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CHROM. 535I

Die dunnschichtchromatographische Trennung einiger Isoflavone neben
Cumostrol

Die dstrogene Aktivitat einiger Flavonoide gab den Anlass zu ihrer chromato-
graphischen Trennung (Dtinnschichtcliromatographie siehe z .13 . Lit . z-3) . Ftir den
gleichzeitigen Nachweis von syntlietisiertem Daidzein, Genistein, Pratensein, For-
mononetin, l3ioclianin A and Cumiistrol wurde eine schnelle and einfache Methode
gesucht .

Line Trennung dieser Aglycone erwies sich sowohl auf Kieselgel G Merck- als
auch auf Cellulose MN 300-Schichten mit den verschiedensten Laufmitteln als un-
befriedigend . Kritische Paare waren vor allem Formononetin and 13iochanin A sowie
Daidzein and Genistein, die sich auf diesen Sorptionsmitteln iiberlagerten . Erst mit
Polyamid Woelm DC wurden wesentliche Unterschiede zwischen den hRr-Werten der
einzelnen Substanzen erzielt .

Fiir eine Platte io x 2o cm ist r g Polyamid mit einem Zusatz von o .2 g Cellulose
erforderlich . Die Platten wurden im Giessverfahren mit 6 ml 96 %igem Athanol her-
gestellt and luftgetrocknet . Das geeignetste Fliessmittel wurde in der Mischung von
Petrolather (Kp . 3o-6o°)-l3enzol-Methylathylketon-Methanol--Lssigsaure (30 :30 :
20 :20 :2) gefunden . Die Laufstrecke betrug 17 cm nach 30 min bei 23° und Kammer-
sattigung. Auftragsmenge : Formononetin, Daidzein and Pratensein, 2 ,ug ; Genistein
and Biochanin A, 6 ,aag ; Cumiistrol, 0 .2 ,ug .

1' :ABELLE I
11R I.-\iarn, IEINIGGR ISOFLAVONIE UNU CUUOS •r ROt

Vacll ;;o uric Vach 9o lain

Die IzRp-\Verte sind in Tabelle I zusamniengefasst . Die Trennung der Substan-
ren lasst sick noch verbessern, wenn die Platte weitere 6o min bei gleichen Be-
dingungen ohne vorheriges Trocknen in der Kammer bleibt, nachdem das Fliessmittel
die zuvor markierte Linie fin Abstand von 17 cm zum Start erreiclit hat (sielie Ta-
belle I) . Wird die Polaritat des Laufrnittels erli6lit, so erzielt man mar gr6ssere
hRp-Werte, aber keine schiirfere Trennung . Die Reproduzierbarkeit der Zahlen -war
nur mit einem frisch bereiteten Fliessmittel gewahrleistet . Mit dem wiederholtem
Gebrauch des Ldsungsmittelgemisches nehmen sowohl die T;RI,•-\Verte als auch ihre
Differenzen zu, woraus sich eine Verkiirzung der erforderliclien Trennzeit ergibt .

Tabelle 11 zcigt cinige Nachweismethoden der untersuchten Substanzen hilt
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Cunlostrol 6 6.j
Daidzcin 2S 30
( :;enistcin 32 39
l 'ratenseill 41 -19
Forniononctin 62 67
13ioclvtnin A 66 79
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TABELLE II
NACHSVEISMOGLICHK1tITEN EINIGER ISOFLAVONE UND DES CUMOSTROLS AUP DEIt POLYAMID-DLINNSCHICHT- . :
PLATTE

Abktirzungen : TG = Tageslicht ; Warine = 5 min auf etwa no' erhitzen . Sprultreagentien : (x) -
(5) 2 % Zirlconium (IV)-oxidchlorid in Methanol ; (6) x % Diphenylborsaure-z-aminoathylester in Methanol ;
Natrium in Athanol ; (9) Benedict-Reagens : x .73 g Iiupfersulfat crist ., 17.3 g Natriumcitrat, 10 .0 g
2 % Eisen (III)-chlorid in Wasser, Losungen r : I lcurz vor Gebrauch mischen ; (ii) 0 .5 % Eclhtblausalz B
Sulfanilsaure° ; (13) Diazotiertes Benzidinl° ; (14) 5 % Phosphormolybdansiiure in Athanol .

TABELLE II (Fortsetzung)
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Biochani.n A

Bemerkungen

violett
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dunkel

dunkel

blassblau

dunkel

rosaviolett

weissblau

dunlcel

dunkel

weissblau

-
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gelb
weissblau

dunkel

dunkel

weissblau

dunkel

violett

weissblau

weissblau

violett

-
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gelbgrun
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gelbgrun

violett

bleu

gelb

gelb

blau

gelb
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TG

TG li'drme
TG

	

UV

Cumbstrol hellviolett violett violett
Daidzein dunkel- weiss- blaugrun

violett blau
Genistein dunkel dunlcel blau violett

violett
Pratensein dunlcel- dunkel blaugrtina kraftig blau intensiv

violett violett
Formononetin dunlcel- weiss-

violett blau
Biochanin A dunket- dunlcel blaugrunh violett

violett
Bemerkungen Untergrund a Sofort Ii Anm Untergrund

grun sichtbar schwachsten gelb, F arbung
Nach Stunden alle Flecken der Flecken
ausser Formononetin selxr langsam
intensiv blau



NOTES

(2) 5 %ige, wassrigo Natronlauge ; (3) 25 %ige Animonialclosung ; (4) r % Aluminiumchlorid in Athanol ;
(7) 2 % Fluorcszcnzindikator Woclm 254 nn1 warden dem Polyanlid beigeInischt ; (8) 0 .04 % Fluorescein-
Natriumcarbonat wasserfrei zu 10o ml in Wasser losen ; (1o) i % lcaliumhcxacvanofcrrat (11.1) in Wasser,
in Wasser, frisch herstellen, o .1 N Natronlauge, Losungen nacheinander aufsprtihen . (12) Diazotierte

e Farbe sehr blass, spilt sichtbar
a sofort sichtbar
c Farbung goring, wird
allinablich sichtbar
Farben nicht bestandig, Platte
dunkelt nach
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5 6 7
UV

IVftnne -H
Uv

Ammo,tialo -i-
UV

UV 14 iiruae Ammonia/o
TG UI% TG UV

violett violett violett violett violett hellviolett

weissblau - - - - weissblau schwach
dunkelblau

gelbgrUn olivgri'u1 gelb schwach leuchtend grtingelb leuchtend dtinkelblau
gelb gelb gelb

gelbgrtin olivgrtin gelb schwach leuchtend grungelb leuchtend dunkelblau
gelb geib gelb

weissblau - - - weissblau schwach
dunkelblau

gclbgrtin olivgrun gelb schwach leuchtend griingelb leuchtend dunkelblau :
gclb golb gelb

Untergrund
hellgriln

i 12 13 '4
TG UV IveirmcTG UV .9um:oniale

TG UVTG UV

violett - violett violett violett
weissblau blassblau blab

blassgelb clunlcel gelb dunkel orangebraunc dunkel dunkel

kriftig clunlcel gelb dutilcel stark" dunkel graugrun schwarz
gelb orangebraun

weissblau - blassblau blau

blassgelb clunlcel gelb du» kul orangebraun° dunkel grau
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verschiedenen Spri.ilunitteln. Ohne Besprulien geben sich im UV-Liclit Formononetin
and Daidzein durch eine schwache, belle-, Cumostrol durch eine stark violette
Fluoreszenz and Genistein, Pratensein sowie Biochanin A als dunkle Flecken zu
erkennen . Fine Identifizierung ist somit nicht nur durch die hRr-Werte, sondern auch
durch die verschiedenen Farbreaktionen der Isoflavone and des Cumostrols bei Tages-
und UV-Licht moglich :(siehe Fig . i) .

Fig. r . Dttnnschichtchromatogramm einiger Isoflavone and Cumostrol im UV-Licht aufgenommen .
x Cumostrol ; 2 = Daidzein ; 3 = Genistein ; 4 = 1-3 and 5-7 ; 5 = Pratenscin ; 6 = Formo-
nonetin ; 7 = Biochanin A . Laufzeit, 9o min ; Sprtihnxittel, Reagens 6 and 9, sielic Tabelle 11 .
Wcitere 13inzclhciten im Text .

Wie aus den Angaben zu ersehen ist, konnen mit dieser Methode 6 chemisch
engverwandte Stoffe ini eindimensionalen Diinnschichtverfahren leicht and rasch
getrennt werden .

Eidgenossische Forschungsanstalt fiir laudwirtschaftlicheu PJlanzcnbatt,

	

J . SACHSL
8046 Zurich (Schweiz)

J. Cliroasatogr ., 58 (r97r) 297-30T
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