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CHROM. 3351

Zur siulenchromatographischen Trennung von Katecholaminmetaboliten
an Amberlite CG 50

Die als ein Hauptabbauprodukt von Adrenalin und Noradrenalin geltende 3-
Methoxy-4-hydroxy-mandelsdure! wird in der Leber des Menschen und der Ratte
iiber die 3-Methoxy-4-hydroxy-phenylglyoxylsdure® und den 3-Methoxy-4-hydroxy-
benzaldehyd (Vanillin)® zur Vanillinsduret-¢ abgebaut, die zum Teil ein Konjugat.
mit Glykokoll (Vanilloylglycin)? bildet. Der biologische Abbau der ebenfalls als
Metabolit von Adrenalin und Noradrenalin beschriebenen 3,4-Dihydroxy-mandel-
sdure® verlduft teilweise in analoger Weise iiber die 3,4-Dihydroxy-phenylglyoxyl-
sdure und den 3,4-Dihydroxy-benzaldehyd (Protocatechualdehyd) zur Protoca-
techusédure®. SEKI, INAMORI UND SANO10 beschrieben 1959 Versuche zur chromato-
graphischen Trennung von Phenolcarbonsiuren an Amberlite mit dem Losungs-
mittelgemisch Methyldthylketon—-Aceton-o0.2 N HCIl als mobiler Phase. Fiir die
sfiulenchromatographische Trennung der als Katecholaminmetabolite beschriebenen

Phenole hat sich diese Methode sehr gut bewihrt.

Experimentelles ,
Substanzen. 3-Methoxy-4-hydroxy-mandelsidure, 3,4-Dihydroxy-mandelsiure

(Calbiochem, Los Angeles), Vanillin (E. Merck A.G., Darmstadt), Protocatechualdehyd
(C. Roth, Karlsruhe), Vanillinsdure (T. Schuchardt, Miinchen) und Protocatechu-
sdure (Fluka, Buchs) wurden in Form von Handelsprodulkten verwendet. 3-Methoxy-
4-hydroxy-phenylglyoxylsiure wurde aus Acetovanillon (3-Methoxy-4-hydroxy-
acetophenon)??, 3,4-Dihydroxy-phenylglvoxylsidure aus Piperonal (3, 4-Methy1end10xy-
benzaldehyd)1° und Vanilloylglycin aus Vanillinsdure!3 dargestellt.

- Priiparation des Harzes. Die Priparation des im allgemeinen als Ionenaustau-
scher-Harz verwendeten Amberlite CG-50 II (Gegenion: H, 200-400 mesh, p.A.,
Serva, Heidelberg) erfolgte nach Hirs, MOORE UND STEINY, Die Aquilibration des
Harzes mit dem I.aufmittel Methylathylketon—-Aceton—-0.2 N HCI (2:1:9, Vol. Teile)
wurde auf einer Nutsche so lange durchgefiihrt, bis die Titration des Filtrats (m11:
0.1 N NaOH) mit der des reinen Losungsmlttelgemlsches tibereinstimmte.

Priparation der Sdule. Das in der mobilen Phase suspendierte Amberlite wurde
in ein Glasrohr von den Ausmassen I.0 X IT0 cm bis zu einer Héhe von 9o cm ein-
geschwemmt. Durch einen die Sidule umhiillenden Glasrohrmantel wurde aus einem
Thermostaten Wasser von 30° gepumpt. Das Aufbringen der Substanzen (5 bzw.
2 uMol von jeder Substanz) erfolgte als Lésung jeweils in insgesamt 1.5 ml mobiler
Phase, die Iraktionierung mit Hilfe eines Fraktionssammlers (‘‘Radi Rac’’, Typ
LKB 3400) in Fraktionen von je 32 Tropten. Die Durchﬂussgeschwmdlgl».en betrug
32 Tropfen/() Min. :

‘Quantitative Analyse der Fraktionen. Die quanutatwe Ana.lyse der emzelnen
Fraktionen erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von SEKI ef aZ.1%: sie wurden mit je
1 mlo.x IV Natriumacetat-Lsung versetzt, nach Abdampfen des organischen Lésungs-
mittelanteils (Eindampfgerdt nach HECKER UND I{ARLSONm) mit 0.5 IV Natrium-
acetat auf 3.5 ml aufgefiillt, die Extmktlonen bei 260 bAW 280 m‘u spektrophoto-

metrisch gemessen.
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Identifizierung der getrennten Substanzen. Die Identifizierung:der sidulenchro-
matographisch getrennten Substanzen erfolgte im Anschluss an die quantitative
Analyse durch Aufnahme von U.V.-Spektren einzelner Fraktionen (Beckman Spek-
trophotometer DK-2A) sowie durch paplerchromatogr'tphlsche Analyse (absteigende
Chromatographie, Whatman-Papier Nr. 1) in den Lésungsmittelsystemen Benzol-
Propionsdure-Wasser (2:2:1, Vol. Teile)® und Butanol--Eisessig-Wasser (4:1: 5,

Vol. Teile)?,

Ergebnisse und Diskussion
Wie aus Fig. ersichtlich, lasst s1ch ein Gemisch von jes uMol der 3-Methoxy-

4-hydroxy-Verbindungen 3-Methoxy-4-hydroxy-mandelsiure (I), Vanilloylglycin (I1I),
3-Methoxy-4-hydroxy-phenylglyoxylsdure (III), Vamlhnsaure (IV) und Vanillin (V)
siulenchromatographisch gut auftrennen.
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Fig. 1. Saulenchromatogramm eines Gemisches von je 5 uMol 3-Methoxy-4-hydroxy mandelsaure

(I), Vanilloylglycin (II), 3-Methoxy-4-hydroxy-phenylglyoxylsiure (III), Vanillinsiure (IV) und
Vanillin (V). Amberlite CG-50 11, p.A., 200-400 mesh. Mobile Phase: Methylh.thylketon-—Aceton-

0.2 N HCl1 (2:1:9, Vol. Teile).

Fig. 2 zeigt die chromatographische Trennung eines Gemisches von je 5 uMol
der genannten 3,4-Dihydroxy-Verbindungen in folgender Re1henfolge 3,+4-Dihydroxy-
mandelsdure (I), ,4-D1hydroxy-phenylglyoxylsaure (II), Protocatechusiure (III)

und Protocatechualdehyd (IV).
Aus Tabelle I sind die fiir die quantitativen Analysen benutzten Wellenlangen

und die prozentuale Wiederfindung der getrennten Substanzen ersichtlich.
Das Saulenchromatogramm eines Gemisches vor 3,4-Dihydioxy- und 3-Meth—
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Fig. 2. Sétulenchromatogramm eines Gemlsches von je 5 ,uMol 3, 4-D1hydroxy-ma.ndels§.ure (I‘

'3 4-D1hydroxy-phenylglyoxylshure (II), Protocatechusdure (III) und Protocatechualdehyd (IV)
Amberlite CG-50 11, p. A., 200-400 mesh. Moblle Phase: Methyla.thyll:eton—Aceton—o 2 N HC

(2:1:9, Vol. Teile).

- TABELLE I ,
PROZENTUALE WIEDERFINDUNG DER SAULENCHROMATOGRAPHISCH GETRENNTEN SUBSTANZEN
Substanz Wellen- Wieder~
: ldnge : ﬁﬂdung

. L (mpe) (%)

-Methoxy-4-hydroxy-mandelsaure | 280 82
Vanilloylglycin - ‘ 260 103

,.3-Methoxy-4-hydroxy-phenylglyoxylséi.ure - 280 101
Va.mllmsaure Lo 260 102

_Vanillin -® . : o - 280 103
3, 4-D1hydroxy-ma.ndelsaure ; 280 96
3, 4.-D1hyc1roxy-phenylglyoxylsaure 280 ‘8o -

. Protocatechusédure T . 260 81
Protocatechualdehyd ‘ N 280 104
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_"Fxg ‘3. Saulenchroma.togramm eines. Gemlsches von je 2 ,uMol 3 4-thydroxy-mandelsﬁ.ure (I),
»3-Methoxy-4-hydroxy-mandelsiure (2), Vanilloylglycin. (3), ‘Protocatechusiure . (4), Protocate-
chualdehyd: (5), Vanillinsiure(6) und Vanillin~ (7). -Amberlite . CG-50 . II pA., 200—400 mesh.
-Mobile Phase' Methyla.thylketon—Aceton—o‘° N HCl (2 X 9. Vol Teﬂe) : : i
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oxy-4-hydroxy-Verbindungen zeigt Fig. 3. Es wurden je 2 uMol der folgenden Sub-
stanzen aufgetrennt: 3,4-Dihydroxy-mandelsidure (1), 3-Methoxy-4-hydroxy-mandel-

sidure (2), Vanilloylglycin (3), Protocatechusdure (4),: .Proto\.atechualdehyd, (5) :
Vanillinsdure (6) und Vanillin (7).

Die erzielten Trennungen sind nicht aufgrund eines: Ionena.usta.uschvorgangs
zu erklidren. SEKI ef al.30 weisen darauf hin, dass durch den Salzsiureanteil des als
mobile Phase verwendeten Losungsmittelgemisches  die Ionisation der Carboxyl-
gruppen des Amberlite-Harzes zuriickgedriangt wird, so dass es fiir die zu trennenden.
Substanzen nur als nicht polares Adsorbens dienen kann. Die Verteilung der Sub- .
stanzen erfolgt offenbar nach Massgabe ihrer Polaritit, derart, dass die polaren
Substanzen schneller wandern als die weniger polaren.
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