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Notes

Kieselgel-Diinnschichtchromatographie von Flavonoiden

Die Chromatographie von Flavonoiden wurde bisher fast ausschliesslich auf Papier
durchgefiihrt. Besonders brauchbar erwiesen sich die von BATE-SMITH UND WESTALL?,
Roux uND EVELYN?, HERGERT?®, HORHAMMER, WAGNER UND G0T2% sowie von EGGERS
und neuerdings von WoNG UND TAvLOR® vorgeschlagenen Laufmittel. Die ersten
Versuche, Flavonoide auch diinnschichtchromatographisch zu trennen, stammen
von STAHL UND SCHORN? sowie von PAR1s®. Zur Auftrennung der Citrus-Bioflavonoide?,
Kamillenflavone!® und zum Nachweis von Isoflavonen in Pflanzenextrakten!! wurde
in eigenen Arbeiten die Xieselgel-Diinnschichtchromatographie mit folgenden
Systemen verwendet: Butanol-Eisessig—-Wasser (4:1:5)° und wassergesittigtes
Chloroform-Eisessig (2:1.5)10 bzw. (2.5:1)11,

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

Mit dem Laufmittel Benzol-Pyridin-Ameisensidure (36:9:35) erreichten wir
eine ausgezeichnete Trennung folgender Flavonoide:

1. Flavone: Apigenin, Acacetin, Luteolin, Pectolinarigenin, Genistein.

2. Flavanone: Naringenin, Hesperetin.

3. Flavonole: Kampferol, Kimpferid, Quercetin, Isorhamnetin, Rhamnetin,
Centaureidin.

Das Chromatogrammschema (Fig. 1) gibt eine Ubersicht iiber den Grad der
Auftrennung und die Laufhthe der einzelnen Aglykone bei der Chromatographie
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liber eine Wegstrecke von 15 cm. Die Aglykone sind mit 1—13 beziffert und in Tabelle I
und II in ihrer Struktur und ihrem chromatographischen Verhalten néher erldutert.

Diskussion dey Rp-Verteilung

Die Laufhbhe der Aglykone vergrossert sich mit abnehmender Polaritit der Verbin-
dungen. So findet man die Polyhydroxyflavone im Rp-Bereich von 0.0-0.25, die
weniger hydroxylierten und methoxylierten Flavonoide im mittleren Rp-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 Rp-Werten
angeordnet.

TABELLE 1

SUBSTITUTION DER UNTERSUCHTEN FLAVONOIDE

Nr. Aglykon S ubsotiltiuion S ugctt:iﬁtat ion
I Quercetin 5.7 33,4 —
2 Luteolin 5.7, 3,4 -
3 Rhamnetin 5.3 3,4 7
4  Isorhamnetin 5.7 3, 4 3’
5 Kampfierol 5, 7,3, 4 —
6  Apigenin 5.7, 4 —
7  Genistein 5.7 4 —
8 Naringenin 5.7, 4 —
o Hesperetin 5 7. 3 4
10 Centaureidin 5 7, 3 4,3, 06
Ir Kimpferid 573 4
12 Acacetin 5 7 4
13 Pectolinarigenin 5, 7 4,06

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

Mit dem neu entwickelten Laufmittel erreichten wir eine Trennung auch solcher
Aglykongemische, die papierchromatographisch bisher nur schwer trennbar waren.
Die Isomerenpaare Genistein und Apigenin sowie Rhamnetin und Isorhamnetin sind
scharf voneinander getrennt und kénnen auch farblich nach Behandlung mit Spriih-
reagenzien gut voneinander unterschieden werden. Als Sprithmittel bew#dhrten sich
basisches Bleiacetat und Antimon-(III)-chlorid!2. Diese geben auch bei den iibrigen
Flavonoiden so starke Farbunterschiede, dass bereits eine gewisse Charakterisierung
moglich ist. Tabelle II gibt die Fluoreszenzfarben wieder, die nach dem Besprithen im
U.V.-Licht auftreten.

Methodik

Zur Herstellung der Diinnschicht-Platten kann Kieselgel “Woelm” oder Kieselgel
G ‘““Merck” verwendet werden. 20 g Kieselgel rithrt man mit 40 ml Wasser an
(ausreichend fiir vier Platten 12 X 20 cm) und streicht in bekannter Weise!® aus.
Anschliessend gibt man die Platten zur Aktivierung 30 Min. in den Trockenschrank
bei 100°. Nach dem Ausgiessverfahren von HORHAMMER und Mitarb.l4 werden 4 g
Kieselgel “Woelm” mit 16 ml Athylacetat angeschiittelt und gleichmissig auf vier
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TABELLE II
FLUORESZENZFARBEN DER FLAVONOIDE

Sprithreagensien

Ny, Aglvkon
Bas. Dlciacetat Antimon-(111)-chlorid
1 Quercetin braun gelb
2 T.uteolin braungelb gelb
3 Rhamnetin braun gelb
4 Isorhamnetin gelb griin
5 Kimpferol leuchtend gelb griin
6 Apigenin heligelb fahlgelb
7 Genistein weissgelb gelbbraun
8 Naringenin fahlblau gelbbraun
o] Hesperetin mattblau schwarzbraun
10 Centaureidin braun braungelb
11 Kampferid griingelb griingelb
12 Acacctin fahlgelb fahlgelb
13 Pectolinarigenin schwarzbraun schwarzbraun

Platten der Dimension 12 X 20 cm verteilt. Um Schwanzbildung bzw. Uberdecken
anderer Aglykone zu vermeiden, trigt man pro Fleck ca. 0.5 ug Aglykon auf. Fiir die
Herstellung des Laufmittels Benzol-Pyridin—-Ameisensiure (36:9:5) wurden Benzol
mit einem Siedepunkt von 79-82°, Pyridin pur. von Riedel de Haen und Ameisen-
sdure g8-100 %ig von Merck verwendet. Die Glaskammer muss vor der Chromato-
graphie 12 bis 15 Stunden mit dem Laufmittel gesittigt werden. Dieses kann ohne
Nachlassen der Trennfidhigkeit bis zum voélligen Verbrauch verwendet werden. Die
Laufzeit betrigt bei einer Temperatur von 20° 4- 2° und bis zu einer Laufhhe von
15 cm I.5 Stunden. Als Sprithreagenzien wurden eine etwa 25 %ige wissrige Lésung
von basischem Bleiacetat und eine 10 %ige Antimon-(III)-chloridlésung in Chloro-
form verwendet. Vor dem Besprithen miissen die Platten eine Stunde mit warmem
Fohn behandelt werden, um sie von der Ameisenséure und dem Pyridin zu befreien.
Fiir die Auswertung der Fluoreszenzfarben benutzten wir eine U.V.-Lampe mit
einem Maximum von 366 mu.
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