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Note

Osmiumtetroxid als spezifisches Nachweisreagenz in der Diinnschicht-
chromatographie
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(Eingegangen am 12. Februar 1976; gednderte Fassung eingegangen am 16. Juni 1976)

»

Osmiumtetroxid hat in der organischen Chemie zur cis-Hydroxylierung von
Olefinen durch die klassischen Arbeiten von Criegee' weite Verbreitung gefunden.
Bald darauf erlangte es als Reagenz zur Fixierung von Gewebe und Zellorganellen in
der Elektronenmikroskopie sowie in der Histologie®> grosse Bedeutung. Der Fixie-
rungsvorgang beruht auf der Reaktion des Osmiumtetroxids mit reduzierenden oder
ungesattigten organischen Verbindungen der zu untersuchenden Probe zum feinver-
teilten schwarzgefirbten Osmiumdicxid oder weiter zum metallischen Osmium3. Wir
mochten jetzt eine neue Anwendungsmoglichkeit des Reagenzes zum selektiven An-
fiarben von reduzierenden oder ungesittigten Verbindungen auf Diinnschichtplatten
vorstellen.

Fiir das Bedampfen von Diinnschichtplatten sind die physikalischen Eigen-
schaften des Osmiumtetroxids hervorragend geeignet. Es liegt dhnlich wie Jod im
geschlossenen System als Gas mit einem Bodenkdrper im Gleichgewicht (Partialdruck
bei 26.95° p = 11.03 mmHg?). Auf der Oberfliche des Kieselgels adsorbierte Sub-
stanzen sollten im Prinzip die gleichen chemischen Reaktionen wie in Losung ein-
gehen. Nach neueren Erkenntnissen verlaufen solche Reaktionen auf aktiven Adsor-
bentien sogar sehr viel rascher ab®.

EXPERIMENTELLES

Die Bedampfung von Mikrodiinnschichtplatten (Merck DC Alufolien, Kiesel-
gel 60 Fisq, 0.2 mm Schichtdicke) der Grésse 5 X 7 cm wird in einem rechteckigen
Glasgefass (Innenraum 2 X 5 X 8 cm) mit gut schliessendem Deckel durchgefiihrt.
Das Gefiss enthilt 100 mg Osmiumtetroxid in einem kleinen Rdhrchen; zweckmdssi-
gerweise konnen dazu die gedfineten Originalampullen Verwendung finden. Binde-
mittel und Fluoreszenzindikator auf kiuflichen Diinnschichtplatten stGren nicht bei
Bedampfungszeiten <2 h. Die erforderliche Einwirkungsdauer ist je nach Substanz-
klasse sehr verschieden. Bei einigen Reduktionsmitteln (Hydrochinonen, Reduktonen,
Mercaptanen) geniigt 1 min, bei Olefinen und insbesondere elektronenarmen a,f-
ungesdttigten Carbonylverbindungen sind Zeiten bis zu 1 h zur Erreichung der
tiefsten Anfiarbung erforderlich. Zur Bestimmung der Nachweisgrenzen werden reine
Substanzen ais L.dsungen von 1 mg in 100 ml Lésung mit einer Mikroliterpritze in den
Grenzen von 1 ng-0.1 ug aufgetragen und die entwickelten Chromatogramme 10 min
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‘lang mit Osmiumtetroxid bedampft. Nach dem Bedampfen werden die Platten in einem

gut ziehenden Abzug vom physikalisch adsorbierten Osmiumtetroxid befreit. Samtliche
Arbeiten mit dem starken Gift miissen selbstverstindlich in Abzug durchgefiihrt
werden, das gleiche gilt fiir die Lagerung der fertigen Diinnschichtplatten.

Die bei olefinischen Verbindungen primir gebildeten cyclischen braun-
schwarzen Osmatester verwandeln sich nach einiger Zeit durch langsame Hydrolyse
auf dem Kieselgel in das tiefschwarze Osmiumdioxid. Die Zeitdaner der Farbver-
tiefung wird durch kurzes Bedampfen mit konz. HCI verkiirzt.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die bekannten Reaktionen des Osmiumtetroxids lassen sich uneingeschrankt
auf die Diinnschichtplatte fibertragen. In Tabelle I werden die wesentlichen Ergeb-
nisse der Bedampfung verschiedener Substanzklassen mit Osmiumtetroxid zusammen-
gefasst.

TABELLE1

REAKTION EINIGER SUBSTANZKILASSEN MIT OSMIUMTETROXID

Positive Reaktion Keine Reaktion

1 Olefine Gesattigte Verbindungen
o, f-ungesittigte Carbonylverbindungen Gesittigte Ester und Ketone
und Chinone

2 Reduktionsmittel wie: Reduktone, Prim.-, sek.- und tert.-Alkohole, Monophenole,
Hydrochinone, Brenzkatechine und bei Aldehyden und Zuckern nur sehr langsame
Merkaptane Reaktion

3 Amine und Aminosiduren Nicht basische Stickstoffverbindungen wie
(rotliche Anfarbung) Amide und Nitrile

Die reagierenden Substanzen lassen sich grob in drei Klassen einteilen: (1)
Olefine, (2) Reduktionsmittel und (3) Amine und Aminosiuren.

Wie Fig.1 an einigen Beispielen zeigt, sind ungesittigte Verbindungen ein-
deutig von gesittigten Substanzen durch die Bildung des braun-schwarzen Osmat-~
esters zu -unterscheiden. Gesittigte organische Verbindungen, die nicht gleichzeitig
als Reduktionsmittel fungieren oder basischen Stickstoff enthalten, werden auch nach
5 h im Reaktionsgefiss nicht angefdrbt. Elektronenreiche Olefine reagieren rasch, und
nach ungefihr 5 min ist keine Farbvertiefung mehr zu beobachten. Dagegen bendtigen
Acceptor-substituierte ungesittigte Zentren oft 1 h zur Erreichung der optimalen
Schwirze. Dieser subjektive Test kénnte zur raschen Orientierung Giber die Reaktivitit
eines Olefines dienen. Ebenso kann die Mdglichkeit der Umsetzung neuer Substanz-
klassen mit Osmiumtetroxid schnell getestet werden. So werden beispiclsweise
Chinone gemdss der kiirzlich entdeckten neuen Anwendung zur Umsetzung zum cis-
hydroxylierten Cyclohexendion®? innerhalb 1h von Osmiumtetroxid auf Diinn-
schichtplatten schwarzbraun angefarbt (Fig. 1).

Die Nachweisgrenze ist durch die Zahl der ungesattigten Zentren pro Ge-
wichtseinheit gegeben und schwankt zwischen 5 ng [Ubichinon-(30)].und 0.1 ug (4-
Androsten-17a-0i-3-on). Sie kdnnte durch die Technik der mehrfachen Entwicklung
von Diinnschichtplatten® noch zu verbessern sein.
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Fig. 1. Dannschichtchromatogram. 1 = Ubichinon-(30) (10 ng); 2 = Fumarsdure-didthylester; 3 =
Dihydrozimtsiure-methylester; 4 = Zimtsiure-methylester; 5 = Naphthochinon; 6 = Hexdstrol;
7 = Diathylstilbdstrol (cis und rrans); 8 = Hydrochinon; 9 = 2,3-Dihydroxynaphthalin; 10 =
Resorcin; 11 = Indol; 12 = Vanillin; 13 = Anthranilsiure-methylester; 14 = Benzoin; 15 = Des-
oxybenzoin; 16 = Fructose; 17 = Ascorbinsiure; 18 = Galaktose; 19 = Adrenalin; 20 = Inosit.

Durch eine Reihe von Reduktionsmitteln wird Osmiumtetroxid innerhalb von
Minuten zum tiefschwarzen Osmiumdioxid reduziert, wodurch sich diese Substanz-
klasse von den zunichst braun-schwarzen Osmatestern abhebt. Hierzu zidhlen
Reduktone wie Ascorbinsiure’, Merkaptane, Hydrochinone und Brenzkatechine so-
wie die mehrfach hydroxylierten Aromaten. Die Nachweisgrenze dieser Verbindungs-
klasse schwankt zwischen 1 ng (Hydrochinon, Ascorbinsdure) und 10 ng (2,3-Di-
hydroxynaphthalin).

Alkohole und Ketone reagieren nicht. In Mengen unter 5 pg und bei einer
Bedampfungsdauer von weniger als 20 min werden Monophenole, aromatische
Aldehyde sowie Zucker (Mannose, Fructose, Galaktose) nicht sichtbar. In grosseren
Konzentrationen und nach verlingerter Einwirkungsdauersind auch aromatische und
aliphatische Aldehyde sowie Zucker durch eine schwache Anfirbung zu erkennen.

Amine geben ebenfalls Farbreaktionen mit Osmiumtetroxid und kénnen den
spezifischen Nachweis gegebenenfalls storen. Sofern nicht gleichzeitig andere reagie-
rende Funktionen wie Beispielsweise im Indol'® vorliegen, resultiert jedoch eine rot-
braune Anfirbung, die sich auch nach Bedampfen mit HCI nicht in Schwarz umwan-
delt und sich somit deutlich von der Reaktionsweise der ersten beiden Substanzgrup-
pen unterscheidet. Das gleiche gilt mit Ausnahme von Cystein und Tryptophan fiir
Aminosduren.

Die oben beschriebene neue Nachweistechnik wird sicher nur in speziellen
Fillen Anwendung finden. Die geringe Nachweisgrenze im ng-Bereich, die die Fluo-
reszenzldschung auf Diinnschichtplatten bei einigen Substanzen weit tibertrifft, scheint
jedoch weitere Untersuchungen zu rechtfertigen. Dariiber hinaus ist eine Derivati-
sierung auf der Diinnschichtplatte von Substanzgemischen im Mikromassstab ohne
vorherige Isolierung der Bestandteile denkbar. Fiir grossere Diinnschichtpiatten hat
sich Osmiumtetroxid (100 mg geldst in 100 ml CCL,) auch als Spriihreagenz bewahrt.
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