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Diinnschicht-Chromatographie van Flavonoiden und Phenolcarbonsluren 
mit Essigslure auf Celluloseschichten 

4 

Die papierchromatographische Trennung von Flavonoiden mit Essigsaure- 
Wasser-Gemischen als Laufmittel ist schon vor hingerer Zeit von BA,TE-SMITH UND 
WESTALL~ sowie von GAGE, DOUGLASS UNII WENDER~ beschrieben worden. Dieses 
vorwiegend adsorptionscl~romatograpl~iscl~e Verfahren bietet den Vorteil, dass allein 
durch Veranclern der !%urekonzentration cler Trennungsschwerpunkt mehr auf Gly- 
koside (32-, rS%ige Essigsaure) oder zus~tzlich such auf Aglykone (6o%ige Essig- 
saure) verlagert werden kann, wobei- in Ubereinstimmung mit den Loslichkeitsver- 
hgltnissen -die Aglykone durch niedrigere, die Glykoside aber durch hijhere RF- 
Werte charakterisiert sind. Eine Hydrolyse leicht spaltbarer Glykoside ist wallrend*” 
des Chromatographierens im allgemeinen nicht zu beobachten, so dass lediglich die 
verh&ltnism&sig langen Laufzeiten einer haufigeren Anwendung im Wege stehen. 

Mit der ljlbertragung des papierchromatographischen Verfahrens in den diinn- 
schichtchromatographischen Massstab sollte neben einer rascheren Analyse such eine 
selektive Trennung von Glykosiden und Aglykonen, in zweidimensionaler Technik 
mit Essigs%ure verschiedener Konzentrationen, erreicht werden. Ein weiteres Ziel der 
Untersuchungen war die gleichzeitige Lolcalisierung einzelneq PhenolcarbonsHuren, 
jedoch nur soweit sie unter Nachweisbedingungen ftir Flavonoide bei der Chromato- 
graphie von Pflanzenausztigen bzw. von Lijsungen nach Abbaureaktionen auf der 
Platte in Erscheinung treten. 

MateriaL. Cellulosepulver MN 300 zur Diinnscbicht-Chromatographie (Macherey, 
Nagel c9: Co., Dtiren), Polyamid Woelm DC (M. Woelm, Eschwege) ; Essigsaure gg- 
IOO~/~ p.A, (E. Merck, Darmstadt), Dest. Wasser. 

Beschiclztzt~z~. Eine Mischung von 30 g Cellulosepulver MN 300, I g Polyamid 
Woelm DC, 170 ml Wasser und IO ml Athylalkol~ol wird in einem Elektromixger%.t 
30 Sek. homogenisiert und anschliessend mit einer Schichtdicke von 3/S mm auf IO 
Platten 20 x 20 cm aufgetragen. Die bei Zimmertemperatur (tiber Nacht) oder im 
Warmluftstrom getrockneten Platten zeichnen sich durch fest haftende und glatte 
Schichten aus, die mit Bleistift beschrieben werden k8nnen. 

Entwicklzcng. Fliessmit tel : 15%ige, 4o%ige und 6o%ige Essigsaure (v/v). 
Naclzweisreage~ztieut. Aluminiumchlorid : z%ige Liisung von AlCl, in verd. 

Athylallcohol (7o%ig, v/v), Naturstoff-Reagens-A “Fluka” : z%ige Lijsung von 
Diphenylbors%.rre-2-aminoathylester in Athylalkohol (g6%ig, v/v). Eisen(III)-chlo- 
rid : 1 %ige wasserige L&sung. 

Durch Zusatz von ca. 3% Polyamid erhglt man verhtiltnism&sig feste Cellu- 
loseschichten, die bei einer Dicke von 0.37-0.38 mm das Trennungsoptimum besitzeri. 
J e nach Essigsaurekonzentration betragen die Laufzeiten im Durchschnitt eineinhalb 
(Is%ige Essigs$.i.ure) bzw. dreieinhalb Stunden (6o%ige Essigsgure) und liegen’damit, 
urn rund 80% niedriger als beim. papierchromatographischen. Verfahren. 
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TABE LLE I 

PLUORIZ~ZENZ- UND PARBREhlCTIONI3N VON PLAVONOIDEN UND AROMATISCHEN CARI3ONSiiUREN 

Angaben wit intensivcr, unvcr%ndert, schw%cher odcr gcl6scht beziehcn sich auf die Eigcntluorcs- 
zenzen der Verbindungen bei U.V.-Licht von 350 nm. 

Eigelz- Flz~orcsse?zz Fdzroreszellz F&bung 
jihores- wait AK& wait Natur- mit FeCZ, 
zewz bei stoff- 
350 12112 Rcage w-A 

Flavonoide 
Quercetin 
Quercetin-3-galactosicl (Hyperosid) 
Qtiercetin-3-rhamnosid (Quercitrin) 
Quercetin-3-glucorhamnosid (Rutin) 
Luteolin 
Luteolin-f-glucosid 
Ombuin 
Ombuinglucorhsrnnosid 
Apigcnin-S-C-glucosid (Vitexin) 
Tectochrysin 
Fisctin 
K8mpferol 
Isorhamnetin 
Morin 

P?ccnolcarbom&wen 
2-Hydroxybenzocs~urc 
3-HydroxybenzoesZure 
4-HydroxybenzocsLure 
2,4-‘DihyclroxybenzoesOure 
2,5-Dihyclroxybenzocs&ure 
3,4-Dihyclroxybenaoes&ure 
3,5-Dihyclroxybcnzoes&ure 
3-Hydroxy-4-methoxybenzocs~ure 
4-I-Iydroxy-3-methoxybenzoe&urc 
3,4,5-TrihydroxybenzocsSure 

gclb grtingclb orange 
brnun grtingclb orange 
brilun grtingclb orange 
braun gelb orange 
braun b@ngclb grilngelb 
brsun grUngclb oclcer 
gelb grungclb grtingclb 
gelb grllngclb grtingclb 
brsun grllngclb grtingelb 
braun gelb gelb 
grtlngelb grlkngclb orange 
gelb grllngclb grfin 
gelb grtingclb grik 
grUngelb grtin griln 

violett 
-II 

unvcrknclert intensivcr 

-a 

i blau 
-II 
viol&t 
-R 
-II 
-lb 

violctt - 
blau intcnsiver 
- violett 
violctt geliischt 
- - 
- - 
- violctt 

3-Methoxy-4,5-dihydroxyben2ocsOurc -I* - violctt 
3,5-Dimethoxy-4-hydroxybenzoessure -a -- - 
3-HydroxyzimtsHure i violett unverlndcrt gcltischt 
4-Hydroxyzimtstiurc violctt unverikxlcrt schw~clicr 

graugrtin 
graugrtin 
graugrtin 
grtin 
graugrtin 
griln 
braun 
grtin 
braun 
rot 
griln 
grCfn 
grau grlln 
grtln 

violettrot 
gelblich 
gelb 
violettrot 
blau 
grtin 
gel blicli 
gel bbrsun 
gelbbraun 
grauviolett 
graublau 
rosa 
gelblich 
orange 

i violett intensiver weissh grau 
i violett intensiver unvertindcrt rosa 

3,4-DihydroxyzimtsWrc 
4-I-Iydroxy-3-methoxyzimts!iurc 

a Deutliche Fluorcszenz bei 254 nm, zumeist viol&t. 
b Zus%telich gelbgrknc Eigenfarbe. 

Die Zusammenstellung in Fig. I zeigt am B&spiel einiger Flavonoide die Ab- 
hgngigkeit von Rp-Wert und Sgurekonzentration. Es ist bezeichnend, dass mit An- 
steigen der Essigs&urekonzentration fiber 15-40-60~/~ die Aglykon-RF-W&e an- 
nghernd linear zunehmen, wghrend die von den Glykosiden bei Verwendung von 40- 
bzw. Goo/iger Essigsgure zuriickgelegte Wegstrecke nur geringe Unterschiecle zeigt. 
Dadurch wird in kombinierter, zweidimensionaler Chromatographie mit Essigstiuren 
verschiedener I<onzentration, (z.B. 6o%ig und 15°/oig) die Akzentuierung einer 
Aglykon-,und eirier Glykosidtrennung mtiglich. 

Fluoreszenz- und Farbreaktionen einiger PhenolcarbonsZuren, die gelegentlich 
in Begleiturig von Flavonoiden auftreten, sind in der Tabelle I zusammengefasst, 
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Fig. J. Flavonoide. A = Qucrcetin; I3 = Qucrcctin-3-galactosid; C = Quercetin-3-rhamnosid; 
D= Qucrcetin-3-glucorhamnosid ; E = Lutcolin; F = Lutcolin-7-glucosid ; G = Ombuin ; I-I = 
Ombuinglucorhamnosid ; I E Apigenin-S-C-glucosi<l ; IC = Tectochrysin ; L = Fisctin ; M = 
ICBmI~ferol; N = Isorhsmnetin; 0 = Morin. 

: 

Fig, z. Phcnolcarbons&urcn. I = z-I--lyclroxybcn2ocs~urc; z = 3-Hydroxybenzoes8urc; 3 = 4- 
J_Iydroxybcnzocs~urc ; 4 = z,4-Dihydroxybenzoeu~urc; 5 = z,5-DihydroxybcnzoesKure; 6 = 3,4- 
Dihydroxybcnzocs&no ; 7 = 3,5-Dihydroxybcnzocs&.ure : 8 = 3-Hydroxy-4-mcthoxybenzocsaure; 
9,= 4-Hydroxy-3-methoxyben2ocsSurc ; IO = 3,4,pTrihydroxybcnaoe&ure : I I = 3-Methoxy- 
4,5-dihydroxybcn2oesKure; 12 = 3,5-Dimethoxy-4-hydroxybenzocs%urc; i3 = ‘3-Hydrdxyir,imt- 
sOurc ; 14 = 4-Hyclroxyeimtskurc ; 15 = 3,4-Dihyclroxysr,imts&urc: IG = 4-Hydroxy-3-mctho- 
xyzimt sSurc. 

ihreRp-Werte, bezogen auf IS-, 40- und 6o%ige Essi@i.ure, gehen aus Fig. z hervor. 
Aromatische Carbons3uren erschweren oft durch ihre intensive Eigenfluoreszenz die 
Lokalisierung von Flavonoiden. Derartige StGrungen treten ber;,?nders bei der chro- 
rnatographischen Verfolgung des Alkaliabbaues h%.rfiger auf und machen eine vor- 
herige Abtrennung dieser Verbindungen, wie z.B. durch vorgeschaltete Chromato- 
graphic mit Wasser, erforderlich. Unter diesen Bedingungen werden die Sgureflecke 
fast durchwegs in Rp-Bereiche fiber 0.80 geschoben, wahrend Flavonoide praktisch 
keine Wanderung erkennen lassen und sich erst bei der nachfolgenden Chromato- 
graphic mit Essigsgure in der beschriebenen Weise auftrennen. 

Plzarmaizog?aoslisc~es Institzct der 
Universitiit Wien (Ostcrrcich) 
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