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SUMMARY 

Selective group separation of primary and secondary biogenic nrnilres bx reversed-phase 
high-performance liquid chromatography with 18-crown-6 in the mobile phase 

A high-performance liquid chromatographic procedure is described for the 
selective group separation of primary and secondary biogenic amines. The procedure 
is based on the selective formation of complexes of primary amines with l&crown-6 
and the high atlinity of the ammonium-l&crown-6 complexes on the hydrophobic 
phase in the two-phase system reversed phase/O.01 N hydrochloric acid-l S-crown-6. 
It is shown that the degree of the group separation is dependent on the characteristics 
of the reversed phase and on the concentration of the crown ether. 

EINLELTUNG 

Die Chromatographie von nativen biogenen Aminen, insbesondere von Nor- 
adrenalin und Adrenalin, mittels der Hochleistungsfliissigkeitschromatogrdphie 
(HPLC) wurde wiederholt beschrieben’-3”_ Die einzelnen Verfahren unterscheiden 
sich im wesentlichen dadurch. dass verschiedene Phasen (Ionenaustauscher, ECiesei~el. 

“Reversed-Phase”, “Reversed-Phase”/Ionenpaar) in Kombination mit mehreren 
Messverfahren (UV-Spektroskopie3*4*6, Fluorometrie’*‘*7-‘6-‘s-‘0, Elektrochemische 
Detektion’7.“-3’ ) angewandt wurden. Dabei handelte es sich immer urn eine chro- 
matographische Trennung der verschiedenen biogenen Amine untereinander. Eine 
selektive chromatographische Gruppentrennung von prim&en und sekundiiren bio- 
genen Aminen wurde unseres Wissens bisher nicht mitgeeteilt- 

In dieser Arbeit wird die selektive Gruppentrennung der sekundiiren biogenen 
Amine Adrenalin, Metanephrin, p-Synephrin, In-Synephrin, Epinin und N-Methyl- 
serotonin von den entsprechenden N-demethylierten primgren biogenen Aminen 
Noradrenalin, Normetanephrin, p-Octopamin, ,&Octopamin, Dopamin und Seroto- 
nin an einer Reversed-Phase-S%ule mit [lS]Krone-6f im wiisserigen Eluenten demon- 

l Brim Arbeiten mit [lS]Kronr-6 ist besondere Sorgfalt geboten. da die Substanz sehr tosisch ist’“. 
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striert. Diese Trennung beruht darauf, dass die relativen Retentionszeiten der pri- 
maren und sekundaren Amine zueinander durch [ lS]Krone-6 extrem verandert wer- 
den. Wahrend normalerweise die polareren primaren Amine vor den entsprechenden 
N-IMethyl-Verbindungen eluiert werden, haben in Gegenwart von [ 1 S]Krone-6 im 
Eluenren die sekundaren Amine die kiirzeren Retentionszeiten. 

Die starke Retardierung der prim&en biogenen Amine beruht auf der hohen 
Affinitst eines [ 1 S]Krone-6-aminhydrochlorid-Kompleses zur Reversed-Phase. der 
sich ausschliesslich mit den primiiren und nicht mit den sekundiiren biogenen Amin- 
hydrochloriden bildet. Die erhbhte Retention der primaren Amine ist abhiingig von 
der Lipophilitat der Reversed-Phase und von der Konzentration des p8]Krone-6 im 
Eluenten. Entsprechend kann die Qualitat der Gruppentrennung an den unterschied- 
lichsten analytischen Problemen gezielt orientiert werden. 

hIATERIAL UXD hLIETHODEi4; 

Das HPLC System bestand aus einer Altes-Pumpe (Model1 110 A). gekoppelt 
mit einem Pulsationsdampfer (Altex. Model1 110-40). einem Einlassventil (Rheodyne 
Model1 7 1020) mit 100 ~1 Probenschleife. einer Stahlchromatographiefertigsiiule 
(L5nge: 250 mm. I-D_: 4.6 mm. gefullt mit RP-2- (IO pm, Nr. 103.07.15) bzw. mit 
RP-S-%Iaterial (7 pm. Nr. 103.07.13) (H. Knauer. Oberursel, 8-R-D.) und einem 
Aminco-Bowman (SPF)-Fluorometer (J4-8950E) in Verbindung mit dem Mikropho- 
tometer J lo-222 A (American Instrument)_ 

Die native Fluoreszenz der biogenen Amine wurde in einer 25ql Durchfluss- 
kiivettc (Xr. 176.70. Hellma, Miihlheim/Baden. B-R-D.) bei 2S5 nm (Anregung) und 
325 nm (Emission) gemessen. Chromatographiert wurde bei Raumtemperatur (XI- 
25 C). Die Fliessgeschwindigkeit des Eluenten ist bei den Abbildungen angegeben. 
Zur Xufzeichnung der Chromatogramme diente ein Linearkompensationsschreiber 
(Model1 385. Xbimed. Dusseldorf. B.R.D.) und zur Bestimmung der Retentionszeiten 
ein Integrator (Model1 33S0 A. Hewlett-Packard). Der Papiervorschub betrug 0.5 
cmjmin. 

Xlle biogenen Amine wurden kommerziell erworben. Serotoninsulfat stammte 
v-on E. Merck (Darmstadt. B.R.D.). ljz-Synephrin (L-/Y-3-( Hydrosyphenyl)+-hydro- 
sy~thylmethyhumin). nz-Octopamin (L-/s-3-( Hydrosyphenyl)-/I-hydroxyathylamin). 
X-Mrthylserotonin van Serva (Heidelber,. 0 B-R-D.), und Adrenalin. Noradrenalin- 
hydrochlorid. Dopaminhydrochlorid. Epinin (N-~Methyldopamin)hydrochlorid. 3-0- 
Methyldopamin (3-Methox~-tyramin)h~drochlond.p-Syneph~n,p-Octopaminhydro- 
chlorid, Normetanephrinhydrochlorid, Metanephrinhydrochlorid von Si_ma (St. 
Louis. MO. U.S.A.). 

Fur die Chromatographie und zum L&en der Substanzen wurde deionisiertes 
Wasser (~Milli-Qr IMillipore. Neu-lsenburg. B-R-D_) ver\vendet_ Als Basiseluent diente 
0.01 :Y SalzsXure (Titrisol. E. Merck): [lS]Krone-6 stammte von Fluka (Buchs. 
Schiveiz). 

Das !IIr die Liisungen der Amine und den Eluenten benotigte Wasser vvurde 
I h am Wasserstrahlpumpenvakuum. die Losungen vor Gebrauch im Ultraschal!bad 
(&lode11 5S.000. H. Knauer) entgast. 
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Seit der grundlegenden Arbeit fiber die Komplexierung von Metallionen mit 
Kronenethem von Pedersen33, und deren Einfiihrung in die Phasentransfer-Katalyse 
(PTC) in verschiedene Bereiche der prsparativen organischen Chemie zwischen 1972 
und 1974 durch einige Arbeitsgmppen 3G39 hat die PTC eine stiirmische Entwicklung , 
genommen. Einige zusammenfassende Darstellungen informieren hieriibe?-‘. In 
die Chromatographie wurden die Kronenether von Blasius und Mitarbeiter49-s’ so- 
wie Cram und Mitarbeiter53-55 eingeftihrt. Sie benutzen covalent an Kieselgels’~s’. 
Ionenaustauscher*g-” oder Polystyrrolharze5s gebundene Kronenether zur Iliissig- 
keitschromatographischen Trennung von Alkali-, Erdalkali- und anderen Metali- 
ionens9-5’, zur Trennung einfacher alkylsubstituierter und strukturisomerer Ammo- 
niumionen”, zur Trennung verschiedener organ&her Verbindungen (Halogen- 
benzole, Vitamine, Penicilline, Heterocyclen und Digitalisglykosiden)‘O sowie zur 
Trennung der Enantiomere von racemischen r-AminoslurenJ’*53-55 und sc-Phenyl- 
2thylaminsalzen 55 in organischen Liisungsmitteln. 

Bei der Trennung der Enantiomere in die optisch reinen Isomere wirken die 
covalent fixierten optisch aktiven Kronenether als chirale Molekiilrezeptoren. Diese 
sogenannten abiotischen Rezeptoren sind als Modellsubstanzen zur Untersuchung 
des ErkennungsvermGgens biologischer Rezeptoren bedeutungsvoll. Neuere i;‘ber- 
sichten_geben hieriiber Auskunfts6*“_ 

Uber die Verwendung monomerer Kronenether in organischen Liisungsmittel- 
gemischen als Elutionsmittel in der Ionenaustauscherchromatographie’B oder an 
Kieselgels3 wurde gleichfalls berichtet. Horv5th et al.“9 sowie Brunan und Kraak6’ 
erweiterten den Anwendungsbereich IXir monomere Kronenether in der Fliissigkeits- 
chromatographie. Sie chromatographierten Kronenetheralkalikomplexe in iMethanol 
an Reversed-Phase-S%ulen’9 oder benutzten Kronenetherkaliumkomplese zur Kom- 
plesierung der Anionen R-SO, - (Lit. 60). Dadurch ist die LBslichkeit von Nitro- 
und HalogenbenzolsulfonsWren in Methylenchlorid-Methanol-Gemischen fiir die 
Chromatographie an Kieselgel erhiiht worden. Kiirzlich berichteten Nakagawa e? 
al. 6’ iiber das Retentionsverhalten von aromatischen primsiren Aminoverbindungen 
an einer Reversed-Phase-SHule mit wssserigem Methanol-Kroneiiether-Gemischen 
als mobiler Phase. In Abhagigkeit von der Kronenetherkonzentrdtion ermittelten 
sie fiir isomere Aminobenzoes$uren, Benzoetiureamide. isomere Toluidine und einige 
r-Aminocarbons%uren (Phenylalanin. Tyrosin, Tryptophan) die Kapazitstsfaktoren. 

In dieser Arbeit berichten wir erstmals iiber die Komplexierung von prim%- 
ren biogenen Aminhydrochloriden und [lS]Krone-6 aus rein w%seriger Liisung in 
dem Zweiphasensystem Reversed-Phase/O,01 N SalzsSure-[lS]Krone-6 und fiber die 
Anwendung dieses Systems zur selektiven chromatographischen Gruppentrennung 
van primsiren und sekundgren biogenen Aminen. 

Bereits Pedersen33 zeigte. dass einfache primare Alkylaminhydrochloride in 
Methanol mit Dibenzo-[lS]Krone-6 zu komplexieren sind, wghrend die Hydrochlo- 
ride des cyclischen sekundgren Amins Morpholin und der tertigren Amine Tetra- 
methylamin. N-Methyimorpholin und 1.4-Diazabicylo(22_2.)octan keine Komplexe 
mit dem verwendeten Kronenether bilden. Die Messungen von Izatt et ~1.~’ stehen 
der Allgemeingiiltigkeit dieser Ergebnisse entgegen. Sie bestimmten die Stabilitiits- 
konstanten von [ 1 S]Krone-&ammoniumkomplexen und fanden. dass diese von Kom- 
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die Gruppe 
der prim&en Amine gegeniiber der Gruppe der sekundaren Amine ein extrem vrrZn- 
dertes Retentionsverhalten (Fig. 1 b). Die sekundsren Amine Adrenalin_ IMetane- 
phrin, p-Synephrin- tzr-Synephrin. Epinin und N-Methylserotonin werden generell et- 
was schneller eluiert. Wir fiihren dies auf den --gegeniiber 0.01 X SalzsHure- stsr- 
keren Eluenten 0.01 N Salzs%ure-[ 1 S]Krone-6 zuriick. Die primsiren Amine Noradre- 
nalin. Normetanephrin. p-Octopamin. m-Octopamin, Dopamin und Serotonin -die 
jeweils N-demethylierten Substanzen der verwendeten sekundliren Amine- sowie 3- 
0-Methyldopamin. haben dagegen eine wesentlich verlsngerte Retentionszeit, die aus 
der Komplexbildung des primaren Aminsalzes mit dem Kronenether resultiert. Fi.ir 
eine KompIexbiIdung der sekundsren Amine ergibt sich aus dem Retentionsverhalten 
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Fig. 2. KompIexbiIdung zwischen [lS]Krone-6 und Noradrenalinhydrochlorid. Die Strukturen des [IS]- 
Krone-6 (I) und des mit Noradrenslinhydrochlorid (il) gebildeten [lS]Krone-6-norrtdre- 
nalinhydrochlorid-Komplexes (III) siad idealisiert (vergl. hierzu Lit. 61, 65). Die punktierten Linien illu- 
striercn die elektrostatischen Anziehungsktifte zwischen Aminkstion und Sauerstoff&omen des Kronen- 
ethers --eine Kraftlinie ist durch die -CH1-N-Bindung in der Zeichnung terdeckt- so\iie die drei Wasser- 
stoffbriickenbindungen im Komplea. 

dieser Substanzklasse kein Hinweis, und dies trotz der Tatsache. dass die stationiire 
Phase bei der Chromatographie gegeniiber dem von Izatt er ~1.~’ verwendeten abso- 
luten Methanol eine wesentlich stgrkere Lipophilitat auflveist. 

In Fig. 2 ist die ideaiisierte Struktur des [l S]Krone-&noradrenalin-Komplexes 
als Beispiel fiir die Kronenetherkomplexe der biogenen primZren Amine wiedeq:- 
geben. Die Struktur entspricht den Vorstellungen von Pedersen33, Cram und Cram’ ‘_ 
Kyba et a1_63 und Timko et aL6” vom Aufiau der Kronenetherammoniumkomplexe 
und deren Bestiitigung durch die Bestimmung der Kristallstruktur des [lS]Krone-6- 
ammoniumhydrobromids durch Nagano et al. 65 lnzerhalb des 1: 1-Komplexes steht _ 
das komplexierte Aminhydrochlorid senkrecht auf dem annghemd plan liegenden 
Kronenether. wobei die NH3’ -Gruppe des Amins fiber dem Zentrum der Kronen- 
verbindung fixiert ist_ Als punktierte Linien sind die elektrostatischen Anziehungs- 
kr%fte eingezeichnet, die sich aufgrund der Dipol-Dipol- und Ionen-Dipol-Wechsel- 
wirkungen zwischen den Wasserstoffatomen der NH, ‘-Gruppe sowie dem Aminka- 
tion und den einsamen Elektronenpaaren der Sauerstoffatome des Kronenethers aus- 
bilden. Sie bedingen die StabilitHt des Komplexes und halten das Aminkation in seiner 
Position. Das Volumen der NH, +-Gruppe ist zu gross -1onendurchmesser von 
NH,’ (im Kristall) = 2.86 a (Lit. 40)- urn die Kronenetherhiihle vollstgndig aus- 
zufiillen, die im [18]Krone-&ammoniumhydrobromid einen Durchmesser von 2.84 ii 
besitzt65. Entsprechend steht das Aminkation in diesem Komplex 1.00 J% iiber dem 
plan ausgerichteten Polygtherring, der im komplexierten &stand weitgehend sym- 
metrisch ist65. Weitere Einzelheiten iiber die Kristallstrukturen von Kronenether- 
komplexen sind einer diesem Thema gewidmeten Zusammenfassung zu entnehmen66. 

Die Stabilitit derartiger Kronenetherkationenkomplexe hsngt allgemein aus- 
ser vom VerhHltnis des Kationenvolumens zum Durchmesser des Kronenetherhohl- 
raumes such wesentlich von der Solvatationsst&ke des verwendeten Lijsungsmittels 
ab. Aus diesem Grunde ist in wzsserigen Lijsungen das in Fig. 2 dargestellte Gleich- 
gewicht, in dem die Dissoziation der Salze und des Komplexionenpaares nicht be- 
riicksichtigt wurde. weitgehend nach links verschoben. Dies erklirt sich aus dem Be- 
streben des Aminkations, eine Hydrathiille auszubilden -ein Prozess, der der Kom- 
plexbildung wegen der grossen Volumenzunahme der NH, +-Gruppe entgegensteht. 
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Fig_ 3. Schema&he Darstelhmg rerschiedensr Glrich_ge\\ichte in dem Z\\eiphasens)stem Rexersed- 
Phase. 0.01 _v Sz1lzs;rTure-[1S] Krone-b Die Komplesbildung erfolgt ;lus dcm Cileichgsnicht in drr a;Tssc- 
rigen Phase (aqP)_ &er den Weg A \rrlsuft die direktr Komplexirrung des proton&ten Xmins -‘in” der 
stationgren organischm Phase (ogP)_ \\17hrend iiber den \Veg B der direkte Phasentrunsfer dq%s [ IS]Kronr- 
6 rrmmoniumkomplexes erfolgt. --Innerhaib” der stationliren Phase ist die Dissotiation des Komplexes 
\ieitgehend zuriickycdr;in~t. 

Die Stabihtatskonstanten der [ 1 S]Krone-6-ammoniumkomplexe. die ein amass fur die 
Komplesbildung in Liisung darstellen. sind entsprechend in \v?Csseriger Losung sehr 
klein. Sir wurden :-on Izatt6’ fiir den [ 1 S]Krone-6-methy1ammoniumkomples (li’, 
([ 1 SfKrone-6; IMeNH, ’ ) in Wasser < 5) und von Behr et ~1.~~ fur den Ammonium- 
komples mit einem tetrasubstituierten Kronenether (K, ([ 1 S]Krone-6(-CON(CH,),),I 
NH,’ in Wasser (5) gemessen. Wurde Methanol als Liisungsmittel benutzt. das 
gegeniiber Wasser eine wesentlich geringere Solvatationsst%rke besitzt, erhohen sich 
die Stabilitt‘itskonstanten der Kronenetherkomplexe urn mehrere Zehnerpotenzet?‘. 
Zu ciner weiteren Zunahme der Stabilitatskonstanten kommt es in Abhsngigkeit 1 on 
der Polarit%tsabnahme des Losuilgsmittels. eber die hieraus erwachsenden analy- 
tischen Mbglichkeiten, mit unpolaren organischen Liisungsmitteln (Chloroform. 
Benz01 etc.) Kronenethermetallkationenkomplese aus wasserigen Losungen zu estra- 
h&en, gab Kolthop’ eine zusammenfassende Darstellung. 

Fur die Komplesierung der primzren biogenen Amine in dem Zweiphasen- 
system Reversed-phase/O.01 IV Salzsaure-[ 1 S]Krone-6 nehmen wir mehrere Reak- 
tionswege an (Fig. 3). Danach erfolgt fiber den Weg A die Komplexbildung mit dem 
v ollst&dig dissozierten protonierten Amin direkt “in” der mit [ 1 S]Krone-6 iiquili- 
briertrn Reversed-Phase iiber das Gleichgewicht im Zweiphasensystem. Gleichzeitig 
wird dem Gleichgewicht im Eluenten, durch den Phasentransport des Kompleses 
--in” die Rev-ersed-Phase iiber Weg B. st%ndig der [ 1 S]Krone-6aminkationkomples 
entzogen, vveil der Komples wegen der starken Abschirmung der polaren Ammo- 
niumgruppe des biogenen Amins durch die lipophilen Athylenbriicken des Kronen- 
ethers eine hohe Xflinitat zu der lipophilen statiomiren Phase besitzt. 

Fig. 4 zeigt, in welcher Zeit eine RP-S-S5ule in Abhiingigkeit van der Kon- 
zentmtion des Kronenethers mit dem Eluenten 0.01 N Salzsaure-[lS]Krone-6 aquili- 
briert ist_ Diese Zeit ist mit C’U_ 4 h fiir eine Kronenetherkonzentration von 20 mg,l 
relativ lang: sie verkiirzt sich auf cu. 1.5 h bei einer Konzentration von 500 mg 
[ 1 S]Krone-6: I_ Beim Vergleich der Fig. 1 b und 4 ist der Einfluss zu erkennen, den 
die _4rt der Reversed-Phase auf die Retentionszeit der Kronenetherammoniumkom- 
plese hat. Denn fiir eine Erhbhung der Retentionszeit des Noradrenalins auf CU. 8.5 
min M urden fiir die RP-l-Phase 5 g [ lS]Krone-6/l beniitigt. Den gleichen EtTekt er- 
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Fig. 4. k@ibrierung einrr RP-S-SSule in AbhZngigkeir van xerschisdenen [ lS]Krone-6-Konzentrationen 
in 0.01 N Salzsiiure. Testamine: Adrenalin (AD) und Noradrenalin (NX). [lS]Krone-6 = 20 mgil (I). 
100 m%l (Ii), 500 ma1 (Ill)_ Fiir Adrenalin ist der Kurven\erlauf fir die getesteten Krocenrrherkonzen- 
trationen xtgetihert identisch. ueshalb aus Griinden einer besseren ijbersichtIichl;rit nur Werre I‘iir die 
hiichste Konzentration eingzeichnet \k urden. Die Fiiessgeschwindigkeit betrug 1.0 ml, min. Weitere Einzel- 
heiten siehe Material und hlethoden. 

zielt man an einer RP-S-Phase mit 100 mg [lS]Kroned/l. 
Dariiberhinaus verdeutlicht Fig. 4. in welchem Ausmass die Trennung van 

primziren und sekundiiren Aminen gesteuert werden kann- Denn Adrenalin zeigt als 
Vertreter der sekundsren Amine erwartungsgem%s such an einer RP-S-Slule nur 
eine geringe Verkiirzung der Retentionszeit. Noradrenalin wird dagegen mit stei- 
gender Konzentration von [I S]Krone-6 in 0.01 N Salzs%ure im untersuchten Bereich 
immer langsamer eluiert. 

ZUSxM,MENFASSUNG 

Es wird die selektive Gruppentrennung von prim&en und sekundsren biogenen 
Aminen mittels HPLC in dem Zweiphasensystem Reversed-Phase/O.01 N Salz- 
siiure-[ 1 Sjkrone-6 beschrieben. Es handelt sich urn ein Verfahren. dass in der Ana- 
lytik und der organischen Chemie allgemein anwendbar ist, denn die Vortrennung 
in Gruppen vereinfacht die Anaiyse kompleser Amingemische im Bereich der Biolo- 
gie und der Medizin wesentlich- Fiir die prsparative organische Chemie eriiffnet das 
Verfahren die IMiiglichkeir. Reaktionsprodukte und Ausgangsverbinduqen bei N- 
Alkylierungen von primgren Aminoverbindungen einfach, schnell und sehr etrektiv 
zu trennen. 
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