitteln. Die durch Oxydation rnit 
Natriumnitrit auftretende starke Grunfluoreszenz, die auch zur quantitativen Bestimmung des 
Reserpins herangezogen wird 18,19), beruht, wie wir papierchromatographisch feststellen konn- 
ten, auf dem Entstehen des gleichen Oxydationsproduktes, das auch - neben anderen Reak- 
tionsprodukten - aus Reserpin bei Saure- und Lichteinwirkung und beim Erhitzen in Form- 
amid entsteht. Ein analoges Verhalten ist bei gleichen Versuchsbedingungen auch beim 
Rescinnamin zu beobachten. Die RF -Werte des Reserpin-Oxydationsproduktes ( m i )  sind 
ebenfalls in Tab. 1 verzeichnet. 

Der einzige Fall, fur den eine Fluoreszenzintensivierung notwendig erscheint, liegt 
vor, wenn man in einer Droge uber die Anwesenheit von Deserpidin im Zweifel ist. 
Deserpidin hat unter den normalen Trocknungsbedingungen der Chromatogramme 
eine schwach braunlich graue Fluoreszenz. Nach Bespriihen ni t  Trichloressigsaure/ 
Chloramin-Reagenz und Erhitzen auf loo" fluoresziert Deserpidin leuchtend graugriin. 
Die Fluoreszenz geht nach einigen Minuten in ein helles Blau uber. Einen aMchen 
und meist ausreichenden Effekt erreicht man aber auch schon durch 10 Min. langes 
Erhitzen des Chromatogrames auf 140". 

Die Nuchweisbarkeitsgrenzen beim Bestrahlen mit langwelligem W-Licht liegen 
fur alle Rauwolfia-Alkaloide giinstig. Sie sind noch in Konzentrationen von weniger 
als 1 pg/Fleck sichtbar. Im einzelnen wurden folgende Werte ermittelt : 
0.02 pg : Serpentin, Alstonin, Serpentinsaure, Alstoninsaure, RZ1. 
0.05 pg : Reserpin, Rescinnamin, Reserpinin, Isoreserpin, Reserpsaure-methylester, 

Reserpsaure, Serpentinin. 
0.1 pg: die Yohimbin-Isomeren, die meisten graugriin und gelbbraun fluoreszieren- 

den Alkaloide des Tetrahydroserpentiyps. 
0.5 p.g: Deserpidin (nach starkerem Erhitzen oder Bespruhen mit Trichloressigsaure/ 

Chloramin-Losung: 0.05 pg). 
Die Erfassungsgrenze der tertiaren Indolin-Basen mit Perchlorsaure/Eisen(III)- 

chlorid-Reagenz liegt bei 2 bis 3 pg und die des Sarpagins mit konz. Salpetersaure bei 
3 bis 5pg. 

Die zusatzliche Anwendung von Farbreagenzien erubrigt sich im allgemeinen, da die starken 
und charakteristischen Fluoreszenzen eine einfache und sichere ldentifizierung erlauben. Au- 
Berdem sind nur wenige Reagenzien bekannt, die rnit allen oder wenigstens den wichtigsten 
Rauwolfia-Alkaloiden brauchbare Farbungen geben. Hierzu gehoren das fur Phenole und 
andere reduzierende Stoffe benutzte Kalium-hexacyanoferrat(II1) / Eisen(II1)-chlorid-Re- 
agenzzo), das rnit vielen Rauwollia-Alkaloiden eine zwar empfindliche, aber unspezifische Blau- 
farbung bildet, ferner das bei der Papierchromatographie von Curare-Alkaloiden21 ) verwen- 
dete Zimtaldehyd/Chlorwasserstoff-Reagenz, das rotviolette und braunliche Farben hervor- 
bringt. 

16) L. DORFMAN, A. FURLENMEIER, C. F. HUEBNER, R. LUCAS, H. B. MACPHILLAMY, J. M. 
MUELLER, E. SCHLITTLER, R. SCHWYZER und A. F. ST. ANDRI?, Helv. chim. Acta 37, 59 [1954]. 

17) E.B.DECHENE, J. Amer. pharmac. Assoc., sci. Edit. 44, 657 [1955]. 
18) C. R. SZALKOWSKI und W. J. MADER, J. Amer. pharmac. Assoc., sci. Edit. 45, 613 [1956]. 
19) D. BANES, J. WOLFF, H. 0. FALLSCHEER und J. CAROL, J. Amer. pharmac. Assoc., sci. 

20) G. M. BARTON, R. S. EVANS und J. A. F. GARDNER, Nature [London] 170, 249 [1952]. 
21) TH. WIELAND und H. MERZ, Chem. Ber. 85, 731 [1952]. 

Edit. 45, 708, 710 [1956]. 
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Zur Aufklamng und Identifizierung von Komponenten so komplizierter Gemische, 
wie sie die Extrakte von Rauwolfia-Drogen darstellen, ist es haufig erwunscht, be- 
stimmte Bereiche eines Standardchromatogramms weiter auseinanderzuziehen. Be- 
trachtet man Gemisch A ak ein solches Standardlosungsmittel, dann kann man die 
damit entwickelten Chromatogramme in drei Schwerpunktzonen von Alkaloiden ein- 
teilen: 

Bereich a umfal3t alle Substanzen in Startnahe mit RF 0 bis 0.05. 

Bereich b, der alle Yohimbin-Isomeren und noch eine mehr oder weniger grol3e An- 
zahl von bekannten und unbekannten Alkaloiden umfaot, liegt zwischen 
RF 0.05 und 0.55. 

Bereich c enthalt alle ubrigen Alkaloide - bekannte und unbekannte -, die oberhalb 
des Reserpins rnit RF 0.55 bis 1 liegen. 

Der c-Bereich kann nun rnit Gemisch B auf RF-Werte zwischen 0.3 und 1 verteilt 
werden, wobei groI3ere Abstande zwischen den einzelnen Alkaloidflecken erreicht 
werden. Besonders giinstig verlauft die Trennung der funf am starksten lipophilen 
Alkaloide, wenn man das Papier statt mit Formamid allein mit einer Mischung von 
Formamid und Dimethylformamid behandelt (F-DMF-Impragnierung) und mit Ge- 
misch B entwickelt. Man erhalt dam folgende Rp-Werte: Tetrahydroalstonin 0.68, 
Aricin 0.57, Reserpinin 0.51, Ajmalicin 0.43, Isoreserpin 0.30. 

Der b-Bereich, der in allen Rauwolfia-Arten die groBte Anzahl von Alkaloiden ent- 
halt, wird rnit Gemisch D und besonders weit mit Gemisch E auseinandergezogen. 
Diese Trennung ist besonders wichtig, weil in diesem Bereich in vielen Rauwolfia- 
Arten noch bis jetzt nicht isolierte Alkaloide vorhanden sind. Die wichtigsten Alkaloide 
des a-Bereiches, Serpentin, Alstonin, Serpentinin und Sarpagin, wandern ebenfalls in 
den FlieBmitteln D und E. 

Bereich a enthalt aber noch Komponenten, die in Papierchromatogrammen aller 
5 Gernische A bis E auf dem Startpunkt zuruckbleiben. Diese konnen mit Losungs- 
mittelgemischen auf Wasserbasis zum Wandern gebracht werden. Wir verwenden 
hierfur vor allem das System Methylathylketon/Methylglykol/Wasser (30: 2: 7) (Ge- 
misch F). Schneidet man z.B. aus rnit Gemisch A entwickelten Chromatogrammen 
eines Extraktes aus RauwolJa serpentina die Startflecken aus, eluiert und chromato- 
graphiert nun das eingeengte Eluat mit Gemisch F, so erhslt man ein Chromatogramm, 
auf dem auBer Serpentin noch 4 blau und 3 griin fluoreszierende Flecken zu sehen sind 
(Bereich al). Das gleiche Ergebnis erhalt man auch beim direkten Chromatographieren 
eines Extraktes aus R. sevpentina rnit Gemisch F. Eine dieser Substanzen ist Serpentin- 
saure. Die anderen sind noch nicht bekannt. Es ist nicht sicher, ob es sich bei allen um 
Alkaloide handelt. Da sich jedoch die mit Gemisch F entwickelten Chromatogramme 
aller von uns untersuchten Rauwolfia-Arten unterscheiden, empfiehlt es sich, auch 
diesen al-Bereich, zusammen rnit den Standardchromatogrammen A bis E, zum Ver- 
gleich von Rauwolfia-Drogen heranzuziehen. Ein letztes Problem bedeutet die Tren- 
nung von Serpentin und Alstonin, die mit keinem der hier genannten Losungsmittel 
gelingt. Zwar kommen die beiden Alkaloide nach unseren Beobachtungen in der glei- 
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chen Rauwolfia-Art nicht zusammen vor, doch ist es zur Beurteilung verschiedener 
Arten zuweilen vorteilhaft, wenn man sie unterscheiden kann. 

Das Losungsmittelgemisch, in dem Alstonin und Serpentin ausreichend verschie- 
dene RF-Werte besitzen, ist Isopropylalkohol/O.5 n N a O H  (4: 1) (Gemisch G). Zur 
sicheren Identifizierung la& man auf dem mit Gemisch G zu entwickehden Chroma- 
togramm als Testsubstanz Serpentin oder einen Extrakt aus R. serpentina oder R. 
canescens mitlaufen. 

Tab. 2. RF-Werte der am besten wasserloslichen Rauwolfia-Alkaloide 

RF. 100 Fluoreszenz 
in Gemisch F in Gemisch G 366my Alkaloid 

Alstonin 85-F 74 blau 
Serpentin 75 -95 63 blau 
Alstoninsaure 45 39 blau 
Serpentinsaure 32 31 blau 
Reserpsaure 23 47 griin 

Gemisch F: Methylathylketon/Methylglykol/Wasser (30: 2: 7) 
Gemisch G:  Isopropylalkohol/O.5 n NH40H (4: 1) 

In den meisten der von uns untersuchten Rauwolfia-Arten findet sich eine der beiden 
Anhydronium-Basen als ein Hauptalkaloid vor. Ausnahmen sind R. inebrians, R. 
cambodiana, R. mannii, R. confertiJlora und R. macrophylla. Sie enthalten weder Ser- 
pentin, noch Alstonin. 

Die papierchromatographische Trennung ermoglicht eine quantitative Bestimmung 
einzelner Alkaloide direkt im Drogenextrakt. So messen wir die therapeutisch wich- 
tigen Alkaloide Reserpin und Rescinnamin spektrophotometrisch in den Elutions- 
losungen der getrennt oder zusammen ausgeschnittenen Flecken aus mit Gemisch C 
bzw. B entwickelten Chromatogrammen. 

Serpentin und Ajmalin werden auf gleiche Weise in den Fleckausschnitten der mit 
den Gemischen E und D hergestellten Chromatogramme gemessen. 

BESCHRELBUNG D E R  V E R S U C H E  

Apparatur und Losungsmittel: Als ChromatographiergefaBe werden Glaszylinder mit ver- 
stellbarer Aufhangevorrichtung nach H. HELLMANN~~)  (35 cm hoch, 13 cm Durchmesser) ver- 
wendet, worin zwei Chromatogramme, die zusammen 8 bis 10 Substanzen oder Extrakte auf- 
nehmen konnen, gleichzeitig entwickelt werden. Hat man viele Substanzen zu chromatogra- 
phieren, so ist es empfehlenswert, entsprechend mehr Glaszylinder einzusetzen. Man kann 
zwar auch groBere Entwicklungskammern, z.B. Aquarien von 33cm Lange, 26cm Tiefe und 
30cm Hohe, verwenden, mu13 dann aber mit groBeren Schwankungen der RF-Werte rechnen. 

Die Losungsmittelsysteme werden durch Mischen der Komponenten im jeweils erforder- 
lichen Verhaltnis hergestellt. Den Gemischen A bis E wird die gerade zur Slttigung notwen- 
dige Menge Formamid zugesetzt. 

22) Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 288,95 [1951]. 
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Vorbereiten der Chromatogramme: Die Papierstreifen werden in eine dicht verschlieobare 
Wanne aus nichtrostendem Stahl ehgelegt, in der sich fur die Formamidimpragnierung eine Lo- 
sung von 20 % Formamid in Aceton, fur die F-DMF-Imprlgnierung die Losung Formamid/Di- 
methylformamid/Aceton (20: 15 : 65) befindet. Sie sollen von der Fliissigkeit vollstandig bedeckt 
sein. Nach genau 2 Min. werden die Streifen herausgenommen, zwischen Filtrierpapier schnell 
abgepreDt und kurze Zeit an der Luft aufgehangt. Diese Arbeitsweise muD genaueingehalten wer- 
den, weil die Reproduzierbarkeit der RF-Werte u. a. vom Grad der Formamidsattigung abhangig 
ist. Die Wanderung der Alkaloide wird auBerdem merklich vom Wassergehalt der Chromato- 
gramme beeinfluRt. Dies macht sich besonders an Tagen mit sehr hohem Luftfeuchtigkeits- 
gehalt bemerkbar, da sich dann beim Abdunsten des Acetons groRere Mengen Wasser aufdem 
Papier niederschlagen. Die dadurch auftretenden Storungen lassen sich jedoch beseitigen, 
wenn man die impragnierten Streifen nach dem Verdampfen des Acetons und vor dem Auf- 
tragen der Substanzlosungen kurze Zeit in einen Trockenschrank von 80 - 100" hangt. Die 
Zeitdauer dieses ,,Entwasserungsvorganges" muD sich nach der Hohe des Luftfeuchtigkeits- 
gehaltes richten. Sie liegt im allgemeinen zwischen 30 und 60 Sek. Zu beachten ist dabei, daR 
kein Formamid verdampft. Man offnet daher wahrend dieser Zeit den Trockenschrank zwei- 
ma1 und beobachtet, ob sich Formamiddampf bildet. Wir schalten diese Vortrocknung grund- 
satzlich - auch bei ,,trockener Atmosphare" - ein, weil erfahrungsgemafi unter diesen Be- 
dingungen die scharfsten Trennungen zu erreichen sind. Wahrscheinlich bewirkt das Erhitzen 
des formaniidfeuchten Papieres eine leichte Nachquellung der Cellulosefasern, ein tieferes 
Eindringen des Formamids in die Faserhohlraume und vielleicht die Ausbildung eines Cellu- 
lose-Formamid-Komplexes ahnlich dem Cellulose-Wasser-Komplex, wie er bei der Papier- 
chromatographie auf Wasserbasis angenommen wird. F-DMF-Chromatogramme werden 
nicht vorgetrocknet. 

Die vorgetrockneten Chromatogramme sollen dann ohne groDere Verzogerung mit den 
Substanzen beschickt und entwickelt werden. 

Chromatographie: Alkaloidgemische, Drogenauszuge und Reinsubstanzen werden in 
Methanol, Chloroform oder Methanol/Chloroform (1 : 1) gelost und je nach Konzentration 
der Losungen mit einer Mikropipette in Anteilen von 2 bis 10 pl auf die vorgezeichneten Start- 
punkte aufgetragen. Reinalkaloide geben die giinstigsten FleckengroDen im Bereich zwischen 
ihren Erfassungsgrenzen (vgl. S. 283) und etwa 20pg. Von Drogenextrakten setzt man 100 
bis 300pg auf. Die aufzutragende Menge wird sich im allgemeinen nach dem Alkaloidge- 
halt der Droge richten. Darauf werden die Chromatogramme in die Glaszylinder gehangt, 
deren plangeschlsene Deckel rnit Siliconfett abgedichtet werden. Chromatographiert wird 
ohne langere Gleichgewichtseinstellung bei einer Temperatur von 22 f 2". Niedrigere Tempe- 
raturen bewirken Verlangsamung des FlieDmittellaufes ohne bedeutende Beeintrachtigung der 
RF-Werte, wahrend hohere Temperaturen zu weitgehend veranderten RE-Werten fiihren. Die 
in den Glaszylindern den Boden etwa 1 cm hoch bedeckenden Lijsungsmittelgemische sollen 
moglichst nach zwei- bis dreimaliger Verwendung erneuert werden. Die Ammoniak-Atmo- 
sphare fur die Gemische D bis E wird durch Einstellen eines rnit lOccm konz. Ammoniak ge- 
fiillten Praparateglases von 2cm Offnungsdurchmesser gebildet. Die entwickelnden Chro- 
matogramme sollen das AmmoniakgefaD nicht beriihren. Wenn das Losungsmittel den oberen 
Papierrand erreicht hat, was je nach Art des Losungsmittels und der GroDe der Streifen 3 bis 
5 Stdn. dauert, werden die Chromatogramme herausgenommen und im Trockenschrank mit 
Umluft bei etwa 120" vom Losungsmittel und dem groDten Teil des Formamids befreit. Die 
starksten Fluoreszenzen und die in Tab. 1 verzeichneten Fluoreszenzfarben erhalt man, wenn 
die Chromatogramme nicht vollstandig trocken sind. Die Trocknungszeit ist von der Tempe- 
ratur des Trockenschrankes, der Beluftung und der Anzahl der Chromatogramme abhangig. 
Sie wird meist bei 3 bis 5 Min. liegen. Sollen Chromatogramme mit konz. Salpetersaure oder 
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mit Perchlorsaure/Eisen(III)-chlorid-Reagenz behandelt werden, so miissen sie vorher voll- 
standig getrocknet werden. Man trocknet dann entweder nach der Markierung der Fluores- 
zenzflecken im UV-Licht noch einmal nach oder fertigt besser von vornherein gleich mehrere 
Chromatogramme an, weil durch das Bespriihen mit den Reagenzien die Fluoreszenzen ge- 
start werden. 

Nach weis der Alkaloide 
Fluoreszenz: Die Chromatogramme werden nacheinander rnit der Quarz-Analysenlampe 

(366mp) und mit einer UV-Lampe *), die die Quecksilberlinie von 254mp aussendet, bestrahlt. 
Die meisten Alkaloide fluoreszieren rnit charakteristischen Farben. Die Fluoreszenzflecken 
konnen markiert werden. Sie sind jedoch jahrelang haltbar, ohne sich wesentlich zu verandern. 
(Einzelheiten siehe Tab. 1 und Text S. 279 -283). Zur Intensivierung mancher Fluoreszenzen, 
besonders der des Deserpidins, wird rnit einem Gemisch aus 15 Teilen 25-proz. Trichloressig- 
sure in khan01 und 1 Teil3-proz. wa13r. Chloraminlosung bespriiht und 1 Min. auf 100" er- 
hitzt. 

Farbreaktionen 
1. Perchlorsiiure/Eisen(III)-chlorid- Reagenz: Die gut getrockneten Chromatogramme wer- 

den rnit einem Gemisch aus lOOccm 5-proz. HC104-Losung und 2ccm 0.05m FeC13-Losung 
bespriiht. Diese Reagenzlosung ist langere Zeit stabil. Die roten und violetten Farbungen der 
tert. Indolin-Basen erscheinen sofort, verblassen aber - je nach Konzentration der Alkaloide/ 
Fleck - nach einigen Min. bis einigen Stdn. 

2. ZimtaldehydlChlorwasserstoff-Reagenz: Nach Bespriihen der Chromatogramme rnit 
einer I-proz. methanol. Zimtaldehydlosung und Einhangen in ein rnit Chlorwasserstoff ge- 
fiilltes GefaB bilden sich folgende Fiirbungen aus: 
Violett : Ajmalin, Iso-ajmalin, Rauvomitin. 
Blauviolett, Umschlag nach Blaugrau: Reserpin, Reserpinin, Rescinnamin, Reserpsaure, 

Blauviolett, Umschlag nach Braunoliv: Vomalidin. 
Hellbraun: Reserpilin, Isoreserpilin, Sarpagin. 
Olivgriin: Y ohimbin-Isomere, Ajmalicin. 
Grauoliv: Isorauhimbin, Seredin. 

Reserpsaure-meth ylester. 

*) Spezial- Analysenlampe PL 320 der Quarzlampen-Gesellschaft, Hanau. 




