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Diinnschichtchromatographie von Flavonoiden nach Zusatz von komplex-
bildenden Reagentien zum Fliessmittel

Die meisten Flivone und Flavonole sowie deren Glykoside besitzen die Eigen-
schaft im UV-Licht zu fluoreszieren. Bei der ditnnschichtehromatographischen
Trennung sehr geringer Substanzmengen reicht jedoch diese Eigenfluoreszenz zar
Sichtbarmachung der Fleeke hitufig nicht aus, so dass die Chromatogramme mit Kon-
plexbildenden Reagentien wie AlCL, ZrOCl, bzw. organischen Borverbindungen
(z. 13 Naturstolf-Reagens nach Nec!, bespritht werden miissen. Dies bietet den Vorteil,
dass cinzelne Flavonoide dabei charakteristische Farb- bzw. Fluoreszenznuancicerun-
gen geben, wodureh cine gute Differenzierung der Flecke erreicht wird. Bei der Auf-
trennung von Flavonoidgemischen kommen allerdings auf dem Ditnnschichtehro-
matogrimm  oft mehrere Substanzzonen knapp iibereinander zu licgen oder sie
iiherlappen sich sogar teilweise, Anschliessendes kriiftiges Besprithen kann dabei ein
“Ineinanderflivssen”  der Flecke zur Folge haben, wobei w. UL zwei urspriinglich
goetrennte Verbindungen als cinheitlicher Fleek betrachtet werden,

‘ Um diese Fehlerquelle in der Flavonoid-Analvtik auszuschalten, haben wir cine
[Reihie von Versuchen unternommen, die Reagentien zur Sichtbarmachung sehon vor
der Auftrennung des Substanzgemisches zuzuscetzen, so dass cin nachfolgendes Be-
sprithen entbehrlich ist, Dies kann vor allem auch diann von Bedeutung sein, wenn
cine quantitative luorimetrische Auswertung der Chromattogramme angestrebt wird,
weil man diomit die Schwierigheit des gleichmiissigen Besprithens der ganzen Platte
umgehen kann,

Methodik

Die Versuche wurden mit drei versehicdenen Sorptionsmitteln vorgenonimen:
Cellulose -1 30, Polvamid?, Polvamid 4 zo®, Cellulose?® und Kieselgel G,oaktiviert,

Als Fliessmittel dienten: 007 ,-ige Essigsiiure?, Chlorolorne-Maethanol-Methy]-
dthvliketon -Ameisensiiure (7o:to:5:1) (Ref. 33 und Toluol-AthyHormint -Amcisen-
siture (50940 1) (Ref ).

An Reagentien  gelangten - AICL und  Diphenvl-borsiiure-z-aminoiithylester
(Naturstoff-Reagens nach Nie!) zum Binsatz, Der Reagenszusatz erfolgte nich drei
versehiedenen, Verfaliren:

(1) Das Reagens wurde der Sorptionsmittelsuspension in fester Form zugefigt,

(2) Dic gestrichene Platte warde vor dem Chromatographievorgang durch Be-
sprithen mit der Reagenslosung und anschliessendes “Trocknen impriigniert,

(3) Das Reagens wurde jeweils der Flicssmittelkomponente mit den besten
Lisungseigenschaften zugesetzt und diese Losung dann mit den itbrigen Laufimittel-
Dbestandteilen vercinigt.,

Folgende Verbindungen standen als Testsubstanzen zur Verliigung: Quercetin,
Kimpferol, Maorin, Fisetin, Apigenin, Patuleting, Galangin, Kimpferid und  Pecto-
linarigenin, Die Konzentration der cinzelnen Flavonoide wurde so gewdihlt, dass die
FFleeke bei den gleichzeitig ausgefithrten Vergleichschromatogrammen oline Reagens-
zusiatz in UV-Licht (300 nm) gerade noch sichtbar waren,
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IZrgehnisse -

Dicnach den Verfahren (1) und (2) ausgefithrten Versuche fithrten zu keinen zufrieden-
stellenden Resultaten, Vor allem wurde in cinzelnen Fiillen das Reagens vom Fliess-
mittel an die Front gewaschen, das ithrige Chromatogramm glich der oline Reagens-
zusatz ausgetithrten Vergleichsplatte, Gute Frgebnisse erzielten wir hingegen beim
Zusatz des Komplexbildners zum Fliessmittel (3. Methode). Dabei erwies sich cine
Reagenskonzentration von o.2, fitr Diphenyi-borsiiure-z2-aminoiithylester und von
0.5 9, Tir AICT, als austeichend, Die Flavonoidflecke zeigten im UV-Licht die gleichen
Fluoreszenzinrben und -intensitiiten wie auf der Vergleichsplatte nach starkem Be-
sprithen mit der Reagenslosung, Bemerkenswert ist, dass auch die Rpe-Werte auf
den jeweils korrespondicrenden Platten innerhalb der @iblichen Grenzen unveriindert
witren, was fitr cine Wanderung der freien Verbindungen (dissoziierte Komplese)
spricht.

Folgende  Sorptionsmaterinl--Fliessmittel-Kombinationen  erwiesen sich  als
besonders gut gocignet:

Cellilose-Sehiciten, Tn OGOV G-1ger Sssigsiture als Laufmittel ergaben sich sowohl
mit Naturstoft-IReagens als ateh mit ACl, seharf abgegrenzte, deutlich fluoreszierende
[Flecke.

DPolvamid-Schichten. Das mit Naturstoff-Reagens versetzte Gemiseh Chloro-
form=-Muothanol-Methyvliithyliketon—Ameisensiiure licferte gute Resultate. Bei AlCH-
Zusatz tritt allerdings Schwanzbildung der Flecke auf. Bei dem Versach, fiir Polvamid-
Platten das Losungsmittelsystem Toluol-AthyHormint-Ameisensiiure zur Chromato-
graphic einzusetzen, erzielten wir ohne Reagenszusatz cinen schr guten Trenneftekt,
der aber im reagenshiiltigen Fliessmittel durch starke Schwanzbildung wicder verloren
wing,

KNivselael  G-Schichten, Tn Toluol-Athylformiant-Ameisensiiure wurden  mit
Naturstoff-IReagens fluoreszicrende Flecke erhalten, withrend die gepriilten Flivonoide
ohne Sprithmittel im UV-Licht kaum zu erkennen waren. Hier sind allerdings auch
die Versuche mit AICHL-Zusatz zum Laufmittel negativ verlaufen.
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