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PAPIERCHROMATOGRAPHISCHE TRENNUNG
VON FUROCUMARINEN

THORSTEN BEYRICH
Pharmazeutisches Institut dev Evnsi-Movitz-Avadi-Universitét”, Greifswald (Deutschiland)

(Eingegangen den 1. Mai 1963)

In der Pflanzenwelt weit verbreitet ist die Stoffklasse der Cumarine!. Neben dem
einfachen Cumarin und seinen Derivaten finden sich besonders in der Familie der
Umbelliferen und Rutaceen zahlreiche Verbindungen, die sich vom Furocumarin
ableiten. Meistens kommen mehrere Verbindungen dieses Typs nebeneinander vor.
Daher bereitet die Isolierung reiner Stoffe oft erhebliche Schwierigkeiten. Es wire
daher besonders vorteilhaft, durch eine geeignete Mikromethode die Reinheit und
Einheitlichkeit eines Stoffes feststellen zn kénnen. Als Methode der Wahl empfahl sich
uns auch hier die Papierchromatographie unter der Voraussetzung, dass ein Losungs-
mittel zur Anwendung kommt, welches eine hinreichende Trennung dieser Substanzen
erlaubt.

Trotz des hiufigen Vorkommens dieser Stoffklasse im Pflanzenreich sind ver-
gleichsweise wenig Arbeiten in dieser Richtung erschienen. Die Untersuchungen
wurden im wesentlichen mit zwei Typen von L&sungsmitteln angestellt. Einerseits
verwendete man wissrig-alkoholische Systeme mit oder ohne Zusatz von Siure oder
vereinzelt auch Basen, sowie Mischungen von Kohlenwasserstoffen und Alkohol als
Fliessmittel, indem Wasser als stationire Phase diente. Andererseits wurden die
Papiere mit wissrigen Glykollésungen imprigniert und Petrolither als mobile Phase
benutzt. Eine Ubersicht {iber die brauchbarsten Systeme verschiedener Autoren ist
in Tabelle I gegeben.

In einphasigen Systemen treten dabei oft Schwanzbildungen auf; die Trennung
mehrerer Cumarine ist nach den angegebenen Rp-Werten nur in einigen Fillen
moglich. Im allgemeinen liegen die Rp-Werte recht hoch, weil die Furocumarine in
Wasser nahezu unléslich sind. Es wurden daher wiederholt auch Versuche unter-
nommen, von zweiphasigen Systemen die wissrige Phase zum Chromatographieren
zu verwenden (SwAIN®, JASTRzZEBSKI!), wobei mittlere Rp-Werte zu erreichen sind.
Aber auch in extrem hydrophoben Lésungsmitteln ist ihre Léslichkeit nur gering, so
dass die Substanzen nur wenig mit ihnen wandern. Verheissungsvoller erscheinen die
Ergebnisse, die bei ‘“‘reversed-phase-Papierchromatographie’”’ unter Verwendung von
acetyliertem Papier erzielt wurden (Tabelle I, Zit. 4).

Wie aus der Tabelle hervorgeht, ist eine vergleichende papierchromatographische
Untersuchung der Furocumarine bisher nur von RIEDL UND NEUGEBAUEK? sowie von
Grujic-Vasict durchgefithrt worden, ohne dabei jedoch eine befriedigende Trennung
der Mehrzahl der Furocumarine erreichen zu konnen. Die eigenen Versuche sollten
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klaren, inwieweit die Verwendung von Formamid bzw. Dimethylformamid als
stationédrer Phase eine Trennung der Furocumarine erméglicht und inwieweit sich
Beziechungen innerhalb dieser Stoffklasse zwischen Struktur und Verteilungsverhalten
ableiten lassen.

Aus den Ergebnissen der eigenen Versuche (Tabelle IT) ist ersichtlich, dass sich
die Furocumarine im System I Formamid und im System I Dimethylformamid und
Heptan-Benzol gut trennen lassen.

Fiir die Chromatographie mit Formamid bew#dhrte sich eine Mischung von
Heptan-Benzol (8:2), widhrend bei Verwendung von Dimethylformamid zur Im-
priagnierung ecine Erh6hung des Benzolanteils im Laufmittel von Vorteil war. Beson-
ders hervorzuheben fiir dieses System ist dabei, dass auch Bergapten, das sonst
leicht zu Schwanzbildung neigt, wohlausgebildete Flecke liefert. Durch Variation der
Trockenzeit nach der Impriagnierung kann man den Grad der Polarisierung der statio-
niren Phase verdndern und dadurch eine allgemeine Erhthung oder Erniedrigung der
Rp-Werte erreichen.,

~ Die beiden Grundkérper der Furocumarine sind das 2’,3"; 7,6-Furocumarin
(Psoralen) und das 2°,3"; 7,8-Furocumarin (Angelicin). Diese zeigen in dem von uns
benutzten System ein deutlich unterschiedliches Verhalten (R Psoralen in System I:
0.17, in IT: 0.29; Ry Angelicin in I: 0.29, in II: 0.39). Die Eigenschaften der Grund-
korper offenbaren sich gleichfalls” in ihren Derivaten: Verbindungen mit linear
ankondensiertem FFuranring (Psoralentyp) haben durchgehend einen niedrigeren Rp-
Wert als die isomeren Verbindungen mit angular ankondensiertem Furanring (Ange-
licintyp), wie die Beispiele Isopimpinellin << Pimpinellin sowie Bergapten << Isoberg-
apten erkennen lassen. Diese Regel gilt auch fiir das Isomerenpaar Xanthotoxin-
Sphondin, obgleich es hier weniger augenfillig ist.

Eine Verlingerung der Seitenkette verschiebt die Ldslichkeit zugunsten der
organischen Phase, wie es generell fiir die Verteilung der Glieder homologer Reihen
erkannt wurde (Beispiel: Xanthotoxin—-Imperatorin).

Die Entmethylierung und damit das Auftreten einer freien phenolischen Hydroxyl-
gruppe erhght die Loslichkeit in der polaren Phase so stark, dass die Verbindung am
Start verbleibt (Beispiel: Xanthotoxol).

Wihrend die einfachen Methyl- und Dimethylidther in beiden Systemen ein
gleiches Verhalten zeigen, macht der Isopentenylither Imperatorin eine Ausnahme.
Infolge seiner besseren Loslichkeit in Dimethylformarnid wandert er in diesem Lésungs-
mittelsystem weniger weit als Isobergapten und Pimpinellin, wihrend er im System
mit Formamid iiber diesen beiden Verbindungen liegt. Zur Abtrennung des Impera-
torins von den iibrigen Furocumarinen ist daher das Formamidsystem wegen seiner
grossen Selektivitit besser geeignet.

Zum Nachweis der Furocumarine empfiehlt sich die Beobachtung ihrer Fluores-
zenz im U.V.-Licht, die nach Behandlung mit Alkali sich teilweise verdndert oder
besonders leuchtend hervortritt (Tabelle 1I). Bemerkenswert ist dabei, dass die Grund-
koérper Psoralen und Angelicin primir nur eine ganz schwache oder gar keine Fluo-
reszenz—wie auch Cumarin selbst—zeigen, sondern erst nach Behandlung mit Alkali
unter allméhlicher Aufspaltung des Lactonringes im U.V.-Licht sichtbar werden. Der
Nachweis der Furocumarine unter der Quarzlampe ist die empfindlichste aller
Methoden. Zur weiteren Differenzierung der einzelnen Verbindungen kann Diazo-
reagens herangezogen werden. Damit geben alle Furocumarine charakteristische
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Féarbungen, deren deutliche Nuancierung jedoch nur bei grésseren Mengen wahr-
zunehmen ist. Wie die vergleichende Betrachtung der Farbung zeigt, treten mit den
Derivaten des Psoralens im allgemeinen violettrote, kriftige Farben auf, wihrend die
Abkémmlinge des Angelicins nur zarte Ténungen liefern.

Neben diesen bekannten Nachweisverfahren erprobten wir das Reagens nach
EMERsoN?3, das allgemein zum Nachweis von Phenolen dient. Dabei konnten wir die
Feststellung machen, dass dieses Reagens nur mit Furocumarinen vom Angelicintyp
reagiert, und zwar unter Bildung einer deutlichen und empfindlichen Rot- bis Rot-
violettfarbung. Diese generelle Beobachtung lisst den Schluss zu, dass der Eintritt
dieser Reaktion an ein nicht furanringgebundenes C-Atom C,4 (p-Stellung zur pheno-
lischen Hydroxylgruppe) gekniipft ist. Dabei ist die Substitution durch eine Methoxyl-
gruppe an dieser Stelle ohne Einfluss (Sphondin).

Eine Sonderstellung unter den untersuchten Furocumarinen nimmt das Xantho-
toxol ein, das einzige Phenol dieser Reihe. So wie sein Verteilungsverhalten deutlich
von dem anderer Verbindungen absticht, so ist auch die Reaktion mit Emerson-
Reagens anders als bei den Athern: mit dem Xanthotoxol tritt eine Blaufirbung auf.
Die Untersuchungen zur Klirung dieser Reaktion werden fortgesctzt.

EXPERIMENTELLER TEIL

Auf Chromatographiepapier Schleicher & Schiill z043b, 30 X 30 cm, werden etwa
10 ul einer 0.1 %igen Losung der Substanzen in Aceton aufgetragen. Anschliessend
werden die Bogen bis etwa 1 cm oberhalb der Startlinie durch das Imprignierbad
gezogen (System I: Formamid-Athanol (40:60), System II: Dimethylformamid-
Athanol (40:60) Gew./Gew.). Der Bogen wird zwischen TFiltrierpapier trockengepresst
und die nichtimprédgnierte Zone mit der Formamid- bzw. Dimethylformamidlésung
bespriiht. Man lédsst die Bogen 15 Min. an der Luft hiingen, heftet zu einem Zylinder
und entwickelt ohne vorherige Sidttigung mit Heptan-Benzol (System I (8:2),
System II (7:3) Vol./Vol.).

Zur Identifizierung der einzelnen Cumarine dienen folgende Verfahren:

(a) Betrachtung im U.V.-Licht.

(b) Besprithen mit 0.5 IV alkoholischer Kalilauge und Betrachtung im U.V.-Licht.

(c) Besprithen mit 0.5 IV alkoholischer Kalilauge, 5 Min. langes Erwirmen auf
80° und anschliessendes Besprithen mit Diazoreagens. Lésung I: 1.0 g Natriumnitrit
werden in 250 ml Wasser gel6st; Losung IT: 1.6 g Natriumsulfanilat werden in 240 ml
Wasser gelést und 10 ml conc. Salzsdure zugegeben. Die Lésungen werden im Kiihl-
schrank aufbewahrt und vor Gebrauch gleiche Teile von I und II gemischt.

(d) Besprithen mit o.5 IV alkoholischer Kalilauge, Trocknen wie unter (¢) und
aufeinander folgendes Besprithen mit Lésungen I und II. Losung I: 1.0 g Amino-
antipyrin wird in roo ml Wasser gelost; Losung IT: 1.0 g Kaliumhexacyanoferrat (I11)
wird in 100 ml Wasser gelost.

ZUSAMMENTFASSUNG
Es wurde das Verhalten der wichtigsten Furocumarine vom Psoralen- und Angelicin-
typ bei der Papierchromatographie unter Verwendung des Systems Formamid bzw.

Dimethylformamid und Heptan-Benzol als Laufmittel studiert. Dic Beziehungen
zwischen Struktur und chromatographischem Verhalten werden diskutiert. Zum
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Nachweis der Verbindungen wird neben der Beobachtung der Fluoreszenz die Diazo-
reaktion herangezogen. Um festzustellen, welchem Grundkérper eine fragliche Ver-
bindung zuzuordnen ist, wird die Reaktion nach EMERsON vorgeschlagen, die nur bei
Derivaten des Angelicintyps positiv ausfillt. Nach dem angegebenen Verfahren lassen
sich alle untersuchten isomeren Furocumarine durch ihr Verteilungsverhalten und
ihre spezifischen Farbreaktionen eindeutig identifizieren.

SUMMARY

The behaviour was studied of the most important furocoumarins of the psoralene and
angelicin types on paper chromatography, using the system formamide or dimethyl-
formamide and heptane-benzol as solvent. The relationships between structure and
chromatographic behaviour are discussed. The compounds were detected by their
fluorescence and by means of the diazo reaction. In order to determine to which group
an unknown compound belongs, the reaction of EMERsSON is recommended, which
reaction is only positive in the case of compounds belonging to the angelicin class.
With the method described it was possible to identify all the isomeric furocoumarins
investigated, by their chromatographic behaviour and their specific colour reactions.
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