764 NOTES

Trennung einiger Phenole und Phenolcarbonsiuren durch Diinnschicht-
Chromatographie an Ceflulose

Mehrere Autoren haben die Trennung von phenolischen Substanzen durch
Diinnschicht-Chromatographie (DC) an Kieselgel beschrieben : SEEBOTH UND GORsCH!,
SeeBoTH?, HILLER®, FRANKENFELDY, PIFFERI®, SCHMID e @, MCGREGOR UKD
Kuax?, STroBacH®. ROSEIRA UND GUEDES? kuppelten die Phenole zunichst zu Farb-
stoffen und trennten diese dann durch DC an Kieselgel. WARSMUNDZKI UND MaNKRO®
benutzten mit Formamid imprigniertes Kieselgel zur DC von Phenolen. CRABTREE
'ND McGrir!! verwendeten neben Kieselgel, Aluminiumoxyd und Polyamid auch
mit Formamid und mit Dimethylformamid imprigniertes Kieselgel fiir die DC von
Pheno.:n. BARK UND GRAHAM!Z.13 trennten Phenole durch DC an Aluminiumoxyd.
Bark UxD GRAHAM berichteten auch iiber DC von Phenolen an Cellulose, die mit
Athyloleat!4-18 gder mit Polyamid'’-®* imprigniert wurde. An reinem Polyamid
trennten Waxg?, ExpriEs UND HORMANNZ!, BHANDARI?? sowie SEGURA-CARDONA
UND SOEHRING? einige phenolische Substanzen mitteis DC. BIRKOFER, ef al.?4, fithrten
die DC von Polyphenolen und auch Phenolcarbonsiuren an Polyacrylnitril-~Perlon
durch. Grav Uxp EXDRES? trennten Phenole an acetyliertem Polyamid.

Demgegeniiber wurde Cellulose bisher nur selten fiir die DC phenolischer Ver-
bindungen verwendet: VAX SUMERE ef al.26 nahmen Kieselgel G und Cellulose im
Verhiiltnis 1:1 gemischt. AUDETTE ¢t «l.?" mischten fiir die Trennung phenolischer
Glykoside durch DC Polyamid mit Cellulose im Verhiltnis z:1. BaArRTON®® trennte
phenolische Holzbestandteile durch DC an Kieselgel und auch an mikrokristalliner
Cellulose. MOHR?® konnte einige aromatische Polyhydroxy-Verbindungen an Cellulose
MN 300 trennen. POTTER, VOCHTEN UND DE SCHAEPDRYVER?® benutzen MN 300 fir
die DC von Katecholaminen und einigen ihrer Stoffwechselprodukte. GRANT UND
WHETTER? versuchten die Trennung phenolischer Pflanzenbestandteile durch DC,
sie hatten jedoch mit Kieselgel-Schichten bedeutend bessere Trennungen als mit
Cellulose oder Polyamid. DrrrMann® nahm MN 300 zum Nachweis erhéhter Urin-
Ausscheidungen von 3-Methoxy-4-hydroxy-mandelsiure durch DC. LEAMANN, HAHN
UND MARTINOD?® wiesen Chlorogensiiure durch DC von Pflanzenextrakten an MN
300-Cellulose nach.

Ziel unserer Untersuchungen war die Trennung einer grosseren Zahl von
Phenolen und Phenolcarbonsiuren durch DC an Cellulose. Einige Indol-Derivate -— von
GLOMBITZA. 38 bereits mit Erfolg an Kieselgel-Schichten chromatographiert — it
Bedentung in der klinischen Chemie wurden ebenfalls chromatographiert.

Material

Streichgerit fiir konstante Schichtdicke und DC-Grundausriistung Fa. Desaga,
Heidelberg ; Cellulosepulver MN 300 Fa. Macherey, Nagel & Co., Diiren; Essigsiure-
dthylester p.A., n-Propanol p.A., wissr. NH,-Lésung, 25 %, p.A., Amylalkohol zur
Fettbestimmung nach GERBER, Ameisensiure, 98~100 %, p.A., #n-Heptan, Methanol
p.A., Tetrachlorkohlenstoff reinst, alles E. Merck AG, Darmstadt.

Methode
Beschichtung

15 g MN 300 wirden in einemn Mixgerit 30 Sek. mit go ml Wasser verriihrt und
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anschliessend auf 5 sorgfiltig entfettete (Soda-Lésung) und gewaschene Glasplatten
von 20 X 20 cm? Grisse aufgetragen. Fiir die Beschichtung 5 weiterer Platten mit
dem inzwischen nicht gesduberten Streichgeriit geniigt die Suspension von 10 g Cellu-
lose in 60 ml Wasser. Die Platten werden zunichst 2 Stunden bei Raumtemperatur

gelagert und dann 4 Stunden auf ro5° erwirmt. Abkiihlung und Aufbewahrung im
Exsikkator iiber Silikagel3s.

Entwicklung

Es wird nur eindimensional gearbeitet, weil bei zweidimensionaler DC der
Phenole die Flecke stark verlaufen.

Svstesn 1. Essigsiurefithylester—#-Propanol-2s5 %ig. NH; (30:50:20, v/v/v)%.
Entwicklung zweimal 10 cm mit 30 Min. Zwischentrocknung, keine Kammersattigung.

System II. Amylalkohol-Ameisensidure-Wasser (40:40:2, v/v/v)¥. Entwick-
lung einmal 12 cm ohne Kammersattigung.

Svystem I11. n-Propanol-Wasser (65:35, v/v). Entwicklung einmal 15 ¢cm ohne
Kammersittigung.

Svstem IV . n-Heptan-Tetvachlorkohlenstoff-Methanol (70:40:30, v/v/v). Vor
dem Auftragen der Proben Vorwische der Cellulose-Schicht durch Laufenlassen
einmal 15 cm mit Kammersittigung (Entwicklerirog rundum 15 cm hoch mit Filter-
papier ausgelegt, Papier vor Beginn dzr Entwicklung durch Schwenken des Troges
mit Ldsung getrinkt); spitere Entwicklung ebenfalls einmal 15 cm mit Kammer-
sattigung, gleiches Gefiss, doch frischies Losungsmittel.

Nachwetse

Diazotiertes p-Nitroanilin®. Losung A: 1.9 g p-Nitroanilinhydrochlorid in
45 ml konz. TICl + gso ml Wasser geldst. Losung B: 5 %ige Lésung von NaNO, in
Wasser. Losung C: 10 %ige Losung von Na,CO; in Wasser.

Unmittelbar vor Gebrauch werden 10 Vol. kaiter Losung A zu 0.2 Vol. frischer
Losung B gegeben, nach Entfirbung werden 10 Vol. Lésung C zugefiigt.

Diazotierte Sulfanilsdure®, Losung A: 9 g Sulfanilséiure in go m! konz. HCl 4
goo ml Wasser gelost, Losung B: wie bei vorstehendem Reagenz. Laosung C: wie bei
vorstehendem Reagenz.

Ninhydyin-Reagenz®. 250 mg Ninhydrin werden in 95 ml Methanol -+ 5 ml
2,4,6-Collidin gelost, nach Besprithen wird die Platte ca. 30 Min. auf 70° erwdrmt.

Ehrlich-Reagenz. 2 g p-Dimethylaminobenzaldehyd werden in 100 ml zo %iger
HCI gelsst; 1 Vol. dieser Losung wird mit 1 Vol. Athanol verdiinnt.

Ergebnis

Uber die Rp-Werte in den vier Entwickler-Systemen unterrichtet die Tabelle I.
Hinter den mittleren Rp-Werten ist jeweils die Standardabweichung (» = 4 bis 16)
angegeben. Die Rp-Werte wurden im Laufe ldngerer Zeit mit verschiedenen Chargen
MN 300 ermittelt. Um aus der Tabelle I abzulesen, ob sich zwel Substanzen mit
einem Entwickler-System trennen lassen, darf man nicht nach len Methoden der
Statistik vorgehen, weil die Differenz der Rp-Werte innerhalb homologer Reihen von
Substanzen viel weniger schwankt als die Rp-Werte selbst. Beispielsweise lassen sich
0- und m-~Kresol mit System IV trennen, obwohl die Differenz der Rp-Werte kleiner ist

als die Summe der Standardabweichiingen. Allgemein lassen sich zwei Substanzen
t

L
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TABELLE I

NOTES

MIT DIAZOTIERTEM f?—NiTROANILIN NACHGEWIESENE MENGEN DER SUBSTANZEN UND Rp-WERTE
IN DEN VERSCHIEDENEN ENTWICKLER~-SYSTEMEN

Substans Menge System I System Il Systems [II  System I'V
(1g)
Phenol 0.2 1 1 1 0.38 4 0.03
o-Kresol 0.2 I 1 1 0.48 + .03
m-Kresol 0.1 I 1 1 0.43 4 ©.03
p-Kresol I 1 1 0.42 - 0.04
Thymol 0.5 1 b1 1 0.6 -+ 0.05
(3-Methyl-6-isopropylph.encl)
Brenzkatechin 0.2 I 0.82 -+ 0.06 0.95 = 002 0.29 + 0.01
(1,2-Dihydroxybenzol)
Resorcin 0.04 1 0.76 4 0.0z ©0.97 + 002 o0.2§ 4 002
(1,3-Dihydroxybenzol)
Hydrochinon 1.3 Zers. 0.6 - 0.03 0.06 4 0.03 0.28 4 0.02
(1,4-Dihydroxybenzol)
Orcin 0.1 1 0.81 -} .03 ©0.06 + 002 0.29 4+ 0.02
{5-Methyl-1,3-dihydroxybenzol)
Pyrogallal 1.0 0.31 4 0.03 .60 + 004 0.85% 4+ 001 0.22 4 0.02
(x,2,3-Trihydroxybenzol)
Phloroglucin 0.1 0.15 L 0,02 0.46 - 0.04 0.59 & 002 0.19 - 0.01
(1,3,5-FTrihydroxybenzol}
m-Hydroxybenzoesaure o.X 0.51I =+ 0.04 0.84 + 004 097 + 002 0.25 4 0.04
p-Hydroxybenzoesiure o.x 0.24 4 0.02 0.83 4 003 ¥ 0.28 24 0.04
Protocatechusiure 0.5 0.01 4 o.01 0.66 - 004 ©.830 - 012 0.20 - 03
(3.4-Dihydroxybenzoesiure)
Vanillinsdure o.x 0.17 + 0.03 0.85 - 0.02 0.97 X 0.05 0.28 = 0.05
(4+~-Hydroxy-3-methoxybenzoe-
sdure)
a-Resorcylsiure 0.05 0.15 -z 0.04 0.61 4+ 0.04 089 i 0.04 0.21 4 0.03
(3.5-Dihydroxybcnzoesiure)
A-Resoreylsiure 0.05 0.27 2 0.06 0.80 - 0.03 088 007 ©.13 002
2,4-Dihydroxybenzoesiure)
o-Hydroxyphenyvlessigsiure 0.05 .88 4 0,05 0.84 iz 0.02 1 0.20 i 0.04
m-Hydroxyphenylessigsiure ©.05 0.51 4+ 0.0 0.82 -+ oc.02 1 0.24 4 0.04
-Hydroxyphenylessigsiure 0.2 0.50 4+ 006 0.82 L c02 1 0.26 4 0.03
3.4-Dihydroxyphenylessigsiure 0.2 0.02 + 002 0.64 4 0.04 0.70 X 0.12 0.10 - 0.04
Homovanillinsdure 0.2 0.45 <+ 0.09 0.83 4 0.02 1 0,25 - 0.01
(4 -Hydroxy-3-methoxyphenyl-
essigsdure)
Homogentisinsdure 0.5 Zers, 0.63 -+ 0.03 0.92 1 0.07 0,16 4 0.03
(2,5-Dihydroxyphenylessig-
sdure)
3.4-Dihydroxymandelsiure 0.2 Zers, ¢ «8 L 0.05 ©0.54 £ 0.04 0.05 4 00X
3-Hydroxy-g-methoxymandel-
siure Q.05 0.28 4+ 0,04 0.60 + 0.03 0.61 4 0.03 langgezogen
a-Hydroxy-3-methoxymandel-
ciuare .05 0.27 + 0.05 0.69 <+ o.03 0.69 1+ o0.13 langgezogen
(" Vanillinmandelsiure’’)
y-{p-Hydroxy)-phenyipropion-
siure o1 0.64 + 009 0.83 & 009 1 0.25 - 0.04
p-Hydroxyphenvlmilchsiure 0.05 0.406 4 0.04 07T 4- 0.04 0.87 4 0.08 o.¥1 L 0.04
p-Cumarsiure Q.05 0.32 4+ 0.07 084 4+ 0.05 0.95 -+ 0,07 0.27 -1 0.03
(trans-p-Hydroxyzimtsiure)
Ferulasiure 0.2 0.21 4~ 0.04 0.85 + 0.04 0.98 4+ 0,03 o0.25 i} 002

(4~-Hydroxy-3-methoxyzimt-~
sdure)
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TABELLE I (Forisetzung)
Substanz Menge Systewmn I System IT System III  System IV
(ug) ‘
L-A(\drsenalin i) 0.1 Zers, Zers. 0.60 4 0,05 0,13 = 0,01
L-Suprarenin
No(x;itdrenalig 0.1 Zers, Zers, 0.56 -+ 0,04 0,08 - o.01
rtereno ' o
I-Iomovex:atrylamin . fliichtig 0.86 + 0.02 ©0.79 4 0.04 ©0.I2 - 0,02
(3,4.-D1methoxyphenyla.thyl- (langge-
amin) zogen)
Histidin . 0.5 0.19 + 0,02 0.52 4+ 0.08 0.21 £ 0.04 ©
Phenylalanin 0.69 4 0,03 0.79 4= 0.03 ©.72 =+ o0.03 verlaufen
Tyrosin o.1 0.33 + 0,03 0,65 4= 0,05 0.59 = 0.03 0.04 == 0,02
(langge-
DOPA Z =+ =+ ook
0.4 Lers., 0.50 4 0.05 0.39 0.03 ©.a2 - 0.02
(3,4-Dihydroxyphenylalanin) ' '
}‘r}{p;:olphan L 0.4: o.gG _:E 0.03 O, gz i 0.02 0.62 4 0.02 Ianggizogen
ndolyl-3-essigsiure 0.3 0.63 X 0.04 0.87 0.03 1I 0.27 4 0.03
5-Hydroxyindolyl-3-essigséiure 0.2 0.39 = 0.07 0.63 4 0.03 I 0.16 - 0.03
3-Indoxylschwefelsaures Kalium o.5" 0.80 4- 0,02 0.46 4= 0,02 0.82 4- 0,05 0.33 = 0.02
(Flarnindikan) Nebenfleck: 0.16 4 0.03
Harnstoff 0.3" 0.64 4 0.03 0.67 - 0.04 0.67 4 0,04 ©.08 -+ 0.01

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

voneinander trennen, wenn die Differenz der Rp-Werte ca. 0.04 betrigt. Die wirksam-
sten Trennungen erreicht man mit den Systemen I und II. Das System III ist fiir die
Trennung von phenolischen Verbindungen nicht gut brauchbar; es bewédhrt sich aber
sehr bei der DC der Aminosiuren und Amine, die einigen Phenolen stoffwechsel-
miissig verwandt sind. Auch das System IV ist nicht universell anwendbar; es bietet
aber die Moglichkeit, die einwertigen Phenole von allen anderen Verbindungen, die
im Rahmen dieser Arbeit chromatographiert wurden, abzutrennen. DC einwertiger
Phenole an n1cht-1mpragn1erter Cellulose war bisher nicht mdglich.

In der Spalte “Menge” ist jeweils die Menge einer Substanz angegeben, die mit
diazotiertem  $-Nitroanilin nachgewiesen wurde. Diese Menge betrigt jeweils etwa
das Doppelte der minimal nachweisbaren Menge Mit diazotierter Sulfanilsdure sind
etwa die gleichen Mengen nachweisbar; in einigen Féllen ist allerdings der Nachweis
mit letzterem Reagenz etwas weniger empfindlich. :

Bei p-Kresol, Homoveratrylamin und Phenylal'mln sind in der Tabelle I keine
Mengen angegeben, weil diese drei Substanzen nicht mit diazotiertem jb-Nltroamhn zu
einem Farbstoff reagieren. p-Kresol (0.2 ug) wurde mit diazotierter Sulfanilsiure
nachgewiesen, Homoveratrylamin (0.1 xg) und Phenylalanin (0.3 ug) mit Ninhydrin-
Reagenz. Brenzkatechin lieferte mit -diazotierter Sulfanilsiure keinen Farbstoff.
Anwendung von Ninhydrin-Reagenz steigert die Empﬁndhchkelt der Nachweise
von Histidin und DOPA wesentlich gegeniiber den in der Tabelle angegebenen
Mengen.

Allgemein wird man dadurch zusédtzliche Mogllchkelten der Unterscheldung
und Identifizierung getrennter Substanzen schaffen, dass. man-eine Analysenlésung
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mehrmals mit dem gleichen System entwickelt, aber jede Platte mit einem anderen
Reagenz bespriiht. Zu erwéihnen sind hier 2,6-Dichlorchinonchlorimid®, «,«’-Dipy-
ridyl4® und Chlor/o-Tolidin-Reagenz#. Zur weiteren Orientierung sei besonders hin-
gewiesen auf das von STAHL?? herausgegebene Handbuch.

Neurochirurgische Klinik, Universitit des Saaviandes, JURGEN DITTMANNY
Homburg/Saar (Deutschland)
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