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EIN NEWES SYSTEM ZUR ZWEIDIMENSIONALEN D~NNSCHICHT- 
CHROMATOGRAPHISCHEN TRENNUNG EINFACHER INDOLDERJIVATE 

KARL-WERNER GLOM&.TZA 

Pl~avmahognostisches Institut, Uniuevsitllt Bonn (Deutschdand) 
(Eingegangen den 15. M&z 1966) 

Zur Trenriung und Identifizierung einfacher Indolderiirate hat sich neben der 
Papierchromatographie l--4 besonders die Dtinnschichtchromatographieg-12 bewghti. 
Bei de? Zeysetzlichkeit vieler Indolderivate in alkalischen und sauren Fliessmitteln 
sind die meisten bisher vorgeschlagenen Fliessmittelsysteme nur beschrgnkt anwend- 
bar, worauf bereits BALLLN’~ hinwies. Selbst bei der Chromatographie in neutralen 
Fliessmitteln ist die freie IGlykS* wegen oxidativer ZerstBrung nicht sicher nach- 
weisbar. Es lag deshdb nahe, in Analogie zu einem von uns IrUherangegebenenNach- 
weis der IBS13 die Indolderivate in eine alkalische bzw. neutrale und eine saure 
Fraktion zu trennen und anschliessend. die Indolcarbonsguren mit Diazomethan zu 
verestern. Beide Fraktionen k6nnen dann gesondert in neutralen Fliessmitteln chroma- 
tographiert werden. 

EXPERLMENTELLER TEIL 

Die auf Indolderivate zu untersuchenden Lijsungen werden m6glichst unter 
N, bei o” mitt I N NaOII auf pH JGO gebracht und 2-3 ma1 mit dem 2-3 fachen Volumen 
geroxydfreien &hers’ extrahieti (Alkalische Fraktion). Die wassrige Phase und das 
Waschwasser des alkalischen Auszuges werden mit I N H2SOd auf pH 2 angesgueti 
und ebenfalls 2-3 ma1 mit Alither ausgeschiittelt (Saure Fraktion), Man wtischt beide 
atherische LBsungen mit 10-20 ml Wasser und trocknet wenigstens 20 Min. tiber 
Na,SO,. Man gibt zu der sauren Fraktion bis zur schwachen bleibenden Gelbfgrbung 
eine &therische DiazomethanliSsung 16, lsisst 10-20 Min. slehen, erwtirmt einige Minuten 
im Wasserbad auf da. 30~ und dampft beide Fraktionen am Rotationsverdampfer im 
Vakuum bei s 30” bis auf wenige ml ein. Urn mit Sicherheit eine quantitative Ver- 
esterung zu erzielen, kann man jet& noch einmal einige Tropfen Diazomethanliisung 
zugeben, kurz auf dem Wasserbad erwgrmen und das iiberschtissige Diazomethan im 

* Abkiirzungen: AC-Try = Ng-Acetyltryptophsn; /&IA - B_(Indolyl-5)-ttthanol (Trypto- 
phol) ; 5-HO-IES = 5-Hydroxyindolyl-3-essigslure; z-I-IO-In = z-Wydroxindol (Oxindol) ; 5-HO- 
In = g-Wydroxindol; Ihhld P Inclolyl-5-acelaldchyd; IhAm = Indolyl-5-acelsmid; IA-Asp = 
Indolyl-3-scetylasparagins&ure; IAcrS II B_(Tndolyl-3)-acrylstiurc; Ihld - Indol-5-aldehyd ; IAN 
= Indolyl-5-acelonitril; IBS = B-(Indolyl-5)-brenztraubensluro; IBuS = y-(Indolyl-5-)-butter- 
stiure; IC = Indol-5-carbinol; ICS = Indolyl-3-carbonsPure; IES = Indolyl-5-cssigs%ure; 
IGlykS = Indolyl-5-glykolslure; IGlyox-NH, = Indolyl-5-glyoxylamid; IGlyoxS = Indolyl+ 
glyoxyls&ure; IMS = /3-(Indolyl-5)-milchsaure; IN = Indol; IPS a /3-(Indolyl-5)-propionsPure; 
SK - Skatol; TrA = Tryptamin. Der Zuszct;z -CI-I,, z.B. IES-CH,, bedeulet, dass es sich urn 
die Methylester handelt. 
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Vakuum abziehen. Man dampft entweder sofort bis zur Trockne eine und nimmt 
wieder in 0.x-z ml Athanol auf oder man setzt die notwendige Athanolmenge vor 
dem end@ltigen Eindampfen zu und dampft bis zum gewfinschten Punkt ein 
(schonendere Methode) . 

Die Dtinnschichtplatten werden in gewohnter WeiseGBB mit Kieselgel H “Merck” 
(0.25 mm dick) beschichtet und I St. bei ILOO aktiviert. Man entwickelt in der 1. 
Dimension mit A, (Benzol-Dioxan, 65 : 35) aufsteigend bis IO cm iiber den Startpunkt 
mit KammersSittigung und trocknet in einem N,-Strom. I In der 2. Dimension ent- 
wickelt man mit A, (DiisopropyWher-Dimethylformamid (DMP), 80: 20) bis zur 
Trennstrecke von 10 cm (4-kantige Chromatographiekammer, Desaga, Heidelberg, 
fur Platten van, 200 x zoo mm). Die Entwicklung kann ohne Kammers%tigung 
erfolgen. Urn ein leichtes U-fiirmiges Zurtickbleiben der Fromt der 2. Phase zu ver- 
meiden,, enpfiehlt es sich jedoch 2 ca. 5-8 cm breite, mit Lijsungsmittel benetzte 
Papiertreifen an die Schmalseiten der Trennkammer zu legen. Man trocknet an der 
Luft oder in einem Trockenschrank mit Gebl%e bei 5 60”. 
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SfWhnittel 
Bespfiht wurde mit : 
(I) Ammoniakslischer Silbernitratliisung~3 
(2) Formaldehyd-Retigenz~~~J4 
(3) Ehrlichs-ReagenzsJ 
(4) Echtblausalz I35 
(5) Millons-Reagenz”sG . 

(6) 2,4-DinitrophenylhydrazinGlO 
Farben und Nachweisgrenzen siehe Tabelle I. 

Ergebnisse 
In Fig. I ist die Lage der Substanzen der alkalischen Fraktion und in Fig. 2 

die Lage der Substanzen der sauren Fraktion nach zweidimensionaler Chromato- 
graphie wiedergegeben. Aus den am Rande aufgezeichneten &-We&en der zu tren- 
nenden Substanzen in den Fliessmitteln A, und A, 15sst sich ablesen, dass viele auf 
andere Weise nur schwer trennbare Substanzen wie ICS, IES, IMS und AC-Try in 
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I?&, 2. Zweidimcnsionalcs Dtinnschicht-Chromato~amm von 12 mit Diazomcthan umgesetzton 
Indoldezivatcn dor sauren Fraktion. . .- 
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TABELLE I 

P~RBR~~K~~o~~~BEI~~~suBsT~NzuND UNTERENACEEWEISGRENZE IN~$BEI ~0cm~~mwcREc~~ IN A, 

Vet4indwz.g Fovmaldeitydveagenz Fovmaldehydveagena MWons-Rcagenfl 
FZuovessena im UV im Xageslichl im Xageslichl 

Millons Aeagenz 
Fluoveszen~ im UV 

AC-Try-CH, orange 
#l-IA gelb 

5-HO-IES-CH, L&chung 

0.1 graugelb I 
0.1 gclb I 

0.5 graugelb I 

2-HO-In 
5-HO-In 

IAAld 

IAAm 
IA-Asp-CH, 
IAcrS-CH, 
IAld 
IAN 
IBS-CH, 

IBuS-CH, 
IC 
ICS-CH, 
IES-CH, 
IGlykS-CH, 
IGlyox-NH, 
IGlyoxS-CW, 

:?=ls .” 
IPS-CH, 
SIC 

TIA 

- - 

Ltischung 0.5 

graugelb I 

gelb 0.05 
gelb 0.f 

golb 0.05 
schwache Fl. I 
golb 0.1 

gelb 0.2 

graugelb 0.1 

schwache FL. o. I 
;lb - 

0.I 
blassgrau 0.1 
schwache Fl. 0.5 
- - 
gelb 0.02 

blassblau 0.05 
graugelb 0.02 

gclb 0.05 

gelb 0.05 

- 
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graugelb 
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gelb 
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- 
gelb 
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blassrot 
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gelb 
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I 
I 
0.5 
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I 
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I 
0.5 
I 

gelb 0*5 

I 

I 

gelb I 

braun 0.1 

brsungelb _ 0.5 

gelb 5 

gelb I 
blessgelb I 
golbrot 0.5 
blassgelb I 
blassbraun 0.5 
gclb 5 

golb I 
braungelb 
dirckt braun : 
blessgelb I 
gelb 
blassgelb ; 
blassgelb I 
blassgelb I 
rotbraun I 

gelb I 
blassgelb I 

gelbgrtin 0.5 
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a Die F&rbungen mit Millons Reagenz sind lneistens nicht sehr farbintensiv, analytisch 
verwertbar sind bcsonders die von gelb abweichenden FarbtBne. Bei Farb- und Konzentrations- 
angabcn in ( l l ,) handolt es sich urn farbschwache Ttine, die wegen ihrer geringen lntensittlt von 
untorgeordneter Bcdeutung sincl. 

der sauren, und IAAld, /J-IA und IAld in der alkalischen Fraktion bereits im ein- 
dimensionalen Chromatogramm trennbar sind. Einige im Fliessmittel A,, dicht bei- 
einander liegeqde Substanzpaare k6nnen u.W. durch Mehrfachchromatographie mit 
demselben Fliessmittel getrennt werderP. 

Im zweidimensionalen System sind lediglich IBuS-CH, und IPS-CH, nicht 
trennbar. 

Zum Nachweis der IBS darf die Lijsung nicht alkalisch sondern nur sauer 
ausgeschiiltelt werden 13. In diesem Fall treten sowohl die Flecken ‘der sauren wie 
such die der alkalischen Fraktion ausser TrA im selben Chromatigramm auf. Unter 
diesen UmstZqden sind IC und ICS-CH, nicht mehr trennbar. ciegen beide Sub- 
stanzen nebeneinandek vor, so ist IC durch Besprlihen mit Ehrlichs-Reagenz auffind- 
bar. ICS-CH3 reagiert jedoch nicht mit Ehrlichs-Reagenz und erst in Konzentration 
> 5 pg/Fleck mit dem Formaldehydreagenz nach, Prochazka. Es kann nur durch 
eine bereits beim Besprlihen mit Millons-Reagenz auftrelende Braun&bung nach- 
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VON EINBACHEN INDOLDERIVATEN 
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gewiesen werden (Tabelle I), die allerdings bei gleichzeitiger Anwesenheit von IC und 
IPS-CH, bei geringen Mengen ICS-CR3 nicht mehr sicher differenzierbar ist. Unter 
den beschriebenen Umstanden sind such IAcrS-CH, und IAAld nur durch ihr unter- 
schiedliches Verhalten gegentiber verschiedenen Sprtihmitteln nachweisbar. 

Grijssere Mengen IAAld und JIBS-CH, kijnnen im zweidimensionalen Chromato- 
gramm getrennt und nachgewiesen werden. Zur Auffindung geringer Mengen empfehlen 
wir jedoch die eindimensionale Chromatographie mit A, oder die Trennung mit 
Benzol-Dioxan (85 : 15) auf Kieselgel .H-Also:, G (3: x)13, IBS-CH3 gibt im zweidi- 
mensionalen Chromatogramm 4 verschiedene Flecken (Abb. 3)) van denen der Stamm- 
fleck IBS-CH3 am stCirksten ist, w5ihrend die Intensit2i.t der Sekundgrflecke erheblich 
schwticher ist und in der Reihenfolge C’ > C” > C”‘, abnimmt. 

Diazomethan reagiert nicht nur mit den freien Carboxylgruppen der Carbon- 
s&uren sondern such mit anderen enolisierbaren OH-Gruppen. Deshalb ist bei An- 
wesenheit ,von J-HO-IES neben s-HO-IES-CHa ein weiterer Fleck D (Pig. 3) nach- 
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Fig. 3. Zwcidimensionsles DtinnschichtXhromatogramm von IBS-CI-I, und andcrcn Indoldcrj- 
vaten, die mit Dinzomethan zwci Rcaktionsprodukte geben (ErlButerung siehe Text) I 

weisbar, bei dem es sich urn den entsprechenden MethylU.her handelt. Die methylie- 
rende Wirkung des Diazomethans muss such dann in Betracht gezogen werden, wenn 
die in der neutralen Fraktion auftretenden Indolderivate damit .behandelt werden. 
Bei Anwesenheit van. z-I-IO-In bildet sich ein weiterer mit Ehrlichs-Reagenz zuerst 
rot und dann gelb werdender Fleck A und in Gegenwart von 5-HO-In ein mit Ehr- 
lichs-Reagenz blau werdender Fleck I3 (Fig. 3). 

Das Laufmittel A, bildet zwei Fronten. Die Front der 2. Phase entspricht der 
Laufstrecke des DMF. Die IShe dieser Front beeinflusst die Gtite der Trennung der 
einzelnen Indole. Ihre Lage wird. einmal von der Temperatur beeinflusst (Fig. 4) 
und zum anderen von der Zusanimensetzung des Dampfgemisches in der Trenn- 
kammer. In Gegenwart von Befeuchtungsstreifen liegt die Front erheblich tiefer 
(Fig. 84, Ib, IIb, IIIb) als beim Fehlen der Kammersgttigung (Fig. 4, ,Ia, IIa, IIIa). 
Eine optimale Trennung ergibt sich bei einer Laufstrecke der zweiten Front von 
&7 b.yo-0.80. 

Die RF-Werte sin.d wie . . meist. bei der Dtinnschichtchromatographie nur an- 
nghernd reproduzierbar. Es empfiehlt sich’deahalb, auf dem fur die zweidimensionale 
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Chromatographie nicht ben8tigten Feld der Platte authentische Vergleichssubstanzen 
mitlaufen zu lassen. 

Fig. 4. Eindimcnsionale Dtinnschicht-ChromsLogrammc mit A, bei untcrschiccllichcn Bxlingungcn. 
s = Sksctol; i P Idol; c I Inclol-3-carbinol. Chromatogrammc a. ohne KsLmmerslttigung. 
Clrromatogramme b mit KsmmerstittigungO Chromatogrscmme la, uncl Ib bei 4O, IIa uncl IIb bei 

. x5O, ISIa, uncl TLIb bei 22O. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Die Indolderivate einer Testltisung werden durch Ausschtitteln bei pH IO und 
pH 2 mit Ather in eine alkalische und eine saure Fraktion aufgetrennt. Die Indol- 
carbons&iuren der sauren Fraktion werden mit Diazomethan verestert und z.T. such 
vergthert. Die Indole (24) beider Fraktionen werden getrennt an Kieselgel .H mit 
Benzol-Dioxan (65 ~35) in der 1. und Diisopropyki,ther-N,N-Dimethylformamid 
(80: 20) in der 2. Dimension chromatographiert und durch Besprtihen mit 6 ver- 
schiedenen Reagenzien spezifisch nachgewiesen. 

SUMMARY 

A test solution containing 24 authentic indole compounds was separated into 
an alkaline fraction and an acid fraction by ether extraction at pH IO and pH 2, 
respectively. The indolecarboxylic acids of the acid fraction were esterified and 
partly etherified with diazomethane. Chromatographic separation of the indole com- 
pounds of both fractions was achieved on silica gel plates (Kieselgel II) with benzene- 
dioxane (65 : 35) as solvent for the &&dimension and diisopropyl ether-N,N-dimethyl- 
formamide (80: 20) for the second dimension, The individual compounds were iden- 
tified specifically using six different spray reagents. 
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