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' CHROM. 3812

Diinnschicht-Chromatographie von Flavonoiden und Phenolcarbonsauren

mit Essigsiure auf Celluloseschichten
[

Die papierchromatographische Tremnung von Flavonoiden mit Essigsiure—
Wasser-Gemischen als Laufmittel ist schon vor lingerer Zeit von BATE-SMITH UND
WESTALL? sowie von GAGE, DouGLAss UND WENDER? beschrieben worden. Dieses
vorwiegend adsorptionschromatographische Verfahren bietet den Vorteil, dass allein
durch Verdndern der Siurekonzentration der Trennungsschwerpunkt mehr auf Gly-
koside (12-, 15%ige Essigsiure) oder zusitzlich auch auf Aglykone (60%ige Essig-
siure) verlagert werden kann, wobei—in Ubereinstimmung mit den Léslichkeitsver-
hiltnissen—die Aglykone durch niedrigere, die Glykoside aber durch héhere Rp-
Werte charakterisiert sind. Eine Hydrolyse leicht spaltbarer Glykoside ist wéihrend”
des Chromatographierens im allgemeinen nicht zu beobachten, so dass lediglich die
verhidltnismiéssig langen Laufzeiten einer hidufigeren Anwendung im Wege stehen.

‘ Mit der Ubertragung des papierchromatographischen Verfahrens in den diinn-

schichtchromatographischen Massstab sollte neben einer rascheren Analyse auch eine
selektive Trennung von Glykosiden und Aglykonen, in zweidimensionaler Technik
mit Essigsiure verschiedener Konzentrationen, erreicht werden. Ein weiteres Ziel der
Untersuchungen war die gleichzeitige Lokalisierung einzelner, Phenolcarbonsiuren,
jedoch nur soweit sie unter Nachweisbedingungen fiir Flavonoide bei der Chromato-
graphle von Pflanzenausziigen bzw. von Lésungen nach Abbaureaktlonen auf der
Platte in Erscheinung treten.

xperzmentelles

Material. Cellulosepulver MN 300 zur Diinnschicht-Chromatographie (Macherey,
Nagel & Co., Diiren), Polyamid Woelm DC (M. Woelm, Eschwege); Essigsdure gg—
100% p.A. (E. Merck, Darmstadt), Dest. Wasser.

Beschichtung. Eine Mischung von 30 g Cellulosepulver MN 300, 1 g Polyamid
Woelm DC, 170 ml Wasser und 1o ml Athylalkohol wird in einem Elektromixgerit
30 Sek. homogenisiert und anschliessend mit einer Schichtdicke von 3/8 mm auf ro
Platten 20 X 20 cm aufgetragen. Die bei Zimmertemperatur (iiber Nacht) oder im
Warmluftstrom getrockneten Platten zeichnen sich durch fest haftende und glatte
Schichten aus, die mit Bleistift beschrieben werden kénnen.

Entwicklung. Fliessmittel: 15%ige, 409%ige und 609%,ige Essigsidure (V/v)

Nachweisreagentien. Aluminiumchlorid: 29%ige Losung von AICl; in verd.
Athylalkohol (70%ig, v/v). Naturstoff—Reagens -A “Fluka’: 29ige Lodsung wvon
Dlphenylborsaure-z-ammoathylester in Athyhlkohol (06%ig, v/v) Eisen(III)- chlo-
rid: 19%ige wisserige Lésung.

Ergebnis :

Durch Zusatz von ca. 39, Polyamid erhilt man verhiltnismissig feste Cellu-
loseschichten, die bei einer Dicke von 0.37-0.38 mm das Trennungsoptimum besitzen.
Je nach Essigsdurekonzentration betragen die Laufzeiten im Durchschnitt eineinhalb
(x3%ige Essigsidure) bzw. dreieinhalb Stunden (60%ige Essigsdure) und liegen damlt:
um rund 809, niedriger als beim. paplerchromatographlschen Verfahren. :
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TABELLE I

NOTES

I'LUORIZSZLNZ- UN’D FARBREAKTIONEN VON FLAVONOIDEN UND AROMATISCHEN CARBONSAURLN

Angaben wie intensiver, unverindert, schwicher oder gelodscht beziehen sich a,ufdxe Elgcnﬂuores-
zenzen der Verbindungen bei U.V.-Licht von 350 nm.

Index Verbindung Eigen- Fluoveszenz Fluorveszenz Fdrbung
Sluorves- it AICI, mil Natur- = mil FeCl,
zenz bei stoff-

350 nm Reagens-A
. Flavonoide

A Quercetin ‘ . gelb gritngelb orange graugriin

B Quercetin-3-galactosid (Hyperosid) braun griingelb orange graugriin

C Quercetin-3-rhamnosid (Quercitrin) braun griingclb orange graugriin

D Quercetin-3-glucorhamnosid (Rutin) braun gelb orange grin

E Luteolin ‘ braun griingelb griingelb graugriin

¥ Luteolin-7-glucosid braun griingelb ocker griin

G Ombuin gelb griingelb gringelb braun

H " Ombuinglucorhamnosid gelb griingelb griingelb grin

1 Apigenin-8-C-glucosid (V1te\cm) braun gringelb griingelb braun

K Tectochrysin braun gelb gelb rot

L Fisetin griingelb griingelb orange grin

M Kimpferol ~ gelb griingelb griin griin

N Isorhamnetin gelb gritngelb grin graugrin

(8] Morin ‘griingelb griin grim griin

, Phenolcavbonsduren

I 2-Hydroxybenzoestiure violett unverindert intensiver violettrot
2 3-Hydroxybenzoestiure — —_ — gelblich
3. - 4-Hydroxybenzoesiure —n —_ —_ gelb

4 2,4-Dihydroxybenzoesiure —b violett — violettrot
5 2,5-Dihydroxybenzoesiure i blau blau intensiver blau

6 3.4-Dihydroxybenzoesiure J—} _— violett griin

7 3,5-Dihydroxybenzoesiure violett violett geloscht gelblich

8 3-Hydroxy-4-methoxybenzoesidure —0 — — gelbbraun
s} 4-Hydroxy-3-methoxybenzoesidure —t — — gelbbraun

10 3,4,5-Trihydroxybenzoesiure —t — ‘violett grauviolett

TI 3-Methoxy-4,5-dihydroxybenzoesiaure —u — violett graublau

I2 3,5-Dimethoxy-4-hydroxybenzoesiure —=8 — — rosa

I3 3-Hydroxyzimtsiure i violett unverindert geléscht gelblich

14 4-Hydroxyzimtsdure violett unverindert schwicher  orange

15 3,4-Dihydroxyzimtsiure i violett intensiver  weissP grau

16 4-Hydroxy-3-methoxyzimtsiure i violett intensiver unverindert rosa

& Deutliche Fluoreszenz bei 254 nm, zumeist violett.

b Zus#tzlich gelbgritine Eigenfarbe.

Die Zusammenstellung in Fig. 1 zeigt am Beispiel einiger Flavonoide die Ab-

hingigkeit von Rp-Wert und Sdurekonzentration. Es ist bezeichnend, dass mit An-
steigen der Essigsiurekonzentration iiber 15-40-609%, die Aglykon-Rp-Werte an-
nidhernd linear zunehmen, wihrend die von den Glykosiden bei Verwendung von 40-
bzw. 60%,iger Essigséiure zuriickgelegte Wegstrecke nur geringe Unterschiede zeigt.
Dadurch wird in kombinierter, zweidimensionaler Chromatographie mit E551gsauren
verschiedener Konzentration (z.B. 60%ig und 15%ig) die ‘Akzentuierung einer
Aglykon— und einer Glykosidtrennung méglich.

Fluoreszenz- und Farbreaktionen einiger Phenolcarbonsauren die gelegentlich
in Begleltung von Flavonoiden auftreten, sind in der Tabelle I zusammengefasst,
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Fig. 1. Flavonoide, A = Quercetin; B = Quercetin-3-galactosid; C = Quercetin-3-rhamnosid;
D = Quercetin-3-glucorhamnosid; E = Lutcolin; F = Luteolin-7-glucosid; G = Ombuin; H =
Ombuinglucorhamnosid; 1 = Apigenin-8-C-glucosid; I = Tectochrysin; L = Fisetin; M =
Kampferol; N = Isorhamnetin; O = Morin. ‘ ': I

Fig. 2. Phenolcarbonsiuren., 1 = 2-Hydroxybenzoesédure; 2 = 3-Hydroxybenzoesidure; 3 = 4-
Hydroxybenzoesiure; 4 = 2,4-Dihydroxybenzoesiure; 5 = 2,5-Dihydroxybenzoesiure; 6 = 3,4-
Dihydroxybenzoesidure; 7 = 3,5-Dihydroxybenzoesiure; 8 = 3-Hydroxy-4-methoxybenzoesdure;
= 4-Hydroxy-3-methoxybenzoesiure; 10 = 3,4,5-Trihydroxybenzoesiure; 11 = 3-Methoxy-
4.5-dihydroxybenzoesiure; 12 = 3,5-Dimethoxy-4-hydroxybenzoesiure; 13 = 3-Hydroxyzimt-
siure; 14 = g4-Hydroxyzimtsiure; 15 = 3,4-Dihydroxyzimtsiure; 16 = 4-Hydroxy-3-metho-
xyzimt siiure, : \

ihre R p-Werte, bezogen auf 15-, 40- und 609%,ige Essigsiure, gehen aus Fig. 2 hervor.
Aromatische Carbonsiuren erschweren oft durch ihre intensive Eigenfluoreszenz die
Lokalisierung von Flavonoiden. Derartige Stérungen treten bec/nders bei der chro-
matographischen Verfolgung des Alkaliabbaues hiufiger auf und machen eine vor-
herige Abtrennung dieser Verbindungen, wie z.B. durch vorgeschaltete Chromato-
graphie mit Wasser, erforderlich. Unter diesen Bedingungen werden die Sdureflecke
fast durchwegs in Rp-Bereiche {iber 0.80 geschoben, wihrend Flavonoide praktisch
keine Wanderung erkennen lassen und sich erst bei der nachfolgenden Chromato-
graphie mit Essigsiiure in der beschriebenen Weise auftrennen. :

Pharmakognostisches Institut der : . P. SP1EGL
Universitit Wien (Osterveich) :
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