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Die Inkubationsdauer und der Messtermin sind innerhalb der angegebenen
Zeiten nicht kritisch. Die besonderen Vorteile der Methode liegen also darin, dass die
Messung nicht von der exakten Einhaltung bestimmter Zeiten abhiingig ist und dass
tatsiichlich die Peroxydasen nachgewiesen werden. Da es sich bei der Peroxydase um
ein recht stabiles I'erment handelt, kann man eine gréssere Zahl von Fraktionen sam-
meln und sie zu einem passenden Zeitpunkt analysieren.

Frau JoHANN danke ich fiir ihre sorgfiltige Mitarbeit.

Landes Lehy- und IForschungsanstalt fitv Wein- und Gartenbau, H. SCHAEFER
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CHROM. 5193
Trennung von Phenothiazinen auf pH-(Gradient-Schichten

Die Priifung der Einsatzméglichkeiten des TAS-Verfahrens zur Analyse von
Phenothiazinen! erfolgte an einem Modellgemisch von sieben Substanzen, die sich
untereinander entweder durch den Substituenten in der 3-Stellung oder am N-Atom
(in der ro-Stellung) unterscheiden. Um auf diese Weise von den verschiedenen Pheno-
thiazin-Strukturtypen jeweils einen Vertreter zu erfassen, wurden folgende Verbin-
dungen ausgewihlt: Diethazin, ILevomepromazin, Promethazin, Chlorpromazin,
Thioridazin, Prochlorperazin und Trifluperazin. Es gibt in der Literatur eine ganze
Reihe von Arbeiten?-15, die sich mit der diinnschichtchromatographischen Trennung
von Phenothiazinen befassen. In den angefiihrten Publikationen?-1% wurden insge-
samt ca. 34 verschiedene mobile Phasen auf Kieselgel- bzw. Aluminiumoxid-Schichten
eingesetzt. Dennoch ist keine wirklich gute Trennung gelungen, bei der fast alle
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hRp-Unterschiede > 5 sind. Die Tatsache, dass die Phenothiazine Basen darstellen
und die Feststellung, dass die in der Literatur referierten besten Trennergebnissel4,15
mit alkalischen Fliessmitteln erzielt wurden, veranlasste uns — wie schon bei fritheren
Arbeiten, z.B. bei Xanthinen® 17, Alkaloiden?5, Saponinen?’, Anthrachinonen und
Indolderivaten? — das Verhalten der Phenothiazine auf pH-Gradient-Schichten8-23
zu untersuchen.

Zu orientierenden Versuchen benutzten wir drei einfache mobile Phasen und
zwar Benzol-Athanol g6 %ig (95:5), Chloroform~ Athanol 96 %ig (95:5) und Ather—
Athanol g6 %ig (95:5). Dabei erwies sich das erste I'liessmittel fiir eine Trennung der
Phenothiazine im alkalischen Gebiet der pH-Gradient-Schicht schon als gut geeignet.
Noch grossere Unterschiede in den 2Rp-Werten erhdlt man bei Einsatz der mobilen
Phase Benzol-Aceton (70:30). Wie die I'ig. 1 und 2 zeigen, wird, wie wir schon in
einer Kurzmitteilung?* berichtet haben, bei einer Entwicklung quer zum Gradient-
Verlauf im Gebiet um pH 8.5 eine sehr gute Auftrennung der sieben Phenothiazine
erreicht. Das gleiche IFliessmittel ist, wie die IFig. 3 zeigt, auch fiir die Trennung bei
einer Entwicklung in Richtung des Gradients geeignet.
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Fig. 1. Déinnschichtchromatogramm wvon sieben Phenothiazinen. S = Start, 1 = Trifluperazin,
2 = PProchlorperazin, 3 = Thioridazin, 4 = Chlorpromazin, 5 = Promecthazin, 6 = Levomeprom-

azin, 7 = Diethazin, FF = Front. Schicht: pH-Gradient. Mobile Phase: Benzol-Aceton (70:30).
Laufstrecke: 2 X 10 cm, 509, relative IFeuchte. Sichtbarmachung: Swefelsiure-Iformaldehyd-
Reagenz oder Fluoreszenzminderung im UV,,,. Aufgetragen mit dem ‘' Autoliner” quer zum Gra-
dient-Verlauf.

Experimentelley Terl

Es wurde unter den sog. Standardbedingungen (50 % relative Feuchte, Tempera-
tur 20°, 10 cm Laufstrecke) zweifach entwickelt. Als stationiire Phase dienten pH-
Gradient-Schichten, die mit Kieselgel GF,;, unter Verwendung von o.5 IN Schwefel-
siure bzw. Natriumhydroxid-Losung hergestellt wurden. Mobile Phase: Benzol-
Aceton (70:30).
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Fig. 2. Graphische Darstellung der Abhidngigkeit der Af2p-Werte von der chemischen Struktur cer
Phenothiazine auf der pH-Gradient-Schicht.
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Fig. 3. Dunnschichtchromatogramm von sicben Phenothiazinen. Aufgetragen mit ‘ Autoliner’’
im pH-Gradient. Sonst wic zu FFig. 1.

Zum Nachweis wurden eingesetzt: (1) Fluoreszenzminderung im UV,,, oder
(2) Schwefelsiure-Formaldehyd-Reagenz (0.25 ml FFormaldehyd + 20 ml 25 %iger
Schwefelsiure), wobei die einzelnen Substanzen sich unterschiedlich firben,

Alle Phenothiazine wurden in Methanol gelést (0.1 %ige Lésung). Die Losungen
wurden zu gleichen Teilen gemischt und vom resultierenden Gemisch etwa 60-80 ul
strichférmig mit dem ‘‘Autoliner” (Desaga, Heidelberg)?®: /22 aufgetragen.
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Ergebnisse und Diskussion

Mit Hilfe der pH-T-Gradient-Methode lisst sich das chromatographische Ver-
halten in Abhingigkeit vom pH-Wert der stationiren Phase untersuchen. Auf diese
Weise lisst sich oft ein fiir die Trennung optimaler pH-Bereich der stationiren Phase
erkennen und mit wenigen Versuchen lassen sich entsprechend imprignierte uniforme
Schichten herstellen. Im vorliegenden Fall wird fiir 7 strukturell verschiedene Pheno-
thiazine beim Schicht-pH-Wert von etwa 8.5 mit dem Fliessmittel Benzol-Aceton
(70:30) eine sehr gute Trennung erhalten. Wie wir zeigen konnten (mit einfachen,
neutralen Fliessmitteln), erwies sich die Methode auch fiir andere Stoffgruppen,
z.B. Xanthine!® 17, Alkaloide?5, Saponine?’ und Anthrachinone?8 als sehr niitzlich.

Herrn H. RouNERT danken wir fiir die technische Hilfe bei der Durchfiihrung
der Versuche.
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