
SOTES 

M&-em _“lutoren habcn die Trcmnung van phenolischen Substanzen durch 
Diinnschi&t-Chro~at~phie (DC) an Kieselgel beschrieben : SEEBOTH UND Gfiasr=~~, 
SEEBQTH~, ~L,LIZR*, ~R_KXKXWFELD~, PIFFERX~, %HMID et! c@., MCGREGOR C~CD 
JEEB[A$‘, Srxr~sxc@_ lQsem4 UZI*D G~~EDES~ hqppelten die Phenole xun&chst zu Farb- 
stoffen und tramten c&se dmn durch DC an Kieselgel. %7~~sMU~~z~r UND MA&I&@ 
benutzten tit Formamx ‘d imprzziguiertes Kieselgel zur DC vcln Phenolen. CMHTREE 
VBD MCGILL~I verwmdeten neben KieseQeX, *41 uminimoxyd und Polyamid such 
mit Formamid und ntit Dimethylformamid imprggniertes Kieselgel fi.ir die DC von 
Phenol:n. BARK CXD CIWW~M 12913 trennten Phenole durch DC an Aluminiumoxyd. 
R.-IRK ~-XIIB CRXH_UI berichteten such iiber DC von Phenolen an Ccllulase, die mil 
Athyloleat~4-1s oder mit Polyamidl’-19 imp&igniert wurde. An reinem Palyamid 
trennten IY,~xsc”, ESDRES UKD H~RMA~*'x-~X, BKGNDARI~~ sotie SEGVRA-CARDOXA 
UND SOEHRXSG~ ebige phenol&he Substanzen mitteis DC. BIRKOFBR, r?lt a1.g4, fiihrten 
die DC von Polyphenolen und such Phenolcarbonsguren an Poiyacrylnitril-Perlon 
durch. Grr+4r* USD EX;~RES~ tremten Phenole an acetyliertem Polyamid. 

Demgegeniiber wurde Cellulose bisher nur selten fiir die DC phenolischer Ver- 
bindungen verwendet: VAX SUMERE: et al-es nahmen Kieselgel C und Cellulose im 
Verhgiitnis I : I gmnischt, AUDETTE et ~~4.2~ mischten fiir die Trennung phenol&her 
Glykoside durch DC Polyamid mit Cellulose im Verh%iltnis z : x. BARTO@ trennte 
phenolische Holzbestandteile durch DC an Kieselgel und such an mikrokristalliner 
Cellulose. MOHR~ konnte einige aromatische Polyhydroxy-Verbindungen an Cellulose 
MN 3oo trennen. POTTER, VCICHTEX vsn DE SCW~EPDRYVER~~ benuken MN 300 fiir 
die DC van E(=atecholaminen und einigen ihrer Stoffwechselprodukte. GRAKT ~'SLI 
WHETTER= versuchtert die Trennun~ phenolischer Pflanzenbestandteile durch DC, 
sic hatten jedoch mit Kieselgel-Schichten bedeutend bessere Trennungen als mit 
Cetiulose oder Polyamid, DITTMA~‘N~~ nahm MN 300 zum Nachweis erhijhter Urin- 
Ausscheidungen von 3-Mlelhoxy-4-hydroxy-m;ande~~ure dur& DC. L'ENMANN , HAHN 
UND MARTI~‘OD~ wiesen Chlarogens~ure durch IX van Pflanzenextrakten an MN 
3oo-Cellulose nach. 

Ziel unserer Untersuchungen war die Trennung einer grtisseren Zahl von 
Phenolen und Phenolcarbonsguren durch DC an Cellulose. Einige Indol-De&ate - von 
GUXIBITZAti* aa bcreits tit Erfolg an Kieselgel-Schichten chromatographiert - mit 
Bedeutung in der klinischen C’nemie wurden ebenfalls chromatographiert. 

Streichgergt fiir konstante Schichtdicke und DC-Grundausrfistung Fa. Desaga, 
Heidelberg; Cellulosepulver MN 300 Fa, Macherey, h’agel & Co., Diiren; Essigs%uren 
gthylester p.A., rt-Propannl p.A., w&sr,NH,-Lijsung, 25 :/,, p.A_, Amylalkohol zur 
Fettbestimmung nach GERBER, Ameisensgure, 98-100 o/a, p-A., fz-Heptan, Methanol 
p.A., Tetrachlorkohlenstoff re’einst, alles E. Merck AC, Darmstadt. 

Methi& 

Bsschichtung 

rg g MN 300 wurdcn in einem nilixger;iit 30 Sek. mit 90 ml Wasser verriihrt und 

J. Chmwog., 32 (x968) 7154-768 



anschliessend auf 5 sorgf5ltig entfettete (Soda-LGsung) und gewaschene Glasplatten 
van zo x 20 cmg Grosse aufgetmgen. Ftir die Beschichtung 5 weiterer Platten mit 
dem inzwischen nicht gessuberten Streichgergt gentsgt die Suspension van 1~0 g Cellu- 
lose in 60 ml Wasser. Die Flatten werden zungchst 2 Stunden bei Raumtemperatur 
gelagert und dann 4 Stunden auf ION* erw%rmt. Abkiihlung und Aufbewahrung im 
Exsikkator iiber Silikagel36. 

Entwicklzcng 
Es wird nur eindimensional gearbeitet, weil hei zweidimensionaler DC der 

Phenole die Flecke stark verlaufen. 
System Z. Essigs5ur&thylester-n-Proyanol-25 %ig:- NH, (30: 50: 20, v/t*/v)ae. 

Entwicklung zweimal 10 cm mit 30 Min. Zwischentrocknung, keine Kammerstittigung. 
S~&ent 11. Amylalkohol-Ameisens&ure-Wasser (4a : 40 : 2, v/v/v)~~. Entwick- 

lung einmal x2 cm ohne Kammers~ittigung. 
System 111. n-Propanol-Wasser (65 : 35, v/v). Entwicklung einmal rg cm ohne 

Kammers&ttigung. 
S>~stdnz IV. gz-Heptan-Te~rachlorkohlenstoff-Methanol (70 : 40 : 30, v/v/v). Vor 

dem Auftragen der Proben Vorw%che der Cellulose-Schicht durch Laufenlassen 
einmal rg cm mit Kammers5ttigung (Entwicklerirog rundum 15 cm hoch mit Filter- 
papier ausgelegt, Papier vex Beginn dr,r Entwicklmlg durch Schwenken des Troges 
mit Lijsung getrgnkt) ; spgtere Entwicklung ebenfalls einmal rg cm mit Kammer- 
s$ttigung, gleiches Gefgss, doch fris&es Ltisungsmittel. 

Vi'azutiertes #-Nitroanikin~. Lijsung A: I .9 g @-Nitroanilinhydrochlorid in 
45 ml konz- XICl + 950 ml Wasser geliist. Liiisung Is: 5 %ige LBsung von NaNO, in 
Wasscr. Liisung C: x0 %ige Liisung von Na,CO, in Wasser. 

Unmittelbar vor Gebrauch werden IO Vol. kalter L6sung A zu 0.2 Vol, f r&her 
Liisung B gegeben, nach Entfzrbung werden xo Vol. Lijsung C zugefiigt. 

Dinxotierte Sdfadsdure =. Usung A: 9 g Sulfanils5ure in go ml kanz. HCl -t 
goo ml Wasser gel&t, Llisung B : wie bei vorstehendem Reagenz. LGsung C : wie bei 
vorstehendem Reagenz. 

Ni,h_yiirin-Reagelzz? 250 mg Ninhydrin werden in 95 ml Methanol + 5 ml 
2,4,6-Collidin gel&t, nach Bespriihen wird die Platte cu. 30 Min. auf 70” erwgrmt. 

E&L&-Reugertz. 2 g p-Dimethylaminobenzaldehyd werden in 100 ml ZQ %;iger 
WC1 gel&t ; I Vol. dieser L&sung wird mit I Vol. Ethanol verdiinnt. 

I[lber die &‘p-Werte in den vier Entwickler-Systemcn unterrichtet die Tabelle I. 
Hinter den mittleren RF-Werten ist jeweils die Standardabweichung (7~ = 4 bis 16) 
angegeben. Die RpWerte wurden im Laufe lgngerer Zeit mit verschiedenen Chargen 
MN 300 errnittelt. Urn aus der Tabelle I abzulesen, oh sich zwei Substanzen mit 
einem Entwickler-System trennen lassen, darf man nicht nach len Methoden der 
Statistik vorgehen, weil die Different der RF-Werte innerhalb hamaloger Reihen von 
Substanxen vie1 weniger schwankt als die J+Werte selbst. Beispielsweise lassen sich 
r)- und m-Kresol mit System IV trennen, obwohl die Differenz der RF-Werte Meiner ist 
als die Summe der Standardabweichnngevl. Allgemein lassen sich zwei Substanzen 
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766 NOTE.5 

PhenoY 
a-Kresol 
WI-Ir;rcsQl 
p-Kresol 
Thy-mol 

(3-Methyt-6-isopropylpkenol) 
rjrenzkatechin 

( I, 2-Dihydroxybcnzol) 
Resorcin 

(z ,3-Dihydroxybenzol) 
Hydrochinon 

(I ,4-Dihydroxybenzol) 
Orcin 

(g-blethyl- I ,3_dihydroxybenzol) 
PyrogzLllol 

(x,2,3-Trihydroxybental) 
Phloroglucin 

(I ,3,5-Trihydroxybenzol) 

Pn-Hydroxybenzoes~ure 
p-Hydroxybcnzoes%ure 
Protocatechus&we 

(3.4-DihydroxybenzocsPure) 
Vanillinskwe 

(4-Hydroxy-3-mcthoxybcnzoc- 
S&WC) 

a-ResorcylsWre 
(3,5-Dihydroxybcnzoeskiurc) 

@Rcsorcyls~urc 
(2,4-IXhydroxybcnzoes&urc) 

o-Uydroxyphcrlylcssi~j~uure 
nt-Hydroxyphenylessigsiiure 
p-Hydroxyphenylessi@ure 
3*4-DihydroxyphenylessigsLure 
Womovanillins&we 

(4 .Hydroxy-3-methoxyphenyl- 
cssigslurc) 

Homogentisinslure 
(2,5-Dihydroxyphenylessig- 
sklre) 

3,4-Dihydroxymandelsiiure 
3-Hydroxy-4-mcthoxymanclcl- 

sLuro 
4-Hpdroxy-j- mcthoxymnndel- 

SUIX 

(“~‘anillinmandelsBurc”) 
y-\$uyzdroxy)-phenylpropion- 

p-Efydroxyphetlylmilchs&ure 
p-Cumars&arr: 

(rvans-?-FTydr~~ytim~~ure) 
Ferulask.are 

(4-Hydroxy-3-mcthoxs2imt- 
s%ure) 

0.2 

0.2 
Q.X 

I K 1 0.38 f a.03 
I 1 I 0.48 & 0.~3 
I x I 0.43. 3: Cr.03 
I x I 0.42 It: a.04 
1 x I 0.69 3-, o.ag 0.5 

0.2 x 0.82 f 0.06 a.45 f 0.02 0.29 -& #.0X 

0.97 5 o.02 0.28 -I_ 0.02 

a.96 + 0.03 0.28 & o.02 

0.04 

I.3 

I a.31 -t: 0.03 

0.3I & 0.03 a.60 sr: 0.04 

0.15 1_ 0.02 0.46 .r; 0.04 

0.96 * a.oa 0.2g i a.02 

0.88 -_1 O.OI 0.22 -& 0.02 

Q.1 

1.0 

0.89 & 0.02 o.rg + 0.01 0.1 

0.1 0.51 & 0.04 0.84 +_ 0.04 
0.1 0.24 & 0.02 0.83 j, 0.03 
0.5 0.01 3c: 0.01 0.66 & 0.04 

Cr.97 & 0.02 0.24 rf= 0.04 
1 0.28 * 0.04 
o.Sa J- o.12 0.20 +& I”? 03 

(3.97 + cJ.05 0.28 :+ 0.05 o.r7 & 0.03 0.85 & o.or 0. I 

0.89 .i- 0.04 0.21 4 0.03 

0.88 _+ 0.07 o,.r;j :k 0.02 

0.15 -_k 0.04 0.6I -;ir 0.04 

0.27 & 0.06 0.8a :t 0.03 

0*05 

0.05 

0.88 & 0.05 0.84 i 0.02 
0.31 I 0.09 0.82 rf: 0.02 
0.30 + 0.00 0.82 f 0.02 
0.02 rtz: 0.02 0.64 _c 0.04 
0.45 -iL1 o-09 OS&3 & 0.02 

1 a.26 ri_ 0.04 

1 0.24 4 0.04 
I 0.26 4 0.03 
0.70 * O.I2 0.X6 & 0.04 
t 0.25 1: 0.01 

0405 
0.05 
0.2 
0.2 
0.2 

0.63 & o-03 0.92 & 0.07 0.16 $r: 0.03 Zcrs. Q-5 

0.2 o-54 * 0.04 0.05 _I- 0.01 

a.6I _+ 0.03 langgezogen 

a.69 & O.I3 langjiczogen 

o.ojj 

o,ag 

a.64 & o.og 0.83 & 0.09 

CL& _?n 0.04 Q.YT -tr a.o4 
a.32 -& 0.07 0.84 + 0.05 

0.21 * 0.04 cr.85 & 0.04 

1 o,qj Jz 0.04 
CL87 i: 0.08 0.11 & 0.04 
o-95 -& o.o7 0.27 -L_ 0.03 

0.9s ” 0.03 0.25 & 0.02 Q.2 
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NOTES 

TABELLE I (Fortsetzun& 

Sahtanz Mevge System I 
(P&9 

System II 

767 

system III System IV 

L-Adrenalin 
,;;;,“;f;;r;nin) 

&erefiol) 
I-Iomovcralrylamin 

(3,4-DimethosyphcnylW~yl- 
amin) 

0.1 Zcrs. 

0.1 Zers. 

fliichtig 

Zcrs. . 

Zers. 

0.86 f 0.02 

Histidin 0.5 0.19 & 0.02 0.52 & 0.08 
Pllenylalanin 0.69 =t 0,03 0.79 _c 0.03 
Tyrosin 0.1 0.33 & 0,03 0.65 f 0.05 

DOPA 
(3,4-Dihydroxyphenylalanin) 

Tryptophan 
Inclolyl-3-essigslurc 
5-Wydroxyindolyl-3-essigs~ure 
3-Indosylschwcfclssures Krzlium 

(I-Iarnindikan) 

I-Tarnstoff 

o-4 Zers. 

0.4; 0.56 & 0.03 
0.3 

* 

0.63 * 0.04 
0.2 
0.5* 

0.39 -f= 0.07 
0.80 & 0.02 

0.3* 0.64 & 0.03 

0.50 & 0.05 

0.72 f 0.02 
0.87 & 0.03 
0.63 f 0.03 
o.,+.G & 0.02 

0.67 f 0.04 

o.Go rt: 0.05 

0.5G =t: 0.04 

0.79 =tr 0.04 

0.21 f 0.04 
0.72 f 0.03 
0.59 f 0.03 

0.39 z!z 0.03 

o.G2 & 0.02 
I 

I 

0.82 f 0.05 
Ncbenfleck : 

0.67 f 0.04 

0.13 -I_ 0.01 

0,08 f 0.01 

0.12 f 0.02 

(langge- 
zogen) 

0 

verlaufcn 
0.04 f 0.02 
(langge- 
zogcn) 
oka2 & 0.02 

Ianggezogen 
0.27 * 0.03 
0.16 & 0.03 
0.33 & 0.02 
0.1'6 & 0.03 

6.08 -3: 0.01 

* Die Indol-Derivate und Harnstoff wurden mit Ehrlich-Reagenz nachgewiescn. 

voneinander trennen, wenn die Differenz der RpWerte cu. 0.04 betrQ$. Die wirksam- 
sten Trennungen erreicht man nit den Systemen I und II, Das System III ist fiir die 
Trennung von phenolischen Verbindungen nicht gut brauchbar ; es bewahrt sich aber 
sehr bei der DC der Aminosauren und Amine, die einigen Phenolen stoffwechsel- 
m8ssig verwandt sind. Auch das System IV,ist nicht universe11 anwendbar; es bietet 
aber die Mijglichkeit, die einwertigen Phenole von allen anderen Verbindungen, die 
im Rahmen dieser Arbeit chromatographiert wurden, abzutrennen. DC einwertiger 
Phenole an nicht-imprtignierter Cellulose war bisher nicht maglich. 

In der Spalte “Menge” ist jeweils die Menge einer Substanz angegeben, die mit 
diazotiertem &Nitroanilin nachgewiesen wurde. Diese Menge betragt j eweils etwa 
das Doppelte der minimal nachweisbaren Menge. Mit diazotierter Sulfanils&.rre sind 
etwa die gleichen Mengen nachweisbar ; in einigen l%.llen ist allerdings der Nachweis 
mit letzterem Reagenz etwas weniger empfindlich. 

Bei $-Kresol, Hbmoveratrylamin und Phenylalanin sind in der Tabelle I keine 
Mengen angegeben, weil diese drei Substanzen nicht rnit diazotiertem $-Nitroanilin zu 
einem Parbstoff reagieren. fi-Kresol (0.2 ,ug) wurde mit diazotierter Sulfanils%.vre 
nachgewiesen, Homoveratrylamin (0.1 lug) und Phenylalanin (0.3 ,ug) mit Ninhydrin- 
Reagenz. Rrenzkatechin lieferte mit diazotierter Sulfanil&i.ure keinen Farbstoff. 
Anwendung von Ninhydrin-Reagenz steigert die Empfindlichkeit der Nachweise 
von Histidin und DOPA wesentlich gegeniiber den in der Tabelle angegebenen 
Mengen . ,’ 

Allgemein wird man dadurch zus8,tzliche Mijglichkeiten der Unterscheidung 
und Identifizierung getrennter Substanzen schaffen, dass. man ,eine Analysenlijsung 
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768 NOTES 

mehrmals mit dem gleichen System cntwickelt, aber jede Platte mit einem anderen 
Reagenz besprtiht. Zu erw5knen sind lzier i,6-Dicl~lorchinonchlorimid3D, a,a’-Dipy- 
ridyP und Chlor/o-TolidinlReagenz 41. Zur weiteren Orientierung sei besonders hin- 
gewiesen auf das von STAHL 42 herausgegebene Handbuch. 
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