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Die Anwendung papierchromatographischer und -elektrophoretischer Methoden in der 
Auxinforschung ermijglichte die Isolierung und Identifizierung zahlreicher Indolver- 
bindungen in den Extrakten aus pflanzlichen Geweben. In der Literatur haufen sich 
aber die Angaben iiber die Instabilitat von Indolderivaten und besonders von nativeii 
Komplexen mit einer indolischen Komponentel. 

Die bis jetzt publizierten Ergebnisse zur Diinnschichtchromatographie (DC) 
beweisen die gute Eignung dieser Methode zur Trennung indolischer Verbindungena+. 
Verwendet werden jedoch vorwiegend saure oder alkalische Fliessmittel, obwohl such 
von der DC bekannt ist, dass z.B. Indol-3-essigsaure in sauren und Indol-3-acetonitril 
in alkalischen Fliessmitteln zersetzlich sinda. Hingewiesen sei such auf die bei DC 
mogliche Bildung von Indol-3-acetamid als Artefakt, wie es bei papierchromato- 
graphischer Trennung in ammoniakalischen Laufmitteln der Fall ist’. 

Diese Befunde liessen uns nach geeigneten neutralen Fliessmitteln mit guten 
Trenneigenschaften suchen. Es sollten Fliessmittel entwickelt werden, die 3~. eine 
Trennung saurer und nichtsaurer Indolderivate im gleichen Gemisch, 2. eine Trennung 
nichtsaurer Indolderivate und 3. eine Trennung saurer Indolderivate ermbglichcn. 

EXPERIMENTELLER TEIL 

Als Trggerplatten dienten g x 12 cm grosse Photoplatten, auf welche die Sorptions- 
schicht in einer Dicke von 250 pm mit einem Streichgerat* unter Velwendung von 
“Kieselgel G fiir Diinnschichtchromatographie”* * nach der Vorschrift von STAHL~ 
aufgebracht wurde. Die vorgetrockneten Platten wurden 30 Min. bei 1x0’ getrocknet 
und bis zur Verwendung in einem Exsikkator tiber Blaugel aufbewahrt. 

Die Entfemung der Startpunkte von der Unterkante der Platte betrug rg mm. 
Chromatographiert wurde aufsteigend in abgedunkelten Trennkammern mit 50 ml 
eines frisch bereiteten Fliessmittels bei Kammersattigung. Die Trennstrecke wurde 
stets auf TO cm begrenzt. 

Folgende Indolderivate wurden in Methanol gel&t und je 0.5 pg einzeln oder als 
Gemisch mit einer Mikropipette aufgetragen : 

T. Saure Indolderivate : Indol-3-carboxylsaure (ICS) , Indol-3-essigsaure (IES), 
Indol-3-propionsaure (II%), Indol-3-butterssure (113s). 

2. Nichtsaure Indolderivate : Indol-3-acetamid (IAAm), Indol-3-$thanol = 

* I-Icrstcllcr : CAMAG, Muttene/Schweiz. 
** E. Merck AG, Darmstadt. 
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Tryptophol (Try), Indol-3-aldehyd (IA), Indol-3-acetonitril (IAN), Indol-3-essig- 
saureathylester (IES-ath). 

Der Nachweis der Indolvcrbindungen erfolgte auf der trockenen Platte durch 
Bespriihen mit dem Reagens nach VAN URK und anschliessender Oxydation mit KG- 
nigswasserd&rnpfen 5. IA wurde mit dem Reagens nach VAN ECK~ sichtbar gemacht. 

Die Fliessmittel setzten sich aus Komponenten zusammen, die sich ohne An- 
wendung haherer Temperaturen durch Trocknen der entwickelten Platter-r an der Luft 
entfernen liessen. Untersucht wurden 2 Fliessmittelsysteme in abgestuft verZnderter 
Zusammensetzung: 

System A : Chloroform-Tetrachlorkdhlenstoff-Methanol. 
System I3 : Chloroform-Ethanol. 

Als drittes Fliessmittel wurde Athylacetat-Isopropylalkohol-Wasser (65 : 24: xc) ver- 
wendet . . 

Die Ergebnisse mit System A und I3 sind in den Fig. I und 2 graphisch dargestellt. 
Farbreaktionen der Indolderivate sowie deren Laufzeiten und &-Werte in den 
geeignetsten 
kijnnen der 
Yersuchen. 

Fliessmitteln und in Athylacetat-Isopropylalkohol-Wasser (65 : 24: II) 

Tabelle I entnommen werden. Alle Werte sind Mittelwerte aus 4-6 

IES -iith 
TAN 
Try/IA ’ 

IAArn 

ICS 

rpess 
TES 

& 10 :8 30 40 IO Methanol 

2% :: 
Tetrochlorkohlenstotf 

50 50 50 Chloroform 

Fig. I. Abhkingiglceit dcr Xp-Wertc von g Indolderivaten vom Verhgltnis Tetrachlorlcohlenstoff : 
Methanol in Fliessmitteln mit lconstantem Gehalt an Chloroform (Abktirzungen siehe S. I 52-3). 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

FZiessmitteZsystem A : CkZorofbrm-TetrackZorko~~~e~sto~-l~etka~o2 (Fig, I> 

Mit geringem Methanol-Anteil eignet sich dieses Gemisch gut zur Ab- und Auftrennung 
nichtsaurer Indolderivate, besonders, in folgender Zusamrnensetzung : Chloroform- 
Tetrachlorkohlenstoff-Methanol(50:40: 10). In diesem Fliessmittel bleiben die sauren 
Indolverbindungen am Startpunkt, die nichtsauren werden gut getrennt. Eine Ner- 
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ringerung des Gehaltes an Tetrachlorlcohlenstoff zugunsten von Methanol vermindert 
die guten Trenneigenschaften dieses Systems ftir nichtsaure Verbindungen und 
schrgnkt die effelctive Trennstreclce ein. 

&thanol, 
Chloroform 

IAAm 

TCS 

IBS 
IPS 

IES 

Fig. 2. Abh5ngiglceit clcr Rp-Werte von 8 Incloldcrivaten vom Verhaltnis Chloroform : #thanol 
(96 %ig) (Ablciireungen siehe S. I 52-3). 

In der Zusammensetzung 50 : 25 : 25 trennt dieses Gemisch saure und nichtsaure 
Indolderivate noch befriedigend von- und untereinander. Eine weitere Erhiihung des 
Methanolgehalts fiihrt zwar zu hijheren &-Werten der sauren Verbindungen, gleich- 
zeitig aber zu griisseren diffusen Flecken. Damit verschlechtern sich Trennung und 
untere Nachweisgrenze. 

In diesem Fliessmittelsystem verhalten sich IA und Try chromatographisch 
gleich, lassen sich aber durch geeigneten Nachweis (IA f&-bt sich mit VAN ECK- 
Reagens sofort intensiv gelb) identifizieren. 

Fliessmittelsystem i3 : ChLoroform-A’tkartoL (Fig. 2) . 

uber die Einsatzmijglichkeiten dieses Systems ftir bestimmte Trennungsaufgaben 
entscheidet der ;?ithanolgehalt. GMELIN UND VIRTANEN~ verwendeten zur Identifizie- 
rung der Spaltprodukte des Glucobrassicins die Kombination 99 : I. 

Davon ausgehend wurde in eigenenVersuchen die Polaritat des Systems durch 
Erhdhung des Athanolgehalts gesteigert und versucht, es zur Trennung sowohl der 
sauren als such der nichtsauren Verbindungen heranzuziehen. 

Mit geringem Athanolgehalt (bis zco %) kignet es sich gut zur Trennung der nicht- 
sauren Indolderivate, wobei such IAN und IES-ath recht gut getrennt vorliegen. Mit 
zunehmender Polaritgt des Gemisches verschlechtert sich wie bei Fliessmittelsystem 
A die Trennung der nichtsauren Verbindungen und verbessert sich die der sauren. 
Letztere werden am besten durch das Fliessmittel Chloroform-Athanol (60: 40) 
getrennt. Weiterer Zusatz von Athanol verursacht niedrigere Rp-Werte. 

* _. _. _. 
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Fliessnzittel: A’thylacetat-IsoproPyLalkohol-Wasser (65:24:11) 

Die Trennung der Indol&iuren war in den bisher beschriebenen Flicssmitteln unbefrie- 
digend, besonders wcgen der relativ niedrigen l+Werte von IES. ‘Bei deo DC pflanz- 
lither Extrakte verbleiben Verunreinigungen vorwiegend in der Nahe des Startpunktes 
und k&men den IES-Nachweis St&en. 

Aus zahlreichen, weniger geeigneten Gemischen wurde das bereits fiir die Tren- 
nung von Pl~enolcarbons%_uxrP verwendete Fliessmittel &hylacetat-Isopropyl- 
alkohol-Wasser (65 : 24 : IT) ausgewahlt (Tabelle I), 

Von den in der Tabelle I angefiihrten Fliessmitteln eignen sich die Gemische I und 
II nur zur Trennung der nichtsauren Indolderivate. Zur Trennung ‘der sauren Ver- 
bindungen kann Fliessmittel III eingesetzt werden. Die Fliessmittel IV und V ermijg- 
lichen die gleichzeitige Trennung saurer und nichtsaurer Indolstoffe. In allen unter- 
suchten Fliessmitteln bleibt das Fleckenmuster, d.h. die Reihenfolge der Flecken, der 
Indolderivate gleich (Fig. I, 2 ; Tabelle I). 

TABELLE I 

Rp-WERTEVON INDoLDERIVATEN IN 5 FLIE~SMITTI~LN, DUR~I~SCHNITTLICHI~ 
LAUFZEITEN UND FARBREAICTIONEN MITVAN URIC- BZW.VAN ECK-REAGENS 

(Aufgctragene Men& : 0.5 1.46 ; Adsorptionsschicht : Kicselgel G, a50 ,um ; ICammer&ittigung ; 
Trennstreclre : I o cm) 

Substnnz 
I II 

FliessrnitteP 

III IV 
Fnrbreaktionen Vun CA-k 

V 

IES 0.00 

IPS 0.01 

IBS 0.02 

ICS 0.04 
IAAm 0.16 

Try 0.30 

IA o.ag 

IAN 0.49 
IES-Bth 0.61 

Laufzeit (Min.) 25 

0.01 

0.03 
0.07 
0.10 

0.29 

0.55 

0.70 

0.77 
30 

0.29 

0.37 
0.44 
0.57 
0.5s) 
0.70 

0.75 
0.75 

50 

0.06 

0.10 

0.14 

0.17 

0.54 
0.67 
0.6s 

o-73 
0.80 

30 

O.II 

o.rg 

0.27 

0.34 
0.57 
0.70 

0.78 
0.80 

35 

blau-viol&t 

blau 
blau 

rot 
blau-viol&t 
blau-grau (gelber Rand) 
gelb** 

grau 
viol&t 

* Fliessmittel I : Chloroform-‘J+rachlorlcohlenstoff-Methanol (50 : 40 : I 0). 
II : Chloroform-Athanol (96 %ig) (go : I 0). 

III : Athylacetat-Isopropanol-Wasser (65 : 24 : I 1). 
IV: Chloroform-~etrachlorl~ohlenstoff-Methanol (50 : “-5 : 25). 

V: Chloroform-Athanol (96 %ig) (65 : 35). 
** Sofort erscheinendcr, intensiver Fleck mit VAN EcK-Reagens. 

Durch geeignetc Kombination ihrer Bestandteile lassen sich mit diesen neutralen 
Fliessmitteln spezielle Trennaufgaben l&en. In vielen Fallen wird sich bei Anwendung 
geeigneter Gemische die in der Auxinforschung tibliche Fraktionierung der pflanzlichen 
Extra&e eriibrigen. 

In einer weiteren Arbeit wird tiber den Nachweis und die quantitative Bestim- 
mung zellstreckungsf&=dernder Indolverbindungen mittels biologischer Testverfahren 
im Anschluss an die DC berichtct werdenro. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Saure und nichtsaure Indolderivate wurden diinnscl~icl~tchromatograpl~isch getrennt 
untcr Verwendung neutraler Fliessmittel. Die Rp-Werte verschiedener Verbindungen 

in 5 Fliessmitteln werden angegeben. 

SUMMARY 

Acidic and non-acidic indole derivatives have been separated by means of thin-layer 
chromatography using neutral solvents. The Rp values of various compounds in 5 
solvents are summarized. I. 
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