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Zur Farbreaktion der Anisaldehyd-SchwefelsGure ais Reagenz in der 
Diinnschicht-Chromatographie 

EGOXST_AHL* und A GLATZ 

Phnrmakogno-rie umi And~rische Phyxochemie. tininirersitcir des Srrarlandes. D-4000 Saarbnicken (B.R.D.) 

(EngegaIl_~ am 2% JaIlLIar 1932) 

Aldehyd-S%u-ereagenzien. insbesondere Anisaldehyd-SchwefelsHure, werden 
bei diinnschicht-chromatographischen (DC) Untersuchungen h&&g verwendet. Bei 
der Detektion von Alkoholen. Zuckern. Phenolen und Terpenoiden erhalt man damit 
farblich gut differenzierte Zonen’. In der Regel liegen die erreichten Erfassungsgren- 
zen knapp unterhalb 1 pg pro Zone_ Allerdings sind die Detektionsfarben nur 
schlecht reproduzierbar; sie h%ngen von zahlreichen experimentellen Faktoren, ins- 
besondere von der Detektionszeit und Detektionstemperatur, ab3. Quantitative Be- 
s&mn.rngen mit diesen Reagenzien liefem meist streuende Werte. Auf die Ursachen 
hierfur soll im folgenden am Beispiel von Steroiddetektionen eingegangen werden’_ 

EXPERIMENTELLES 

Schichtmaterial: Selbstbeschichtete Glasplatten (Streichverfahren 1), des For- 
mats 20 x 20 cm, TLC-Kieselgel60 HF,s, mit einer mittleren Komgriisse von 15 pm 
(E_ Merck, Darmstadt, B.R.D.) unter Zusatz von Acronal 250 D (BASF). Zusam- 
mensetzung der Suspension: 30 g Kieselgel + 98 ml Wasser + 1-S ml Acronal- 
Dispersion; Mengenangabe Tur 5 DC-Platten. Nass-Schichtdicke 250 pm. 

AIdehyd-SHurereagenzien: Zu 100 ml eines Gemisches aus Methanoi-Eisessig- 
Schwefelsaure (S5:10:5) wurden jeweils zugesetzt: 0.5 ml Anisaldehyd; 0.5 g 2,4- 
Dimethoxybenzaldehyd; 0.5 g VanilIin; 0.3 g Benzaldehyd. Davon wurden 20 ml pro 
SchichtfI%he van 20 x 20 cm aufgespfiht. Die Erw&mung der Schichten erfolgte bei 

100X auf ejner Heizplatte vom Typ ThermopIate (Desaga, Heidelberg, B.R.D.). 
SpektraIphotometrische Messungen: Chromatogramm-SpektraIphotometer 

PMQ II mit Kreuztisch (Zeiss, Oberkochen, B.RD.); Monochromator-Spaltlange 6 
mm, Spaltbreite 0.7 mm. 

EIPGEBNISSE UXD DISKUSSiON 

Der prim& Schritt der Nachweisreaktion ist die Umsetzung der Steroide mit 
einer starken MineraIs%rre. Dabei entstehen zahhxiche Produkte, die zum Teil farbig 
Sil&+_ Einige dauon kondensieren dann mit dem vorhandenen Aldehyd zu farbin- 
tensiven Verbindungen Die dabei abIaufenden Yorgtige sin& mehrfach untersucht 
wor&n~‘*- t dennoch ist der ReaktionsabIanfun&l&t. Je nach Reaktionsbedingun- 



NOTES 

Fig. I. Remissionsspektren von ijstradiol nach Umsetzung mit einem Gemisch aus Methanol-Eisessig- 
Schwfelsfure (85:10:5). ohne Ndehydzusatq IOO’C, nach (a) 2 min, (b) 15 min, (c) 30 min. 

gen wird eine Vielzahl von Prod&ten beobachtet. Allerdings scheint dem Auftreten 
von Cyclopentenylkationen zentrale Bedeutung zuzukommen”-l’- 

Im Gegensatz zu Versuchen mit einem Uberschuss an Liisungsmitteln Indem 
sich die Reaktionsbedingungen auf der DC-Schicht wHhrend der Detektion standig. 
Unter dem Temperatureinfluss verdunstet das Methanol -und zum Teil such der 
Eisessig- der Detektionslosung. Dadurch erhiiht sich die Schwefelsaurekonzen- 
tration kontinuierlich. Sie erreicht bei 100°C nach 10 min etwa 50-70 %_ Parallel dazu 
werden die Steroide zu farbigen Produkten umgelagert. Remissionsmessungen zeigen, 
dass die Auspragung der Spektren von der Detektionsdauer abh%ingt (Fig. 1). 

In der Regel verschiebt sich das Absorptionsmalrimum bei hingerer Tempera- 
tureinwirkung hin zu grosseren Wellenlangen. Es bleibt jedoch meist unter 500 nm. 
sehener werden such 550 nm erreicht, Die visuell wahrgenommenen Zonenfarbungen 
sind somit gelb-orange, eventuell such rot oder rot-violett. 

Wird dieser LMischung ein aromatischer Aldehyd zugesetzt (Fig. 2), so tritt im 
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Spektrum eine zu&.zliche Absorptionsbande auf. Diese zeigt hohe IntensitHt und 
wird stets oberhalb von 550 nm beobachtet. Gleichzeitig verschieben sich die relativen 
IntensitHten der s%.rrebedingten Absorptionsmaxima. Sie bleiben jedoch such nach 
liingeren Detektionszeiten nachweisbar. Das zeigt, dass die Umsctzung mit der Saure 
tats&hIich die Produkte schafft. mit denen der Aldehyd reagiert. Es zeigt aber axh, 
dass die Umsetzung mit dem Aldehyd zumindest auf der DC-Schicht nur eine von 
mehreren Reaktionen ist und keincsfalls quantitativ verlguft. 

Mit zunehmender SHurest2rke bitt allmiihlich eine Untergrundverfarbung auf. 
Diese ist, wegen des normalerweise im Uberschuss vorhandenen Aldehydes (0.X-0.5 
mg/cm’) such in der Zone selbst nachweisbar. Ursache hierfur ist eine Autokonden- 
sationsreaktion der aromatischen Aldehyde zu uneinheitlich polymeren Farbstoffen 
des Di- oder Triphenylmethantypes. 

In ihrer Uberiagerung bestimmen die drei beschriebenen Reaktionsablaufe den 
Farbton der detektierten Zonen Alle drei Iaufen als Funktionen der Siurestarke, 
jedoch mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten ab. Deshalb verandert sich die be- 
obachtete I%rbung wghrend der Detektion St&dig. Im vorliegenden Beispiel von 
grau-braun iiber griin-blau hin zu violett. Dazu kommt noch, dass die Mengenver- 
h%nisse der vorhegenden Reaktionspartner die verschiedenen Reaktionen in un- 
terschiediichem iMasse begiinstigen_ Das wiederum verandert die Farbauspragung. In 
der Tabelle I sind einige EinIlussgr6ssen und deren Auswirkungen aufgelistet. 

T_-\BELLE I 

EISFLUSSGR&!3EN UND DEREN AUSWIRKUNGEN AUF DIE DETEKTIONSFARBEN BEI 
VERWENDUNG VON XLDEHYD-SAU REREAGENZfEN 

Hohe Schwefelskrekonzentra~ion im Reagenz 
Grossc N detsktierendr Subs:-eqe 

\venig Reagenz pro Schichtflkhe 
Kurze Detektionneiten 
Sicdri~e Derektionstempcratur 

Hervortreten siiurebedingter FIrbungen 

Gerin~e SchuefeIs5urekonzen~~tion im Reagenz 
Grow Reagcnzmenge pro SchichtIXche 
Siedrige Derekrionstemp--atur 

Hervortreren der aldehydbedingten Fsrbungen 

Hohe Sch~efekiurekonzentration im Reagenz 
Hohe Xidehydkonzentration in; Rcagenz 
Grosse Reagenzmenge pro Schichxfkhe 

Hohe Detektionstemperatur 
Lange Detrktionszeiten 

Unter_wnd- und ZonenverfZrbungen 

Die Vielzahl der Einflussgrossen bedingt such die geringe Eignung dieser Re- 
agenzien fiir direkte quantitative, photometrische DC-Bestimmungen. Bei der photo- 
metrischen Auswertung wird stets nur ein Teil der Substanz erfasst. Standardabwei- 
chungen unter 10 oder 15 7; lassen sich nur unter strengster Kontrolle aller Reaktions- 
bedingungen erreichen. 

In der Praxis haben sich aIs Aidehydkomponenten neben Anisaldehyd insbe- 
sondere Vanillin und 2,4_Dimethoxybenzaldehyd bewiihrtr3~‘“. Bei etwa gleichen Er- 
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Fig. 3_ Remissionsspektren von &radio1 nach Umsetzu3g mit verschiedenen AIdehyd-Siurerezgenzien 
bei IOOT, nach 10 min. (a) i\nisaIdchyd-Schwefels%urc, (b) VanillinSchwefeltiure, (c) Benzaldehyd- 
Schwefekure, (d) 2,4-Dimethoxybenzaldehyd-SchwefeLGure, (e) aldehydfreies Reagenz. Messung gegen 
benachharte SchichtGche. 

fassungsgrenzen werden zum Teil jedoch viihig verschiedene Farbungen be- 
schrieben3. Fig_ 3 zei_@, dass dies nicht auf einer Verschiebung der Absorptionsban- 
den, bedingt durch Art, Zahl und Anordnung der Chromophore beruht Massgeblich 
sind zum geringeren Teil unterschiedhche Carbonylaktivitaten und Extinktionskoef- 
iizienten der verschiedenen Aldehyde. Stirker ist der Einfluss, den vertiderte Kon- 

zentrationsverh2ltnisse im Reagenz oder gesnderte Detektionstemperaturen oder De- 
tektionszeiten ausiiben. Unter konstanten Reaktionsbedingungen jedenfalls werden 
mit den drei Reagenzien, zeitlich etwas versetzt, sehr 5hnlich FHrbungen erhalten. 
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