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Zur Farbreaktion der Anisaldehyd-Schwefelsdure als Reagenz in der
Diinnschicht-Chromatographie

EGONSTAHL* und A. GLATZ
Pharmakognosie wid Analyviische Phyrockemie, Universitat des Saarlandes. D-6000 Saarbriicken (B.R.D.)
(Eingegangen am 28. Januar 1982)

Aldehyd-Saurercagenzien. insbesondere Anmnisaldehyd-Schwefelsdure, werden
bei diinaschicht-chromatographischen (DC) Untersuchungen hiufig verwendet. Bei
der Detektion von Alkoholen. Zuckern. Phenolen und Terpenoiden erhilt man damit
farblich gut differenzierte Zonen'®. In der Regel liegen die erreichten Erfassungsgren-
zen kpapp unterhalb 1 pg pro Zone. Allerdings sind die Detektionsfarben nur
schlecht reproduzierbar; sie hangen von zahlreichen experimentellen Faktoren, ins-
besondere von der Detektionszeit und Detektionstemperatur, ab3. Quantitative Be-
stimmungen mit diesen Reagenzien liefern meist streuende Werte. Auf die Ursachen
hierfiir soll im folgenden am Beispiel von Steroiddetektionen eingegangen werden?>.

EXPERIMENTELLES

Schichtmaterial: Selbstbeschichtete Glasplatten (Streichverfahren 1), des For-
mats 20 x 20 cm, TLC-Kieselgel 60 HF;; mit einer mittleren Korngrésse von 15 um
(E. Merck, Darmstadt, B.R.D.) unter Zusatz von Acronzal 250 D (BASF). Zusam-
mensetzung der Suspension: 30 g Kieselgel + 98 ml Wasser + 1.8 ml Acronal-
Dispersion; Mengenangabe fiir 5 DC-Platten. Nass-Schichtdicke 250 ym.

Aldehyd-S3aurereagenzien: Zu 100 ml eines Gemisches aus Methanol-FEisessig—
Schwefelsdure (85:10:5) wurden jeweils zugesetzt: 0.5 ml Anisaldehyd; 0.5 g 2,4-
Dimethoxybenzaldehyd; 0.5 g Vanillin; 0.3 g Benzaldehyd. Davon wurden 20 ml pro
Schichtfliche von 20 x 20 cm aufgesprithi. Die Erwarmung der Schichten erfolgte bei
100°C auf einer Heizplatte vom Typ Thermoplate (Desaga, Heidelberg, B.R.D.).

Spektralphotometrische Messungen: Chromatogramm-Spektralphotometer
PMQ H mit Kreuztisch (Zeiss, Oberkochen, B.R.D.); Monochromator-Spaltlinge 6
mm, Spaltbreite 0.7 mm.

ERGERBNISSE UND DISKUSSION

Der primare Schritt der Nachweisreaktion ist die Umsetzung der Steroide mit
einer starken Mineralsdure. Dabei entstehen zahireiche Produkte, die zum Teil farbig
sind* €. Einige davon kondensieren dann mit dem vorhandenen Aldehvd zu farbin-
tensiven Verbindungen. Die dabei ablaufenden Vorgiage sind mehrfach untersucht
worden’ '°; dennoch ist der Reaktionsablauf ungekidrt. Je nach Reaktionsbedingun-
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Fig. 1. Remissionsspektren von Ostradiol nach Umsetzung mit einem Gemisch aus Methanol-Eisessig—
Schwefelsaure (85:10:3), ohne Aldehydzusatz, 100°C, nach (a) 2 min, (b) 15 min, {c) 30 min.

gen wird eine Vielzahl von Produkten beobachtet. Allerdings scheint dem Auftreten
von Cyclopentenylkationen zentrale Bedeutung zuzukommen!!-12.

Im Gegensatz zu Versuchen mit einem Uberschuss an I 8sungsmitteln dndern
sich die Reaktionsbedingungen auf der DC-Schicht wihrend der Detektion stdndig.
Unter dem Temperatureinfluss verdunstet das Methanol —und zum Teil auch der
Eisessig— der Detektionslosung. Dadurch erhoht sich die Schwefelsdurekonzen-
tration kontinuierlich. Ste erreicht bei 160°C nach 10 min etwa 350-70 ¢/. Parallel dazu
werden die Steroide zu farbigen Produkten umgelagert. Remissionsmessungen zeigen,
dass die Ausprigung der Spektren von der Detektionsdauer abhingt (Fig. 1).

In der Regel verschiebt sich das Absorptionsmaximum bei ldngerer Tempera-
tureinwirkung hin zu grésseren Wellenlidngen. Es bleibt jedoch meist unter 500 nm.
seltener werden auch 550 nm erreicht. Die visuell wahrgenommenen Zonenfidrbungen
sind somit gelb-orange, eventuell auch rot oder rot-violett.

Wird dieser Mischung ein aromatischer Aldehyd zugesetzt (Fig. 2), so tritt im
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Fig. 2. Remisstonsspektren von Ostradiol mach Umsetzung mit Anisaldehyd-Schwefelsaure bei 100°C,
pach ¢a) 2 min, (b) 5-16 min, {c) Schichtfirbung nach 15 min, (d) Geszmtabsorption nach 15min. avad b
gegen benachbarte Schichtfliche gemessen, ¢ und d gegen unverinderte Schichefliche gemessen.
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Spektrum eine zusitzliche Absorptionsbande auf. Diese zeigt hohe Intensitat und
wird stets oberhalb von 550 nm becbachtet. Gleichzeitig verschieben sich die relativen
Intensitaten der saurebedingten Absorptionsmaxima. Sie bleiben jedoch auch nach
langeren Detektionszeiten nachweisbar. Das zeigt, dass die Umsetzung mit der Sdure
tatsidchlich die Produkte schafft. mit denen der Aldehyd reagiert. Es zeigt aber auch,
dass die Umsetzung mit dem Aldehyd zumindest auf der DC-Schicht nur eine von
mehreren Reaktionen ist und keinesfalls quantitativ verlduft.

Mit zunehmender Siurestirke tritt allmahlich eine Untergrundverfarbung auf.
Diese ist, wegen des normalerweise im Uberschuss vorhandenen Aldehydes (0.25-0.5
me/cm?) auch in der Zone selbst nachweisbar. Ursache hierfiir ist eine Autokonden-
sationsreaktion der aromatischen Aldehyde zu uneinheitlich polymeren Farbstoffen
des Di- oder Triphenylmethantypes.

In ihrer Uberlagerung bestimmen die drei beschriebenen Reaktionsablaufe den
Farbton der detektierten Zonen. Alle drei laufen als Funktionen der Sdurestirke,
jedoch mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten ab. Deshalb verdndert sich die be-
obachtete Farbung wihrend der Detektion stindig. Im vorliegenden Beispiel von
erau-braun iiber griin—-blau hin zu violett. Dazu kommt noch, dass die Mengenver-
hiltnisse der vorliegenden Reaktionspariner die verschiedenen Reaktionen in un-
terschiedlichem Masse begiinstigen. Das wiederum verandert die Farbauspragung. In
der Tabelle I sind einige Einflussgrossen und deren Auswirkungen aufgelistet.

TABELLE!

EINFLUSSGROSSEN UND DEREN AUSWIRKUNGEN AUF DIE DETEKTIONSFARBEN BEI
VERWENDUNG VON ALDEHYD-SAUREREAGENZIEN

Einflussgrosse Auswirkung

Hohe Schwefelsdurekonzentration im Reagenz

Grosse zu detektierende Substanzmenge Hervortreten saurebedingter Farbungen
Wenig Reagenz pro Schichtfliche

Kurze Detektionszeiten

Niedrige Detektionstemperatur

Geringe Schuwefelsiurekonzentration im Reagenz
Grosse Reagenzmenge pro Schichtfliche Hervortreten der aldehydbedingten Farbungen
Niedrige Detektionstempratur

Hohe Schwefelsiurekonzentration im Reagenz

Hohe Aldehydkonzentration im Reagenz Untergrund- und Zonenverfirbungen
Grosse Reagenzmenge pro Schichifliche

Hohe Detektionstemperatur

Lange Detektionszeiten

Die Vielzahl der Einflussgrossen bedingt auch die geringe Eignung dieser Re-
agenzien fur direkte quantitative, photometrische DC-Bestimmungen. Bei der photo-
metrischen Auswertung wird stets nur ein Teil der Substanz erfasst. Standardabwei-
chungen unter 10 oder 15 9/ lassen sich nur unter strengster Kontrolle aller Reaktions-
bedingungen erreichen.

In der Praxis haben sich als Aldehydkomponenten neben Anisaldehyd insbe-
sondere Vanillin und 2,4-Dimethoxybenzaldehyd bewahrt'*-**. Bei etwa gleichen Er-
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Fig. 3. Remissionsspektren von Ostradiol nach Umsetzuag mit verschiedenen Aldehyd-S3urereagenzien
bei 100°C, nach 10 min. (a) Anisaldchyd-Schwefelsdure, (b) Vanillin-Schwefelsaure, (¢) Benzaldehyd-
Schwefelsiure, (d) 2,4-Dimethoxybenzaldehyd-Schwefelsdure, (¢) aldehydfreies Reagenz. Messung gegen
benachbarte Schichtfliche.

fassungsgrenzen werden zum Teil jedoch vollig verschiedene Farbungen be-
schrieben®. Fig. 3 zeigt, dass dies nicht auf einer Verschiebung der Absorptionsban-
den, bedingt durch Art, Zahl und Anordnung der Chromophore beruht. Massgeblich
sind zum geringeren Teil unterschiedliche Carbonylaktivititen und Extinktionskoef-
fizienten der verschiedenen Aldehyde. Stirker ist der Einfluss, den veriinderte Kon-
zentrationsverhiltnisse im Reagenz oder geinderte Detektionstemperaturen oder De-
tektionszeiten ausiiben. Unter konstanten Reaktionsbedingungen jedenfalls werden
mit den drei Reagenzien. zeitlich etwas versetzt, sehr dhnlich Farbungen erhalten.
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