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CHROM. 5351

Die diinnschichtchromatographische Trennung einiger Isoflavone neben
Cuméostrol

Die ostrogene Aktivitit einiger IFlavonoide galb den Anlass zu ihrer chromato-
graphischen Trennung (Dinnschichtchromatographie siehe z.13. Lit. 1-8). I"ir den
gleichzeitigen Nachweis von synthetisiertem Daidzein, Genistein, Pratensein, IFor-
mononetin, IBiochanin A und Cumidstrol wurde eine schnelle und einfache Methode
gesucht.

Eine 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 und Biochanin A sowie
Daidzein und Genistein, die sich aul diesen Sorptionsmitteln {iberlagerten. Erst mit
Polyamid Woelm DC wurden wesentliche Unterschiede zwischen den 2R p-Werten der
einzelnen Substanzen erzielt.

I'iir eine Platte 10 x 20 cm ist T g Polyamid mit einem Zusatz von 0.2 g Cellulose
erforderlich. Die Platten wurden im Giessverfahren mit 6 ml 96 %,igem Athanol her-
gestellt und luftgetrocknet. Das geeignetste Fliessmittel wurde in der Mischung von
Petrolidther (Kp. 30-60°}-Benzol-Methylithylketon-Methanol-Essigsdure (30:30:
20:20:2) gefunden. Die Laufstrecke betrug 17 cm nach 30 min bei 23° und Kammer-
sdittigung. Auftragsmenge: FFormononetin, Daidzein und Pratensein, 2z ug; Genistein
und Biochanin A, 6 ug; Cumdstrol, 0.2 ug.

TABELLIE I

RRp-WERTE EINIGER ISOQFLAVONE UND CUMOSTROL

- Jt !Ep

Nach 30 min Nach go min

Cumdstrol 5] G.5
Daidzein . 28 30
CGrenistein 32 39
Pratensein XY 49
Formononetin Gz 7
Biochanin A 60 )

Die 1Rp-Werte sind in Tabelle I zusammengefasst. Die Trennung der Substan-
zen lisst sich noch verbessern, wenn die IPlatte weitere 6o min bei gleichen Ibe-
dingungen ohne vorheriges Trocknen in der I{ammer bleibt, nachdem das IFliessmittel
die zuvor markierte Linie im Abstand von 17 cm zum Start erreicht hat (siehe Ta-
bellg I). Wird die Polaritit des Laufrnittels erhoht, so erzielt man zwar grossere
hRp-Werte, aber keine schiirfere Trennung., Die Reproduzierbarkeit der Zahlen war
nur mit einem frisch bereiteten I'liessmittel gewiihrleistet. Mit dem wiederhaltem
Gebrauch des Losungsmittelgemisches nehmen sowoh! die iRp-Werte als auch ihre
Differenzen zu, woraus sich cine Verkiirzung der erforderlichen Trennzeit ergibt.

Tabelle 11 zeigt einige Nachweismethoden der untersuchten Substanzen mit
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TABELLE II

NOTES

NACHWEISMOGLICHKEITEN EINIGER ISOFLAVONE UND DES CUMOGSTROLS AUF DER POLYAMID-DUNNSCHICHT- .

PLATTE

Abkiirzungen:

Natrium in Athanol;

TG = Tageslicht; Wirme
(5) 2 9% Zirkonium (IV)-oxidehlorid in Methanol; (6) ¢
(9) Benedict-Reagens:

1.73 & Kupfersulfat crist.,
29 Fisen (IIT)-chlorid in Wasser, Lésungen 1:1 kurz vor Gebrauch nnschen (II) 0.5 % Fchtbl(msalr B

5 min auf etwa r10° erhitzen. Sprihreagentien:

w:ZL'J-':
e

(1) ;:

1 %, Diphenylborsiure-z-aminoiithylester in Methanol;
17.3 g Natriumeitrat,

10.0 g

Sulfdmlsaure“ (13) Diazotiertes Benzidinl®; (r4) 5% Phosphormelybdinsiure in Athanol.
I 2 3 4
Uy uv -
(74 W érme -}- H7 éiring - Amnoniak -
uv Ul uy
Cumdstrol violett rosaviolett blau, sphiter violett violett violett
gelb
Daiclzein blassblau  weissblan weissblau weissblau — blau
Genistein dunkel dunkel dunkel — gelbgriun gelb
Pratensein dunkel " dunkel dunlkel —_ gelbgriin gelb
Formononetin blassblatn  weissblan weissblau weissblau — blau
Bicchanin A dunkel — dunkel — gelbgriin gelb
Bemerkungen
TABELLE II (Fortselzung)
8 [o] I0 Iz
uv Uv TG
TG Wérme
TG Uy
Cumédstrol hellviolett violett —_ — violett —_—
Daidzein dunkel- weiss- — blaugriin — —
violett blau
Genistein dunkel dunkel — blau — violett
violett
Pratensein dunkel- dunkel blaugriins kraftig blau — intensiv
violett violett
Formononetin dunlkel- weiss- — — — —
violett blau
Biochanin A dunkel- dunkel — blaugrin®b — violett
violett
1
Bemerkungen Untergrund 4 Sofort b Am Untergrund ,.;'4
grin sichtbar schwiichsten gelb, Firbung

Nach Stunden alle Flecken
ausser rormononetin

intensiv blau

der Flecken
sehr langsam
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(2) 3%ige, wissrige Natronlauge; (3) 25%ige Ammoniaklosung: (4) 1 % Aluminiumehlorid in Athanol;
(7) 2 % Fluoreszenzindikator Waoelm 254 nimn wurden dem Polyamid beigemischt; (8) o.04 % Fluorescein-
Natriumecarbonat wasser{rei zu 100 ml in Wasser lésen; (ro) 1 % Kaliumhexacyanoferrat (1IT) in Wasser,
in Wasser, frisch herstellen, 0.1 N Natronlaunge, Lésungen nacheinander aufsprithen. (rz) Diazotierte

¢ IFarbe selir blass, spiét sichtbar

d sofort sichtbar

o Farbung gering, wird
allmihlich sichtbar

Farben nicht bestiéindig, Platte
dunkelt nach

5 6 . 7
, — vy
Witrnee +  Awnanoniak 4+ UV WV édrine Ammoniak
uv uv
TG ur TG Uk
violett violett violett — violett - violett hellviolett -
_— weissblau -— —— — — weissblau ‘schwach
: dunkelblau
gelbgrun  olivgriin gelb schwach leuchtend gringelb  leuchtend dunkelblan
gelb gelb _ gelb :
gelbyrin olivgrin gelb schwach leuchtend griingelb leuchtend  dunkelblau
gell gelb - gelb ‘
D — weissblau — _ — — weissblan - schwach
f - . dunkelblau
P gelbgriin olivgriin gelb schwach leuchtend griingelb leuchtend dunkelblau .
gelb gelb . . gell o
Untergrund
hellgriin
' 12 r3 i _
1G vy Aiminoniak TG uv - Warme
TG uv TG vy
— violett — — violett — viclett — violett
— —_ — weissblau — blassblau —_ blau
blassgeclb dunkel gelb dunkel orangebraunt dunkel - dunkel
kréiftipg dunkel gelb cdunlkel starl! dunkel graugriin_ schwarz
gelb orangebraun
— — — weissblau —_ blassblan — blau
biassgell>  dunkel gelb dunkel orangebraun® dunkel — grau
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300 NOTES
- verschiedenen Spriihmitteln. Ohne Besprithen geben sich im UV-Licht Formononetin
und Daidzein durch eine schwache, helle-, Cumdstrol durch eine stark violette
Flucreszenz und Genistein, Pratensein sowie Biochanin A als dunkle [Flecken zu
erkennen. Eine Identifizierung ist somit nicht nur durch die ARp-Werte, sondern auch
durch die verschiedenen Farbreaktionen der Isoflavone und des Cuméstrols bei Tages-

und UV-Licht moéglich:(siehe Fig. 1).

1din Sadie i Qi

Fig. 1. Dinnschichtchromatogramm einiger Isoflavone und Cumdéstrol im UV.Licht aufgenommen.
1 = Cuméstrol; 2 = Daidzein; 3 = Genistein; 4 = 1-3 und 5-7: 5 == Pratenscin; 6 = Formo-
nonetin; 7 = Biochanin A. Laufzeit, go min; Sprithmittel, Reagens 6 und g, siehe Tabelle IT.

Weitere Einzelheiten im Text.

Wie aus den Angaben zu ersehien ist, kiinnen mit dieser Methode 6 chemisch
engverwandte Stoffe im eindimensionalen Diinnschichtverfahren leicht und rasch

getrennt werden.

Eidgendssische Forschungsanstalt fiir landwirtschaftiichen Pflanzenbau, J. Sacuse
8046 Ziirich (Scluweiz)
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