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Notes 
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Kieselgel-DiEnnschichtxhromatographie van Flavonoiden 

Die Chromatographic von Flavonoiden wurde bisher fast ausschliesslich auf Papier 
durchgefiihrt. Besonders brauchbar erwiesen sich die von BATE-SMITH UND WESTALL~, 
Roux UND EVELYN~, WERGERT~, II~RHAMMER, WAGNER UND G~Tz~ sowie von EGGER~ 
und neuerdings von WONG UND TAYLOR~ vorgeschlagenen Laufmittel. Die ersten 
Versuche, Flavonoide such diinnschichtchromatographisch zu trennen, stammen 
von STAHL UND SCHORN~ sowie von PARIS*. Zur Auftrennungder Citrus-BioflavonoideD, 
KamillenAavoneiO und zum Nachweis von Isoflavonen in Pff anzenextralctenll wurde 
in cigenen Arbeiten die Kieselgel-Diinnschichtchromatograpl~ie mit folgenden 
Systemen verwendet : Butanol-Eisessig-Wasser (4 : I : s)o und wassergesattigtes 
Chloroform-Eisessig (z : I .5)l” bzw. (z .5 : 1)11. 

Da die Dtinnschichtchromatographie sehr selektive Trennungen erlaubt, nur 
kurze Zeit beansprucht und daher fi_ir systematische Untersuchungen bestens ge- 
eignet ist, haben wir unsere Versuche such auf andere Flavonoide ausgedehnt. 

Mit dem Laufmittel Benzol-Pyridin-Ameisens5ure (36 : g : 5) erreichten wir 
eine ausgezeichnete Trennung folgender Flavonoide i 

I. Flavone : Apigenin, Acacetin, Luteolin, Pectolinarigenin, Genistein. 
2. Flavanone: Naringenin, Hesperetin. 
3. Flavonole : Kampferol; Kgmpferid, Quercetin, Isorhamnetin, Rhamnetin, 

Centaureidin. 
Das Chromatogrammschema (Fig. I) gibt eine ubersicht tiber den Grad der 

Auftrennung und die Laufhtihe der einielnen Aglykone bei der Chromatographie 
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Fig. I. 
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tiber eine Wegstrecke von 15 cm. Die Aglykone sind rnit 1-13 beziffert und in Tabelle I 
und II in ihrer Struktur und ihrem chromatographischen Verhalten naher erlautert. 

Die Laufhlihe der Aglykone vergr6ssert sich x-nit abnehmender Polarit&t der Verbin- 
dungen. So. findet man die Polyhydroxyflavone im RF-Bereich von 0.0-0.25, die 
weniger hydroxylierten und methoxylierten Flavonoide im mittleren Xp-Bereich 
von 0.3-0.5 und zwischen 0.5-0.75 die Flavanone einschliesslich der stark methoxy- 
lierten Aglykone. In Tabelle I sind die Aglykone nach zunehmenden Xp-Werten 
angeordnet. 

TABELLE I 
SUBSTITUTION DER UNTERSTJCHTEN FLAVONOIDE 

NV. Aglylzon 

I 

2 

3 
4 

2 
7 
8 
9 

IO 

II 

12 

13 

Quercctin 5, 7, 3. 3’. 4/ - 
Luteolin 5, 7, 3’, 4’ - 
Rhamnetin 5, 3, 3/t 4’ 7 
Isorhamnetin 5, 71 3. 4/ 3) 
Wtmpferol 58 71 3. 4) - 
Apigcnin 5, 78 4’ - 
Genistcin 51 78 4) - 
Naringenin 51 71 4’ - 
Hesperetin 51 7, 3’ 4’ 
Centaureiclin 51 7, 3# 3. 6 
KBmpfericl 51 7, 3 

4;. 

Acacetin 51 7 :/ 
Pcctolinarigenin 5, 7 4’. G 

Die Trennung kisst sich auf gipshaltigem und gipsfreiem Kieselgel mit dem gleichen 
Ergebnis durchftihren. Bei systematischen Untersuchungen kann die organische 
Phase nach dem Ausschtitteln der Hydrolyselijsung direkt ohne weitere Vorbehand- 
lungen zur Chromatographie gebracht werden. 

Mit dem neu entwickelten Laufmittel erreichten wir eine Trennung such solcher 
Aglykongemische, die papierchromatographisch bisher nur schwer trennbar waren. 
Die Isomerenpaare Genistein und Apigenin sowie Rhamnetin und Isorhamnetin sind 
scharf voneinander getrennt und kijnnen such farblich nach Behandlung m.it Sprtih- 
reagenzien gut voneinander unterschieden werden. Als Spriihmittel bewahrten sich 
basisches Bleiacetat und Antimon-(III)-chlorid 12. Diese geben such bei den tibrigen 
Flavonoiden so starke Farbunterschiede, dass bereits eine gewisse Charakterisierung 
mljglich ist. Tabelle II gibt die Fluoreszenzfarben wieder, die nach dem Besprtihen im 
U.V.-Licht auftreten. - 

Zur Herstellung der Diinnschicht-Platten kann Kieselgel ” Woelm” oder Kieselgel 
G “Merck” verwendet werden. 20 g Kieselgel rtihrt man mit 40 ml Wasser an 
(ausreichend fur vier Platten 12 x 20 cm) und streicht in bekannter Weisera aus. 
Anschliessend gibt man die Platten zur Aktivierung 30 Min. in den Trockenschrank 
bei 100~. Nach dem Ausgiessverfahren von H~RHAM~CIER und Mitarb.14 werden 4 g 
Kieselgel ” Woelm” rnit 16 ml Athylacetat angeschiittelt und gleichm%sig auf vier 
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TABELLE II 

FLUORESZENZPARREN DERPLAVONOIDE 

NY. 
SprillJrcnjieJr~icJr 

Bns. I.leincclnt A ~Jti~~JoJJ-(3II)-ciJlo*id 

I 

3 
4 
5 
0 

: 
9 

IO 

II 

12 

I3 

Qucrcctin 
Lutcolin 
Rhamnctin 
lsorhamnctin 
IQi.mpferol 
Apigenin 
Genistcin 
Naringenin 
I-Iesperetin 
Ccntaurcidin 
l<&mpferid 
Acacctin 
Pcctolinsrigcnin 

braun 
braungclb 
bra,un 
gelb 
leuchtend gelb 
hellgelb 
weissgelb 
fahlblau 
mattblau 
braun 
griingelb 
fahlgelb 
schwarzbraun 

gelb 
gclb 
gelb 
griin 
griin 
fahlgclb 
gelbbraun 
gelbbraun 
schwarzbraun 
braungelb 
griingelb 
fahlgclb 
schwarzbraun 

Platten der Dimension 12 x 20 cm verteilt. Urn Schwanzbildung bzw. Uberdecken 
anderer Aglykone zu verneiden, tr%gt man pro Fleck ca. 0.5 pg Aglykon auf. Fur die 
Herstellung des Laufmittels Benzol-Pyridin-Ameisensaure (36 : g : 5) wurden Benz01 
mit einem Siedepunkt von 79-82 O, Pyridin pur. von Riedel de Haen und Ameisen- 
saure g8-Loo %ig von Merck verwendet. Die Glaskammer muss vor der Chromato- 
graphie 12 bis 15 Stunden mit dem Laufmittel gesgttigt werden. Dieses karin ohne 
Nachlassen der Trennfahigkeit bis zum vijlligen Verbrauch .verwendet werden. Die 
Laufzeit betragt bei einer Temperatur von zoo -& 2O und bis zu einer Laufhohe von 
15 cm 1.5 Stunden. Als Sprtihreagenzien wurdcn eine etwa 25 %ige wgssrige Lijsung 
von basischem Bleiacetat und eine IO %ige Antimon-(III)-chloridliisung in Chloro- 
form verwendet. Vor dem Bespriihen mtissen die Platten eine Stunde mit warmem 
Fijhn behandelt werden, urn sie von der Ameisensaure und dem Pyridin zu befreien. 
Ftir die Auswertung der Fluoreszenzfarben benutzten wir eine U.V.-Lampe mit 
einem Maximum von 366 mp. 
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