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Anwendung der DC-MALDI-Kopplung fur die Flavonoidanalyse

Flavonoide sind sekundare Pflanzenstoffe,
vor allem aus Bliiten und Friichten. Sie
haben gesundheitsrelevante Bedeutung
in Lebens-, Nahrungsergdnzungs- und
pflanzlichen Arzneimitteln. lhre Zusam-
mensetzung ist fur viele Pflanzenroh-
stoffe typisch. |hr Bandenmuster (Lage
und Farbe) auf Dinnschichtchromato-
grammen (DC) wird fur die Qualitatskon-
trolle genutzt. Die Kopplung von DC mit
MALDI-TOF MS liefert zusatzlich wert-
volle Informationen liber die Molekular-
masse jeder Bande und erlaubt dadurch
eine detailliertere Charakterisierung der
Probe.

FUr eine Machbarkeitsstudie der Kopplung von
Dinnschichtchromatographie  (HPTLC*)  mit
MALDI-TOF MS** wurden die Flavonoid-Aglyka
Luteolin und Quercetin mit inren glykosidischen
Formen Luteolin-7-O-Glukosid und Rutin
(Quercetin-3-O-Glucorhamnosid) als Referenz-
substanzen gewahlt (sieche Abb. 1). Flavonoide
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Abb. 1: Strukturformeln der untersuchten Flavonoid-
referenzen. Die hervorgehobene Linie zeigt die mogliche
Position von Fragmentierung im MS oder durch Hydrolyse.
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sind Polyphenole mit antioxidativen Eigen-
schaften. In der Natur kommen sie hauptsach-
lich als Glykoside vor. Die Zuckergruppen er-
moglichen eine gute BioverfUgbarkeit. Durch
Hydrolysevorgange, z.B. durch Enzyme, oder
bei der Probenvorbereitung kbnnen die Zucker-
gruppen abgespalten werden. Es entstehen
die zum Flavonoidglykosid korrespondierenden
Aglyka.

Spezielle DC-Platten und Adapter
notwendig

FUr die Kopplung der Dunnschichtchromato-
graphie mit MALDI-TOF MS mussen spezielle
HPTLC-Platten mit leitfahigem Aluminium als
Schichtgrundlage verwendet werden. Ein eigens
von Bruker Daltonics entwickelter DC-MALDI-
Adapter ermdglicht das Einbringen der Platte in

Abb. 2: DC-MALDI-Adapter (Bruker Daltonics) mit
einem eingespannten HPTLC-Chromatogramm auf einer
Silica-Schicht auf Aluminium (Merck, Darmstadt).
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Abb. 3: Links: Aufnahme der HPTLC-Chromatogramme bei 366 und 254 nm. Rechts: 2D-HPTLC-MALDI-MS-Chro-
matogramm (Abtaststrecke ausgedriickt in fortlaufenden Spektrumzahlen bei einer Schrittlange von 0.2 mm).
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den Hochvakuumbereich, wo der Laser das
DC abtasten kann (siehe Abb. 2). Das dank
moderner HPTLC-Gerate (CAMAG, Muttenz)
reproduzierbare Flavonoid DC wurde zweimal
erstellt: einmal mit der flir den Flavonoidnach-
weis Ublichen Anfarbung (Aufnahme bei 254
und 366 nm, siehe Abb. 3 links). Und ein weite-
res, um das nur mit Matrix behandelte Chroma-
togramm von der Startposition bis zur Laufmit-
telfront mit MALDI-TOF MS zu untersuchen.
Abb. 3 zeigt das Ergebnis der Untersuchungen:
Die im DC als eine Bande erscheinenden
Aglyka Luteolin und Quercetin (Zone 3) kénnen
durch die Kopplung mit MALDI detektiert und
unterschieden werden. Die chromatographische
Trennung vor der MALDI-TOF-MS-Analyse
ermoglicht bei komplexen Mischungen, wie
z.B. Pflanzenextrakten, eine wichtige Differen-
zierung: Fragmente, die im MS entstehen
(siehe Quercetin im Spektrum auf der Hohe von
Rutin in Abb. 3), werden nicht als in der Probe
vorkommende Derivate, hier simuliert mit Quer-
cetin als Referenz, fehlinterpretiert.

Erfolgreiche Machbarkeitsstudie

Die Machbarkeitsstudie konnte die Eignung der
MS Abtast-Methode fUr die Untersuchung von
Flavonoid-DCs  belegen. Ergebnisse von
Wareneingangs- oder Stabilitatsprifungen, wie
sie z.B. vom Arzneibuch bei Phytopharmaka
vorgeschrieben sind, Anbaustudien oder die
Erforschung noch wenig bekannter Pflanzen
u.v.a. kdnnen mit dieser Methode mit Daten
zur Molekularmasse erganzt werden. Den Ein-
satz der durch die notwendige Infrastruktur
recht Kostenintensiven Methode sehen die
Autorinnen in der Naturstoffforschung sowie in
der Phase der Optimierung und Charakterisie-
rung von HPTLC-Methoden.

Acknowledgement: Merck Darmstadt AG stellte die
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Hochreproduzierbare Hochleistungs-Dinnschichtchro-
matographie durch Instrumentierung durch CAMAG,
Muttenz und HPTLC-Schichten von Merck, Darmstadt
**Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time of
Flight Mass Spectrometry
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