Journal of Chromatography, 205 (1981) 457459
Elsevier Scientific Publishing Company, Amsterdam — Printed in The Netherlands

CHROM. 13,339

Note

Untersuchung von Faktoren, die das diinnschichtchromatographische Ver-
halten der Stoffe beeinflussen

I11. Diinnschichtchromatographie von Fluorescein auf pH-Gradient-Schichten®
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Fluorescein [Resorcinphthalein, 9-(2-Carboxyphenyl)-6-hydroxy-3(3H)-xan-
theren] wird als Indikator, oder zur Herstellung von anderen Farbstoffen, die man
z.B. als Diagnostika verwendet (Eosin, Erythrosin, Bengalrosa), eingesetzt. Zur
Uberpriifung der Reinheit empfiehlen Schorn und Stahl! bzw. Stier und Specht® das
Fliessmittel n-Propanol-Ameisensiure (80:20). Die Substanz zeigt einen einheitlichen

Fleck bei AR-Wert = 74.

TABELLEI
FLIESSMITTEL ZUR DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE VON SAUREN FARB-
STOFFEN AUF KIESELGELSCHICHTEN

No. Fliessmittel Lir.
1 Athanol (95%) s
2 n-Butanol-Essigsdure—-Wasser (20:10:50) 9,10
3 n-Butanol-Athanol-Wasser—Essigsdure (60:10:20:0.5) 11
4 Chloroform-Essigsdure (90:10) 12
5 Benzol-Essigsdure (90:10) 12
6 Toluol-Essigsdure (65:35) 13
7 Benzol-Propionsdure (80:20) 11
8 Benzol-Chloroform-Propionsdure (40:40:20) 11
9 Benzol-Isopropanol-Essigsdure (60:40:1) 11

10 Athylacetat—Pyridin-Wasser (60:30:10) 11

11 Amylalkoho!-Athanol-konz. Ammoniak (50:45:5) 11

12 n-Butanol-Athanol-konz. Ammoniak-Pyridin (40:10:30:20) 14

13 n-Butylacetat—Pyridin—-Wasser (40:40:20)" 11

14 n-Butylacetat—Pyridin—-Wasser (30:45:25)*" 15

* Oder Cellulose.
** Kieselgel bzw. Aluminiumoxid G + 2.59; Na,CO;.

Neben diesem Fliessmittel gibt es eine ganze Reihe von Fliessmitteln (saure,
alkalische, neutrale), die verwendet werden (Tabelle Ij. An Hand unserer fritheren
Erfahrungen mit pH-Gradient-Schichten bei der Trennung von Xanthin-Derivaten®»?,
Phenothiazinen’.° und Indoicarbonsiuren’ haben wir versucht, diese Methoden zur

Reinheitspriiffung einzusetzen.

* 4. Mitt.: Deut. Apoth.-Z., 120 (1980) 2349-2350.
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EXPERIMENTELLES

Zweihundert gl einer frisch zubereiteten 0.01%( dthanolischen Ldsung des
Fluoresceins (Geigy, Basel. Schweiz) wurden mit einem Mikrodoser (Desaga, Heidel-
berg, B.R.D.) auf die Gesamtbreite von 18 cm aufgetragen.

(a) (b)

Fig. llTrennung des Fluoresceins auf eineg_ pH-Gradient-Schicht. Fliessmittel: (a) Chloroform—
96 %, Athanol (95:5); (b) Chloroform-96¢, Athanol (90:10).

0.0 7.0 8.8 pH

Fig. 2. Trennung eines chromatographisch vorgereinigten Fluoresceins auf einer pH-Gradient-
Schicht. Fliessmittel: Chloroform-96<{ Athanol (S0:10).
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Diinnschichtchromatographie
Stationdre Phase: pH-Gradient-Schicht; Mobile Phase: Chloroform-969;
Athanol (95:5) (Fig. 1a), Chloroform-96%, Athanol (90:10) (Fig. I1b);: Nachweis:

(a) UV, (b) bespriihen mit alkoholischer 109, NaOH-L3sung.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Wie den Abbildungen zu entnehmen ist, ist das Fluorescein nicht einheitlich.
Nach dem Bespriihen mit einer Alkalihydroxid-Losung bekamen wir fiir Fluorescein
eine leuchtend griine Fluoreszenz. Um festzustellen, ob die Zersetzung auf der Platte
wihrend des Chromatographierens stattgefunden hat, chromatographierten wir die
Fluoresceinlésung auf einer konventionellen Platte. Die Zone des Fluoresceins schab-
ten wir aus, eluierten und die so gewonnene Fluoresceinldsung trugen wir erneut auf
die Gradient-Schicht (Fig. 2). Auf diese Weise konnten wir nachweisen. dass die
Bildung des Nebenproduktes nicht wihrend des Chromatographierens stattfand.
sondern im Ausgangsprodukt vorhanden war.
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