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Die Vitali-Reaktion zur Erkennung der Tropa-Alkaloide
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The identification methods for tropane alkaloids so far known were limited on tropic acid esters
such as atropine and was unable to detect mandelic acid esters such as homatropine. The present
method employing thin-layer chromatography was able to detect violet coloration developed with any

of them by Vitali-reaction. It was established that this violet coloration is due to the mesomerization

of carb-anion in the alkaline solution.

Im Jahre 1880 veroffentlichte D. Virar? eine
empfindliche Farbreaktion, die es gestattet, die
Solanaceenalkaloide Atropin und Hyoscyamin
(fritheres “Daturin”)- zu erkennen. Bemerkenswert
ist die Reaktion deshalb, weil sie spezifish zu sein
scheint, d.h. von keinem anderen der wichtigeren
Alkaloide gegeben wird.

Die Reaktion wird so ausgefiihrt, daB man das
Atropin bzw. ein Atropinsalz - mit rauchender
Salpetersiure versetzt, das Gemisch auf dem
Wasserbad eintrocknet und nach dem Erkalten
mit alkoholischer Kalilauge befeuchtet. Bei Vor-
handensein der Tropaalkaloide tritt eine violette
Fiarbung auf, die je nach der Stirke der Nitrier-
uung schon bald oder verzégert in ein schénes
Rot iibergeht. Nur die violette Farbe kann jedoch
als charakteristisch angesehen werden, da z.B.
auch Strychnin bei der gleichen Behandlung eine
Rotfirbung zeigt.

Mit den chemischen Vorgingen der Vitali-Reak-
tion befaBten sich Harpy? und van Ugrx®. Nach
Harpy geben Ester von Siuren, die der Tropasiure
{a-phenyl a-hydroxymethylessigsiure C,H,CH(C-

H,OH)-COOH) nahestehen, die Vitali-Reaktion,
gleichgiiltig ob ein Ester des Tropins, Scopolins,
Ekgonins oder eines beliebigen Alkohols vorliegt,
Vorbedingung ist nach Harpy?, daB im Siurerest
die Gruppe CeHsCH=o0der nach von Ugx¥ die
Gruppe CH;CH(C=)COO™ vorhanden ist,

Hierzu ist zu bemerken, daB diese Gruppe durch
Salpetersiure oxydierbar sein und die gesamte
Séure in p-Nitrobenzoesiure iiberfiihrbar sein mus,
Ausschlaggebend fiir den Eintritt der Reaktion ist
jedenfalls bei den Esteralkaloiden der Solanaceen
der Siureanteil.Der Alkoholanteil der
Alkaloide ist an der Farbentstehung unbeteiligt,
auch das Tropin (Tropanol). Diese Tatsache ist
jedoch weder den Kommentaren der Arzneibiicher
noch den Lehrbiichernn zu entnehmen.

Nach dem DAB (Deutsche Arznei Buch) wird
die Vitali-Probe folgendermaBen ausgefithrt:

DAB—VI (1953) 43 (Neudruck), DAB—VII
(1966) 85.

Auch W. Ayg und Mitarbeiter haben die Vitali-
Reaktion als Nachweis fiir die —Ester der Tropa-

saure darstellenden— Tropan-Alkaloide untersu-
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cht® und die als Arzneimittel im Handel befind-
lichen synthetischen Mandelsdure-Ester des Tropa-
nols einbezogen.

Hierzu sei bemerkt, daB das in vielen Arznei-
biichern angefiihrte, aus Tropin und Mandelsiure
synthetisch erhaltene Homatropin, also der Trop-
anolester der Mandelsiure (Phenylglykolsdure: Cg
H;CH(OH)COOH)diese Reaktion nach bisherigen
Literaturangaben, auch der Arzneibiicher, nicht
gibt, obwohl hier die von Happy bzw. von van
Urk im Siureanteil geforderte Gruppierung vor-
liegt.

Man verwendet die Vitali-Reaktion bei Homat-
ropin als Reinheitspriifung, um naturelle Tropanol-
Ester(Hyoscyamin, Atropin) auszuschlieBen; z.B.
heiBt es im Kommentar zur Pharmacopoea Helve-
tica V:

Die bei der Vitali-Reakion (Eindampfen mit
konz. Salpetersdure und Zusatz von weing. Kali-
lauge)auftretende Violettfirbung ist charakteristisch
fiir die Solanaceenalkalkaloide(Hyoscyamin, Atro-
pin, Scopolamin); dagegen gibt Homatropin eine
gelbe Firbung.

Auch mit Euphtalmin, das ebenfalls die Phenyl-
glykolsiure enthilt, soll die Reaktion in dieser
Hinsicht negativ verlaufen. Wie diese Diskrepanz
iiberbriickt werden kann, wird weiter unten ge-

zeigt werden.

Morin® hat eine Verbesserung des Verfa hrens
dadurch erzielt, daB der Reaktionsriickstand in
Aceton gelsst wird, bevor der Zusatz von Lauge
erfolgt. Diese Modifikation gestattet, abgesehen
von der dabei erhshten Empfindlichkeit der
Reaktion,
beobachten, da die violette Farbe linger anhalt.

den Reaktionsverlauf deutlicher zu

In allen ist es vorteilhaft, den Abdampfriickstand
in Aceton zu lsen und statt mit - alkoholischer
Kalilauge nach Ep-Sppmm® mit einer 5%igen
methanolischen Tetramethylammoniumhydroxyd-
16sung zu priifen, wenn man mit dem Abdampfriick-
stand eine photometrische quantitative Bestimm-

ung ausfilhren will. Die Farbintensitat bleibt
dann iiber 6~8 Minuten bestehen und kann bei
570my gemessen werden. Diese abgewandelte
Methodik ermdglicht eine photometrische Bestimm-
ung.

W. Awg und Mitarbeiter stellten weiterhin fest,
daB durch rauchende Salpetersdure und in vorteil-
hafter Erginzung das Gemisch aus rauchender
Salpetersiure und Acetanhydrid Atropin und der
Mandelsdure-Ester des Homatropins darin zeigt
sich die erfolgreiche Erginzung zu 3,5-Dinitro-
benzoesiure oxydiert werden.

Scawenker? deutete neuerdings die Bildung der
farbigen Reaktionsprodukte. Nach seinen Arbeiten
setzt die Entstehung dieser farbigen als Vitali-
Reaktion bekannten Stoffe die Hydrolyse der
Tropinester nicht voraus, sondern es wird - ein
farbiges Carp-Anion des 4-Nitroatropins gebildet,
aus dem 4-Nitroapo-Atropin durch die 8-Elimini-
erung entsteht.

Die Bezeichnung dieser Verbindungen als p-
Nitro-Atropin bzw. -Apoatropin ist nicht gerade
gliicklich.

Diese Arbeit war darauf angelegt, den Reak-
tionsmechanismus der Vitali-Reaktion zu kliren.
Nachdem dies Scuwrnker im Jahre 1964 weitgeh-
end gelungen ist, Wurden die weiteren Untersu-
chungen darauf ausgerichtet, die beim Studium
der Nitrierungsreaktionen gewonnenen Erkennt-
nisse weiter auszubauen und das Verhalten der
bereits in den. Untersuchungskreis einbezogenen
und weitere der Tropasiure #hnlichen Sduren
vergleichend zu untersuhen.

Alle fritheren Versuche zur Vitali-Reaktion er-
folgten in einer Abdampfschale, und auch die
Anfangsversuche dieser Arbeit wurden mit sehr
kleinen Mengen vorgenommen. Dabei fiel aber der
unterschiedliche Verlauf auf.

Aus den dabei erhaltenen Riickstinden war das
Endprodukt sehr schwierig zu isolieren und auch
das violette Reaktionsprodukt war aus einem Siu-
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lenchromatogramm mit Methanol schwierig zu
erhalten. Die Kristalle dieser violetten Substanz
verfliissigten sich schon auf dem Filter wihrend
des Auswaschens.

Fiir weitere Untersuchungen wurden daher groB-
ere Mengen an Ausgangssubstanz eingesetzt und
der Umsatz bei gleicher Temperatur, bei der sich
die Reaktion zur Identititspriifung der Belladonna-
Alkaloide vollzieht, im Erlenmeyerkolben durch-
gefiihrt.

Erweiterte Vorversuche und Betrachtung
zur Vitali-Reaktion und Farbbildung (Farb-
komplexe)

Es ist bekannt®, daB m-Dinitrobenzol mit
Aceton und Lauge eine Violettfarbung ergibt,
und daB Nitroderivate mit Ketonen, Aldehyden
oder anderen Verbindungen mit einer aktivierten
Metyhlgruppe Rot- oder Violettfarbung ergeben.

Nach unseren Untersuchungen an aromatischen
Nitroderivaten in verschiedenen Losungsmitteln
konnten wir feststellen, daB die mono-Nitroderivate
von Benzol, Benzoesiure und Toluol mit Lauge
und Aceton keine Violettfarbung, die Dinitroderi-
vate der genannten Verbindungen eine Blauvio-
lettfirbung und die entsprchenden Trinitroverbin-
dungen eine Rotfirbung zeigen.

Cansack® berichtet itber den Reaktionsmechan-
ismus zwischen m-Nitrobenzol und Verbindungen
mit aktivierter Methylengruppe. Nach neuer An-
sicht sollen folgende Grundannahmen das Auftreten
der Farbungen erklaren: in der atkalischen Losung
erfolgt eine Protonabspaltung aus der Methylen-
verbindung : diese Dissoziation kann langsam er-
folgen, es entsteht dabei ein resonanzfihiges Anion
der allgemeinen Form(X=Y—-Z & X-Y=2Z).
Dieses Anion lagert sich mit einer polaren Form
von m-Dinitro-Benzol zu einem komplexen Ion um.

Theoretisch sollte dieser Komplex unter Ab-
spaltung eines Hydridions bei Aceton in 2,4-
Dinitrophenylaceton bzw. 2, 4-Dinitrophenylisopro-
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penaether iibergehen konnen; aber diese Verbin-
dungen wurden von Canpack hicht aufgefunden.

Als zweites Beispiel fiir die schon lange als
“Janovski-Zimmerman-Reaktion” bekannte Violett
farbung von m-Dinitrobenzol und seinen Derivaten
mit CH-aciden Verbindungen in Gegenwart von
Alkalien sei die Bildung der folgenden A-Form
aus m-Dinitrobenzol und einem Keton formuliert.
daB bei

derartigen Umsetzungen auch die Dehydrierungs-

Neuere Untersuchungen!® ergaben,
produkte B entstehen.

Als Oxydationsmitte] wirkt dabei ein Teil der
Nitroverbindungen. Nach R. Foster und R.K.
Macke ist es vom Losungsmittel abhingig, ob A
oder B entsteht!?

Nach den grundlegenden Untersuchungen von
J. Mesenuemer'?, die spiter ergdnzt wurden,
reagiert 1,3, 5-Trinitrobenzol mit Kaliumaethylat
zu einem Addukt der Struktur T A,

8 Bemerkgng:
° o a=0C
02 O o 2H5
H 6:NZ
— e ™9
0N e R|Ka  Le=CH—C~chy
2 o N [ ] °
éo v Ka =K, Kc= Na
14 IB:c K= NH,<

Auch CH-acide Verbindungen lagern sich bei
Gegenwart von Alkalien an die aromatischen
Polynitroverbindungen an; so entsteht aus A und
Aceton das Addukt B-¢14%,

Wir lieBen verschiedene Dinitrobenzoesiuren mit
KOH-Lésung und Aceton reagieren. Dabei gab 2,
5-Dinitrobenzoesiure keine Farbung, wahrend die
2,4-, 2,6-, 3,4- und die 3, 5-Dinitrobenzoesiure
Blauviolettfarbungen zeigten.

Diese Reaktionsweise erkliren wir folgendermaBen:

Das Carbanion H,C—(CO=)CH, substituiert
den Benzolring nukleophil.

Bei der “2, 5~Dinitrobenzoesiure” ist die p-Stell-

ung zur ersten NO,-Gruppe durch die zweite

Nitrogruppe am C; besetzt.
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Die Elektronenbriicke fiir die nukleophile Sub-
stitution I8t sich in p-Stellung zur ersten Nitro-
gruppe nur bei den 2,4~, 2,6-, 3,4-, 3,5-Dini-
trobenzoesiuren formulieren, so daB es also auch
nur in diesen Fillen zu einer Substition am Ben-
zolring durch Aceton kommen kann. AuBerdem
lassen sich bei diesen Dinitrobenzoesiuren zur
Erklirung der Firbung zwanglos verschiedene
mesomere Strukturen formulieren, wihrend bei der

2, 5-Dinitrobenzoesiure dies N i ¢ h t moglich ist.

Experimenteller Teil

Einzelheiten iiber die Durchfithrung der Vitali-
Reaktion fiir Tropan-Alkaloide und verschiedene
tropasdureihnliche Phenylderivate nebst Variation-
en der Methodik :

1. Untersuchungen der Reaktionen in der
Abdampfschale

a) Traditionelle Methode nach Vitali:

Auf dem Wasserbad wurde die Substanz mit
wenig rauchender Salpetersiure in einer Abdampf-
schale bis zur Trockne eingedampft. Dann wurde
der Riickstand mit einigen Tropfen alkoholischer
Kalilauge (DAB VI) versetzt. Es entstand eine
Violettfarbung, die im Laufe von 3~5 Minuten
in Rot iiberging.

b) Absnderung der Methodik nach Shibini :

Die Vorschrift entspricht der alten Methode nach
Vitali, aber hier werden erst 5m/ rauchende Salpe-
tersdure als Oxydationsmittel und dann 3mZ Acet-
anhydrid hinzagesetzt, im {ibrigen wie oben ver-
fahren.

TaserrLe I Ergebnisse der Reaktion nach Vitali-Shibini und eigene Erginzungs Methodik
Substans Reagenz r. HNO, r. HNO;+HAC r. HNO/30%H;0;
r. HNO; — r. HNOz HAC H r. HNO; 30%H.0, i
k.65%HNO; + 65%HNO; HAC (+) 65%HNO; 30%H.0: +
Atropin 45% 1 - 45% n — 45% n " +
25% 1 - 25% It — 25% I " H
r. HNQ; — r. HNO; HAC H r. HNOs 30%H:0, -+
65%HNO; -+ 65%HNOsHAC + 65%HNO; 30%H,0, -
Homatropin 45% + 5% n + 45% 1 " +
20% o +H 20% + 20% v " +
Mandelsdure r. HNO; + r. HNO; HAC + r. HNO; 30%H;0, —
Acetylmandelsdure 17 H " + "
Mandelsdurebenzylester 7 (+) " H " -
Mandelsdurechlorid " + " + " —
Tropasiure " H " (€] " €D
Tropasithylester " — " 4 " +
Cocain " -+ 1" -+ " €D
Benzoesiure " — " # " +)
Benzilsdure " + " H 25%HNO; 30%H:0,
Phenylbrenztraubensiure " (+) " -+ r. HNO3; 30%H,0, +
Buscopan® " +H- " H# " +
Scopalamin " + " H " +
Phenylalanin " HE " + " +
Tropasdurebutylester " + " H# " +H
Kein Violet Reaktion —, Sehrschwach 1 (+), Wenig " -+,
Stark Violet Reaktion +-, Sehr stark "o H
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¢) Eigener Versuch(Variation): Einsatz anderer
Oxydationsmittel

Die Arbeitsmethode ist gleich der Vitalivorsch-
rift, aber wir setzten als Oxydationsmittel konzen-
triertes Wasserstoffperoxyd und andeve Oxydations
mittel ein. :

In folgender Tabelle sind die Ergebnisse der
Variation der Vitalireaktion bei Einsatz verschied-
ener Oxydationsmittel zusammengestellt. Es ist zu
becbachten, dafl die Siureester (z.B. Atropin,
Homatropin, Buscopan, Scopolamin, Tropasiure-
ester) mit rauchender Salpetersiure und anderen
Oxydationsmittel reagieren.

T Gegensatz reagierten die Sauren (2.8. Tropa-
siure, Mandelsiure, Benzilsiiure.--) mit rauchender
Salpetersiure besser, d.h. chne weiteren Zusatz,

Hierbei 188t sich erkennen, da8 die Sdureester
bei htheren Temperaturen (itber 80°) und die
Sduren bei nidrigeren Temperaturen (unter 80°)
besser reagieren.

2. Untersuchungen auf der Diinnschicht-
platte

Es wurde folgendermaBen gearbeitet,

Isolierung der Basen aus dem Salz:

0.5g Substanz wurde in Wasser gelbst, mit
Ammoniak alkalisiert und mit 100m! Methylen-
chlorid ausgeschiittelt. Die Methylenchlorid-phase

wurde vom Wasser -abgetrennt und itber Nacht
mit Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Trocknen
wurde die Methylenchloridphase filtriert, Methylen-
chlorid wurde abdampft und der Riickstand aus
verdiinntern  Alkohol umkristallisiert.
Arbeitsvorschrift fiir die Arbeiten auf der Platte:
Es wurden je 9,1; 0,01; 0,001mg Substanz in
Methlenchlorid gelost und auf Kiesslgel-G-Ditnn-
schichtplatten mit Kapillaren aufgetragen. Nach
dem Trocknen wurden die Ditnnschichtplatten mit
den noch folgenden FlieBmitteln entwickelt. Die
Lauf strecke betrug 15em. Nach dem Trocknen
wurdemit Dragendorff’s Reagens detektiert. Die
Nachweisgrenze lag bei 0,01mg. Die eingesatzte
Substanz wurde ebenfalls nach der urspriinglichen
Vitali-Reaktion anf der Platte mit konzentrierter

kalilauge detektiert. Nachweisgrenze lag bei
0. 1mg.
Fliefmittel :
1) Chloroform: Aceton: Diaethylamin (50:40:10)
2) Chloroform: Dizethylamin (90:10)

3) Cyclobexan: Chloroform: Diaethylamin (50:40:10)

4) Methanol: Aceton (50:500
5> Methanol: Aceton: Triaethylamin (50:51:1,5)
§) Methanol (100)

73 Chloroform: Diaethylamin (95:5)

8) Chleroform: Diaethylamin 99:1)

9) Chioroform: Aceton (50:50)

Taszrrz II Ergebnisse auf der Diinnschichiplatte

Substanz Dr. E gendor® ] Alte Ausfithrung nach Vitali | Neue artige Ausfithrung nach Shibini

el a2 s el s e 1] 2] s af 5] 67
Atropin + + #+ # # W + t + oo # Tﬁ
Homatropin + - - - - — + - - 4 T8 M it I
Tropasiure +) - ) 4+ o+ ® H - - = - - - L
Mandelsdure
benzylester G e e S
Mandelsiure () - () + -+ 5 4+ - —- - —- - - —
Cocain + - - — —_ — — — —- —_ —~ - —_ _
Buscopan + + + g H B H + + H + H H# H#

Rein Violet Reaktion —,
Stark Violet Reaktion 1F,

Sehr schwack Vialet Reaktion (+),
Sehr stark Violet Reaktion #

Wenig Violet Reaktion 4,
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Wir erkliren diese FErgebnisse damit, daB die
Violettfirbung mit folgender Reaktion zusammen-
hiangen muB.

Auf Grund dieser Ergebnisse nehmen wir an,
daB die Violettfarbung durch das mesomeriestabi-

lisierte Carbanion hervorgerufen wird.

q ‘—/- A M \)C')
_\ \(\ = 0
Bei der Detektion mit konz. Kalilauge entstand
die Violettfirbung wie beider Vitali-Reaktion
sofort, verschwand aber nach kurzer Zeit. Dieses
Verhalten scheint uns sehr stark fiir das Vorhan-
densein eines instabilen Zwischenproduktes zu
sprechen. Die CH-acide Verbindung wird im

basischen Milieu leicht in das mesomeriestabilisierte

= B
2| 2428 tropane-alkaloid & &<l

nt 7}5-319 9 = mandelic acid A]¢] homatropine 5-¢l] =

A
o
EAG e 2 o)Al E Vitali whgelA 2& Violett 48 F5E § Uz Violett 49 A

o]—;L,,l /Lg Q_oﬂ ﬂ éo‘ =
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