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Note 

Optimierung der Aldehyd-SchwefelsZurereagenrien ZUF Detektion 
in der Diinnschicht-Chromatographie 

EGON STAHL’ und A_ GLA-IZ 

Pharmakognosie and AnaI~tiwbe Phxtochemie a& UnirersitEt ok Saarlandes, D-66QO Saarbnkken 

(B.R.D.) 

(Eingegangen am 26. Februar 1982) 

Zur Detektion werden in der Dtinnschicht-Chromatographie (DC) haufig Al- 
dehydSchwefelsHurereagenzien zur Farbbildung angewandt. Wir konnten ktirzlich 
zeigen, dass hierbei 3 farbbildende Reaktionen ablaufen’. Zunachst werden durch die 
starke Minerals~ure die entsprechenden Substanzen umgesetzt, dabei entstehen ne- 
hen primti schwach farbigen Produkten wahrscheinlich Cyclopentenylkationen’*3_ 
Diese kondensieren dann mit dem entsprechenden Aldehyd zu mehr oder weniger 
intensiv geTarbten Verbindungen. Bei hoherer Saurekonzentration kommt noch uner- 
wtinschterweise eine Autokondensation der Aldehyde zu polymeren Farbstoffen hin- 
zus_ Deshalb sollten die in den Reagenzien angewendeten Aldehyde eine hohe Carbo- 
nylaktivitat zeigen, gleichzeitig jedoch nur in geringem Masse zur Autokondensa- 
tion neigen. Femer mtissen in den Aldehyden geeignete Substituenten vorhanden 
sein, die bcwirken, dass die Kondensationsprodukte mit den umzusetzenden Verbin- 
dungen einen hohen Extinktionskoefhzienten im sichtbaren Bereich haben. Die An- 
fordertmgen an die Aldehyde sind also gegenlaufig. Deshalb kann eine theoretische 
Abschammg der Aldehydaktivitat’ eine experimentelle Untersuchung nicht ersetzen. 
Auch die aus der klassischen Analytik bekannten Reagenzien, wie nach K&i-Mie- 
scher (s. Lit. 6 und 7), Ekkert*, Komarowsky (s. Lit. 9 und 10) und andere kiinnen 
wegen der andersartigen Reaktionsbedingungen nicht direkt iibertragen werden. 

EXPERIMENTELLES 

Schichtmaterial 
Selbst beschichtete Glasplatten (Streichverfahrenls) des Formats 20 x 20 

cm, TLC-Kieselgel 60 HFzs4 mit einer mittleren Komgriisse von 15 ,xm (Merck, 
Darmstadt, B.R.D.) unter Zusatz von Acronal 250 D (BASF, Ludwigshafen, 
B.R.D.). Zusammensetzung der Suspension: 30 g Kieselgel + 98 ml Wasser + 1.8 ml 
Acronaldispersion; Mengenangabe fti 5 DC-Platten, Nassschichtdicke 250 m. 

Detektionsreagenzien 
Zu 100 ml eines abgekiihlten Gemisches aus Methanol-Eisessig-konz. Schwe- 

fetiure (85:10:5) werdenjeweils 0.5 g eines zu untersuchenden Aldehyds (s_ Tab&e I) 
zugesetzt. Davon werden pro 20 x 20 cm-Schichtfhiche 20 ml aufgespriiht. Die 
Erwmung erfolgte unter Beobachtung auf einer Heizplatte vom Typ Thermoplate 
(Desaga, Heidelberg, B-R-D-). 
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Probesubstanzelr 
Ether&he ale, wie z-B_ van Mentlra piperita, Foeniczclunz vulgare, Solidago 

spire., _4conis calanms, Sahia of~cinalis. 
Es wurden I 7; Losungen hergestellt und 2 ~1 punktfdrmig aufgetragen. 

Op~iniienuzg der Detektionsbedingzmgen md Vergleicfz der Aidehyde. 
Es wurden Temperaturen zwischen 50 und 15O’C erprobt, und die Zonenfir- 

bung zunachst nach 30 set, dann jeweils nach doppelten Zeitabsmnden fotografisch 
dokumentiert. Spgter wurden die Fotografien v-isuell nach den Grauwerten ausgewer- 
tet. 

Bestinommg der Erfussmgsgrenzen 
Sie erfolg?e nach Chromatographie und anschliessender visueller Auswertung 

der Chromatogramm-Zonen. 

ERGEBNSSE UND DISKCSSIOK 

Nach Arbeiten von Katz’ und Schaltegger’r-“‘ war zu erwarten. dass insbeson- 
dere diejenigen aromatischen Aldehyde, deren Substituenten die Elektronendichte am 
Kern erhohen, zu hochempfindlichen Reagenzien fuhren wiirden. Deshalb erfolgte 
such die Auswahl unter besonderer Beriicksichtigung dieser Gruppe. Als Testsub- 
stanzen dienten sowohl etherische ble als such haufig vorkommende Terpenderivate 
und eine grossere Anzahl von Steroiden. In Tabelle I sind sowohl die positiven Krite- 
rien, wie hohe Farbintensit& der Substanzzonen als such die an sich unerwiinschte 
Schichtverfirbung angegeben. Als Vergleich diente jeweils das aldehydfreie Reagenz, 
das heisst die van ihm hervorgerufenen schwachen F$rbungen. 

Es ergibt sich, dass von den aliphatischen Ndehyden die Fgrbungen weder 
verstiirkt noch die Farbtone nennenswert geaindert werden. Die schwachen Schicht- 
verfarbungen sind wohl auf em beginnendes Verkohlen des verwendeten Bindemittels 
zuriickzufuhren. Gering ist ebenfalls der farbverstarkende Einfluss von unsubstituier- 
ten aromatischen Aldehyden; er wird van der deutlichen Schichtfarbung kompen- 
siert 

Verwendet man jedoch aromatische Aldehyde mit Substituenten mit positiven 
induktiven oder positiven mesomeren Effekten, so vergndern sich die Detektionsfar- 
ben betrachtlich. Statt der vorherrschend gelben, orangen und braunen Farbungen 
mit nichtsubstituierten Verbindungen erhalt man nun meist blaue oder violette Farb- 
tone_ Ausserdem ist die Farbintensitgt zumeist stark erhiiht. 

Mit zunehmender Zahl an Substituenten wird dieser Effekt zwar immer ausge- 
pra_gter, aber geichzeitig verstarkt sich die Verftibung der Schicht. Deshalb sind alle 
dreifach substituierten Verbindungen in diesem Reagenz unbrauchbar; desgleichen 
such die 2,5- und 3,34substituierten aromatischen Aidehyde. Zum TeiI ist die 
Schichtf5rbung so intensiv und tritt so rasch auf, dass die eigentlichen Substanzzonen 
nicht erkennbar sind. 

Gute Ergebnisse erhXlt man dagegen mit p-Methoxybenzaldehyd (Anisalde- 
hyd), 2.4-Dimethosybenzaldehyd und einigen 3,J-disubstituierten aromatischen Al- 
dehyden. Man erzielt mit ihnen bei etwa vergleichbaren Erfassungsgrenzen farblich 
gut differenzierte Zonen. Am intensivsten erscheinen die Farbungen mit dem 2,4- 
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TABELLE I 

DIE EiGNUNG VERSCHIEDENARTIGER ALDEHYDEZURDETEKTION VON TERPENDERIVATEN IN 
DER DUNNSCHICHT-CHROMATOGRAPHIE IM VERGLEICH ZUIM ALDEHYDFREIEN REAGENZ 
- = Schwach; + = deutlich; + t = stark; i + + = sehr stark. + I = e!ectronenschiebende; - I = electronen- 
ziehende Substituenten. 

Afdehxd Charakreri- 
siemng des 

AIdeI& 

Oprimierre 
Derekrions- 

bedingun- 
gen* 

- 
Aldehydfreies Reagenz 0 

Formaldehyd 
Acetaldehyd 
Propionaldehyd 

Aliphaten 

Benzaldehyd Unsubsti- 
Zimtaldehyd tuierte 
Phthaldialdehyd Aromaten 

Anisaldehyd 
j_Benzyloxybenzaldehyd 
IDimethylaminobenz- 
atdehyd 
4-Carbosybexualdehyd 
-I-Dimethylamindobenz- 
aldehyd 

Aromaten mit 
einem Sub- 
stituenten 
( + I E!&ct) 
(-1 Effekt) 

Vanillin 
Isovanillin 
Piperonal 
3.-t-Dih\drosybenzaldehyd 
3+Dimethoxybenzaldehyd 
3-Benzyloxy-3-meth- 
oxybenzaldehyd 
?+Dimethoxybenzaldehyd 
2,5-Dimethoxybenzaldehyd 
3,5-Dimethoxybenzaldehyd 
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mit 
zwei 
Substituenten 
(c I Effekt) 

7.4.6Trihydroxy- 
benzaldehyd 
3,4,5_Trimethoxy- 
benzaldehyd 
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(-i-I ErtXekt) 
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E5’C:5-IO 
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min 
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min 
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9O’C; 10 min 
11O’C; 5-10 min 
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9OT;5-IO 
min. unter 
Beobachtung 

SO’C; 5 min 

SO’C; 5 min 

1OO’C; 5 min 
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* Giiltiz bei ErwZrmung auf der Thermoplate (Desaga. Heidelberg, B.R.D.). 
lrlr Durch die starke Schichtfarbung ist die Zonenlage unkenntlich. 

Dimethosybenzaldehyd-Reagent. Allerdings tritt hier die Schichtverf2rbung stgrker 
in Erscheinung als bei Verwendung von einfach substituierten Aldehyden- NachteiLig 

* ist die auf nur wenige Stunden begrenzte Haltbarkeit dieser ReagenzlCisung. iihnli- 
ches gilt fii,r das an sich hgufig benutzte Vanillin und fiir die anderen disubstituierten 
AIdehyde. 

Mit Abstand am besten eignet sich das Anisaldehyd-SchwefeIsWrereagenz; 
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TABELLE II 

ERi=ASSUSGSGRENZEN USD FARBEN BEI DETEKTIOSEN VON STEROIDEN MIT DEM 
AXISALDEHYD-SCHWEFELSIiURE-REAGENZ. 

Bei Verwendung der Thermoplate wurde unter Beobachrung LO min auf 12OC erhitzt- Die beobachteten 
Farben gelten fEr Substan&onzentrationen zwischen 1 und 10 pg. 

O.O?-O.I _ 0.1-I I-10 

Xndrosteron 
(blau-\ iolett) 
Dihydrotestosteron 
(blau-xiolett) 
Epi-androsteron 
(btau-violert) 
Lanosterol 
(blau-dolett) 
&&-adio! 
(ok) 
0stri01 
(_mn-blau) 
Pre_nantriol 
(blau) 
Pregneno!on 
(blau-liolett) 
Sirosterol 
(blau-\ iolett) 
Sti_~asterol 
(blau-violerr) 
Tes:osteron 
(chromoxid-@in) 

Cholesterol 
(vioiett) 
Chols5ure 
(grau-blau) 
Dehydro-epi-androsteron 
(rot-vioIett) 
Desoxychob2ure 
(-au-\ ioletr) 
31~.7z-Dihydro_xy-5jkholantiure 
(doIett) 
Digitonin 
(gmu-blau) 
Digito.xigenin 
(_griin-biau) 
Digitoxin 
(_enu-viotett) 
Digosin 
(violerr) 
Ethinyliistradiol 
(b!au-x iolett) 
Gito.sin 
(blau) 
ijstron 
(grau-griin) 
Pregnandiol 
@au-blau) 
Progesteron 
(ocher) 

Aldosteron 
@-au-blau) 
Conison 
(ocker) 
Hydroeortison 
(-mu-braun) 
PrednisoIon 
@au-@in) 
Tetrahgdrocortison 

(gmu) 

vorteilhaft ist, dass man es bei gIeicher Wirksamkeit im KiihIschrank mehrere Wo- 
then vorratig halten kann. Hinzu kommt die Preiswiirdigkeit und tosikologische 
Unbedenklichkeit des serwendeten Aldehyds. Die Aldehydkonzentration im Rea- 
genz sollte bei etwa 0.5 y0 liegen. Es hat sich gezeigt. dass hohere Konzentrationen. et- 
wa von 1 oder 2 ‘& schneh zu storenden SchichtverfZrbungen fiihren und Konzentra- 
tionen unter O-l”/; fur eine quantitative Umsetzung nicht mehr ausreichend sind. 

Entgegen der oft gegebenen und such im Europaischen Arzneibuch aufgenom- 
menen Vorschrift ist es sinnvoll, den Aldehyd stets als letzten Bestandteil zu dem 
abgektihlten Gemisch von Sam-en und Methanol zuzugeben. Dies senkt die sonst 
unvermeidliche thermische Belastung des Aldehyds und erhtiht so die Haltbarkeit 
des Reagenzes betriichtlich. 

Die Wahl geeigneter Reaktionsbedingungen ist bei Verwendung des Anisalde- 
hyd-Schwefelsaurereagenzes Zusserst unkritisch. Sie h’dngt in ester Linie von der 
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.%ureempfindlichkeit der zu detektierenden Verbindungen ab. Beachtenswert ist je- 
doch die Tatsache, dass die Nachweisempfindlichkeit sehr stark von der Konstitution 
der entsprechenden Verbindungen abhgngt, eine allgemein giiltige Regel kann bei der 
Vielzahl der ablaufenden Reaktionen nicht gegeben werden. Die Nachweisempfind- 
lichkeit liegt, wie die Tabelle II zeigt, sehr unterschiedlich. Manche Verbindungen 
lassen sich in Mengen von 10 ng nachweisen, bei anderen liegt die Nachweisempfind- 
lichkeit bei I-100 pg. 

Generell wurde gefunden, dass man bei Verwendung tieferer Erhitzungstempe- 
raturen und kiirzerer Detektionszeiten selektivere Anftirbungen erh8lt. So ergibt sich 
beispielsweise beim Kalmusiil, dass man bereits bei Zimmertemperatur eine BlauWr- 
bung von Pre-Isocalamendiol und Isocalamendiol erh31t15, und erst bei einer Tempe- 
raturerhiihung die Zahl der Farbzonen betr&httich zunimmt. Die hiichste Empfind- 
lichkeit ergibt sich jedoch zumeist erst dann, wenn sich die Schicht bereits schwach 
verf%rbt. 
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