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Zahlreiche Fliessmittelsysteme sind zur chromatographischen Analyse von Flavonolen
mit Erfolg erprobt und beschrieben worden. Sie erlauben die Losung der meisten
auftretenden Probleme. Zu den noch unbefriedigend gelésten Aufgaben gehoéren die
Trennung der 3-Rhamnoside von Myricetin, Quercetin und Kaempferol, eine sichere
Abtrennung der Monomethyldther von den homologen Hydroxylverbindungen sowie
ein sichersr Nachweis des Kaempferols neben seinen hiufigsten Begleitern bei mog-
lichst mittleren Rp-Werten.

Mit dem im Folgenden beschriebenen Tllessm1ttelsystem konnten bei geeigneter
Variation des Mlschungsverhaltmsses brauchbare analytische Ergebnisse erzielt
werden. Um einen raschen Uberblick iiber die Anwendbarkeit in speziellen Fillen
zu erméglichen, wird die vorangegangene kurze Darstellung1 erginzt durch die
Wiedergabe des Verhaltens einiger Flavonole im gesamten Bereich der Fliessmittel-
folge, die durch die Begrenzung der Mischungsliicke des terndren Systems Chloro-
form-Eisessig-Wasser definiert wird (Fig. 1). Die graphischen Darstellungen ent-
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1~1g 1. Diagramm des terniren Systems CHClz—~AcOH-H,0. Die Begrenzung der Mischungsliicke .

(M.-L.) definiert’ die hier. beschriebene Fliessmittelfolge. 1—5 die bevorzugten Gemische, fiir die
in Tabelle I Rp-Werte angegeben sind. Gemisch 1: CHCl;-AcOH = 1:2, Gem. 2 = 2:3, Gem. 3 =
1:1, Gem. 4 = 3:2, Gem. 5 = 2:1, jeweils wassergeséittigt.
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halten nur die wichtigsten Velbmdungen weitere Ergebnisse sind in der Tabelle I
zusammengefasst. -
TABELLE I

Rp-WERTE VON 24 FLAVONOLEN IN FUNF VERSCHIEDENEN GEMISCHEN VON
CHLOROFORM, EISESSIG UND WASSER

Chloroform—Eisessig: Mischwy s-verhdltnis

Name Substitution I 2 3 + 5
r;a 223 r;r 32 207

Rhamnocitrin 3.5,4-OH 7-OCH, 08 97 97 96 96
Kaempferid 3.5,7-OH 4’-OCH, 96 95 94 94 93
Galangin 3,5,7-OH 95 94 2 91 91
Datiscetin 3,5,7,2’-OH 05 95 87 81 68
Rhaninetin 3,5,3%,4’-OH 7-OCH, 86 8o 2 63 - 51
Isorhamnetin 3,5,7.4’-01—1 3’-OCH, . 79 75 68 . 59 50 °
Kaempferol 3,5.7:4 -OH 68 62 50 38 28
Morin 3.5.7.2 ,4’-OH 61 52 31 21 15
Patuletin 3,5,7,3",4’-OH 6-OCH,; ' 59 2 37 28 19
Nortangeretin 3,5,6,7 -OI—l 40 34 21 15 o9
Quercetin 3,5.7,3%, -OH 40 34 22 13 o8
Quercetagetin 3,5,6,73 4 -OH 46 34 16 o7 o3
Mpyricetin 3.5,7,3" 4 ’,5’-OH 19 14 o6 o3 o3
Norauranetin 3,6,7,8,4’-OH 18 13 o6 03 oz
Glykoside _
Afzelin K-3-rh 75 64 38 .. 19 13
Kaempferol-

3-arabinosid K-3-arab 74 60 36 20 13
Astragalin K-3-gluk 69 54 31 15 o8
Quercitrin 'Q-3-rh 61 48 2 10 o5
Robinin K-3-rhgal-7-rh 65 51 20 o7 o3
Hyperosid - Q-3-gal 55 43 18 . o7 o3
Nicotiflorin K- 3-rhg1uk 59 48 14 o7 03
Rutin Q-3-rhgluk 52 41 13 o5 oz
Myricitrin My-3-rh 44 33 13 . 04 o2
Quercimeritrin Q-7-gluk 34 27 10 03 o2
Erlduterungen: I = Kaempferol, Q = Quercetin, -rh = -rhamnosid, -arab = -arabinosid,
-gluk = -glukosid, -gal = -galaktosid. Mischungsverhiltnissc in "olumentenlen Wanderungs-

werte in p X 100,

Zur Darstellung. Bei der graphischen Darstellung der Ergebnisse muss iiber die
Einteilung der Abszisse willkiirlich verfiigt werden. Die in den Fig. 3-6 verwendete
Skala stellt die linear gestreckte Begrenzung der Mischungsliicke dar, welcher will-
kiirlich die Linge 10 zugeschrieben wird. Die Mischungsverhiltnisse, die den Skalen-
teilen im einzelnen zuzuordnen sind, lassen sich der Fig. 2 entnehmen. Ab Skalenteil 5
ist die Abszisse anndhernd linear beziiglich des Gehaltes der Gemische an Chloroform,
von o-5 dagegen annihernd linear beziiglich des Wassergehaltes. Auf diese Weise
lkkommt der Einfluss aller drei Komponenten des Gemisches gleichmadssig zur Geltung,
was nicht der Fall ist, wenn auf der Abszisse nur %, H,O oder %, CHCl; linear ab-
getragen werden. So erkennt man auch klar die Abhingigkeit der Rp-Werte von
der E551gsaure-Konzentratwn die maumalen Rp-Werte hegen im Geblet maximalen
Essigsiure-Gehaltes. -
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Tig. 2. Diagramm der an der Begrenzung der Mischungsliicke liegenden Gemische des Systems

CHCIl;~AcOH-H,0. Der Rand der Mischungsliicke ist lincar abgetragen und mit einer Dezimal-

skala versehen. 1—5 die bevorzugten Gemische, vgl. Fig. 1. Der Fig. kénnen dic den einzelnen
Skalenwerten zuzuordnenden Mischungsverhiltnisse ecntnommen werden.

METHODE

Die Ergebnisse wurden bei aufsteigender Entwicklung der Chromatogramme teils
in einfachen Glastépfen, teils in der Kammer nach EGGER UND ENSSLINZ gewonnen.
Die Laufzeit betrigt etwa 13-18 Stunden bei einer Laufstrecke von 17—-20 cm. Als
Losungsmittel dienten 2o verschiedene Gemische (gleichmissig {iber den Rand der
Mischungsliicke verteilt) von Chloroform, Eisessig und Wasser. Die fertigen getrock-
neten Chromatogramme wurden mit 5 9%iger saurer methanolischer Lésung von
Zirkonoxychlorid gespritht. Es wurde das sehr harte Papier 263 von Macherey,
Nagel & Co. verwendet. Die Temperatur im Chromatographierraum betrug 19 4 1°.

Die starke Fliichtigkeit des Chloroforms erfordert gut geschlossene Kammern
und Temperaturen moglichst nicht tiber 18-20°. Da die Rp-Werte sehr stark vom
Chloroform-Gehalt abhingen (steiler Kurvenverlauf gerade im bevorzugten Gebiet),
muss sogar beriicksichtigt werden, dass nach dem Einbringen des Gemisches ein
betriachtlicher Anteil an Chloroform an die Kammeratmosphire abgegeben wird.
Im Falle ungeniigend geschlossener Kammern wird die Reproduzierbarkeit der Werte
sehr schlecht. Die in der vorangegangenen Mitteilung! beschriebenen Rp-Werte sind
noch durchweg zu hoch und entsprechen einem Gemisch mit niedrigerem Chloroform-
Gehalt als angegeben. Die Entwicklung darf auch nicht zu lange dauern, da stets etwas
Loésungsmittel vom Papier verdampit und die Rp-Werte damit verfdlscht werden.

Die Laufgeschwindigkeit hingt stark von der Zusammensetzung des Gemisches
ab. Sie 'geht bei maximaler Essigsdure-Konzentration durch ein Minimum, steigt zur
Wasserseite hin missig, zur Chloroformseite hin sehr stark an. Chloroformreiche
Gemische steigen gut doppelt so rasch als Butanolgemische. Die Entwicklung erfolgt
bei den meist verwendeten weichen Papieren (Schleicher und Schiill 2043, Whatman
No. 1) so rasch, dass die optimale Trennung nicht mehr erreicht wird. Bei den:sehr
harten Papierecn (Macherey, Nagel & Co., No. 263, Schleicher und Schiill. 2z045a) jedoch
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geht die Entwicklung hinreichend langsam, um die hohe ‘Trennfihigkeit voll aus-
zunutzen, gleichzeitig aber noch hinreichend schnell, um che oft auftretenden Stérun-
gen durch Temperaturgefidlle gering zu halten.

Innerhalb der Gruppe der Tri- bis Hexa-oxyflavone, ihrer Glykoside und Mono-
methyldther wird eine sehr scharfe Differenzierung erreicht. DieFleckenzeichnung ist im
Bereich 3.5~7.5 sehr gut, ausserhalb stort vor allem bei den Aglylkonen Schweifbildung.

Zur photographischen Wiedergabe wurde das Rundfilterchromatogramm mit
Glykosiden unbehandelt gegen eine blau fluoreszierende Unterlage gepresst und im
auffallenden U.V.-Licht photographiert. Die Glykosidzonen erscheinen dabei dunkel
auf blauem Grund. Fig. 7 stellt somit ein Positiv dar. Das aufsteigend entwickelte
Chromatogramm mit Aglykonen wurde nach dem Sprithen mit Zirkon unter Ver-
wendung eines gelbdurchlidssigen Filters im auffallenden U.V.-Licht photographiert.
Es erscheinen helle Flecken auf dunklem Grund. Fig. 8 stellt also ebenfalls ein
Positiv dar. '

DISKUSSION DER Rp-WERTE

(1) Glykoside. Das Verhalten der Glykoside sei am Beispiel der 3-Rhamnoside von
Myricetin, Quercetin und Kaempferol gezeigt. Diese Verbindungen werden in Butanol-
Essigsiure-Wasser-Gemischen zwar noch gut getrennt, besitzen dort aber unange-
nehm hohe Wanderungswerte, die vor allem ein priparatives Arbeiten mit Zellulose-
Sdulen erschweren. In wasserreichen Mischungen dagegen ist die Trennung sehr
schlecht. Fig. 3 zeigt die Rp-Werte in der Chloroform-Fliessmittelfolge. Im Bereich
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Fig. 3. Abhéngigkeit der Rp-Werte der Glykoside Myricitrin (a), Quercitrin (b) und Afzelin (c)
von der Zusammensetzung des Fliessmittels. Erlduterungen vgl. Fig. 1 und 2.

D

4.5—7.5 verlaufen die Kurven nahezu parallel. Das erlaubt, beliebig niedrige Wande-
rungswerte durch geeignete Wahl der _»Chlorofoi'm-'Konzentration einzustellen. Bei
Gemischen mit {iber 45 9, CHCl,; wird zweckmiissigerweise auf Durchlauf entwickelt.
Das Verfahren lisst sich gut auf Zellulose-Séulen iibertragen?. '

' Die 3-Hexoside verhalten sich dhnlich wie d1e Rharnn051de Im Bereich 4-8 ver-

laufen ihre Rp-Kurven so, dass gilt:

Ri(My - hex) < Re(My - 5h) < Re(Q — hex) < Re(Q — rh) < Re(K — hex)
< Rp(K — rh) R (1)
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wobei rh = 3-rhamnosid, hex = 3-hexosid. Diese Beziehung (1) wird durch das in
Fig. 7 wiedergegebene Rundfilterchromatograinm veranschaulicht. Es ist mit dem
Gemisch Chloroform-Eisessig 1: 1, wassergeséttigt, entwickelt worden.

(2) Die analytisch besonders wichtigen Aglykone, Myricetin, Quercetin, und
Kaempferol werden im Bereich 4-8 sehr gut getrennt. Die Rp-Werte zeigt Fig. 4.
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Fig. 4. Abhéngigkeit der Rp-Werte der Aglykone Myricetin (a), Quercetin (b) und IKaempferol (c)
von der Zusammensetzung des Fliessmittels. Erlduterungen vgl. Fig. 1 und 2.

Insbesondere um 6—7.5 ist die Bestimmung von Quercetin und Kaempferol wesentlich
sicherer als bei Entwicklung in Butanol-Gemischen, wo die zu hohen Wanderungs-
werte und die hiufige Uberlagerung mit fluoreszierenden Begleitern strérent. Fig. 8
zeigt die Abtrennung des Kaempferols von dem sehr viel tiefer liegenden Quercetin,
entwickelt mit dem Gemisch Chloroform—Eisessig 2:3, wassergesittigt.

~ (3) Uberraschend ist das Verhalten der Methylidther, das die Fig. 5 und 6 zeigen.
Im Bereich 5~10 bewirkt die Methoxylgruppe nicht, wie beim Partridge-Gemisch,
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I‘xg 5. Abhingiglseit der Rp-Wcrte der Methylidther Kaempferid (a) und Isorhamnetin (b) sowie

der zugehodrigen Hydroxylverbindungen Kaempferol (c) und Quercetin (d) von der Zusammen-
. setzung des I‘l1essm1ttels Erlauturungen vgl. Fig. 1 und 2.

eine geringe Senkung des RF'-Wertes, sondem_ erh6ht diesen im Gegenteil so. stark,
dass der Methylither im Chromatogramm hoher zu liegen kommt als die um einen
Substituenten drmere Hydroxylverbindung. Das ergibt die Beziehung:

Rp(R — OH) < Rp(R — H) < Rp(R — OCHy) (2)
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die fir Tri- bis Hexa-oxyflavone giiltig ist. Im Partridge-Gemisch gilt dagegen:
Rr(R — OH) < Rp(R — OCHj) < Rp(R — H). (3)

Das gestattet, Methylither im zweidimensionalen Chromatogramm gut zu charakteri-
sieren. Zusammen mit den korrespondierenden Hydroxylverbindungen der Beziehun-
gen (2) und (3) entwickelt, verraten sie sich durch eine charakteristische Dreiecks-
Anordnung der Flecke. Isorhamnetin und Rhamnetin lassen sich eindimensional
neben Quercetin und Kaempferol sicher bestimmen (Fig. 8, Chromatogramm auf-
steigend in CHCl;-AcOH 2:3, wassergeséttigt, entw1cke1t) D1e Beziehung (z) ist
auch fiir Glykoside von Methylathern gu1t1g

(4) Morin und Datiscetin-haben in der gesamten Folge auffallend hohe Rp-Werte,
Fisetin, Robmetm 3, 6,7,8 4 -Pentahydroxyﬂavon sowie 3, 6,7 8,3’,4'-Hexahydroxy-
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Fig. 6. Abhingigkeit der Rp-Werte der Aglykone Quercetagetin (a), Nortangeretin (b) und
Patuletin (c) von der Zusammenzetzung des Fliessmittels. Erliuterungen vgl. Fig. 1 und =.
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Fig. 7 Rundﬁlterchromatogramm, das die Rp-Beaehung (1) veranschauhcht mit den Glykosiden:

1 = Af.aelm = Quercitrin, 3 = Myricitrin, 4 = Astragalin, 5 = Hyperosu:l 6 = unbekanntes

Myricetin- 3-hexosxd Fliessmittel CHCl;~AcOH 1:1,” wassergeséittigt. Papler von Macherey,
Nagel & Co.,'No. 263. .
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flavon wandern dagegen sehr langsam. Ihr Rp-Wert konvergiert mit steigender
CHCl;-Konzentration rasch gegen jenen der Verbindungen, die in 5-Stellung zusitz-
lich eine OH-Gruppe tragen. Galangin wandert geringfiigig langsamer als Kaempferid.
Robinin hat in der ganzen Folge hohere Rp-Werte als Rutin, die Werte konvergieren’
stetig mit steigendem CHCl;-Gehalt der Gemische.
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Fig. 8. Aufsteigend entwickeltes Chromatogramm mit Aglykonen. Uber den Startpunkten 1-4

und 6-10 verschiedene Mischungen von: My = Myricetin, Q = Quercetin, KX = Kaempferol,

I = Isorhamnetin, IXd = Kaempferid. Laufspur 5 trigt ein natiirliches Gemisch der Aglykone

aus Rhamnusbeercn mlt Rhamnetin (R;) und Rhamnocitrin (Ry). Stp = Startlinie mit nachtrag-
lich markierten Startpunkten.
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ZUSAMMENFASSUNG

An einer Reihe von Flavonolen wurde die Abhanglgkelt des Rp-Wertes von der Zu-
sammensetzung des Losungsmlttels (System Chloroform-Eisessig-Wasser) gezeigt.
Dabei ergibt sich: Gemische im Bereich .von 25-70 9, CHCl, sind zur Chromato-
graphie von Flavonolen vorziiglich geeignet. Bei guter Tlennscharfe liegen einige
glinstige Rp-Beziehungen vor, die gestatten:

J. Chromatog., 5 (1961) 74-81
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(1) Kaempferol sehr sicher und getrennt von stérenden Begleitern zu bestimmen,

(2) Methylédther glatt von zugrunde liegenden Hydroxylverbindungen zu trennen
und sie—insbesondere im zweidimensionalen Chromatogramm-—schnell als solche zu
erkennen,

(3) eine sehr scharfe Trennung der Rhamn051de Glukoside und Gemische beider
von Myricetin, Quercetin und Kaempferol durchzufiihren.

Besonders glinstig sind Gemische von Chloroform und Eisessig im Verhiltnis
von 1:2 bis 2:1, jeweils wassergesittigt und einphasig. Es werden die Rp-Werte
von 24 Flavonolen in 5 Gemischen dieses Bereichs gegeben.

SUMMARY

The dependence of the Rp value on the composition of the solvent system (chloroform-
acetic acid—water) is demonstrated in the case of a number of flavonols. It was
established that mixtures containing 25-70 %, CHCl; are well suited for the chromatog-
raphy of flavonols and that the Rp relations make it possible: :

(1) to obtain kaempferol free from troublesome impurities,

(2) to separate methyl ethers clearly from the corresponding hydroxyl com-
pounds and, especially in the case of two-dimensional chromatography, to rapidly
recognize the methyl ethers as such, and :

(3) to obtain a very sharp separation of the rhamnosides, glucosides and mixtures
thereof from myricetin, quercetin and kaempferol.

Water-saturated and mono-phase mixtures of chloroform and acetic acid vmth
ratios ranging from 1:2 to 2:1 are particularly favourable. The Rp values of 24
flavonols obtained with five mixtures within this range are given.
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