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SUMMARY

Thin-layer chromatograply of the 2,4-dinitrophenyl derivatives of simple stean volatile
amines and its application to the scparation of plant amines

Three solvent systems are described for separating the dinitrophenyl derivatives
of steam volatile amines (DN P-amines) on Silica Gel HF,;,. The solvent system pen-
tane-acetic acid-isoamylester—~ammonia (70:29:1) is particularly useful for the separa-
tion of amines found in biological materials. The separation of higher homologous
aliphatic monoamines, and the isomeric propylamines, butylamines, and amylamines,
which is not practicable with these solvents, has been carried out successfully by
using a chromatographic system described by SCHWARTzZ ¢f al. 1. Some examples
are given to illustrate the efficiency of this method. Thus the occuirence of octylamine
(apple fruit) and of z-methylbutylamine (Lychnis coronaria) has been demonstrated
in plants for the first time.

DNP-amines separated on Silica Gel H can be determined quantitatively by
spectrophotometric methods after elution with methanol.

EINLEITUNG

Die durch alkalische Wasserdampfdestillation aus biologischem Material isolier-
baren Amine stellen eine verhiltnismissig einheitliche Fraktion dar, die sich, von
wenigen Ausnahmen abgesehen (PAA, BzA)*, aus den homologen aliphatischen
Monoaminen zusammensetzt.

Diese im Pflanzenreich weit verbreitet, zumeist in Gemischen, vorkommenden
Amine!:? lassen sich als Salze, zumeist Hydrochloride, oder in Form geeigneter
Derivate auftrennen. Wihrend sich zur Trennung der hydrophilen Aminhydro-
chloride die Papierchromatographie bewéhrt?, bietet sich zur Trennung der lipophilen
Aminderivate die Diinnschichtchromatographie (DC) an. Zur Trennung der Amine
nach Uberfithrung in geeignete Derivate liegen zahlreiche Vorschlige vor: 3,5-Dinitro-
benzamidet®; 4-Nitroazobenzolcarbonsiure-4-amide®; r-Dimethylaminonaphtalin-
5-sulfonamide’?; f-Phenylazobenzolsulfonamide!?; 2,6-Dinitrophenylhydrazon-
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pyruvamide!?; A-Aminovinyl-o-hydroxyphenylketone!?; 4-Dimethylamino-3,5-dini-
trobenzoylamide!?; 2,4-Dinitrophenylamine!4.15,

Bei eigenen Untersuchungen haben sich die zuletzt genannten Dinitrophenyl-
derivate (DNP-Amine) besonders bewéhrt!%:17, Die im folgenden beschriebene Methode
erlaubt die DC-Trennung aller bisher aus der Natur bekannten wasserdampffliichtigen
priméren und sekundiiren Amine, einschliesslich der problematischen Propyl-, Butyl-,
und Amylamine.

EXPERIMENTELLES

Die Aminextraktion aus biologischem Material erfolgte in bekannter Weise
durch alkalische Wasserdampfdestillation?,5,

Darstellung der DN P-Amine'®

Zur Synthese der Testsubstanzen werden 5 mmol Amin-HCl und 5 mmol
2,4-Dinitrofiuorbenzol (DNFB) in 50 ml Aceton mit einer Ldsung von 10 mmol
NaHCOj; in 50 ml Wasser gemischt und 40 min bei 60° gehalten. Nach dem Abkiihlen
wird etwas festes NaHCOj; zugesetzt und das DNP-Amin durch Ausschiitteln mit
Ather extrahiert. Die vereinigten Atherextrakte werden mit Na,SO, sicc. getrocknet
und eingedampft. Das DNP-Amin wird dreimal aus heissem Methanol (DAA aus
06 % Athanol) umkristallisiert.

Zur Umsetzung von Aminfraktionen aus biologischem Material fiir qualitative
und quantitative Untersuchungen sieche HARTMANNIS,

Amnalytische Diinnschichichromatographie

DC-Platten werden in iiblicher Weise mit Kieselgel HI",,; (Merck) 0.25 mm
dick beschichtet!®, Vor Gebrauch wird 2 h bei rro° aktiviert. Fliessmittel: (AI)
Pentan--Essigsiure-isoamylester~Ammoniak (70:29:1); (AII) Benzol-Athylacetat—
Petrolither(Siedeber.40-60°)(97:2:1) ; (AIII) Pentan-Benzol-Tridthylamin (45:45:10).

Zur Detektion der DNP-Amine geniigt in der Regel die Betrachtung im UV-
Licht (254 nm).

Trennsystem in Anlehnung an SCHWARTZ ¢! al.19: 148 bei 8o0° 16-h gegluhtes
MgO (Merck 5866) werden mit 7 g Kieselguhr (Merck 8129) in einem Gemisch aus 8 ml
Polyithylenglykol-400 (Fluka) und 48 ml Athanol in einem fest.verschlossenen Kolben
5 min kriftig geschiittelt. Ein gelegentliches Verklumpen des Gemisches lisst sich
durch Zusatz einiger weiterer Milliliter Athanol beheben. Die wie iiblich beschichteten
Platten werden 15 min luftgetrocknet und anschliessend 1o min bei r10° aktiviert.
Als Fliessmittel dient n-Heptan, gesittigt mit Polyithylenglykol-400 (AIV). Zur
Aquilibrierung der Kammeratmosphire muss das Fliessmittel 16 h vor Versuchsbeginn
angesetzt werden. Die Platten werden in Streichrichtung entwickelt.

" Zur Detektion der DNP-Amine ist ausser der Betrachtung im UV-Licht(366 nm)

aut:h d_as Bespriihen der Platten mit einer alkalischen Nitromethanlésung geeignet?®,

Pm;bamtwe Dmmsckwktdzromatogra/:hw
Die wie {iblich beschichteten Platten (25 g Kieselzel H pro 20 X 20 cm Platte)
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oder AII entwickelt. Man kratzt die gewiinschte Aminzone aus, extrahiert wahlweise
mit Methanol oder nach Zugabe einiger Milliliter wissriger NaHCO,-Lésung -mit
Ather. Die Extrakte werden zur Trockne eingedampft und im geeigneten System
analytisch rechromatographiert.

Quantitative Ditnnschichichromatographie

Man verwendet an Stelle von Kieselgel HI7y;, Kieselgel H ohne Fluoreszenz-
indikator, trigt die zu bestimmende nach HARTMANN!® quantitativ gewonnene DNP-
Aminprobe strichférmig (6 cm) aus einer Mikroliterspritze auf und entwickelt mit
Al Die zu bestimmenden Substanzzonen werden sorgfiltig ausgekratzt und in einem
festverschlossenen Zentrifugenglas mit 5.0 ml Methanol unter kriftigem Schiitteln
extrahiert. Als Blindwert wird eine entsprechend grosse, aminfreie Kieselgelzone
extrahiert. Nach Abzentrifugieren des Kieselgels wird der Uberstand bei 350 nm
(D = romm) gegen den Blindwert im Spektralphotometer ausgemessen.

ERGEBNISSE

Allgemeine Trennverfahiren

In Tabelle I sind die Rp-Werte der tiberpriiften DNP-Amine in vier Trennsys-
temen zusammengefasst. Die Rp-Werte sind, wie zumeist bei DC, nur annihernd
reproduzierbar, so dass es sich empfiehlt, zur sicheren Identifizierung stets Test-
substanzen mitzuchromatographieren,

Die Fliessmittel AI, AII, und AIII lassen sich zu zweidimensionalen Systemen
kombinieren. Mit ihnen gelingt bis auf die Trennung der héheren Homologen des
HxA, der isomeren Propyl- und Butylamine, und der Abtrennung von MBA von
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Fig. 1. Zweidimensionale Trennung der DNP-Derivate wasserdampffliichtiger Amine an Kiesclgel
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TABELLE I
Rp-wWERTE DER DNP-AMINE IN VERSCHIEDENEN DC TRENNSYSTEMEN

Stationdre Phasen: Kiesclgel HTF,,, und Polyithylenglykol. Fliessmittel: (AI) Pentan-Essig-
siiure-isoamylester—Ammoniak (70:29:1); (AII) Benzol-Athylacetat-Petrolither (97:2:1); (AIIIL)
Pentan—Benzol-Tridthylamin (45:45:10); (AIV) #n- I-Iaptan. gesdttigt mit Polyvithylenglyvkol
(Lit. 19). '

Erfassungsgrenze der Methode: 10~ semol.

DNP-Amin Abkigr-  F.p.(°C) Kivselgel HF g, Polvdthvien-
zung glyvkol
Al All Al A1V
DN P-
Ammoniak NH, 182 o.12 0.13 0.03 0.00
Methylamin MA 179 0.21 0.33 0.30 0.01
Dimethylamin DMA S5 0.19 0.39 0.34 0.03
Athylamin AA 113.5 0.32 0.44 0.59 0.05
Diithylamin DAA 79.5 0.42 0.54 0.69 0.13
n-Propylamin nPA 05 0.50 0.52 0.75 0.10
Isopropylamin iPA 04.5 0.49 0.53 0.74 0.15
n-Butylamin n-BA go 0.64 0.60 0.81 0.16
Isobutylamin iBA 8o 0.66 0.57 0.82 0.19
n-Amylamin NAA 82 0.75 0.66 0.85 0.23
Isoamylamin iAA 91.5 0.79 0.64 0.86 0.24
2-Methylbutylamin MBA 46—47 0.75 0.65 0.85 0.26
n-Hexylamin HxA 51 0.84 0.70 0.88 0.32
n-Heptylamin HpA n 0.8g 0.73 _0.88 0.41
7-Octylamin OA R 0.93 0.75 ~ 0.90 0.50
n-Decylamin DA 42.5 0.97 0.78 0.92 0.67
n-Undecylamin UDA n.b.b n.b.vb n.b.v n.b.b 0.73
Allylamin AllA 68—75 0.43 0.47 0.62 0.02
B-Phenylidthylamin PAA 155 0.52 0.54 0.66 0.04
3-Methylmercaptopro- MMPA 63 0.28 0.30 0.57 0.03
pylamin
Benzylamin BzA 117.5 0.58 0.55 0.67 0.03

» HpA und OA sind bei Raumtemperatur flissig. HpA konnte bei —15° zur IKristallisation
gebracht werden. OA erstarrte zwar unter diesen Bedingungen, kristallisierte aber nur schlecht
aus.

b n.b. = nicht bestimmt.

nAA die Trennung aller untersuchten Amine. Al trennt im eindimensionalen Ver-
fahren am besten und ist zur ersten Uberprﬁfung eines unbekannten Amingemisches
am geeignetsten. Die mit diesem Fliessmittel nicht trennbaren Paare MA-DMA,
AA-MMPA, und DAA-AIIA lassen sich im zweidimensionalen System (AI/AII)
gut trennen (Fig. 1). Zur Trennung von PA und PAA, die auch mit diesem System
nicht gelingt, muss AI mit AIII kombiniert werden.

Bei der Analyse von Amingemischen aus biologischem Material ist die Trennung
durch die oft sehr unterschiedlichen Konzentrationen der einzelnen Amine erschwert.
Zur sicheren Erfassung auch der in sehr geringen Mengen vorhandenen Amine emp-
fiehlt sich eine eindimensionale priparative Vortrennung, Elution der interessierenden
Aminbanden und analytische Rechromatographie im jeweils giinstigsten System.

Bei der préparativen Vortrennung von Aminextrakten aus Bliitenpflanzen be-
obachteten wir gelegentlich eine nicht identifizierte Snhstanz. diein AT nntar Schwana.
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In diesem Fall ist mit AII vorzutrennen, da die Substanz in diesem IFliessmittel einen
héheren Rp-Wert als HxA aufweist und die Trennung nicht stért.

Speziclle Trennverfalren

Eine wertvoll: Ergénzung zu den oben besprochenen Trennverfahren ist die
von SCHWARTZ ¢t «l.\® zur Trennung der homologen primiren und sekundédren Amine
als DNP-Derivate beschriebene Methode (Tabelle I, AIV). Mit dieser Methode lassen
sich nicht nur die héheren homologen Monoamine einwandfrei trennen, sondern es
gelingt auch die bisher nur in Einzelfillen?3.20 mégliche Trennung der isomeren Amine.
Die folgenden Beispiele sollen die Leistungsfihigkeit der Methode verdeutlichen.

Héhere homologe Monoamine (Fig. 24). Die mit der Methode einwandfreie
Trennung der homologen aliphatischen Monoamine bis zum DA veranlasste uns,
ein bereits frither?® bei der papierchromatographischen Analyse der Aminfraktion
aus Apfeln beobachtetes Amin mit etwas héherem Rp-Wert als HxXA erneut zu unter-
suchen. Nach priparativer Vortrennung des DNP-Amingemisches aus Apfeln der
Sorte ‘“Golden Delicious”’ und Rechromatographie der interessierenden Zone, liess
sich das fragliche Amin als das bisher aus der Natur nicht bekannte Octylamin
identifizieren.

Propylamine (IFig. 2B). Die beiden Propylamine werden gut getrennt. Das in
der Aminfraktion von Mercurialis pevennis L. nachgewiesene Propylamin konnte so
als {PA identifiziert werden. Auch in diesem Fall wurde zur Abtrennung der Haupt-
amine (MA, 7AA) zuniichst eine priparative Vortrennung durchgefiihrt.

Butylamine (Fig. 2C). Wegen der geringen Rp-Differenzen lisst sich ein {BA~
nBA-Gemisch nicht zu scharf voneinander abgesetzten IFlecken auftrennen. Eine
sichere Identifizierung der beiden Isomeren gelingt jedoch durch Cochromatographie.
Hierbei empfiehlt es sich die Analyse strichférmig mit den beiden punktférmig an
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Tig. 2. Beispiele zur Trennung der DNP-Derivate hsherer homologer aliphatischer Monoamine
und isomerer Propyl-, Butyl-, und Amylamine nach dem Verfahren von SCHWARTZ ef al W,
(A) = Homologe Monoamine. Nachweis von Octylamin aus Apfeln, (B) == Propylamine. Nach-
weis von Isopropylamin aus Mercurialis pevennis. (C) = Butylamine. Nachweis von Isobutylamin
aus Mercurialis perennis. (D) = Amylamine. Nachweis von z-l\'lfethylbutylami.n aus Lj"clzn"is
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den Strichenden aufgetragenen Testsubstanzen zu chromatographicren. Auf diese
Weise liess sich das BA aus Mercurialis perennis als iBA identifizieren.

Amylamine (Iig. 2D). Die isomeren Amylamine umfassen #AA, iAA und MBA.
Mit dem Fliessmittel AIV gelingt die Abtrennung des MBA von den beiden anderen,
mit diesem System nicht trennbaren, Isomeren. Letztere lassen sich jedoch nach
Elution aus der Platte mit dem Fliessmittel Al — gegebenenfalls in Kombination mit
All —auf Kieselgel voneinander trennen (IFig. ). Mit diesem Verfahren konnten wir
aus dem Aminextrakt von Lychnis coronaria neben 7AA auch das bisher aus der Natur
nicht bekannte 2-Methylbutylamin nachweisen.

Quantitative Diinnschichichromatographic der DN P-Amine

DNP-Amine lassen sich papierchromatographisch quantitativ trennen und
bestimmen!6.2!, Die quantitive Aminbestimmung ist auch in Kombination mit DC
moglich. Eichkurven der an Kieselgel H mit dem IFliessmittel AI getrennten und nach
Elution mit Methanol bestimmten DNP-Amine verlaufen linear. Die molaren Ex-
tinktionskoeffizienten (¢) der DNP-Amine liegen etwas niedriger als bei direkter
Bestimmung ohne Chromatographie (z.13. #nPA, ¢ = 1.735' 104 bzw. 1.794-10; HxXA,
e = 1.765° 104 bzw. 1.840'10%). Diese bei der chromatographischen Trennung nicht
vermeidbaren Verluste von 3 bis 4 % sind konstant, machen jedoch die Aufstellung
eigener Eichkurven notwendig. Der fiir die Bestimmung giinstigste Extinktions-
bereich liegt bei 0.2—0.6, entsprechend 0.06-0.17 umol Amin pro Bestimmungsansatz
(5 ml). Leerextrakte zeigen im Messbereich der DNP-Amine (350 nm) eine nur geringe
und konstante Absorption (£ = 0.002-0.003 pro cm? Kieselgelfiéiche).

ZUSAMMENFASSUNG

Drei Fliessmittelsysteme zur Trennung wasserdampffliichtiger Amine in Form
ihrer Dinitrophenylderivate (DNP-Amine) an Kieselgel HI,,, werden beschrieben.
Besonders geeignet zur Auftrennung von Amingemischen aus biologischem Material
ist das System Pentan-Essigsiure-isoamylester~Ammoniak (70:29:1). Die mit diesen
Systemen nicht mogliche Trennung der héheren homologen aliphatischen Monoamine
und isomeren Propyl-, Butyl-, und Amylamine lédsst sich mit dem von SCHWARTZ
et al.’® beschriebenen Verfahren erreichen. An einigen Beispielen wird die Leistungs-
fihigkeit der Methode verdeutlicht. So gelang der chromatographische Nachweis des
aus der Natur bisher nicht bekannten Octylamins aus Apfeln und des 2-Methyl-
butylamins aus Lychnis coronaria.

Die an Kieselgel H aufgetrennten DNP-Amine lassen sich nach Elution mit
Methanol spektralphotometrisch quantitativ bestimmen.
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