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168. aber den Nachweis und die Bestimmung von Indolverbindungen 
auf Papier und in Losung 

2. Mitteilung uber quantitative, spektrophotometrische Bestimmungsmethoden 

von H. G. Leemann und H. Weller 
(4. VI. 60) 

Das haufige Vorkommen der Indolverbindungen in der Pflanzenwelt und die 
Erkenntnis, dass zahlreiche Indolverbindungen im Organismus der Lebewesen eine 
bedeutende Rolle spielen, haben dam gefuhrt, dass im Laufe der Zeit eine ganze 
Reihe von Nachweismethoden ausgearbeitet und veroffentlicht worden sind z ) ,  die, 
sei es mittels der Papierchromatographie oder als Farbreaktion in Losung, die quali- 
tative und quantitative Bestimmung von Indolderivaten ermoglichen. 

Bei Verwendung des papierchromatographischen Nachweises durfte wohl die 
Methode nach VAN URK3) fur Routinemessungen die am haufigsten verwendete sein, 
wahrend zum Nachweis von Indolverbindungen in Losung sehr haufig die Farb- 
reaktion nach KELLER~) zur Anwendung gelangt. 

Beiden Methoden haftet ein gewisser Nachteil an, indem ihre Empfindlichkeit 
gegenuber Unterschieden im strukturellen Aufbau der Indolverbindungen bescheiden 
ist, so dass sehr oft Farbkomplexe erhalten werden, deren grijsste Lichtabsorption im 
Rlaugebiet liegt. 

Bei sehr zahlreich durchzufuhrenden quantitativen Analysen von Papierchromato- 
grammen wirkt sich die Farbreaktion nach der Methode von VAN URK besonders 
deshalb unangenehm aus, weil zur Entwicklung des Farbkomplexes, den die Indol- 
verbindungen mit p-Dimethyl-aminobenzaldehyd eingehen, Salzsauregas verwendet 
wird, das nach sehr kurzer Zeit zu schwerwiegenden Korrosionsschaden an den zur 
.4uswertung der Papierchromatogramme verwendeten Densitometern fuhrt. 

Es war besonders dieser Nachteil, der uns veranlasste, nach einer qualitativen und 
quantitativen Analysenmethode fur Indolkorper zu suchen, bei der keine fluchtige 
Saure verwendet werden muss. Gleichzeitig wurde angestrebt, ein Reagens zu finden, 
das sowohl auf Papier als auch in Losung auf Strukturunterschiede moglichst dif- 
ferenziert anspricht und das damit ermoglicht, weitere Anhaltspunkte uber den 
strukturellen Aufbau der untersuchten Indolverbindung zu erhalten. 

Die Verwendung von p-Toluolsulfosaure als Farbbildner, wie sie PATCH z,  zur 
Bestimmung von Tryptophan und von Tryptophan enthaltenden Seren benutzt hat, 

1. Mitteilung: L. MATIIIES & H. G. LEEMANN, 2. anal. Chem. 772, 430 (1960). 
2, B. STOWE & K. V. THIMANN, Arch. Biochem. 51,499 (1954); P. FORMIJNE & N. J. POULIE, 

Proc., Kon. nederl. Akad. Wetensch. 57 C, 57 (1954) ; A. J. VILTOS, W. MENDT & R. REIMLER, 
Contrib. Boyce Thompson Inst. 78, 283 (1956) ; C. T. PATCH, Arch. Biochem. 87, 275 (1959) : 
A. CARCASONA, J.  CERVOS-NAVARRO & F. UNTERHARNSCHEIDT, Klin. Wschr. 37, 253,761 (1959) ; 
T. VITALI & A. M. COSTA FINZI, Ric. Sci. 29, 311 (1959); H. P. RIEDER & hl. HOEHMER, Hell-. 42,  
1793 (1959); 43, 638 (1960). 

3, H. W. VAN URK, Pharmac. Weekbl. 66, 473 (1929). 
4, A. HOFMANN, Helv. 37, 317 (1954). 
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entspricht den gestellten Anforderungen weitgehend und zeichnet sich sowohl bei 
einer papierchromatographischen Auswertung wie auch bei einer solchen von Lo- 
sungen durch ihre Einfachheit in der Durchfuhrung aus. 

Es ist auffallend, dass in der Literatur, die sich mit Farbreaktionen befasst, recht 
selten genaue Angaben uber die spektrale Lage der Absorptionsmaxima von Farb- 
komplexen gemacht werden. Wohl finden sich zahlreiche Angaben uber den visuellen 
Farbeindruck einer Farbreaktion ; es durfte jedoch auch fur ein geubtes Auge schwie- 
rig sein, zwischen der Blaufarbung von Bufotenin und jener von O-Phosphoryl- 
bufotenin mit p-Toluolsulfosaure zu unterscheiden. Trotzdem sind die entsprechen- 
den Absorptionsmaxima um 36 mp, und somit spektrophotometrisch eindeutig 
definierbar, voneinander getrennt. 

Absorptionsspektren von Farbkomplexen m i t  p-Toluolsulfosaure in Eisessig 
I 

2 Tryptornm 
3 Tryptophan 

Fig. 1 Fig. 2 

A bsorptionsspektren von Farbkomplexen w i t  p-Toluolsulfosaure auf  Papier 
_--- _,_,.‘ --., 0 Psllocm 

\ 

--_ ‘x. 
2430.40 

Fig. 3 Fig. 4 

Auch aus diesem Grunde wurden zahlreiche Indolverbindungen auf ihr Verhalten 
mit p-Toluolsulfosaure hin untersucht und inTab. I und I1 die Lage der Absorptions- 
maxima auf Papier einerseits und andererseits in Losung sofort nach Beendigung der 
Farbstoffentwicklung und nach zweitagigem Stehen zusammengefasst. 

Obwohl aus diesen Tabellen keine augenfalligen Gesetzmassigkeiten uber den 
Zusammenhang zwischen chemischer Struktur und Wellenlange der Farbkomplexes 
hergeleitet werden kann, so kommt daraus doch die teilweise sehr grosse Differenzier- 
barkeit zwischen den einzelnen Indolverbindungen zum Ausdruck. 
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Die Figuren 1 und 2 zeigen die Absorptionskurven von Farbkomplexen biologisch 
interessanter Indolverbindungen in Losung und die Figuren 3 und 4 solche von Farb- 
komplexen der gleichen Verbindung auf Papier. 

Die Extinktionshohe der Maxima der Farbkomplexe in Losung ist einerseits ab- 
hangig von der Reaktionszeit und der Konzentration der Reaktionslosung und 
andererseits von der Reinheit der verwendeten p-Toluolsulfosaure. 

Bereits aus den Tab. I und I1 ist ersichtlich, dass die Farbreaktion nach zwei 
Tagen gegenuber jener nach einer Stunde (Standard-Bedingungen) merklich nach- 
gedunkelt hat. Die Farbintensivierung entspricht einer durchschnittlichen Zunahme 
der Extinktion von log E um 0,2 bis 0,3 Einheiten. 

Um Klarheit uber die Beziehung zwischen der Konzentration der Reaktions- 
losung und der Extinktionshohe zu erhalten, wurden die Extinktionswerte von drei 
Tndolverbindungen innerhalb eines weiten Konzentrationsbereiches unter Standard- 
Bedingungen gemessen und in Figur 5 graphisch zusammengestellt. 

A' 
/ 

1 
!l 1 6 B 10 12 1A 16 18 20 22 21 26 28&l 

Fig. 5. Zusamnzenhang zwischen Ext inkt ion und  Konzentration einager Farbkomplexe von Indol- 
verbindungen mi t  p -  Toluolsulfosazlre an Losung 

Aus dem Kurvenverlauf der drei Konzentrationsreihen ist ersichtlich, dass die 
Extinktionswerte bei Konzentrationen zwischen 2 und 30 pglml auf Geraden lie- 
gen. Somit kann dieser Konzentrationsbereich fiir eine quantitative Auswertung 
der Farbkomplexbildung zwischen Indolverbindungen und p-Toluolsulfosaure, und 
damit auch fur eine quantitative Bestimmung der Indolverbindungen verwendet 
werden. Dagegen verliert dasBEER'sche Gesetz beiKonzentrationen von c > 50 pg/ml 
seine Gultigkeit. 

Fur quantitative Bestimmungen sollten diese Extinktionswerte jedoch auch 
innerhalb der iiblichen spektrophotometrischen Fehlergrenze reproduzierbar sein. 
Zu diesem Zweck wurden von den drei Indolverbindungen Stammlosungen herge- 
stellt und die Extinktionshohen der unter Standard-Bedingungen hergestellten Farb- 
kornplexe serienmassig gemessen. Diese Werte werden in Tab. I11 wiedergegeben. 

Tabelle I11 zeigt, dass die Reproduzierbarkeit der Farbkomplexbildung mit einem 
Fehler von f 0,02 log E-Einheiten durchaus den Anspruchen, die an eine quantitative 
Analysenmethode gestellt werden durfen, entspricht. 

Fur samtliche Farbreaktionen wurde p-Toluolsulfosaure krist. purum der Firma FLUKA AG., 
Buchs/St. Gallen, verwendet, die einen Erweichungspunkt von ca. 65" aufweist (KOFLER-Block). 
Es hat sich im Laufe der Arbeit jedoch gezeigt, dass die Extinktionswerte des Farbkomplexes 
j e  nach Provenienz und Qualitat der p-Toluolsulfosaure stark variieren, so dass es gerade fur 
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nach 1 Stunde 
Substanz 1 cpg/ml 1 
-~ &m I 1ogE 

Serotonin 29,4 I 549 3,11 
29,4 549 3,09 
29,4 548 3,11 

Tryptophan 29,8 550 2,25 
29,8 550 2,27 
29,s 550 I 2.28 

Tabelle 111. Reproduzierbavkeit der Farbkomplexbildung 

Substanz i L  
Psilocybin 30.3 

30,3 
29.6 
29,6 

532 I 2,Ol 
532 I 1,99 
532 2.03 
532 1 2,02 

quantitative Bestimmungen als angezeigt erscheint, die Farbreaktion mit gereinigter, wasser- 
freier p-Toluolsulfosaure vom Smp. 106-107" durchzufuhren. Die auf diese Art erhaltenen Ex- 
tinktionswerte sind durchschnittlich um 0,s log E-Einheiten hoher als die hier veroffentlichten. 

E~perimentelles~). ~ 1) Papierchromatographie und Farbreaktion auf Papier. 2-10 pg Sub- 
stanz werden auf WHATMAN-Nr. 3-Papier aufgetragen und nach 8-stdg. Klimatisierung mit dem 
Losungsmittelgemisch Isopropanol - konz. hmmoniak - Wasser 8 : 1 : 1 aufsteigend chromato- 
graphiert. Nach Beendigung des Chromatogramms wird der Papierstreifen wahrend 30 Minuten 
bei 60" im Luftstrom getrocknet. 

l a )  Entwicklung des Farbkomplexes. Der getrocknete Papierstreifen wird durch eine 20-proz. 
Losung von p-Toluolsulfosaure in Methanol gezogen und anschliessend 10 Minuten im Trocken- 
schrank auf 60" erwarmt. Die beladenen Stellen erscheinen als kraftige Farbflecke, u-ahrend dic 
ubrige Papierflache bei genauer Einhaltung der Vorschrift farblos bleibt. 

1b) Spektrophotometrzsche Auswertung. Die Bestimmung der Wellenlangen grosster Absorption 
erfolgt durch Ausschneiden eines rechteckigen Papierstreifens, auf dem der Farbfleck derart 
liegt, dass dieser vor den Probenkanal des Spektrophotometers zu liegen kommt6). In  den Ver- 
gleichskanal wird ein unbeladener Papierstreifen des gleichen Chromatogramms gebracht. 

lc)  Densitometrische Auswertung. Die quantitative Auswertung der Farbflecke wird mit 
Hilfe des Spinco Analytrols der Firma BECKMAN mit automatischem Flachenintegrator und 
geeigneten Interferenzfiltern durchgefuhrt. 

2)  Farbreaktion in Losung. 2-100 pg/ml Substanz werden in 12-proz. p-Toluolsulfosaure in 
Eisessig gelost, worauf die Losung 1 Stunde im Olbad auf 70" erwarmt wird. Die spektrophoto- 
metrische Ausmessung erfolgt gegen eine 12-proz. 120sung von p-Toluolsulfosaure in Eisessig als 
Blindwert-Losung ( Standard-Bedingungcn) . 

Bei allen Farbreaktionen in Losung wurde Eisessig 99-100-proz. (1,055--1,058), pro analysi 
und fur Chromatographie, der Fa. E. MERCK, Darmstadt, verwendet. 

SUMMARY 

Paper chromatograms which have been treated according to the VAN URK colour 
reaction give rise to  corrosion in the densitometers. This can be avoided by the use 
of p-toluenesulphonic acid, which has proved a suitable, sensitive and fairly selective 
colour reagent for indole compounds. The colour reaction can also be employed for the 
quantitative estimation of indole compounds in solution. The way in which the colour 
reaction depends upon the reaction time, concentration of the indole compound and 
the degree of purity of the p-toluenesulphonic acid is discussed. 

Physikalisch-chemisches Laboratorium 
der pharmazeutischen Abteilung SAN DOZ, Base1 

5) Frl. KARIN M. JERNBERG danken wir auch an dieser Stelle fur ihre geschickte ex- 

6 )  Alle spektrophotometrischen Messungen wurden auf einem BECKMAN-Spektrophoto- 
perimentelle Arbeit. 

meter, Modell DU resp. DK-2, ausgefuhrt. 


