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CHROM. 3351 

Zur skdenchromatographischen Trsnnung von Katecholaminmetaboliten 
an Amberlite CG 50 

Die als ein Hauptabbauprodulct von Adrenalin und Noradrenalin geltende 3- 
Methoxy-4-hydroxy-mandelsaurel wird in der Leber des Menschen und der Ratte 
iiber die 3-Methoxy-4-hydroxy-phenylglyoxylsaure2 und den S-Methoxy-q-hyclroxy- 
benzaldehyd (Vanil lin) 3 zur Vanillins%ure*-0 abgebaut, die zum Teil ein Konjugat 
mit Glylcol~oll (Vanilloylglycin)’ bildet. Der biologische Abbau der ebenfalls als 
Metabolit von Adrenalin und Noradrenalin beschriebenen 3,4-Dihydroxy-mandel- 
&iure* verlauft teilweise in analoger Weise iiber die 3,4-Dihydrosy-phenylglyoxyl- 
s&ire und den 3,4-Dihydroxy-benzaldehyd (Protocatechualdehyd) zur Protoca- 
techusaureO. &ICI, INAMORI UND SANO 10 beschrieben Is)59 Versuche zur chromato- 
graphischen Trennung von Phenolcarbonsauren an Amberli te mit dem L&sungs- 
mittelgemisch Metl~yl~tl~yll~eton-Aceton-0.2 iV WC1 als mohiler Phase. Fiir die 
saulenchromatographische Trennung der als I<atecl~olan~inmetabolite beschriebenen 
Phenole hat sic11 diese’ Methode sehr gut bewtihrt. 

Sz~bstcz~~zert. 3-Methoxy-4-hydroxy-mandelsaure, 3,4-Dihydroxy-mandels%ure 
(Calbiochem, Los Angeles), Vanillin (E. Merck A.G., Darmstadt), Protocatechualdehyd 
(C. Roth, Karlsruhe), Vanillinsaure (T. Schuchardt, Mtinchen) und Protocatechu- 
s&u-e (Fluka, Buchs) wurden in Form von Handelsprodukten verwendet. 3-Methoxy- 
4-hydroxy-phenylglyoxylsaure wurde aus Acetovanillon (3-Methoxy-4-hydroxy- 
acetophenon) 11, 3,4-Dihydroxy-phenylglyoxylsaure aus Piperonal(3,4-Methylendioxy- 
benzal,dehyd)l” ,und Vanilloylglycin ‘aus VanillinsBiure13 dargestellt. 

Priiparatiort des Harzb. Die Prtiparation des im allgemeinen als Ionenaustau- 
scher-Harz verwendeten Amberlite CG-50 II (Gegenion: I-I, 200-400 mesh, p.A’., 
Serva, Heidelberg) erfolgte nach HIRS, MOORE UND STIXN~*. Die Equilibration des 
Harzes ,mit den1 Laufmittel Methylathylketon-Aceton-o.2 N HCl (2 : I : g, Vol. Teile) 
wurde auf’ einer. Nutsclie so lange durchgeftihrt, bis die Titration des Filtrats (mit 
0.1 1v Na0.H) mit der des reinen Lijsungsmi ttelgemisches tibereinstimmte. 

Prciparation der Stiule. Das in der mobilen Phase suspendierte Amberlite wurde 
in ein Glasrohr von den Ausmassen 1.0 x IIO cm bis zu einer Hdhe von qo’cm ein- 
geschwemmt. Durch einen die Saule umhiillenden Glasrohrmantel wurde aus einem 
Thermostaten Wasser von 30” gepumpt. Das Aufbringen der Substanzen (5 bzw. 
2 ,~Mol von jeder Substanz) erfolgte als L&sung jeweils in insgesamt 1.5 ml mobiler 
Phase, die Fraktionierung mit Hilfe eines Fraktionssarnmlers. (“Radi Rat”, Typ 
LKB 3400) in Fraktionen von ‘je 32 Tropten. Die Durchflussgeschwindigkeit betrug 
32 Tropfen/6 Min. 

Qz~astitative ‘A rtaZyse der Fraktiolzert. Die quantitative Analyse der einzelnen 
Frakticnen erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift vbn SEKI et a2.i’“: sie wurden mit je 
I ml O.T N Nat riumacetat-Ltisung versetzt, nach Abdampfen des organischen Lijsungs- 
mittelanteils (Eindampfger5t nach HECICER anti KAKLSON~:) mit 0.5 N Natrium- 
acetat’ auf 3.5 ml aufgefiillt, die ,Extinktionen bei 260 bzw. 280 m(cc spektrophoto- 
metrisch gemessen. : .’ 
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Ide&@xierwg der getremten Substamm. Die Identifizierung : der saulenchro- 
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 papierchromatographische Analyse (absteigende 
Chromatographie, Whatman-Papier Nr. I) in den Lijsungsmittelsystemen Benzol- 
Propion&ure-Wasser (2 : z : I, Vol. Teile)1° und Butanol-Eisessig-Wasser (4 : I : 5, 

Vol. Teile)l’. 

Ergebnisse amd Disk+on 
Wie aus Fig. I: ersichtlich, lasst sic11 ein Gemisch von je 5 ~Mol der 3-Methoxy- 

4-hydroxy-Verbindungen 3-Methoxy-4-hydroxy-mandel&iure (I), Vanilloylglycin (II), 
3-Methoxy-4-hydroxy-phenylglyoxylsaure (III), Vanillinsaure (IV) und Vanillin (V) 
s&ulenchromatographisch gut auftrennen. 

I?@. r, S~ulencliromatojirEImm ekes Gcmisches von je 5 ,uMol 3-Methoxy-4-hydroxy mandcls&ure 
(I), Vsnilloyl~lycin (II), 3-Me~~oxy-4-llydroxy-phenyl~lyoxyls~ure (III), VanillinsYure (IV) und 
Vanillin (V). Amberlitc CG-30 II, P.A., 200-400 mesh. Mobile Phase : MethylBthyllreton-Aceton- 
0,~ N I-K1 (2: I :g, Vol. Teilc). 

Fig. 2 zeigt die chromatographische Trennung eines Gemisches von je 5 ~Mol 
der genannten 3,4-Dihydroxy-Verbindungen’in folgender I+henfolge : 3,+9Dillydrox$- 
mandelskiure (I), 3,4-Dihydroxyfphenylglyoxy&iure (II), Protocatechusaure’ (III) 
und Protocatechualdehyd (IV). 

Aus Tabelle I sind die fur die quantitativen Analysen benutzten Wellenlangen 
und die”prozentuale Wiederfin’dung der getrenntcn Substanzen ersichtlich. .. 

Das Sauknchromatogramm eines Gemisches .vor~ g,4-Dihydr’oxy- und’, ,3-Meth- 
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I?@. z. SBulenchromatogramm eines Gemisches von je 5 ,~Mol 3,4-Dihydroxy-mandeNture (I: 
3,4-Dihydroxy-phcnylglyoxylsQure (II), ProtocatcchusSure (III) und Protocatechualdehyd (IV] 
Amberlite CG-30 ‘II, p.A,, 200-400 mesh. Mobile Phase: Methyl&ithylketon-Aceton-0.2 iV NC 
(2 : I : g, Vol. Teilc): 

TABELLE I 
PROZENTUALE WIEDERFINDUNG DER SbiULENCHROMATOGRAPNISCW GETRENNTEN SUBSTANZEN 

Substanz Wellew Wiedw- 
Idnge firtdung 
WV4 (%I 

3-Methoxy-4-hydroxy-mandel&ure 280 82 

VaniJloyl~lycin 
3-Methoxy-4-hydroxy-ph&~ylglyoxylstiure 

260 103 
280 101 

VVanillinslure 260 102 

280 Vanillin ., .’ 103 
3,4-Dihydroxy-mandel+iure 280 96 
3,4tDihydrdxy-phenyl@yoxyls&ure 280, 80 

260 8r : Profo’catechus&ure 
Protoc+techuildehyd ‘280 =orE 

,’ 
(+28Cim~--r( e269 mp*[r260mp*J ~260 my- 1 c---2 00 mp- 

240 260, 260 
.:, ,, ‘. 
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oxy-4-hydroxy-Verbindungen zeigt Fig. 3. Es wurden je 2’ ,~Mol der folgenden Sub- 
stanzen aufgetrennt : 3,4-Dihydroxy-mandelsaure (I), 3-Methoxy-4-hydroxy-mandel- 
saure (2)) Vanilloylglycin (3), Protocatechusaure (4), ,Protocatechnaldehyd (5)) 

Vanillinsaure (6) und Vanillin (7). 
Die erzielten Trennungen sind nicht aufgrund eines Ipnenaustauschvorgangs 

zu erklaren. SEICI et aLlO. weisen darauf bin, dass durch .den Salzstiureanteil des als 
mobile Phase verwendeten Lijsungsmittelgemisches die Ionisation. der Carboxyl- 
gruppen des Amberlite-Harzes zurtickgedrangt wird; so dass es ftir die.zu trennenden 
Substanzen nur als nicht polares Adsorbens dienen kann. Die Verteilung der Sub- 
stanzen erfolgt offenbar nach Massgabe ihrer Polaritat, derart, dass die polaren 
Substanzen schneller wandern als die weniger polaren. 
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