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Inhaltsiibersicht 
Durch ubertragung bekannter papierchromatographischer Methoden zur Trennung 

von Brenzkatechinen auf die Cellulose-Saule gelang es, Produlrte saulenchromatographisch 
auf ihren Gehalt an Brenzkatechin, Homobrenzkatechin, Isohomobrenzkatechin und 
Restbrenzkatechin zu untersuchen. 

Sowohl die Herstellung von Cellulosepulver aus handelsiiblichem Chromatographie- 
papier als auch die Arbeitsmethodik werden beschrieben. 

Seit der Einfuhrung der Verteilungschromatographie sind Phenole, 
die in Produkten oder Wassern enthalten sind, der Identifikation und 
quantitativen Bestimmung durch einfache analytische Methoden zu- 
ganglich. 

Besonders die papierchromatographische Analyse der Polyphenole 
bereitet keine Schwierigkeiten. Durch Wahl des Laufmittels lassen sich 
alle Gruppen gut auftrennen. Das Fehlen von Testsubstanzen erschwert 
jedoch die Identifikation und das Aufstellen von Eichkurven fur die 
quantitative Bestimmung. 

Von zwei Arbeitsgruppen wurde versucht, das Problem der qualita- 
tiven Bestimmung der chromatographisch getrennten Polyphenole zu 
losen. Ein englischer Arbeitskreis l) trennte destillativ gewonnene Frak- 
tionen sowohl papier- als auch saulenchromatographisch weiter auf. 
Die Alkylderivate der Polyphenole wurden praparativ dargestellt und 
dienten als Referenzsubstanzen fur die Festlegung der Rf-Werte und fur 
die UV-Spektrometrie der Eluate von Chromatographie-Saulen. 

The Gas Council, Research Communication GC 24 ,,An investigation into the com- 
position of ammoniacal liquor", The Gas Council, London, November 1955. 
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Von uns wurden vor einigen Jahren die Hauptinhaltsstoffe der 
Schwelwasser chromatographisch untersucht 2-7). Es wurde dabci ver- 
sucht, durch Errechnung der Struktur auf Grund des Rf-Wertes3), 
trotz Fehlens von Referenzsubstanzen, die Identifikation unbekannter 
Polyphenole durchzufuhren. 

Die quantitative Bestimmung papierchromatographisch getrennter 
Substanzen laat sich leicht nach der Methode des Vergleiches der Flecken- 
gro13e oder durcli Eluation mit anschliel3ender Kolorimetrie des Eluats 
durc hf uhren. 

Fur beide Methoden gilt jedoch im Falle der Polyphenole die Ein- 
schrankung, da13 durch Fehlen von Testsubstanzen die Alkylderivate 
auf die Stammsubstanzen bezogen werden mussen, z. B. die Alkyl- 
Resorzine auf das Resorzin. 

Einer quantitativen papierchromatographischen Bestimmung der 
Polyphenole mu13 ein Fehler bis zu f 10% zugeordnet werden. Der 
Fehler vergr613ert sich noch, wenn wasserfreie Produkte bestimmt werden 
sollen. Die Produkte mussen auf eine etwa lproz. Losung eingestellt 
werden. Erfahrungsgemaa ist oft nur ein unvollstandiges Losen zu er- 
reichen. Die ungelosten Anteile konnen noch betrachtliche Mengen der 
Phenole enthalten . 

Fur den Zweck einer Produktenanalyse erschien es uns notwendig, 
eine saulenchromatographische Methode zu entwickeln, um die poly- 
phenolischen Bestandteile mit hinreichender Genauigkeit bestimmen 
zu konnen. Wegen der Bedeutung der Brenzkatechine sollte die zu er- 
arbeitende Methodik auf diese Gruppe beschrankt bleiben. 

Saulenchromatographische Bestimmungen wurden, wie schon er- 
wahnt, vom Gas Councill) durchgefuhrt. Destillativ gewonnene Frak- 
tionen lie13en sich an einer Silicagelsaule weiter auftrennen. Das Eluat 
wurde durch UV-Spektrophotometrie ausgewertet. Die SBule hatte eine 
aktive Lange von 50 cm und war mit eisenfreiem Silicagel-Pulver von 
einem Wassergehalt von 50 bis 70% gefiillt. Die Fraktionen wurden zu 
je 10 ml geschnitten. Als Elutionsmittel diente Benzol. Fur die Elution 
der Substanzen mit niedrigem Rf-Wert wurde graduell wassergesattigtes 

1 )  E. LEIBNITZ, U. BEHRENS u. M. RINCPFEIL, WWT 6, 205-210 (1956). 
3) E. LEIBNITZ, U. BEHRENS u. M. RINCPFEIL, WWT 6, 299-304 (1956). 
4)  E. LEIBNITZ, U. BEHRENS u. M. RINCPFEIL, WWT 7, 266-296 (1957). 
5) E. LEIBNITZ, U. BEHRENS, G. Roos u. H.-U. STEIN, WWT 7,  296-301 (1957) und 

6) E. LEIBNITZ, U. BEHRENS u. A. GABERT, WWT 8, 69-73 (1958). 
7 )  E. LEIBNITZ, U. BEHRENS u. A. GABERT, WWT 8, 170-174 (1958). 

7, 364-359 (1957). 
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Butanol zugegeben. Eine vollkommene Auftrennung, besonders der 
schnellaufenden Phenole, lie13 sich nicht erreichen. 

Versuche, eine Polyphenolbestimmung in technischen Produkten 
und Wassern - ohne vorherige destillative Auftrennungen nach dieser 
Methode durchzufuhren - schlugen fehl. Schon die englischen Wissen- 
schaftler wiesen darauf hin, da13 an der Silicagelsaule keine so weitgehende 
Auftrennung erzielt werden konnte, wie dies bei der Papierchromato- 
graphie der Fall ist. 

Wir versuchten daher, die papierchromatographische Methode direkt 
auf die Saule zu iibertragen, wobei als Tragermaterial nicht Silicagel, 
sondern Cellulosepulver diente. 

Herstellen von Cellulosepulver 
T r o c k e n v e r m a h l u n g  

Handelsiibliches Elektrophorese- oder Chromatographiepapier (Ab- 
fallstreifen) wird vorzerkleinert (rotierendes Messerlireuz) und in 
einer Kugelmuhle so lange zermahlen, bis die Faserstruktur der Cellulose 
weitgehend zerstort ist. Dieses wird nach etwa 8stiindiger Mahlzeit 
erreicht . 

F e u c h t  v e r m a h l u n g  

Nach der wie oben beschriebenen Vorzerkleinerung wird das Papier 
angemaischt und in einem Mahlscheiben-Hollander zermahlen. Nach 
einer 4stiindigen Mahlzeit ist die Faserstruktur der Cellulose weitgehend 
zers tor t . 

Das nach den beiden Verfahren hergestellte Celluiosepulver eignete 
sich fur die Saulenchromatographie und war einem Handelsprodukt 
(Schleicher & Schiill 113) gleichwertig. 

Quantitative Auswertung der Eluate 
Fur die quantitative kolorimetrische Bestimmung des Brenzkatechin- 

gehaltes der Eluate standen eine Reihe von Methoden zur Verfiigung. 
Die gebrauchlichen Farbreaktionen der Phenole mit z. B. diazotierter 
Sulfanilsaure wurden trotz ihrer hohen Empfindlichkeit nicht benutzt. 
Die Reaktionen sind fur Brenzkatechine nicht spezifisch. Bei einer un- 
scharfen Trennung der Brenzkatechine von Resorcinderivaten wurden 
diese das Ergebnis verfalschen. AuBerdem verlangen diese Reaktionen 
die unbesetzte p-Stellung. 

Am aussichtsreichsten erschien uns die Reaktion, die die beiden be- 
nachbarten Hydroxyle mit Eisen-Salzen ergeben. 
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Die Eisenreaktion wurde in letzter Zeit von KURSSANOW und SA- 
PRONIETOW s ,  eingehend untersucht. Eisen (Fe++) wird als Eisen- 
tartrat in Losung gehalten. Die optimale Farbbildung erfolgt bei einem 
pw-Wert von 8,l.  Acetat- und Boratpuffer storen die Farbbildung. Die 
Autoren empfehlen daher einen Phosphatpuffer. Die unterste Auswert- 
barkeitsgrenze betragt 1,5 mg/l Rrenzkatechin. Die Farbung erreicht 
nach 3 Minuten das Maximum. Diese Analysen-Methode entsprach nach 
experimenteller Uberpriifung und Vergleich mit anderen, unseren An- 
forderungen am besten. 

Stationare Phase 
Von RIBGPFEIL~)  wurde gezeigt, daB der Wassergehalt der Cellulose, 

also der Grad der Ausbildung der stationaren Phase, den Rf-Wert und 
die Lange der Flecke bei der Papierchromatographie der Polyphenole 
beeinfluBt. Bei richtiger Ausbildung der stationaren Phase, was durch 
genugend langes Bedunsten des Papieres in einer feuchten Kammer er- 
reicht wird, bleibt der Rf-Wert konstant, und die Flecke haben eine fast 
kreisrunde Form. Bei ungeniigend ausgebildeter stationarer Phase, 
durch zu geringe Bedunstungszeit hervorgerufen, steigt der Rf-Wert, 
und die Fleckenform wird, umgekehrt proportional der Bedunstungszeit, 
zunehmend Ianglich. 

Die Cellulosesaule mu13 somit, um reproduzierbare Verhaltnisse und 
geringe Bandenbreite zu gewahrleisten, eine gut ausgebildete stationare 
Phase besitzen. 

Um das Pulver mit Wasser zu beladen, wird in Petrischalen Cellulose- 
pulver leicht aufgeschuttet und diese in abschlieBbare, als feuchte 
Kammer dienende GefaBe gestellt. Nach 5 Tagen ist eine ausreichende 
Wasseraufnahme der Cellulose erreicht. 

Laufmittel 
Bei unseren papierchromatographischen Polyphenolbestimmungen 

hat sich das Laufmittel von MRAZ lo), Tetrachlorkohlenstoff mit geringem 
Zusatz (1-5 %) wassergesattigtem Butanol, bewahrt. 

Variationen hinsichtlich des Butanolgehaltes haben dadurch, daB 
Butanol als Schlepper fur Wasser dient, den Effekt, daB ein Mehr an 
Butanol die Laufgeschwindigkeit der hydrophilen Substanzen erhoht. 

8 )  A. L. KURSSANOW, M. N. SAPROMETOW, Biokhimiya (rum.), 14, 467 (1949). 
9)  M. RINGPFEIL, Diplomarbeit, Karl-Marx-Universit,at, Math.-Nat.-Fak. Leipzig 

' 0 )  MRAZ, personliche Mitteilung. 
1955. 
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Ein Laufmittel mit 3% Butanol trennte das Brenzkatechin in einer 
aktiven Saule von 30 cm Lange scharf von den Homologen ab. Die 
Homologe traten als einheitliche Gruppe mit zwei bereits deutlich sich 
als Gipfel abzeichnende Maxima aus der Saule aus. 

Eine Erhohung des Butanolzusatzes fuhrte zwar zur schnelleren 
Elution und zu hoheren, schmaleren Maxima, aber eine Auftrennung des 
Massives der Alkylbrenzkatechine trat nicht ein. Eine Verringerung des 
Butanolzusatzes auf 2 yo verlangsamte die Elution. Homobrenzkatechin 
war jedoch bereits deutlich von den ubrigen Homologen getrennt. Inner- 
halb der verbleibenden gemeinsamen Gruppe der Homologen waren im 
Massiv zwei Maxima zu erkennen. Nachteilig war die Breite der Banden. 

Da eine weitere Trennung die zuerst eluierbaren Homologen erfassen 
mul3te und der gunstigste Butanolzusatz auf Grund der oben diskutierten 
Ergebnisse zwischen 2 und 3% liegt, mul3te die Laufstrecke durch Ver- 
wendung langerer Saulen erhoht werden. 

Siiulenlange 
Die Erhohung der aktiven Saulenlange auf 120 em fuhrte zur Auf- 

Rest der Alkylbrenzkatechine - Isohomobrenzltatechin - Homo- 

Eine weitere Erhohung der Saulenlange war aus raumlichen Grunden 

trennung : 

brenzkatechin - Brenzkatechin. 

nicht moglich. 

Arbeitsvorschrift 
Voranalyse  
Urn ein Bild uber die qualitative und quantitative Zusammensetzung des Produktes 

zu erhalten, empfiehlt es sich, einPapierchromatogramm anzufertigen und auszuwertenZ4). 

G e r a t e  
Chromatographierohr 
Glasrohr von 10 mm Innendurchmesser, 1500 mm Lange, unten mit Fritte (G 2) und 

Kapillarhahn versehen, oben mit Schliff (14,5) zum Aufsetzen des Laufmittelbehalters. 

Fraktioniervorrichtung 
Das Volumen einer Fraktion sol1 bei 3 in1 liegen. 
Kolorimeter . 
Losungen u n d  Reagenzien  
Cellulosepulver wassergesiittigt. 

Laufmittel 
97,5 Teile CCl, + 2,s Teile n-Butanol +- 100 Teile dest. Wasser. Verwendet wird die 

untere Phase. 
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Reagenz 
0,45 g FeSO,. 7 H,O 
1,25 g KNaC,H,O,. 4 H,O 
250 ml dest. Wasser 
Haltbarkeit 48 Stunden. 

Puffer 
24 g Na,HPO,. 12 H,O 
1 1  dest. Wasser. 

Ful len  d e r  S a u l e  
25 g Cellulosepulver in 150 ml Laufmittel aufschlammen und in die Saule bei geoff- 

netem Hahn fullen. Durch weiteres Auffullen yon Laufmittel die Saule sich verdichteu 
lassen, Laufmittel abflieaen lassen bis noch etwas Laufmittel uber der Saule steht, Hahn 
schlieaen (aktive Saulenhohe etwa 120 cm). 

Losen d e r  P r o b e  
Nur bis etwa 5 ml Probe auftragen. (Die Menge des Produktes richtet sich nach seinem 

- papierchromatographisch ermittelten - Gehalt an Brenzkatechinen. Bei 30 mg Gesamt- 
Brenzkatechin-Gehalt liegt, wenu nicht eine Komponente den wesentlichen Anteil aus- 

% 
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f5 

50 

25 

- 20 40 60 80 700 120 140 
Frakiionen 
Abb. 1. Analyse von Bohlener Phenolol. Max. 1: 
Brennkatechin, Max. 2 : Homobrenzkatechin, 
Max. 3: Isohomobrenzkatechin, Max. 4: iibrige 

Alkyl-Brenzkatechine 

macht, das Optimum.) Probe im Laufrnittel losen. Wenn keine volltitandige Losung er- 
folgt, mengeiimaBige Variation der Kornponenten versuchen. Butanol-Anteil jedoch 
nicht uber 10-20% steigern. 
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Brenzkatechin . . . . . . . . . . . . .  
Homobrenzkatechin . . . . . . . . . .  
Isohomobrenzkatechin . . . . . . . . .  
ubrige Alkyl-Brenzkatechine . . . . . .  

Auswer ten  
Fraktion in Schutteltrichter uberfuhren, mit 

2 m l  Reagenz, 
20 ml dest. H,O und 
10 ml Puffer 

versetzen, schutteln, obere Phase in kolorimetrische Kuvette uberfuhren. (Farbbildung 
durchlauft bei 3 Minuten das Maximum.) 

2 3  2 3  
0,7 I 0,8 
0,6 0,7 
0,3  0,3 

Ergebnisse 
Abb. 1 zeigt die graphische Aufzeichnung einer Analyse. In den Tab. 1, 2 und 3 sind 

einige Ergebnisse zusammengestellt. 
Tabelle 1 

Analyse  von  Bohlener  Phenolo l  
1. Loseverfahren: 

2 .  Auftragsmengen: 
1 Teil Phenolol (in g) auf 10 Teile Laufmittel (in ml) 

Probe 1: 225,2 mg in 2 ml Losung (= 100~o) ;  
Probe 2: wie Probe 1. 

3. Einzelergebnisse: 

Alkyl-Brenzkatechine insgesamt . . . .  
Brenzkatechine insgesamt. . . . . . . .  

-~ 

Brenzkatechin . . . . . . . . . . . . .  
Homobrenzkatechin . . . . . . . . . .  
Isohomobrenzkatechin . . . . . . . . .  
iibrigeAlky1-Brenzkatechine . . . . . .  
Alkyl-Brenzkatechine insgesamt . . . . .  
Brenzkatechine insgesamt. . . . . . . .  

1 3  
4,1 

Tabelle 2 

Probe 2 
% 

4,s 
3,3 
1,s 
2,5 
7,7 

12,6 
7,7 

13,l 
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Brenzkatechin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Homobrenzkatechin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Isohomobrenzkatechin 
iibrige Alkyl-Brenzkatechine 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Tabelle 3 
Analyse  von Sr 501 

1.  Loseverfahren: 

‘2. Auftragsmengen: 

3. Einzelergebnisse: 

Im Laufmittel mit 6% Butanol. 

68,4 mg in 3 ml Losung (= 100%). 

12,l  
18,4 
8,9 
8,3 

Diskussion 
Durch Obertragung der papierchromatographischen auf die saulen- 

chromatographische Kethodik fur die Analyse der Brenzkatechine gelang 
es, technische Produkte ohne destillative Vortrennung bei einer aktiven 
Saulenlange von 120 ern in 4 Gruppen aufzutrennen. 

Brenzkatechin, als letzte Substanz eluiert, ist von seinen Derivaten 
sicher abtrennbar. Meist betragt der Abstand mehr als 30 Fraktionen. 
Die Alkylderivate werden als mehr oder weniger zusammenhangende 
Gruppe eluiert, wobei Homobrenzkatechin sich noch scharf von den 
ubrigen absetzt. Isohomobrenzkatechin ist weniger gut von dem meist sehr 
geringen Rest der anderen Alkyl-Brenzkatechine getrennt. 

Eine Verlangerung der aktiven Saulenlange auf wenige Meter wurde 
zweifellos eine vollige Auftrennung der Polyphenole, wie sie papier- 
chromatographisch ohne Schwierigkeiten erreichbar ist, moglich machen. 
Die in den Schwelprodukten vorkommenden Alkyl-Polyphenole wiirden 
dadurch in substantiellen Mengen zuganglich und konnten leicht iden- 
tifiziert werden. Fur analytische Zwecke ist unseres Erachtens die vor- 
liegende Auftrennung jedoch ausreichend, da die wichtigsten und in fast 
allen Wassern und Produkten vorkommenden Alkylderivate Homo- 
und Isohomobrenzltatechin sicher erfal3t werden. Fur die Abtrennung 
des Brenzkatechins von seinen Derivaten ist eine wesentlich kiirzere 
Saule ausreichend. Sie kann kleiner als 30 cm sein. Es ist mit einer kurzen 
Saule von etwa 10-20 cm moglich, in relativ kurzer Zeit die Derivate des 
Brenzkatechins vom Brenzkatechin selbst abzutrennen und dieses ge- 
sondert quantitativ zu bestimmmen. 

Die vorliegende Arbeit beschrankte sich auf die Trennung von Brenz- 
katechinen, wobei die Produktenanalyse besondere Beriicksichtigung 



E. LEIBNITZ u. Mitarb., Saulenchromatographische Bestimmung Y. Brenzkatechinen 81 

fand. Die Analyse wafiriger Produkte, z. B. Schwelwasser, gelang nicht, 
es sei denn, da13 die Phenole durch Extraktion in eine geeignete organische 
Phase uberfuhrt werden. Fur die Wasseranalyse bleibt die von uns ent- 
wickelte Papierchromatographie der Polyphenole die Methode der Wahl. 
In analoger Weise, wie oben beschrieben, werden sich die anderen Poly- 
phenole, im wesentlichen handelt es sich urn Resorcine und Alkyl-Re- 
sorcine, trennen und bestimmen lassen. Die vorgelegte Arbeitsvorschrift 
und die aufgefuhrten Analysen-Beispiele erlauben es, die Methode fur 
spezielle analytische Probleme auf dem Gebiet der Polyphenolbestim- 
mung in Produkten anzuwenden. 

Leipzig, Institut fiir Verfahrenstechnik der organischen Chemie, For- 
schungsgemeinschaft der naturwiss., techn. und med. Institute der Deutschen 
Akademie der Wissenschaften zu Berlin. 

Bei der Redaktion eingegangen am 25. November 1959. 
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