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EINLEITUNG

Die chemische Analytik von Rohstoffen, Produkti-
onskontrollen, die Reinheitspriifung der hergestell-
ten Produkte und die Umweltanalytik gewinnen
stdndig an Bedeutung.

Einen festen Platz unter den Verfahren, die diese
Probleme zu l6sen vermdgen, hat die Dinnschicht-
Chromatographie (DC) oder Thin Layer Chroma-
tography (TLC) erobert. Sie ist eine elegante analy-
tische und praparative Trennmethode und hat die
Papier-Chromatographie nahezu vollstandig abge-
lost. Auf vielen Gebieten ist sie zum Standardver-
fahren bei Routine-Analysen geworden. Sie zeich-
net sich dabei nicht nur durch Schnelligkeit, Ge-
nauigkeit und eine hohe Empfindlichkeit, sondern
vor allem auch durch Wirtschaftlichkeit aus.

Wir haben die DC seit ihren Anfangen, also seit
etwa 40 Jahren, tatkraftig unterstiitzt und gefordert
durch die Schaffung zahlreicher Sorptionsmittel.
Dazu z&hlen vor allem Kieselgel, Cellulose, Alumi-
niumoxid und Polyamid bzw. entsprechend modifi-
zierte Materialien fiir spezielle Trennprobleme.

Mit diesen praxisbewéhrten Sorptionsmitteln wer-
den in unserem Hause nicht nur Glasplatten als DC-
Fertigplatten maschinell beschichtet, sondern auch
Polyester- und Alufolien als DC-Fertigfolien. Da-
durch ersparen wir dem Analytiker das zeitrau-
bende und Kkostspielige Herstellen von handbe-
schichteten DC-Platten und DC-Folien, und gleich-
zeitig garantiert die maschinelle Fertigung eine
grolRere GleichmaRigkeit der Schichten.

Damit die Methode in noch mehr Laboratorien und
Ausbildungsstétten Eingang findet, haben wir TLC-
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Mikro-Sets zusammengestellt, die sowohl die Schnelligkeit
des Verfahrens als auch die Leistungsfahigkeit unserer
POLYGRAM-Fertigfolien unter Beweis stellen. Dafiir und fiir
eine  schnelle  Produktkontrolle noch  wéhrend der
Herstellungsphase eignen sich besonders die DC-Fertigfolien.
Gleichzeitig wollen wir Anregungen geben zur Lodsung
weiterer Probleme und zu eigenen Forschungen.

Wir bieten an:
1. das Anféanger-Set, welches sich vor allem dadurch
auszeichnet, dass es mit einfachen Laufmitteln Proben
auftrennt, die eine Eigenfarbe besitzen, so dass eine
Anfarbung entfallt. Alle erforderlichen Geratschaften sind im
Set enthalten.

2. das Fortgeschrittenen-Set, wofiir von dem geiibten An-
fanger bereits etwas mehr Fingerspitzengefuhl erwartet wird.
So muss ein Teil der Proben selbst aufgearbeitet und zur
Identifizierung der Substanzen missen Spriihreagenzien
angewandt werden. Aufbauend auf einem Material-Set, das
auch selbsténdiges diinnschicht-chromatographisches Arbeiten
ermoglicht, kdnnen die einzelnen Versuche durchgefiihrt
werden.

Zusatzlich zum Material-Set setzen wir die im Labor Ublicher-
weise vorhandene Ausristung voraus (wie z. B. Fon, Abzug,
Losungsmittel, Reagenzglaser, Trockenschrank etc.).

Damit bietet diese  Erweiterung die  konsequente
Weiterflhrung in ein interessantes Gebiet der analytischen
Chemie. Gemeinsam ist beiden Mikro-Set-Typen, dass alle
Trennungen auf DC-Fertigfolien des Formates 4 x 8 cm
durchgefuhrt werden, und dass grundsatzlich die aufsteigende
chromatographische Technik Anwendung findet.
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LIEFERPROGRAMM

TLC Mikro-Sets fiir die Dinnschicht-Chromatographie

Bei den TLC-Mikro-Sets handelt es sich um Material- und Chemikalienzusammenstellungen zur Durchfiihrung von einfa-
chen Trennungen mit Hilfe der Diinnschicht-Chromatographie (DC).
Besonders empfohlen werden diese Sets zur Einfiihrung in die DC fur Schiler, Studenten und Lehrlinge.

Jedes Set enthélt ausfiihrliche Erluterungen und Arbeitsanleitungen zur Durchfuhrung der aufgefiihrten Trennbeispiele.

TLC Mikro-Set A fir Anféanger (Art.-Nr. 814 000) 1 Set

Dieses Set enthélt Chemikalien und Hilfsmittel zur Durchfiihrung folgender Trennungen
a) Auftrennung eines lipophilen (fettloslichen) Farbstoffgemisches

b) Auftrennung eines Gemisches aus Anthrachinonfarbstoffen

¢) Auftrennung eines Gemisches von Lebensmittelfarbstoffen

d) Auftrennung von Filzschreiberfarben

Inhalt:

1 Arbeitsanleitung

3 Trennkammern

50 Glaskapillaren 1 pl

1 Auftragschablone

50 Fertigfolien 4 x 8 cm POLYGRAM® SIL G/UVs4
50 Fertigfolien 4 x 8 cm PQLYGRAM® ALOX N/UVs,
50 Fertigfolien 4 x 8 cm POLYGRAM® CEL 300

1 Messzylinder a 10 ml

8 ml Testfarbstoffgemisch 1(4 lipophile Farbstoffe)

8 ml Testfarbstoff Sudanrot G

8 ml Testfarbstoff Sudanblau I1

8 ml Testfarbstoffgemisch 2 (7 Anthrachinonfarbstoffe)

Ergéanzungsteile zu TLC Mikro-Set A
Art.-Nr.

8 ml Testfarbstoff Blau 1

8 ml Testfarbstoff Violett 2

8 ml Testfarbstoffgemisch 3 (7 Lebensmittelfarbstoffe)
8 ml Testfarbstoff Gelborange 5

8 ml Testfarbstoff Brillantschwarz BN

100 ml Toluol

100 ml Toluol-Cyclohexan (2 : 1, v/v)

100 ml Chloroform-Aceton (1 : 1, v/v)

100 ml 2,5%ige Natriumcitratldsung

100 ml 25%iges Ammoniak-2-Propanol (5 : 3, v/v)
2 Filzschreiber

814001 Testfarbstoffgemisch 1, Lésung von 4 Farbstoffen in Toluol, 8 ml 1 Flasche
814011 Kollektion der 4 Einzelkomponenten von Testfarbstoffgemisch 1, 4 x 8 ml 1 Kollektion
814002  Testfarbstoffgemisch 2, Lésung von 7 Anthrachinonfarbstoffen in Chloroform, 8 ml 1 Flasche
814012 Kollektion der 7 Einzelkomponenten von Testfarbstoffgemisch 2, 7 x 8 ml 1 Kollektion
814003  Testfarbstoffgemisch 3, wassrige Lsung von 7 Lebensmittelfarbstoffen, 8 mi 1 Flasche
814013 Kollektion der 7 Einzelkomponenten von Testfarbstoffgemisch 3, 7 x 8 mi 1 Kollektion
814021  Trennkammern, Packung a 4 Stiick 1 Packg.
814022  Glas-Kapillaren a 1 pl Inhalt, Packung a 3 x 50 Stiick 1 Packg.
814023  Auftragschablonen, Packung a 2 Stiick 1 Packg.
814024  Messzylinder aus Glas a 10 ml Inhalt, Packung a 2 Stiick 1 Packg.
814025 Fertigfolien 4 x 8 cm POLYGRAM® SIL G/UV,s,, 4 x 50 Stiick per Packung 1 Packg.
814026 Fertigfolien 4 x 8 cm POLYGRAM® ALOX N/UV,s,, 4 x 50 Stiick per Packung 1 Packg.
814027 Fertigfolien 4 x 8 cm POLYGRAM® CEL 300, 4 x 50 Stiick per Packung 1 Packg.
814028 Fertigfolien 4 x 8 cm POLYGRAM® SIL G/UV,s, 2 x 50 Stiick, 1 Packg.
POLYGRAM® ALOX N/UV,s,1 x 50 Stiick; POLYGRAM® CEL 300 1 x 50 Stiick
814029 Natriumcitrat 2,5 g in Flaschen a 100 ml zum Auffiillen mit dest. Wasser, Packung a 2 Flaschen 1 Packg.
814030  Chromatographie-Papier MN 260, 100 Blatt 7,5 x 17cm 1 Packg.
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TLC Mikro-Set M, Materialset (Art.-Nr. 814 100)

1 Set

Dieses Set ist Voraussetzung fiir die Durchfiihrung der Trennungen gemaR Set F 1 bis F 3. Er ist gleichzeitig eine Grund-
ausriistung zur selbstandigen Erarbeitung weiterer dinnschicht-chromatographischer Versuche

Inhalt:
2 x 50 Glaskapillaren 1 pl 1 Plastikspritze 1 ml
2 Auftragschablonen 1 Becherglas 25 ml

1 Messzylinder a 10 ml

1 Laborspriiher aus Glas mit Gummiball
2 Trennkammern

1 Gummihutchen fur Auftragkapillaren

Erganzungsteile zu TLC Mikro-Set M

20 Bogen Filtrierpapier MN 713, DIN A5

50 Fertigfolien 4 x 8 cm POLYGRAM® SIL G/UVs,
50 Fertigfolien 4 x 8 cm POLYGRAM® ALOX N/UVs,
50 Fertigfolien 4 x 8 cm POLYGRAM® CEL 300

Art.-Nr.
814021 Trennkammern, Packung a 4 Stiick 1 Packg.
814022 Glas-Kapillaren a 1 pl Inhalt, Packung a 3 x 50 Stlick 1 Packg.
814023  Auftragschablonen, Packung a 2 Stiick 1 Packg.
814024  Messzylinder aus Glas a 10 ml Inhalt, Packung a 2 Stiick 1 Packg.
814025 Fertigfolien 4 x 8 cm POLYGRAM® SIL G/UV,s4, 4 x 50 Stiick per Packung 1 Packg.
814026  Fertigfolien 4 x 8 cm PQLYGRAM® ALOX N/UV,s4, 4 x 50 Stiick per Packung 1 Packg.
814027  Fertigfolien 4 x 8 cm POLYGRAM® CEL 300, 4 x 50 Stiick per Packung 1 Packg.
814028  Fertigfolien 4 x 8 cm PQLYGRAM® SIL G/UVs4, 2 x 50 Stiick, 1 Packg.
POLYGRAM® ALOX N/UV,s,,1 x 50 Stiick; POLYGRAM® CEL 300 1 x 50 Stiick

814030 Chromatographie-Papier MN 260,100 Blatt 7,5 x 17cm 1 Packg.
814101 Laborspriher aus Glas mit Gummiball 1 Stiick
814102 Gummihitchen fur Auftragkapillaren 2 Stiick
814103  Filtrierpapier MN 713, 100 Blatt DIN A5 100 Blatt
814104  Plastikspritze, 1 ml Inhalt mit Graduierung 1 Stick
TLC Mikro-Set F 1 (Art.-Nr. 814 200) 1 Set
Dieses Set enthdlt alle erforderlichen Chemikalien
a) zur Trennung von Aminoséauren (Modellmischung),
b) zur Trennung von Aminosduren im Urin,
¢) zur Trennung von Schwermetall-Kationen
Inhalt:

1 Arbeitsanleitung 50 ml 50%ige Essigsaure

50 Glaskapillaren 1 pl 50 ml Salzséure (18%ig)

50 Fertigfolien 4 x 8 cm POLYGRAM® SIL G/UVs, 8 ml Aminosauren-Testgemisch

50 Fertigfolien 4 x 8 cm POLYGRAM® CEL 300 8 ml Tryptophan-Vergleichsldsung

100 ml n-Butanol 8 ml Arginin-Vergleichslésung

100 ml Ninhydrin-Spriihreagenz 8 ml Schwermetall-Kationen-Testgemisch

100 ml Aceton 8 ml Co?*-Vergleichsldsung

100 ml 25%iges Ammoniak 8 ml Mn?*-Vergleichsldsung

100 ml Rubeanwasserstoff-Spriihreagenz 8 ml Ni**-Vergleichslésung
Erganzungsteile zu TLC Mikro-Set F 1
Art.-Nr.
814022 Glas-Kapillaren a 1 ul Inhalt, Packung a 3 x 50 Stlick 1 Packg.
814025 Fertigfolien 4 x 8 cm POLYGRAM® SIL G/UVs4, 4 X 50 Stiick per Packung 1 Packg.
814027  Fertigfolien 4 x 8 cm POLYGRAM® CEL 300, 4 x 50 Stiick per Packung 1 Packg.
814103  Filtrierpapier MN 713, 100 Blatt DIN A5 100 Blatt
814201 Aminosduren-Testgemisch, 8 ml 1 Flasche
814202 Kaollektion von 4 Einzelkomponenten des Aminoséuren-Testgemisches, 4 x 8 ml 1 Kollektion
814203  Ninhydrin-Spruhreagenz, 100 ml 1 Flasche
814204  Kationen-Testgemisch, 8 ml 1 Flasche
814205 Kaollektion von 4 Einzelkomponenten des Kationen-Testgemisches, 4 x 8 ml 1 Kollektion
814206 Rubeanwasserstoff-Sprihreagenz, 100 ml 1 Flasche
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TLC Mikro-Set F 2 (Art.-Nr. 814 300) 1 Set

Dieses Set enthélt alle erforderlichen Chemikalien zur Analyse von Speisefetten sowie zur Analyse von Fetten und Cho-
lesterin im Blut

Inhalt:

1 Arbeitsanleitung 3 Leerglaschen 30 ml (Butter, Margarine, Speisedl)
50 Glaskapillaren 1 pl 100 ml Chloroform

50 Fertigfolien 4 x 8 cm POLYGRAM® SIL G/UV s, 100 ml Methylenchlorid

5 Blutlanzetten 100 ml Toluol

5 Einmalpipetten 25 pl 100 ml Molybdatophosphorsaure-Sprithreagenz

5 Alkoholtupfer 50 ml Aceton mit kalibrierter Pipette

5 2 ml Glaschen mit Deckel 8 ml Cholesterin-Vergleichslésung

Ergénzungsteile zu TLC Mikro-Set F 2

Art.-Nr.

814022 Glas-Kapillaren a 1 pl Inhalt, Packung a 3 x 50 Stiick 1 Packg.
814025 Fertigfolien 4 x 8 cm POLYGRAM® SIL G/UV,s4, 4 X 50 Stiick per Packung 1 Packg.
814103 Filtrierpapier MN 713, 100 Blatt DIN A5 100 Blatt
814301 Cholesterin-Vergleichslésung, 8 ml 1 Flasche
814302 Molybdatophosphorsaure-Sprihreagenz, 100 ml 1 Flasche
TLC Mikro-Set F 3 (Art.-Nr. 814 400) 1 Set

Dieses Set enthélt alle erforderlichen Chemikalien zur Trennung von Analgetica (Schmerzlinderungsmittel) und zur Dro-
genanalyse am Beispiel der Chinarinde

Inhalt:

1 Arbeitsanleitung 100 ml Spriihreagenz Koffein

50 Glaskapillaren 1 pl 100 ml Dragendorff-Munier-Spriihreagenz
50 Fertigfolien 4 x 8 cm POLYGRAM® SIL G/UVas, 100 ml Toluol-Diethylether (55/35, v/v)

5 Aspirin®-Tabletten 50 ml FeCls-Losung

5 Thomapyrin®-Tabletten 50 ml K3 [Fe(CN)¢]-Losung

20 Faltenfilter MN 615 114,11 cm g 30 ml Eisessig-Essigsaureethylester (6/2,5, v/v)
3 Leerflaschchen 8 ml (Aspirin-Probe, Thomapyrin Probe,

Chinarindenextrakt) 25 ml 12,5%iges Ammoniak

5g Chinarinde 25 ml Diethylamin

100 ml 2-Propanol 8 ml Koffein-Vergleichslésung

8 ml Paracetamol-Vergleichslosung
8 ml Chinin-Vergleichsldsung

Erganzungsteile zu TLC Mikro-Set F 3

Art.-Nr.

814022 Glas-Kapillaren a 1 pl Inhalt, Packung a 3 x 50 Stiick 1 Packg.
814 025 Fertigfolien 4 x 8 cm POLYGRAM® SIL G/UV,s4, 4 x 50 Stiick per Packung 1 Packg.
814 103 Filtrierpapier MN 713,100 Blatt DIN A5 100 Blatt
814401 Koffein-Sprihreagenz, 100 mi 1 Flasche
814402 Dragendorff-Munier-Spriuhreagenz fir China-Alkaloide, 100 mi 1 Flasche
814403 Eisen(lll)chlorid-Lésung, 100 ml 1 Flasche
814404 Kaliumhexacyanoferrat(lll)-Ldsung, 100 ml 1 Flasche
814 405 Chinin-Vergleichslésung, 8 mi 1 Flasche
814406 Paracetamol-Vergleichslésung, 8 ml 1 Flasche
814407 Koffein-Vergleichslosung, 8 ml 1 Flasche

814408 Faltenfilter MN 615 1/4, 11 cm g, Packung & 100 Stick 1 Packg.
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PRINZIP DER DUNNSCHICHT-CHROMATOGRAPHIE

Bei der Diinnschicht-Chromatographie handelt es sich um
einen mehrstufigen VerteilungsprozeR. An diesem Pro-
zess sind beteiligt Losungsmittel oder Ldsungsmittelge-
mische, Probenmolekiile und ein geeignetes Sorptions-
mittel. Bei der DC besteht dieses Sorptionsmittel aus
einer diinnen Schicht - fir analytische Zwecke tblicher-
weise 0,1 bis 0,25 mm dick - auf einen Trager aufge-
bracht (Glasplatte, Polyesterfolie, Alufolie).

Bei den Versuchen der vorliegenden Sets wird das zu
trennende Substanzgemisch auf eine DC-Fertigfolie
aufgetragen und in eine mit Laufmittel beschickte Trenn-

kammer gestellt. In vielen Féllen ist nach wenigen Minuten bereits
die chromatographische Trennung beendet. Substanzen mit
Eigenfarbung sind sofort sichtbar, ungeférbte Substanzen werden
durch Besprilhen mit geeigneten Nachweisreagenzien sichtbar
gemacht (Bildung geféarbter Verbindungen).

Steht eine UV-Lampe zur Verfugung wund enthdlt die
Sorptionsmittelschicht einen geeigneten Fluoreszenzindikator, so
koénnen haufig die Substanzen durch  Betrachten der
Chromatogramme im UV-Licht lokalisiert werden.

DURCHFUHRUNG EINER DUNNSCHICHT-CHROMATOGRAPHISCHEN TRENNUNG

Zum besseren Verstandnis einer diinnschicht-chroma-
tographischen Trennung beschreiben wir nachstehend 5
durchzufiihrende Schritte.

Vorbereiten der Probe

Die fur eine chromatographische Trennung vorgesehene
Probe muss mehrere Voraussetzungen erfillen, wenn
man eine gute Trennung erreichen will. Es ist nicht mdg-
lich, an dieser Stelle auf Einzelheiten einzugehen. Es sei
jedoch darauf hingewiesen, dass eventuell mehrere Ar-
beitsgdnge zur Anreicherung oder Vorreinigung der zu
trennenden Substanzen erforderlich sind.

Im Anfénger-Set sind die Trennbeispiele so gewéhlt, dass
komplizierte Arbeitsgdnge entfallen. Es handelt sich um
gezielt zusammengestellte Farbstoffe bzw. deren Gemi-
sche, die ohne weitere Vorbehandlung eingesetzt werden
kénnen. Zum Abschluss wird noch ein Beispiel aus der
taglichen Praxis angefiihrt (Trennung von Filzschreiber-
farben), wobei die Probe jedoch ebenfalls ohne Aufar-
beitung aufgetragen werden kann.

Bei den Fortgeschrittenen-Sets missen einige dieser
Arbeitsschritte bereits eigenstdndig von lhnen durchge-
fuhrt werden. Dazu z&hlt die mechanische Zerkleinerung
einer Probe, Extraktionsschritte, Filtration und Anreiche-
rung sowie Probennahme. Durch diese Eigenleistung bei
der Vorbehandlung der Proben wird dem Anwender ein
kleiner Einblick in industriell Ubliche Arbeitstechniken
vermittelt, die wiederum Voraussetzung sind fiir eine
erfolgreiche diinnschicht-chromatographische Trennung.

Im Gegensatz zum Anfanger-Set, welches Proben abge-
stimmter Zusammensetzung enthalt, bearbeiten die Fort-
geschrittenen-Sets praxisnahe Probleme. Auf Einzelhei-
ten wird bei dem jeweiligen Beispiel eingegangen.

Auftragen der Probe

Wie man die zu trennenden Proben auftragt, richtet sich
nach dem Ziel der chromatographischen Trennung. Fur
qualitative Trennungen trdgt man punktférmig mit Ka-

pillare oder Mikropipette auf, fiir quantitative Trennungen entweder
punkt- oder strichformig (5-10mm). Fur préparative Trennungen wird
bandférmiges Auftragen tiber die ganze Plattenbreite empfohlen.

Bei den nachfolgenden Trennbeispielen trdgt man das zu trennende
Gemisch bzw. die Vergleichslosungen punktformig mit Hilfe von
Glaskapillaren auf die DC-Fertigfolien auf. Die Auftragskapillaren
sollten beim Auftragen verschiedener Proben nur einmal benutzt
werden, weil sonst Probenreste zur néachsten Probe verschleppt
werden.

Die Auftragekapillaren fillen sich bei organischen Probeldsungen
beim Eintauchen sehr schnell von selbst, bei wasserigen Lésungen
erfolgt das Aufsteigen der Lésung deutlich langsamer; eventuell
muss ein Pipettenhitchen zur Hilfe genommen werden. Vor
Entleerung der Kapillare rollt man das eingetauchte Ende horizontal
auf Filtrierpapier ab. Ist die Kapillare jedoch vollstandig bis zum
oberen Rand gefiillt, stellt man sie mit dem nicht benetzten Ende auf
die Schicht. Die Kapillare muss senkrecht und vorsichtig auf die
Schicht aufgesetzt werden. Senkrecht deshalb, damit die Kapillare
sich selbstandig entleert und vorsichtig, damit die Schicht nicht
verletzt wird. Verletzte Schichten fihren zu ungleichmaRig
geformten Flecken. Um die Auftragflecken méglichst klein und
kompakt zu halten, muss man unter Umstdnden in mehreren
Portionen mit Zwischentrocknen (Blasen, Fonen) auftragen. Dies gilt
besonders flir wasserige Probeldsungen.

Zur  Erleichterung des Auftragens empfehlen wir eine
Auftragschablone, die speziell auf unsere DC-Fertigfolien
abgestimmt ist. Die nachfolgenden Abbildungen demonstrieren einen
einwandfreien Probenauftrag mit der erwéhnten Schablone.

Kapillare

TLC-Schablone
I_I—f—

Auftragen einer Probe auf eine DC-Fertigfolie mit Kapil-
lare und TLC-Schablone

DC-Fertigfolie
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Je nachdem ob man 3 oder 4 Substanzen auftragen will,
klemmt man die Fertigfolie in den daflr vorgesehenen
Rahmen der Schablone rutschfest auf eine Unterlage.
Damit sind Startlinie und Auftragepunkte in den richtigen
Absténden festgelegt. Zusatzlich ist die Unterseite der
Auftragschablone entlang der Startlinie eingefrést, so
dass beim Aufsaugen der Ldsungen durch die Sorbens-
schicht der Fertigfolie keine Stérungen auftreten kdnnen.

Bei den Versuchen zum Anféanger-Set wird grundsétzlich
nur die Einteilung flr 3 Startpunkte bendtigt. Bei den
Fortgeschrittenen-Versuchen kommt auch die Einteilung
fiir 4 Startpunkte auf der Schablone zur Anwendung.

Startlinie
T T | 1~ - - - "° T T 1T 1
1 2 3 1234
TLC Spotting Guide TLC-Schablone
8uo|geyYoS-O1L sping Bujods oL
recl €z |
| I — 1 1 1 1

Entwicklung eines Chromatogramms

Nach dem Auftragen ldsst man das Lésungsmittel der
Proben vollstdndig abdunsten (etwa 10 Minuten) oder
hilft mit einem Fon nach. Danach stellt man die DC-
Fertigfolie in die mit etwa 10 ml Laufmittel beschickte
Trennkammer (Glas mit Schraubverschluss) und schraubt
den Deckel vorsichtig zu, indem man das Glas mit einer
Hand festhalt und gleichzeitig fest auf den Auflagetisch
driickt. Der Flussigkeitsspiegel des Laufmittels sollte sich
wéhrend dieses Vorganges nicht bewegen. Das Laufmit-
tel darf auf keinen Fall die Startflecken ungleichmaRig
berlihren oder Uberstreichen. Durch Kapillarwirkung
steigt das Laufmittel in der Schicht hoch und bewirkt die
Substanztrennung.

Hat das Laufmittel die gewinschte Hohe (etwa 6 bis 7
cm) erreicht, bricht man den Trennvorgang ab. Man
nimmt die Folie aus der Trennkammer und markiert
sofort die Laufmittelfront mit einem weichen Bleistift.

Aufmerksamkeit ist der Atmosphére in der Trennkammer
zu widmen. Bei allen aufgefiihrten Beispielen kommt
man ohne eine Kammersattigung aus. Sind jedoch repro-
duzierbare Laufstrecken erforderlich, so ist in vielen
Féllen die Sattigung der Kammeratmosphére mit Lauf-
mitteldampf vorteilhaft. Dazu kleidet man die Trenn-
kammer innen mit einem gut saugenden Chroma-
tographie-Papier (MN 260) aus und beschickt die Trenn-
kammer mit 15 ml Laufmittel anstelle der sonst ausrei-
chenden 10 ml.

Sichtbarmachung der getrennten Substan-

zen

Nach der chromatographischen Entwicklung missen die getrennten
Substanzen sichtbar gemacht werden, sofern sie keine Eigenfarbung
aufweisen. Zur unspezifischen Sichtbarmachung dient die
Betrachtung  im  UV-Licht, wenn die Schicht einen
Fluoreszenzindikator enthalt oder die Anfarbung in der Jod-Kammer.

Spezifischere  Farbreaktionen konnen durch Besprihen mit
entsprechenden Nachweisreagenzien erzielt werden. Es kann auch
eine Kombination der angefilhrten Verfahren angewendet werden.

Bei den Trennbeispielen im Anfanger-Set handelt es sich stets um
Farbstoffe, d. h. um Substanzen, die ohne Anfarbung erkannt werden
kdénnen.

Im Fortgeschrittenen-Set werden Substanzen getrennt, die farblos
sind, wie es in der Praxis die Regel ist. Zur Sichtbarmachung werden
geeignete  Spriihreagenzien  eingesetzt, auf die in  der
Versuchsbeschreibung naher eingegangen wird.
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Jetzt folgen noch einige Anmerkungen zur »Sprihtech-
nik«. Spruhreagenzien sind grundsétzlich nur im Abzug
anzuwenden. Die Folie legt man zum Besprilhen auf
einen Bogen Filtrierpapier. Meist genugt es, 5-10 ml
Losung in den Spriher einzufillen. Das Besprihen er-
folgt aus ca. 15 cm Entfernung mit Hilfe des Gummibal-
les oder - falls vorhanden- mit Druckluft. Es ist grund-
satzlich besser, die Schicht zweimal sehr dinn und re-
gelmaBig zu besprithen (mit Zwischentrocknung), als
gleich beim ersten Mal die Schicht durch und durch zu
benetzen. Bei zu starkem Besprihen verlaufen die Fle-
cken. In der Regel wird die DC-Fertigfolie nach dem
Bespriihen getrocknet.

Nach der Sichtbarmachung werden die Zonen mit einem
Bleistift umrandet, um auch spéater nach dem Verblassen
der Flecken deren Lage noch erkennen zu kénnen.

Auswertung von Dinnschicht-Chroma-
togrammen

Die Auswertung richtet sich nach dem Ziel der Chroma-
tographie. Bei qualitativen Bestimmungen genugt oft die
Lokalisierung der nachzuweisenden Substanzen. Dies
geschieht sehr einfach durch Mitlaufenlassen von Ver-
gleichssubstanzen.

Eine hdufig verwendete GroRe ist der Re-Wert (Retention
Factor) oder sein 100facher Wert hRs.
Der RWert ist wie folgt definiert:

R: - Abstand Startlinie-Fleckenschwerpunkt - b
Abstand Startlinie-Laufmittelfront a

d. h., die R-Werte liegen zwischen 0 und 1, am glns-
tigsten zwischen 0,1 und 0,8 (bzw. 10-80 fiir hRy).
Um gut reproduzierbare R¢-Werte zu erhalten, bedarf es

jedoch einer sorgfaltigen Kammerséttigung und der Konstanthaltung
weiterer Parameter wie Laufmittelzusammensetzung, Temperatur etc.

Auch eine quantitative  Auswertung Uber entsprechende
Eichmessungen ist moglich. Dazu wird entweder die Flache der
Substanzflecken  herangezogen oder eine  densitometrische
Auswertung direkt auf der Schicht durchgefiihrt. Bei letzterem
Verfahren ist jedoch ein hoher apparativer Aufwand erforderlich.

¥ Laufmittelfront

@ Substanzfleck

Startlinie
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TRENNBEISPIELE DES TLC MIKRO-SETS A FUR ANFANGER

Auftrennung eines lipophilen (fettléslichen)
Farbstoffgemisches

Lipophile (fettlésliche) Farbstoffe finden Verwen-
dung bei der Anfarbung von naturlichen und syn-
thetischen Olen, Fetten und Wachsen, von Benzi-
nen, Mineral6len sowie zur transparenten Anfar-
bung von Kunststoffen. Buttergelb war friher als
Lebensmittelfarbstoff zugelassen.

Chemisch betrachtet sind diese Substanzen Vertre-
ter einer ganzen Reihe von Farbstoffklassen: Azo-
farbstoffe, Azine, Indophenole und Anthrachinone.

Probelésung:
Testfarbstoffgemisch in Toluol von Buttergelb,
Sudanblau I, Sudanrot G, Indophenol

Vergleichslésung:
Sudanrot G und Sudanblau 11 gelést in Toluol

Trennschicht;
POLYGRAM® ALOX N/UV s,

Laufmittel:
Toluol

Auftragevolumen:
ca. 1 ul (eine gefiillte Kapillare)

Trennzeit:
ca. 7 Minuten

Sichtbarmachung:
Eigenfarbe der Farbstoffe erfordert keinen besonde-
ren Nachweis

Durchfuhrung:

Mit Hilfe einer Glaskapillare trdgt man das Farb-
stoffgemisch auf Startpunkt 2 auf, die Vergleichs-
substanzen auf die Startpunkte 1 und 3. Nach der
Auftragung der Farbstoffe I4sst man ca. 5 Minuten
an der Luft trocknen und beschickt die Trennkam-
mer mit Laufmittel. Dann stellt man die Fertigfolie
in die Trennkammer und verschliet die Trenn-

kammer mit dem zugehdrigen Schraubverschluss. Nach
Beendigung der Trennung wird die Folie aus der Kammer
genommen, und man l&sst das Laufmittel unter dem Abzug
abdunsten.

Laufmittelfront

Buttergelb

Sudanblau Il
O Sudanrot G

O
O oo O

Indophenol

Startlinie

Anmerkung:

Die Trennung gelingt auch auf einer Kieselgelschicht, und
zwar auf POLYGRAM® SIL G/ UV, Als Laufmittel kann
man Toluol oder Chloroform einsetzen.
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TRENNBEISPIELE DES TLC MIKRO-SETS A FUR ANFANGER

Auftrennung eines Gemisches aus Anthrachinon-
farbstoften

Anthrachinonfarbstoffe sind wichtige Farbstoffe in der
Textil- und Lederindustrie. Sie zeichnen sich durch
besondere Brillanz und Lichtechtheit aus. Sie leiten sich
vom Anthrachinon ab durch entsprechende Substitution
des Grundgertistes oder durch Ankondensierung weiterer
Ringsysteme.

Probeldsung:
Testfarbstoffgemisch aus 7 Anthrachinonfarbstoffen ge-
16st in Chloroform

Vergleichslésung:
2 Einzelkomponenten (Blau 1 und Violett 2) geldst in
Chloroform

Trennschicht;
POLYGRAM® SIL G/UV,s,

Laufmittel:
Toluol-Cyclohexan (2:1, v/v)

Auftragevolumen:
ca. 0,75 ul (1l = 1 volle Kapillare)

Trennzeit:
2 x 12 Minuten mit 10 Minuten Zwischentrocknen

Sichtbarmachung:
Substanzen besitzen Eigenfarbe

Durchfuhrung:

Auf Startpunkt 2 der Fertigfolie trdgt man das Anthrachi-
nonfarbstoffgemisch, auf die Startpunkte 1 und 3 die
Vergleichslgsungen (Blau 1 bzw. Violett 2) auf. Nach ca.
5 Minuten ist das Ldsungsmittel verdampft. Trennkam-
mer mit dem Laufmittel (Toluol/Cyclohexan) beschicken
und Chromatogramm entwickeln. Nach Beendigung der
ersten Trennung (Laufstrecke ca. 65-70 mm) entnimmt
man die Folie der Kammer und I&sst 10 Minuten im Ab-
zug trocknen (evtl. mit Kaltluftfén nachhelfen). Zur Op-
timierung der Trennung wird ein zweites Mal im gleichen
Laufmittel entwickelt. Nach einer Steighthe von wie-
derum 65-70 mm ist die Trennung beendet. Die Farb-
stoffe erscheinen in folgender Reihenfolge:

O Violett 1
8 Grinblau
O Blau 1
O Grin
O Rot
O O Violett 2
y ", T Blau 3
1 2 3

Anmerkungen:

Hierbei handelt es sich um eine so genannte Zweifach-
entwicklung ohne Laufmittelanderung. Dies ist immer
dann angebracht, wenn zahlreiche Substanzen getrennt
werden sollen, aber eine Einfachentwicklung noch nicht
zum Ziel fihrt. Dabei kann man zur Erzielung
bestimmter Gruppentrennungen bei der zweiten
Entwicklung durchaus auch ein anderes Laufmittel
wadhlen. Es ist in jedem Fall darauf zu achten, dass eine
sorgfaltige Zwischentrocknung vorgenommen wird
(Abzug).

Um chromatographische Zusammenhange zu erkennen,
ist es auch hier wertvoll, andere Trennschichten (Alumi-
niumoxid = POLYGRAM® ALOX N/ UV,s, oder Cellu-
lose = POLYGRAM® CEL 300) einzusetzen oder die
Laufmittel nach eigenen Uberlegungen zu variieren.

10
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TRENNBEISPIELE DES TLC MIKRO-SETS A FUR ANFANGER

Auftrennung eines Gemisches von Lebens-
mittelfarbstoffen

Farbenvielfalt herrscht nicht nur in der Chroma-
tographie, sondern auch in unserer taglichen Nah-
rung. Es gibt sogar Nahrungsmittel, deren Qualitat
vom Verbraucher nach ihrer Farbe bewertet wird.
Dies ist mit ein Grund, weshalb auch heute noch
Lebensmittel gefarbt werden.

Lebensmittel dirfen grundsatzlich keine nahrungs-
fremden Zusétze enthalten, sofern sie nicht durch
den Gesetzgeber erlaubt sind. Gesetzlich geregelt
ist dies in der Zusatzstoff-Zulassungs-Verordnung.
Bevor ein Farbstoff (natiirlich oder synthetisch)
darin aufgenommen wird, muss eine toxikologische
Beurteilung erstellt und durch wissenschaftliche
Belege die cancerogene Unbedenklichkeit nachge-
wiesen werden. In der gegenwadrtigen Liste der
zugelassenen Farbstoffe fur Lebensmittel sind etwa
30 Substanzen (natirliche und kiinstliche) enthal-
ten, gemessen an der Zahl der bekannten Farbstoffe
also eine verschwindend geringe Zahl. Diese Liste
gilt nicht nur fur den Bereich der Bundesrepublik,
sondern inzwischen auch in der EU.

Unser Testgemisch enthalt 7 Farbstoffe, davon sind
einige zur Lebensmittelfarbung zugelassen. Echtrot
E z.B. erfiillt nicht die vom Gesetzgeber geforder-
ten Bedingungen. Man erkennt daraus gleich die
Bedeutung einer Trennung und ldentifizierung
solcher Substanzen.

Probeldsung:

Testfarbstoffgemisch von 7 in Wasser geldsten
Farbstoffen: Erythrosin (E127), Brillantschwarz BN
(E151), Echtrot E, Naphtholrot 5, Gelborange S
(E110), Ponceau 4R (E124), Tartrazin (E102).

Vergleichsldsung:
2 Einzelkomponenten: Gelborange 5 und Brillant-
schwarz BN, jeweils in Wasser geldst

Trennschicht:
Cellulose MN 300 als Fertigfolie POLYGRAM®
CEL 300

Laufmittel:

2,5% Natriumcitratlésung - 25% Ammoniak - 2-
Propanol (20 : 5 : 3, v/v), hergestellt durch Mischen
von 10 ml 2,5%iger Natriumcitratlésung und 4 ml
vom fertigen Ammoniak-2-Propanol-Gemisch.

Auftragevolumen:
ca. 0,25 ul (vollstandig gefiillte Kapillare = 1 ul)

Trennzeit:
20-25 Minuten fir eine Steighthe von etwa 65 mm

Sichtbarmachung:
Substanzen besitzen Eigenfarbe

Durchfiihrung:

Mit Hilfe der Glaskapillare wird das Testfarbstoffgemisch auf
Startpunkt 2 aufgetragen. Das gleiche Volumen an
Vergleichssubstanzen (Gelborange 5 bzw. Brillantschwarz
BN) tragt man auf Startpunkt 1 bzw. 3 auf. Nach 5 Minuten ist
die Folie trocken (evtl. mit Kaltluftfén nachhelfen). Dann
stellt man sie in die mit Laufmittel beschickte Trennkammer.
Nach Beendigung der Trennung die Folie der Kammer
entnehmen und das Laufmittel abdunsten lassen (Abzug). Man
erhalt folgende Anordnung der Farbstoffe:

Laufmittelfront
Tartrazin
Ponceau 4R

Gelborange S

Naphtholrot S

Echtrot E

Brillantschwarz BN

O

} Erythrosin (Nebenflecken)

QO OCOO O O OO O

Erythrosin (Hauptfleck)
T T Y Startlinie

Anmerkungen:

Das Laufmittel muss vor jeder Trennung frisch angesetzt
werden. Lasst man das Laufmittel l&ngere Zeit stehen, andert
es seine  Zusammensetzung und  damit  seine
Trenneigenschaften.

Erythrosin zeigt im Chromatogramm 3 Flecken: einen
starkeren (Hauptfleck) und zwei schwéchere (Nebenflecken).
Unter Umstédnden kann man bei dieser Verbindung sogar
einen weiteren schwachen Nebenfleck erkennen.

11
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TRENNBEISPIELE DES TLC MIKRO-SETS A FUR ANFANGER

Auftrennung von Filzschreiberfarben

Die vorangegangenen drei Beispiele enthielten von
uns gezielt zusammengesetzte Farbstoffmischun-
gen. Der 4. Versuch - die Auftrennung von Filz-
schreiberfarben - zeigt, dass industrielle Farbstoff-
kompositionen komplexere Gemische darstellen
und damit wesentlich schwieriger zu trennen sind.
Besonders dankbare Versuchsobjekte sind schwarze
Filzstifte, da sie haufig besonders schéne Farbzu-
sammensetzungen zeigen. Ein roter Strich bedeutet
noch lange nicht, dass nur eine einzige Rotkompo-
nente darin enthalten ist.

Die fertigen Chromatogramme konnen auch zur
Qualitatskontrolle (Farbbrillanz) und vor allem zur
Produktidentifizierung ~ herangezogen  werden.
Neben den beiden mitgelieferten Filzschreibern
kénnen auch eigene Proben untersucht werden.
Tinten konnen zum Vergleich gegenibergestellt
werden.

Proben:
2 kauflich erhéltliche Filzschreiber (Schwan stabilo
»point 88«)

Trennschicht:
Kieselgel Fertigfolie POLYGRAM® SIL G/UVs,

Laufmittel:
Chloroform-Aceton (1 : 1, v/v)

Auftragung:
Direkt mit dem Filzstift auf die Trennschicht; Punkt
von ca.1 mm Durchmesser

Trennzeit:
ca. 10 Minuten

Sichtbarmachung;
Substanzen besitzen Eigenfarbe

Durchfuhrung:

Auf Startpunkt 1 wird mit dem schwarzen Filzstift
1 Punkt direkt auf die Folie vorsichtig aufgedrtickt.
Auf Startpunkt 3 bringt man die rote Filzschreiber-
farbe auf. Startpunkt 2 kann fir eine Tinte (ca. 1 pl
mit Kapillare) oder eine eigene Filzschreiberfarbe
verwendet werden. Nach 3 Minuten ist das LO-
sungsmittel verdampft. Man beschickt die Trenn-
kammer mit Laufmittel und stellt die Folie hinein.
Nach ca. 10 Minuten ist die Trennung beendet. Fur
die beiden mitgelieferten Filzschreiberfarben erhalt

man folgendes Chromatogramm:

Laufmittelfront

blau (schwach)

mehrere
rote
Substanz-
flecken

blau
blau
blau

rot

gelb
Startlinie

1 o OOCT>D>

o LT C o> O

—_
N

Anmerkungen:

Das Trennergebnis wird von der Auftragemenge beeinflusst.
Daher nicht zu viel (zu dicker Punkt) auftragen und darauf
achten, dass die Schicht nicht verletzt wird. Hat man zu viel
aufgetragen, kann eine Zweifachentwicklung im gleichen
Laufmittel die Trennung noch etwas verbessern.

Fur den schwarzen Filzschreiber ergibt sich ein besonders
eindrucksvolles Trennmuster bei strichférmiger Auftragung
entlang der Startlinie (Lineal oder Auftragschablone zur Hilfe
nehmen).

Im vorgeschlagenen Laufmittel werden Tinten (z. B.
Konigsblau, Pelikan 4001) nicht aufgetrennt. Dies gelingt
jedoch, wenn man als Laufmittel ein Gemisch aus n-Butanol-
EisessigWasser (12 : 3 : 5, v/v) bei gleicher Trennschicht
verwendet (Trennzeit ca. 25 Minuten). Gleichzeitig ergibt sich
auch ein anderes Chromatogramm fiir die Filzschreiberfarben
(Ausprobieren!).

12
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TRENNBEISPIELE DES TLC MIKRO-SETS F 1

Trennung von Aminosduren (Modellmi-
schung und Urin)

Aminoséuren sind fir alle Lebewesen von Uberra-
gender physiologischer Bedeutung. Sie sind u. a.
mitverantwortlich fir das Zellwachstum, den Le-
berstoffwechsel, die Blutgerinnung, die Hamoglo-
binbildung, Funktionen des Nervensystems usw.
SchlieBlich sind sie - zu groReren Einheiten ver-
knupft (Peptide) - Bausteine der Eiweillstoffe. Zum
Teil werden sie im Korper aufgebaut (nicht-essen-
tielle Aminosduren), zum Teil missen sie mit der
Nahrung dem Korper zugefiihrt werden (essentielle
Aminoséuren). lhre Trennung und Identifizierung
ist daher von grof’em analytischem Interesse.

Die naturlichen Aminosduren kommen teilweise
frei vor (Blutserum, Urin), oder man erhdlt sie
durch Spalten von Eiweil3stoffen. Dies geschieht
durch Einwirkung von Enzymen oder durch saure
Hydrolyse eiweil3haltiger Substanzen (z. B. Hih-
nereiweill). Der menschliche Korper scheidet tag-
lich etwa 1,1 g freie Aminoséuren aus.

Da Aminosauren farblose Verbindungen sind, miis-
sen nach erfolgter DC-Trennung die Flecken sicht-
bar gemacht werden. Dazu dient ein Spriihreagenz
von hoher Empfindlichkeit auf Basis der Nin-
hydrin-Reaktion. Es entstehen wéhrend der Erhit-
zung geférbte Produkte nach einem komplizierten
Mechanismus (Desaminierung, Decarboxylierung)
etwa nach folgendem Reaktionsschema:

P 2 o o
Q OH | R CH-COOH _ Hit
Ot mgremon s o ({0
NH;
o o

o}

Ninhydrin a-Aminosaure Farbstoff

Probelésungen:

Gemisch aus 4 Aminosauren (Alanin, Arginin,
Tryptophan, Valin) in wasseriger Ldsung und
Urinprobe

Vergleichsldsungen:
Arginin bzw. Tryptophan in wasseriger Losung

Trennschicht:
Kieselgel Fertigfolie POLYGRAM® SIL G/UVs,

Laufmittel:

n-Butanol-Eisessig-Wasser (3 : 1 : 1, v/v), jeweils
frisch ansetzen durch Mischen von 6 ml n-Butanol
und 4 ml 50%iger Essigsaure. Da das Laufmittel im
Laufe der Zeit seine Zusammensetzung d&ndert,
kann es nicht auf VVorrat angesetzt werden.

Auftragevolumen:

Ca. 0,5 pl der Aminosaurenlésungen bzw. ca. 1 pul
einer Urinprobe (1 vollstandig geflillte Kapillare
fasst etwa 1 pl).

Trennzeit:
Etwa 60 Minuten fiir eine Steigh6he von 60 mm

Sichtbarmachung:
Als Spruhreagenz dient eine methanolische Ninhydrinlésung;
anschlieBend folgt Erhitzen im Trockenschrank bei 110 °C
wéhrend 5 Minuten.

Durchfiihrung:

Man wahlt auf der Schablone die Einteilung fur 4 Startpunkte.
Auf Startpunkt 1 tragt man ca. 0,5 ul Argininlésung auf, auf
Startpunkt 2 ca. 0,5 pl des Aminosdaurengemisches und auf
Startpunkt 3 ca. 0,5 pl Tryptophanlésung. Falls erforderlich,
Pipettenhltchen zum Ansaugen der Ldsungen benutzen. Auf
den 4. Startpunkt kann man noch ca. 1 pl Urin auftragen.
Startpunkte sorgfaltig trocknen (mit Fon nachhelfen). Kammer
mit 10 ml des Laufmittels beschicken und Folie hineinstellen.
Nach 60 Minuten ist die Trennung abgeschlossen. Die Folie
der Kammer entnehmen und Laufmittelfront markieren. Unter
dem Abzug mit Hilfe eines Fons das Losungsmittel grindlich
abdampfen, bis kein Essigsauregeruch mehr wahrgenommen
wird. In den Spriiher flllt man ca. 5-10 ml des Ninhydrin-
Spriihreagenzes und bespriht die DC-Fertigfolie auf einer
Filtrierpapierunterlage so, dass sie leicht durchfeuchtet ist. Mit
dem Fén wird die Folie getrocknet und der Spriihvorgang
wiederholt. Anschlieend legt man die Folie etwa 5 Minuten
bei 110 °C in den Trockenschrank. Man erhdlt orangerote
bzw. braunrote Farbflecken geméaR nachfolgender Anordnung:

Laufmittelfront

Tryptophan
Valin

Alanin

Arginin O

Startlinie v v .

Man kann die Flecken umranden und die charakteristischen
Rs-Werte der Substanzen ermitteln.

13
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Anmerkungen:

Die Proben trdgt man zweckméRigerweise in meh-
reren Portionen auf - mit Zwischentrocknung -,
damit der Startfleck moglichst klein und kompakt
bleibt. Dies ist deshalb wichtig, weil sich bei der
langen Laufzeit (ca. 60 Minuten) schon eine Zo-
nenverbreiterung durch Diffusion bemerkbar ma-
chen kann, was eine Verschlechterung der Tren-
nung bedeutet. Die Trocknungsschritte sind sorg-
faltig einzuhalten. Die Trockenschranktemperatur
darf 130 °C nicht Uberschreiten.

Interessant ist die gleiche Trennung auf einer Cel-
lulose-Fertigfolie (POLYGRAM® CEL 300). Nicht
nur die Farbe der Flecken ist etwas anders (violett),
sondern die Zonen sind auch nicht so schon kom-

pakt. Die Laufzeit betrdgt zwar nur 40 Minuten, aber Valin
und Tryptophan koénnen nicht voneinander getrennt werden.
AuBerdem ist deren Reihenfolge gegenuber  der
Kieselgelschicht vertauscht.

Auf Aluminiumoxid erhalt man fir dieses System keine
brauchbare Trennung.

Urinproben zeigen eine Vielzahl ineinander (bergreifender
Substanzen, also ein ganzes Spektrum von Aminosauren. Das
Ergebnis ist auch abhangig vom Spender, der Tageszeit und
der Art der Nahrungsaufnahme. Eventuell kann eine Ver-
besserung der Trennung durch eine Zweifachentwicklung
erreicht werden (sorgfaltig zwischentrocknen).

14
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TRENNBEISPIELE DES TLC MIKRO-SETS F 1

Trennung von Schwermetall-Kationen

Die Uberwiegende Zahl analytischer Trennprobleme
in Industrie, Forschung und Entwicklung erstreckt
sich auf organische Substanzen. Aber auch zur
Trennung anorganischer Substanzen eignet sich die
[r)][]rcwjnschicht-Chromatographie als analytische Me-
thode.

Unser Beispiel beschaftigt sich mit der Trennung
und Identifizierung der Schwermetalle Kupfer,
Kobalt, Mangan und Nickel. Da viele Schwerme-
talle nicht nur in elementarer Form (z. B. als Staub),
sondern auch in Form ihrer loslichen Salze stark
toxisch wirken, wird deren Anreicherung in der
Natur, aber auch im menschlichen Kdrper erhohte
Aufmerksamkeit geschenkt. Dabei spielt die Kon-
zentration eine entscheidende Rolle. Viele der
Schwermetalle sind ndmlich als Spurenelemente fiir
Lebewesen unbedingt erforderlich, wahrend sie in
héheren Konzentrationen zahlreiche negative Fol-
gen fir die Gesundheit mit sich bringen.

Der Nachweis der Schwermetall-Kationen auf der
DC-Folie erfolgt mit Rubeanwasserstoff als Spriih-
reagenz:

S NH,

Rubeanwasserstoff

Dabei entstehen mit einer Reihe von Metallkationen
farbige  Innerkomplexe  (ungeladene  Chelat-
komplexe), deren Bildung auch abhéngig ist vom
pH-Wert. Deshalb muss in unserem Versuch die
Folie nach dem Bespriihen zusétzlich mit Ammo-
niak bedampft werden.

Probeldsung:
Gemisch aus _4 Schwermetallsalzen (Kationen
Mn?*, Co?, Cu®*, Ni**) in wasseriger Lésung

Vergleichslésungen:
jel Wasseri%e Losung von folgenden Salzen: Co*,
Mn?* und Ni**

Trennschicht:
Cellulose-Fertigfolie POLYGRAM® GEL 300

Laufmittel:
Aceton-18%ige Salzsdure (100 : 25, v/v) frisch
ansetzen durch Mischen von 10 ml Aceton und 2,5
ml Salzsaure

Auftragevolumen:
Ca. 1 pl mit Hilfe der Kapillaren

Trennzeit:
Ca. 13 Minuten

Sichtbarmachung:
Mit Rubeanwasserstoff-Sprithreagenz (0,2%ige Lésung in
Ethanol) und Bedampfen mit 25%igem Ammoniak.

Durchfuhrung:

Auf die 4 Startpunkte tragt man je ca. 1 pl des Ka-
tionengemisches bzw. der 3 Einzelkomponenten auf. Um die
Startflecken mdglichst klein zu halten, trdgt man in mehreren
Portionen auf und trocknet zwischendurch mit einem
HeiRluftfon.

Nach Beendigung der Auftragung nochmals sorgféltig
trocknen. Trennkammer mit Laufmittel beschicken und Folie
hineinstellen. Nach ca. 13 Minuten ist die Trennung beendet.
Folie der Trennkammer entnehmen, Laufmittelfront markieren
und Schicht grindlich mit dem HeiBluftfén trocknen
(Abzug!). Etwa 5 ml des Rubeanwasserstoffreagenzes fillt
man in die Sprihflasche ein und bespriiht die Folie (auf
Filtrierpapier liegend). Mit dem Foén kurz zwischentrocknen,
nochmals leicht besprithen und wiederum trocknen. Auf ein
Uhrglas (oder in eine Petrischale) einige ml 25%iges
Ammoniak geben und Folie (Schicht nach unten) einige
Minuten dariiberhalten, so dass die Schicht vollstandig be-
dampft wird. Danach die gefarbten Zonen vorsichtig
umranden (Bleistift). Man erhélt folgendes Chromatogramm:

Laufmittelfront

O Cu?" (schwarzbraun)

Co?* (ocker)

O
-

Mn?* (braun)

O
O

Ni?* (violett-schwarz)
v T v v Startlinie

-
N
w
S~

Aus den Zonenschwerpunkten und dem Abstand Start-
Laufmittelfront erhélt man die charakteristischen R-Werte.
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Anmerkungen:

Auch hierbei ist es wichtig, durch portionsweises
Auftragen die Startflecken mdglichst klein und
kompakt zu halten. Im Gegensatz zu den anderen
Kationen erscheint der Mangan-Fleck erst nach
Bedampfen mit Ammoniak. Nach ca. 30 Minuten
verschwindet die Farbe wieder. Durch teilweise
Entmischung des Laufmittels kann auch eine
hauchdiinne Sekundéarfront vor dem Kupfer-Fleck
erkannt werden.

Laufmittelfront

Waéhrend der Trennung kann man 2 Farbzonen
verfolgen: O cu’*
Eine gelbe, die dem (CuCl,)*-Komplex zuzuordnen

ist und eine blaue vom (CoCl,)*-Komplex.

Bei diesem Versuch kann man auch sehr beeindru-
ckend durch Laufmittelvariation mit den R-Werten
»spielen«. Wahlt man als Laufmittel 10 ml Aceton,
1,5 ml der verdiinnten Salzsdure und 1 ml Wasser,

so ergibt sich das nebenstehende Chromatogramm. Co®*
Weiteren eigenen Versuchen (Variation der HCI- Mn2*
Konzentration) steht nichts im Wege! Als Folge- o
rung muss aber beachtet werden, dass die Salz- NiEr
saure-Vorratsflasche gut verschlossen bleiben L Startlinie

muss, um reproduzierbare Trennergebnisse zu er-
halten. Schon geringe Schwankungen in der Salz-
saurekonzentration verandern die Ri-Werte.
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TRENNBEISPIELE DES TLC MIKRO-SETS F 2

Analyse von Speisefetten

Im engeren Sinne sind Fette Glycerinester hoherer
Fettsauren (z. B. Palmitin-, Stearin-, Olséure). Un-
geséttigte Fettsauren enthalten noch Doppelbindun-
gen, und diese sind als Glycerinester von besonde-
rer Bedeutung flr die menschliche Ernédhrung.
Neben diesen Estern (den so genannten Triglyceri-
den)

0
Il
CH,—0O-C—R;
l O Triglyceride
I (R = Alkylrest)
CH-0-C—-R,
I 0
Il
CH,—0-C—R;

weisen natirliche und kinstliche Fette und fette Ole
weitere Bestandteile auf. Dazu z&hlen Cholesterin,
Cholesterinester, freie Fettsduren und Phospholi-
pide. Durch Zutritt von Licht und Luft entstehen
Hydroxyfettsduren bzw. deren Triglyceride, das
Fett wird »ranzig«.

In unserer Nahrung sind diese Bestandteile vor
allem in Butter, Margarine und Speisedl enthalten.
Ein Teil dieser Lipide kann auch im Blut nachge-
wiesen werden, wobei vom medizinischen Stand-
punkt aus vor allem der Cholesteringehalt von Be-
deutung ist.

Bei dem zunéchst aufgefiihrten Versuch geht es um
handelsiibliche Fette, die in ihre wichtigsten Be-
standteile aufgetrennt werden. Je nach Handelspro-
dukt kénnen kleinere Abweichungen auftreten.

Der Nachweis der Substanzen erfolgt mit dem
Spriihreagenz Molybdatophosphorsdure. Mit redu-
zierenden Verbindungen entstehen dunkelblaue bis
grauschwarze Flecken (Molybdénblau).

Probenvorbereitung:

Je 1 g Butter, Margarine bzw. Speisedl werden in
die daflir vorgesehenen Glaschen eingewogen, mit
10 ml Chloroform versetzt und das gut verschlos-
sene Glas durchgeschittelt. Wegen des Wasserge-
haltes in einigen Fetten (z. B. der Butter) entstehen
lediglich triibe Lésungen (Emulsionen). Sie kdnnen
aber trotzdem direkt als Proben eingesetzt werden.

Vergleichsldsung:
Losung von Cholesterin in Aceton (1 mg/ml). Probe
immer gut verschlossen halten!

Trennschicht:
Kieselgel-Fertigfolie POLYGRAM® SIL G/UV s,

Laufmittel:

Methylenchlorid-Toluol (5 : 2, v/v). Man mischt fir
die Trennung 7,5 ml Methylenchlorid und 3 ml
Toluol direkt in der Trennkammer.

Auftragevolumen:
jeweils ca. 0,5 pl (halb gefillte Kapillare)

Trennzeit:
Etwa 12 Minuten bei einer Steighdhe von 60-65 mm

Sichtbarmachung:
Mit Spruhreagenz  Molybdatophosphorsdure  (geldst in
Ethanol)

Durchfiihrung:

Zunéchst setzt man aus Handelsprodukten die entsprechenden
Probelésungen an. Auf die Startpunkte 1-4 trdgt man dann
jeweils ca. 0,5 pl der Proben von Butter, Speisedl, Cholesterin
bzw. Margarine auf. Nach 3 Minuten sind die Startflecken
trocken. Kammer mit Laufmittel beschicken und Folie hin-
einstellen. Nach ca. 12 Minuten ist die Trennung bereits
abgeschlossen. Folie der Kammer entnehmen, Laufmittelfront
markieren (Bleistift) und Losungsmittel unter dem Abzug mit
einem Heilluftfon sorgfaltig abdampfen. 5 ml des Molybda-
tophosphorséaure-Spriihreagenzes werden in die Spriihflasche
gefullt und die Folie gleichmé&Rig bespruht. Danach wird die
Schicht trockengefént und weitere 3-4 Minuten im Heil3-
luftstrom erhitzt. Es erscheinen dunkelblaue Flecken
(Molybdénblau) auf hellgelbem Untergrund. Danach
umrandet man die Substanzzonen mit einem Bleistift. Man
erhalt folgendes Trennbild:

Proben:

1. Butter

2. Speisedl

3. Cholesterin
4. Margarine

Laufmittelfront
Cholesterinester

O O O Triglyceride

Cholesterin

P 0 O
» o e o

Start

Anmerkungen:

Als Hauptbestandteil der Fette erkennt man die Triglyceride.
Unmittelbar oberhalb des Cholesterins kdnnen eventuell noch
freie Fettsauren auftreten. Einen kleineren R-Wert besitzen
die Hydroxyfettsduren bzw. ihre Triglyceride, und am Start
verbleiben die Phospholipide. Die schwachen Flecken
verschwinden nach einiger Zeit wieder, so dass eine baldige
Markierung sinnvoll ist.
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TRENNBEISPIELE DES TLC MIKRO-SETS F 2

Analyse von Fetten und Cholesterin im Blut

Kdénnen Sie Blut sehen? -

Auch lhr Blut enthélt Lipidanteile, die man dinn-
schicht-chromatographisch trennen kann. In unse-
rem Versuch soll neben der Trennung auch eine
halbquantitative Bestimmung des Cholesterins
erfolgen.

CH,
CH,

CH, Cholesterin
CHj,

OH

Cholesterin ist das am langsten bekannte Steroid.
Es kommt in freier oder veresterter Form in
menschlichen und tierischen Organen und Flissig-
keiten vor. Es bildet den Hauptbestandteil der Gal-
lensteine, aus denen es auch erstmals isoliert wurde.

Die Rolle und vor allem die gesundheitliche Be-
deutung der Konzentration an Cholesterin im Blut
des Menschen ist nicht ganz unumstritten. Sicher
ist, dass es sich um einen lebensnotwendigen Stoff
handelt, den der Kdrper in einer Menge von 6-8 g
taglich selbst produziert. Bei fettarmer Ern&hrung
werden noch zusatzlich taglich 0,04-0,1 g aufge-
nommen, bei fettreicher Kost bis zu 1,4 g, und zwar
in Form des freien Cholesterins und seiner Ester.
Bei zu hoher Konzentration im Blut wird eine Ab-
lagerung in den Adern befiirchtet (Arteriosklerose),
so dass es zu einer erhéhten Infarktgefahr kommt.
Daher ist eine Cholesterinbestimmung im Blut von
grofRer medizinisch-diagnostischer Bedeutung.

Unser Versuch soll dazu beitragen, Lipidbestand-
teile im Blut zu identifizieren und eine halbquanti-
tative Abschdtzung des Gehaltes an freiem Choles-
terin zu ermdglichen. Aus der bekannten Konzen-
tration der Vergleichslésung (1 mg Cholesterin/ml
Aceton) und dem Chromatogramm der Blutprobe
werden die Cholesterinflecken beziiglich Flecken-
groRe und Intensitat miteinander verglichen.

Probenvorbereitung:

Zunéchst gibt man in das daflir vorgesehene 2 mi
Glaschen mit Hilfe der kalibrierten Tropfpipette 0,5
ml Aceton und verschlielt es bis zum Gebrauch.
Dann reinigt man mit einem Alkoholtupfer eine
Fingerkuppe des »Blutspenders« und driickt mit
dem Daumen die Kuppe hoch. Mit einer sterilen
Blutlanzette sticht man in die Kuppe. Durch mehr-
maliges Drlicken mit dem Daumen erhdlt man
schlieBlich einen ausreichend groRen Blutstropfen,
von dem mit der vorgesehenen Einmalpipette 25 pl
aufgesaugt werden (evtl. Gummihitchen benutzen).
Das Blut wird sofort in das vorbereitete Glaschen
mit Aceton gegeben, fest verschlossen und ge-
schittelt. Man lasst die Blutprobe absitzen und hélt
sie bis zum unmittelbaren Gebrauch gut verschlos-
sen. Die Uberstehende klare Lésung (Serum) enthalt
die Lipidbestandteile und dient spéater als Probe.

Vergleichslgsung:
Lésung von 1 mg Cholesterin in 1 ml Aceton.

Probe immer gut verschlossen halten!

Trennschicht:
Kieselgel-Fertigfolie POLYGRAM® SIL G/UVs,

Laufmittel:
Methylenchlorid-Toluol (5 : 2, v/v). Man mischt direkt in der
Trennkammer 7,5 ml Methylenchlorid mit 3 ml Toluol

Auftragevolumen:
0,5 ul (= halb geflllte Kapillare) Vergleichsldsung, unter-
schiedliche Probenvolumina (siehe Durchfiihrung)

Trennzeit:
Ca. 12 Minuten

Sichtbarmachung:
Molybdatophosphorsaure in Ethanol als Spriihreagenz

Durchfiihrung:
Auf der DC-Fertigfolie wahlt man die Einteilung fur 4
Startpunkte und tragt folgendermalien auf:

Startpunkt

1: 1x 1 pl der klaren Serumlésung
2; 2x 1 pl der klaren Serumldsung
3: 3x 1 pl der klaren Serumldsung
4: 0,5 ul der Vergleichslésung

Nach dem Trocknen der Schicht wird die Trennkammer mit
Laufmittel beschickt und die Folie hineingestellt. Nach
beendeter Trennung wird die Folie der Kammer entnommen
und die Laufmittelfront markiert. Man trocknet die Schicht
unter dem Abzug mit Hilfe eines HeiBluftfons und bespriiht
dann mit dem Molybdatophosphorséure-Spriihreagenz (ca. 5
ml in den Laborspriither einfillen). Die Schicht wird
trockengefént und danach weitere 3-4 Minuten im
HeiRluftstrom behandelt, bis die Substanzflecken erscheinen.
Die erscheinenden Zonen werden sofort mit einem weichen
Bleistift ~umrandet. Dabei ergibt sich  folgendes
Chromatogramm:

Laufmittelfront
o O O Cholesterinester
o O Triglyceride
o O O O Cholesterin
T T v v Startlinie
1 2 3 4
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Anmerkungen:

Als lipide Bestandteile enthalt Blut nicht nur Cho-
lesterin, sondern auch Triglyceride und Choleste-
rinester (siehe auch vorherigen Versuch).

Das Chromatogramm ist natlrlich individuell ver-
schieden. Bei der Auftragung von 1 ul des Blutse-
rums kann, z. B. wie vorstehende Abbildung zeigt,
die Konzentration der Triglyceride so gering sein,
dass sie nicht nachweisbar sind.

Aulerdem hangt die Konzentration der nachzuwei-
senden Substanzen vom Alter des »Blutspenders«
ab und vom momentanen Erndhrungszustand, also
ob er nichtern ist oder erst wenige Stunden zuvor
gegessen hat.

Nach Ruckrechnung aus Vergleichsfleck und Pro-
beflecken des freien Cholesterins kann der Experi-
mentator das Ergebnis noch verfeinern, indem er
das Auftragsvolumen an Blutserum weiter variiert
und den Versuch wiederholt. Da die Probe in dem
leicht flichtigen Aceton geldst ist, lassen sich mi-
helos auch 4 pul, 5 ul oder mehr Serumlésung auf-
tragen.

Rechenbeispiel fir den Gehalt an freiem Cholesterin in Blut:
Ublicherweise gibt man den Wert in mg Cholesterin pro 100
ml  Blut an. Zu bericksichtigen ist, dass der
Verdunnungsfaktor der 25 pl Blutlésung in 0,5 ml Aceton (=
500 pl) 500/25 also 20 betrug.

Angenommen, der Cholesterinfleck unserer 3 pl Serumlésung
zeigt die gleiche Intensitat und Grofe wie unsere 0,5 pl
Vergleichslosung der Konzentration 1 mg/ml, dann war die
Probe 1/6 der Konzentration der Vergleichslésung. Man erhalt
dann:

1 4 500 100 =333
6 25

In 100 ml Blut waren also 333 mg freies Cholesterin
enthalten.

Interessant ist zum Abschluss noch folgendes Rechenbeispiel
aus unserem Versuch: Welche Absolutmenge Cholesterin lasst
sich auf der Folie noch eindeutig nachweisen? Man erhalt so
einen guten Eindruck von der Empfindlichkeit des Verfahrens.
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Trennung von Analgetika (Schmerzlinde-
rungsmittel)

Analgetika sind Medikamente, die sehr hdufig An-
wendung finden. Zu den bekanntesten Wirkstoffen
zahlt die Acetylsalicylsaure, die sich seit tber 80
Jahren bewahrt hat. Wéhrend in der Bundesrepublik
Deutschland ca. 10 g/Kopf dieser Substanz jahrlich
verbraucht werden, sind es in England ca. 20 g und
in den USA sogar fast 60 g pro Kopf der Bevélke-
rung.

Da noch eine ganze Reihe anderer Wirkstoffe als
Analgetika eingesetzt werden, kann man die Ge-
samtmenge der produzierten Analgetika kaum ab-
schatzen. Bei dieser Gelegenheit geben wir zu be-
denken, dass einige Wirkstoffe wegen ihrer Ne-
benwirkungen nicht ungefahrlich sind. Viele
schmerzlindernde Préaparate enthalten auch hdaufig
noch Koffein.

In unserem Trennbeispiel haben wir aus dem riesi-
gen Angebot an Analgetika die beiden Handelspré-
parate Aspirin® und Thomapyrin® ausgesucht. Der
Nachweis der enthaltenen Wirkstoffe ist etwas
aufwendiger als Ublich, da es kein Spriihreagenz
gibt, das uns alle Komponenten gleichzeitig an-
zeigt. Es werden daher zwei Chromatogramme
parallel angefertigt.

Probenvorbereitung:

a) 1 Tablette Aspirin im Morser pulverisieren und
mit 8 ml Chloroform verriihren. Die entstandene
Suspension wird durch ein Faltenfilter MN 615
1/4 in ein Becherglas filtriert und mit weiteren 8
ml Chloroform nachgewaschen. Das klare Filt-
rat wird in das vorgesehene Probeflaschchen als
Aspirin-Probe  Oberfihrt. Der verbleibende
Rickstand wird verworfen.

b) 1 Tablette Thomapyrin wird im Mdrser zerklei-
nert, mit 5 ml 2-Propanol aufgeschlammt und
durch ein Faltenfilter in ein Becherglas filtriert.
Mit 5 ml 2-Propanol wird nachgewaschen und
das klare Filtrat als Thomapyrin-Probe in das
entsprechende Flaschchen Gberfiihrt.

Vergleichslgsungen:
Koffein, gel6st in Chloroform; alkoholische Lésung
von Paracetamol

Trennschicht:
Kieselgel Fertigfolie POLYGRAM® SIL G/UVs,

Laufmittel:

Chloroform-Eisessig-Essigsaureethylester (36 : 2,4
: 1, viv), hergestellt aus 18 ml Chloroform und 1,7
ml  Eisessig-Essigsaureethylester-Gemisch. Das

Aspirin® = Warenzeichen der Bayer AG, Leverku-
sen

Thomapyrin® = Warenzeichen der Boehringer Ingel-
heim, Deutschland

Volumen reicht aus, um 2 Trennkammern zu beschicken.

Auftragevolumen:
jeweils ca. 1 ul (= 1 gefiillte Kapillare)

Trennzeit:
etwa 15-18 Minuten

Sichtbarmachung:

Zum Nachweis von Acetylsalicylsdure und Paracetamol ver-
wendet man eine Mischung zweier Eisensalzlésungen (FeCls
bzw. Kj3[Fe(CN)¢]), die jeweils kurz vor der Anwendung
direkt im Laborspriher gemischt werden. Koffein wird mit
einem Spezialsprihreagenz sichtbar gemacht.

Durchfiihrung:
Zur Auftragung der Substanzen wahlt man die Einteilung fiir 4
Startpunkte auf der Schablone:

Startpunkt

1: 1 pl der Thomapyrin-Probe
2: 1l Paracetamol-Losung
3: 1 pl der Aspirin-Probe

4: 1 pl Koffein-Losung

Diese Auftragung nimmt man auf zwei DC-Folien parallel
vor. Um Verwechslungen zu vermeiden, kennzeichnet man sie
gleich zu Anfang am Kopfende als Folie 1 und 2. Danach
beschickt man zwei Trennkammern mit Laufmittel und stellt
jeweils eine der Fertigfolien hinein. Nach etwa 15-18 Minuten
sind die Trennungen beendet. Folien den Kammern
entnehmen, Laufmittelfront markieren und die Schicht
sorgféltig trockenfénen (Abzug!). Zur Sichtbarmachung der
Substanzen werden die Folien unterschiedlich behandelt.

Zunéchst wird Folie 1 hauchdiinn mit dem Spezialreagenz fiir
Koffein bespriht (Abzug!), kurz kalt gefént und nochmals
hauchdiinn bespriht. Nach kurzem Trocknen im Kaltluftstrom
werden die braunen Koffein-Flecken auf hellblauem Unter-
grund umrandet (Bleistift).

Die zweite Folie legt man etwa 5 Minuten in den
Trockenschrank bei 110 °C. In den sorgfaltig gereinigten
Sprither gibt man 3 ml der Kj[Fe(CN)g]-Losung und
anschlieBend 3 ml der FeCls-Losung  (auftretende
Ausfallungen sind zu vernachldssigen). Die zuvor erhitzte
Folie wird zunéchst leicht mit diesem Sprihreagenz durch-
feuchtet und kurz gefont. Die Substanzflecken von
Paracetamol (blau) und Acetylsalicylsdure (graubraun bis
violett) werden mit dem Bleistift umrandet (das Gbrig blei-
bende Spriihreagenz verwerfen).

Die erhaltenen Chromatogramme zeigen nachfolgende Ab-
bildungen.
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Folie 1

Coffein O O

Anmerkungen:

Waéhrend Aspirin (Startfleck 3) als Wirkstoff nur
Acetylsalicylsdure enthalt, besteht Thomapyrin
(Startfleck 1) aus Acetylsalicylsdure, Paracetamol
und Koffein (Kombinationspréparat). Beim Kof-
fein-Nachweis darf nicht heil3 gefont werden, weil
sonst die Fleckenfarbung sofort wieder verschwin-
det. Eventuell kann durch eine geringe Jod-Ad-
sorption auch bei Paracetamol und Acetylsalicyl-
séure eine leichte Gelbfarbung auftreten.

Beim Nachweis auf Folie 2 darf die Trocken-
schrankbehandlung nicht zu lange dauern, weil
sonst diffuse und rein blaue Flecken der Acetylsali-
cylséure erscheinen. Tritt eventuell noch ein weite-
rer kleiner Fleck vor der Acetylsalicylsdure auf, so
handelt es sich um Salicylsaure (Hydrolyseprodukt
bei alteren Proben). Wichtig bei diesem Nachweis
ist auch die Sauberkeit des Spriihers vor dem Ein-
flllen der Sprihreagenzien. Ist bereits eine blaue

Laufmittelfront

Folie 2
- Acetylsalicyl-
- saure
O O Paracetamol
Startlinie v Y T T
1 2 3 4

Farbe im Spriher erkennbar (Berliner Blau), so wird er zu-
néchst griindlich mit verdiinnter Natronlauge gereinigt. Bei zu
starkem Bespriihen farbt sich die ganze Folie kurze Zeit spater
blau. Nach langerer Zeit entsteht durch Reduktion von Fe®*
grundsatzlich »Berliner Blau« und damit ein blauer Unter-
grund. An dieser Stelle soll nochmals darauf hingewiesen
werden, dass Sprihreagenzien nur unter einem gut funktionie-
renden Abzug angewendet werden dirfen.

Steht eine UV-Lampe zur Verfligung, so kann die komplette
Trennung auf einer einzigen Folie bei kurzwelligem UV-Licht
(254 nm) beobachtet werden.

Interessant ist auch die Trennung in einem anderen Laufmittel
(Essigsaureethylester-Methanol = 98 : 2, v/v), wobei auch die
Reihenfolge der Substanzen nach der Trennung sich vom vor-
geschlagenen Versuch unterscheidet! (Trennschicht POLY-
GRAM® SIL G/UV,sy).
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Drogenanalyse am Beispiel der Chinarinde

Wie bereits erwéhnt, hat die Dunnschicht-Chroma-
tographie bei der Analyse von Stoffgemischen eine
sehr breite Anwendung gefunden. Auch fir die
Analyse von Drogen ist sie ein schnelles und in-
formatives Verfahren.

Im heutigen Sprachgebrauch werden unter dem
Begriff «Drogen« haufig die Rauschdrogen ver-
standen. Unter Drogen im eigentlichen Sinne ver-
steht man jedoch getrocknete Stoffe pflanzlichen
Ursprungs mit therapeutisch wirksamen Inhaltsstof-
fen. Sie finden direkt oder in Form ihrer Extrakte
Anwendung als Arzneimittel.

In unserem Beispiel handelt es sich um die Droge
Chinarinde (Cortex chinae succirubrae). lhre
Inhaltsstoffe sind bestimmte Alkaloide, die wir
zunéchst extrahieren und dann dinnschichtchro-
matographisch trennen. Alkaloide wiederum sind
eine Gruppe von stickstoffhaltigen, basischen Na-
turstoffen und stellen pharmakologisch hochwirk-
same Substanzen dar. Je nach Gehalt unterscheidet
man Haupt- und Nebenalkaloide. Man kennt etwa
35 Chinaalkaloide, darunter die 4 Hauptalkaloide
Chinin, Chinidin, Cinchonin und Cinchonidin.

Zu den pharmazeutisch wichtigsten gehdren Chinin
und Chinidin. Chinin ist ein Mittel gegen Malaria
und wirkt fiebersenkend. Chinidin hat eine ent-
spannende Wirkung und hilft bei Herzrhythmussto-
rungen.

Zur Sichtbarmachung der getrennten Substanzen
dient das Dragendorff-Reagenz in der Variante
nach Munier als allgemeiner Nachweis fir Alka-
loide.

Probenvorbereitung;

Ca. 1 g Chinarinde wird im Morser pulverisiert.
Das zerkleinerte Material gibt man in ein Becher-
glas und fugt ca. 1 ml 12,5%ige Ammoniakldsung
und 5 ml 2-Propanol zu. Unter gelegentlichem
Umrihren oder Schiitteln wird die Droge ca. 10
Minuten warm extrahiert (Wasserbad 50-60 °C).
Die Suspension wird ber ein Faltenfilter MN 615
1/4 filtriert, mit 2 ml 2-Propanol nachgewaschen
und anschliefend in das vorgesehene Probegla-
schen Uberfuhrt. Das anfangs klare, rot-braune
Filtrat kann spater Ausfallungen zeigen, die das
Trennergebnis jedoch nicht beeinflussen.

Vergleichsldsung:
Chinin geldst in Ethanol

Trennschicht;
Kieselgel Fertigfolie POLYGRAM® SIL G/UV.s4

Laufmittel:
Toluol-Diethylether-Diethylamin (55 : 35 : 10, v/v)

Auftragevolumen:
Je nach Probe 0,5-2 pl

Trennzeit;
2 x 10 Minuten mit Zwischentrocknung

Sichtbarmachung;

Dragendorff-Reagenz nach Munier, das im wesentlichen
basisches Wismutnitrat, Weinsaure und Kaliumjodid enthalt.
Geringe Ausfallungen sind ohne Bedeutung.

Durchfiihrung:
Auf der Schablone wéhlt man die Einteilung fur 3 Startpunkte
und tragt wie folgt auf;

Startpunkt

1: 1 pl des Extraktes

2: 0,5 pl Chinin-Lésung
3: 2 ul des Extraktes

Dabei sollte man durch portionsweises Auftragen die
Startflecken  moglichst  klein  und kompakt halten.
AnschlieRend wird die Trennkammer mit frischem Laufmittel
beschickt, indem man 9 ml des Toluol-Diethylether-
Gemisches (55 ; 35, v/vV) und 1 ml Diethylamin
zusammengibt.

Die getrocknete DC-Folie wird in die Kammer gestellt, 10
Minuten entwickelt und der Kammer entnommen. Man
markiert die Laufmittelfront, font die Schicht trocken und
entwickelt nochmals 10 Minuten im gleichen Laufmittel.
Nachdem das Laufmittel verdampft ist (mit F6n nachhelfen),
legt man die Folie auf Filtrierpapier, bespriht kurz mit
Dragendorff-Reagenz (im Abzug), font trocken und bespriiht
nochmals hauchdiinn. Es erscheinen orangefarbene Zonen auf
hellgelbem Untergrund, die mit einem Bleistift umrandet
werden.

Man erhélt folgendes Chromatogramm;

Laufmittelfront

% O

[ ]

®
Cinchonin O O

L) o}

Chinidin/Cinchonidin O O
Chinin o (O O

Startlinie v
1 2 3
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Anmerkungen;

Die groften Substanzflecken gehdéren zu den
Hauptalkaloiden, wobei Chinidin und Cinchonidin
nicht voneinander getrennt werden. Die kleineren
Flecken sind den zahlreichen Nebenalkaloiden
zuzuordnen. Substanzen mit Eigenfarbe (rotbraun)
wie z. B. Harze, verbleiben am Start.

Die Extraktion der Chinarinde kann auch mit Chlo-
roform bei Raumtemperatur durchgefihrt werden.

Im Gegensatz zum alkoholischen Extrakt erhdlt man ein
farbloses Filtrat. Steht eine UV-Lampe zur Verfiigung (254
nm), so kann die Trennung auch ohne die Verwendung eines
Spriihreagenzes erkannt werden.

Aus dem vorhandenen Chemikalien-Set kann auch ein anderes
Laufmittel ausprobiert werden: Chloroform-Diethylamin (9 :
1, v/v). Der Nachweis mit dem Spriihreagenz kann bereits
nach einer Einmal-Entwicklung vorgenommen werden.
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Wenn Sie sich fiir andere MN Produkte interessieren, fordern Sie unsere Firmenschriften an:
Schnellteste: - pH- und Indikatorpapiere

- VISOCOLOR® Schnellteste zur Wasseruntersuchung

- NANOCOLOR® photometrische Wasseranalysen
Chromatographie-Gesamtkatalog
Filtrierpapiere und Filtermembranen
Medi-Test Medizinisch-Diagnostische Testpapiere
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