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1.1

EINLEITUNG

Vorwort

Die synthetischen und die natiirlichen organischen Stoffe aind in der
Regel Gemische und es ist die Aufgebe der Analytik, die einzelnen Kom-
ponenten qualitativ und quantitativ zu besatimmen. Sofern elne selektivs
Analysanmethode zur Verfilgung steht, ist es mbglich, sine beliebige
Komponenta direkt in einsm Gemigch zu bestimmen. Ist diea nicht der
Fall, so kann man versuchen, dle zu bestimmende Komponente zuerst zu
trsonen und die Bestimmung srat angchliessend auszufiihren. Nebst den
sltbekannten Trennverfahren wile Déstillation. Kristallisation und Ex=
traktion haben sich in den letzten Jahrzehnten die chromatogrsphischen
Trennmethoden eine wichtige Stellung in der Analytik erobert. Die eilne
dieser Msthoden, die Dltmschichtchromatogrephie, varbliifft durch lhre
Einfachheit und Wirksamkeit. Sie hat in den letzten 10-15 Jahren den
Zugang zu fast allen chemlschen Laboratorien gefunden. In diessr Arbeit
splelt dle Dinnschichtchromatographle eine zentrale Rolle., Wir ver-
suchten, die Methode besser zu beherrschen, neue Techniken einzufithren
und damit die Anwendungsmoglichkeiten zu erweitermn. Das Gewlchi llegt
auf der methodologlachen Selte; die wichtigsten Kapltel sind mit Kon-
kreten Anwendungsbelspielen erginzt.



1.2 Geschichtliche Entwlcoklung

Das (rumndprinzip der Dinnschichtchromatographie wurde bereits 1938 von
IZMAIIOV und SCHRAIBER /1/ beschrieben. Sie trennten pharmazeutieche
Tinkturen euf losen Kieselgel- und Aluminiumoxyd-Schichten, doch fand
die Arbeit keine Beachtung. Erst viele Jahre spiter haben mehrere Auto-
ren dauf die Arbeit von IZMAILOV und SCHRAIBER zurlUckgegriffen, wle z.B.
MEINHARD und HALL /27, MILLER und KIRCHNER /3/, KIRCENER, MILLER und
KELLER /47, KIRCHNER und RICE /5/. Sie trenntsn hauptsschlich fettlés-
liche Verbindungen, doch aunch diese Arbeiten blieben wenig beechtet.
Brst nach den grundlegenden Arbelten von STAHL /8-127 in den Jahren
19%6-61 wurde diese Trennmethode zum Allgemeingut. Er hat n¥mlich ge-
gignete Gerdte konstrulert, die Methode stenderdizsiert und, was noch
wichtiger iet, deren universelle Verwendbarkeit erkennt. 1962 erschienen
die ersten Monographien /13, 147 welche hauptskchlich den praktisch
orientierten Chemiker ansprechen., Die Entwicklung ist auch wihrend der
letzten 10 Jahre . nicht stehen geblieben. Die Appereturen wurden ver-
beeeert, neue Sorptionsmittel entwickelt, Gradient-Schichten eingefiihrt,
febrikmsseig hergestellte Platten und Folien in den Handel gebracht. Die
anfinglieh nur flr qualitative Zwecke eingefiihrte Methode wurde vermehrt
euch filr quantitetive Bestimmngen verwendet. Es wurden neuartige ferdte
konstrulert, welche die "in situ"-Bestimmung der Komponenten euf der
Schicht erlsuben. Eine gute Zusammenfeseung der letzten Portechritte
gaben DE ZEEUW und BOLLIGER /15/.



1.3
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Zialsetzungen

Mit unserer Arbeit verfolgten wir folgende Zlele:
Auaarbeitung von Priifmethodan zur besseren Kenntnis der angebotenen
Schichtmaterialien und der fabrikméssig hargestelltan Fertigplatten

Einflihrung von Standard-Fllessmitteln zwacks Ratlonalisierung bel
der Optimierung von Tremnbedingungen

Einfache und rasche Erkennung ven chromatographischen Artefakten

Friifung der bestehenden DC-IR und DC-MS Mikrotransfer Techniken.
Entwicklung ven neuen Mikrotransfer Techniken

Verbesserungen bei der praparativen Schichtehromatographie
(Iokalisierung mit Leitsubstanzen, Reinigung der isolierten Komponenten)

Verbesserungen bel der quantitativen Dinnsd¢hichtchromatographie
(Erhdhung der Genauigkelt, Reduzierung dea Zeitaufwandes).
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2.1.2

ALLGEMEINE DUENNSCHICHTCHROMATOGRAPHISCHE PROBLEME

Verglelch von selbsthergesteliten mit k#uflichen DC-Schichten

Problemstellung
Wir haben bereits im Jahre 1969 die damals erhdltlichen Fertigplatten und

Folien mit unseren selbsthergestellten DC-Schichten verglichen. In den
letzten Jahren steigerte sich das Sortiment der kduflichen Schichten, so-
dass wir 1972 die Testversuche wiederholen mussten. Wir stellten uns dabei
die Frage, inwiewelt die selbsthergestellten Schichten mit k#uflichen er-

satzt werden konnen,

Bezelchnung der untersuchten Schichten
Die Untersuchung beschriinkte sich auf 19 verschiedene Xieselgelscnichten

voti 20 x 20 em Standardformat. Drei daven wurden von uns selber hergestellt
und 16 sind kdufliche Platten bzw. Follen. Die Tabelle 1 enthdli Angaben
uber die selbsthergestellten Schichten, wihrend in Tabelle 2 die genaue
Bezeichnung, Herstellerfirma, Schichtdicke und Tragermaterial der kisuf-
lichen Schichten aufgefiihrt sind.

Tab. 1
Selbsthergestellte Sechichten

Sorptionsmittel
Rr. Bezeichnung Hereteller
Kieselgel GHR/UVéS“ Macherey, Nagel & Co.
2 | Kleselgel GF25u Merck
Kieselgel GF Woelm




Tab, 2
Keufliche Schichten
Herateller- Sohightdicke Prliger-
Nr. Bezelchnung in u
Firma materiel
{Werkangabe)
Fertigplette K'gel DF-B Camag 250 Glas
5 | Fertigplette . Macherey, 250 "
SIL_G-ES/UVéS“ Nagel & Co.
Polie Felygram SILFGAJVES# n 250 Felyester
Folie Polygram n 200 "
SIL-N-I-IR/UVE:_)Q
Pertigplette K'gel 60 P25'3 Merck 250 Glas
Fertigplatte K'gel " 250 "
sehnellsufend F254
r
10 | Folle K'gel Fpp " 250 Polyester
11 | Alufolle K'gel 60 1=‘2513 n " 250 Aluminium
12 | Pertigplatte K'gel F‘254 Woelm 250 - Glas
13 | Fertigplatte Rapild " 1 250 "
L)
K'gel Py
14 | Fertigplatte K'gel Sohleichen & 250 "
G 1500/1325& Sehiill
15 Folie K'gel F 1500/13254 " 200 Polyester
16 | Alufelie K'gel SIF Riedel de HHen 200 Aluminium
17 | Folie Chromagram Eastman 100 Polyester
S51licagel UV254
118 ] Fertigplatte K'gel HP2513 Antec - Olas
T n - L
19 | Pertigplstte K'gel SLésk

2.1.5 Experimentelles
Alle kontrellierbaren Perameter wurden strikte konstant gehalten (= gleiche

Aktivierung, gleiche Probelisungen, gleiche eufgetragene Mengen, gleiche
Trennstrecken, gleicher Kammertyp). Ausserdem wurden die Arbelten in einem
klimatisierten Raum susgefiihrt {t = 220; rel. Luftfeuchtigkeit = 55 #}.

Zur Priifung der Trenneigenscheften verwendeten wir felgende willkiirlich
ausgewdhlten Substanzgemische (Tab.3) eus verschiedenen Polaritétsbereichens



Tab. 3

Zur Priifung von Kieselgelschichten verwendete Substanzgemische

Nr.

ZusammenseLzung

Fliessmittel

Lipophiles Farbstoffgemlsch, bestehend aus Je
50 mg Sudanschwarz (2 Komp), Artisilblau 2 RF,
Sudangelb, Ceresviolett (3 Komp), Fettorange,
Fettrot 7 B in 10 ml Toluol

Benzol

Synthetisches Gemlsch von 10 Triazin-Herbiziden
(Je 10 mg in 10 ml Aceton). Es handelt sich um
substitulertie symmTriazin-Verbindungen, wobel
Rl = (1, OC]'I}. SCi{j; R2 bzw. Fl5 = NHC2H5,

NH . Cjﬁ?, NHCI;HQ

Toluel-Aceton (B5+15)

Synthetisches Gemisch von & hydrophilen Wirk-
substanzen sus verschiedensten Substanzilassen

(Je 10 mg in 10 ml Methanol-Wasser = 141}

Chloreform-Aceton-
Eisessig (70+20+10}

Synthetisches Oemisch von & verschiedenen tetra-
substituierten 4,4'-Bls-(Triazinylamino)-
stilben-2,2'-disulfosdure-Derivaten, Je 10 mg

in 10 ml Aceton-Wasser =7 + 3

Butanol-konz .Ammoniak
(85+15)




2.1.4 Besprechung der geprilften Eigenschaften
Wir haben folgends Eigenschaften der Kleselgelschichien gepriift:
£} Tremnelgenschaften
b} Verhalten gegenliber Sprilhreagenzien
o) Stelggeschwindigksit
d)} Regelmissigkelt der Schichtdicke

a} Trenmneigenschaften
Die drel selbsthergestellten Schichten Nr. 1-3 sind sehr #hnlich und

zelgen etws glelch gute Trennungen. Dle kiduflichen Schichten haben etwas
schlechter ebgeschnitten, denn einige davon konnten nicht alle Komponenten
der Testgemische tremnen. Dareus darf man Jjedoch nicht die Folgerung zlehen,
dags kbBufliche Schichten schlechter sind sls dle selbsthergestellten, denn
in den erwahnten Beispielen wurde das Fliessmittel jeweils an dle selbstherge-
gtellten Schichten angspasst. Nimmt man sich nachher die Mihe und wieder-
holt dis Optimierung suf k#uflicher Schicht, so wird es In der Regel mig-
lich, die gewlinschte Trennung mit sinem neuen Fliessmittel zu erreichen.
Ein konkretes Beisplel wird in Fig. 1 pridsentiert.



Fig. 1

Uebertragung einer Trennung von selbsthergestellter suf kdufliche Schici'lt
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s} Ursprilngliches Chromatogramm, suf
selbsthergeatelltem Kieaelgel G Merck,
Fliessmittel: Benzocl-konz. Ammoniak
(85+15)

b) Schlechtes Chromatogranm suf k¥uflicher
Schicht (MN-Polygram Folle, SIL-N-HR/
UV 254), mit dem gleichen Fliessmititel

wie &)

¢) Verbessertes Chromatogramn auf gleicher
kiduflicher Schicht wie b), Jedoch mit
einem neuen Fliessmittel = Aceton-

Benzol-Disethanolamin-Wasser {90+25+1+9}
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b) Verhalten gegenliber Sprilhreagenzien und UV-Licht

Die selbsthergestellten, rein anorganischen Kieselgelschichten sind gegen
die Einwirkung von egressiven Sprﬁhﬁeagenzien und auch von htherer Tem-
peratur unempfindlich. Einige kZufliche Schichten hingegen sind empfindlich,
well sie organische Bindemittel enthalten (z.B. Stdrke). Auch das Trager-
material oder vom Verpackungematerial aufgenommene Substanzen ktnnen zu
unerwilnschter Verfarbung fithren. Deshalb haben wir untersucht, wie sich
die kduflichen Schichten gegeniiber bekannten Sprihreagenzien verhalten.
Auch die Moglicnkeit des Nechwelses unter kurz- und langwelligem UV-Licht
wurde berlicksichtigt. Tabelle 4 enthdlt die gepriiften Nachweismidglich-
keiten und des entsprechende Verhalien der kiuflichen Schichten. Es wurden
3 verschiedene Noten erteilt:

+ = pglelch put wis rein anorganische Schicht, praktisch keine

Yerfiarbung

x = schlechter als rein anorganische Schichi, aber noch brauchbar.
Oie merkbare Verfdrbung dlirfte zu unglinstigeren Nachwelagrenzen
fithren

- = unbrauchbar, sehr sterke Verfarbung.

Nur die Schichtan 4 und 5 sind gleich gut wie die rein anorganischen. Die
Schichten 8, 12, 13, 18 und 19 haben nur mit Je einer Nachweismethode etwes
schlechtere Resultate gezelgt. Schicht 17 hingegen war in 5 Fidllen unbrauch-

bar. Ple Ergebnisse sind erfreulicherwelse glinstiger ausgefallen als vor

drei Jahren.

Tab. 4

Verhalten gegeniibep Sprifhreagenzien bzw. UV-Licht

Schight-Nr.
Nachwalsmethod
: wa = 1 2 3 4 5 6 7 6 01011 12 13 14 15 16 17 18 19

Konz. Schwefaladure/140°C [+ + + + + 4+ + + + + X + + + 4 - - + +
Chromschwefelsiurs /AT LI B IR I I N U T T R T T S S N
Phoaphomolybdﬁnahme/laoc’c LI T T R I R T N SR
Silbarnitrat/UVaey + 0+ +F 4+ F X X X X + + 4+ X + o+ 4+
Berlinerblsu Reaktion + 0+ + + X X + + + + X X + + + + + o+
Chlor-KJ-Stidrke + + + + + + X + - - 4+ + + - - X ~ X X
Diazotierung + Kupplung + 0+ + 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+
Jod~-Dampf + + + A+ o+ o+ A A+ o+ -+ 4+
Ustu + + + + + + 4+ + 4+ + + o+ o+ + o+ 4+ + o+
Uv366 + + + + + = = F+ + - o+ o+ o+ - o+ - o+ o+
Anzehl Noten x pro Schicht|d © 0 © © 1 2 1 1 } 2 » 1 0 © 2 1 11
Anzahl Noten - pro Schicht|C © O ¢ 119012 - 09012 5 ©
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¢) Bteiggeschwindigkeit des Flisssmittels

Ole Laufzeiten wurden -fiivr eine totale Stelighdhe von 14 com gemessen {12+2)

und die gepriiften Schichten zelgen bedeutende Unterschiede. Am schnell-

sten sind die Schichten Nr. 17, 11 und 16. Das Verhilinls der Chromato-

graphie-Dauer ven der schnellsten zur langsamsten Schicht betridgt bel

gleichbleibendem Fliessmittel cs. 1:5. Eine vergleichende Uebersicht ilber

die genauen Laufzeiten gibt die Tabelle 5.

Tab. 5

Laufzelten fiir 14 cm Steighdhe

Flieggmitiel
Schicht- Butanol-konz. Chloroform-Ace-
Nr. Benzol Toluol-Aceton |Ammoniak ton-Elsessig
{85+15) (85+15) {704+20+10)
1 32 30 1% 65
2 44 40 165 55
3 57 55 200 Bs
4 61 50 1Bo =
5 58 62 215 75
6 48 35 240 70
ki 41 33 200 60
8 57 48 185 80
9 44 36 190 55
10 69 55 300 B
1 9 70 375 130
12 34 30 160 45
13 20 21 90 >0
14 38 30 155 50
15 62 50 270 8o
16 80. ™ 345 105
17 128 99 320 145
18 ) 4o 190 65
19 37 35 125 50
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d} Schichtdicke

Die Schichtdicke Jeder Platte wurde an 25 varschiedenen $Stellen gemessen.
Zur Messung verwendeten wir einen aus der Lackindustrie bekannten Trocken-
film-Dickemesser der Fa. Erichsen/Hemer, Sundwig/Westf., BRD. Die Mess-~
werte zelgen, dass die k@uflichen Schichten nieht regelmissiger eind sls
die selbathergestellten. Die Resultate sind in Tebelle 6 zusammengefasat.

Tab. 6

Schichtdicke

B it IR e

— lp=2) - (n = 25)

1 260 55 toag
2 230 40 t 5g
> a6 ' 50 + 5%
# a1 65 + 7%
> 269 125 t17 %
6 248 % ' ru%
7 183 70 +10%
8 2i5 50 : 6%
? 249 (= 9%
10 < 302 50 £ o4y
1 260 % £ 3%
12 a1 60 + 8¢
B 250 125 16 %
14 292 60 teg
15 20 4o LR
16 172 40 t 5g
17 111 ho t10¢
18 339 150 11 %
19 en 9% tug
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Fliessmittel Normierung

2.2.1 Ausgangslage

Ple Fliessmittelwahl erfolgt heute noch immer empirisch und sus diesem
Grund wird der Dinnschichtchromatographie vofv vielen Selten vorgeworfen,
sle sel elne unwissenschaftliche Problertechnik. Es stimmt tatsiehlich,
dass bis Jetzt noch nlemand in der Iage ist, anhand theoretischer Kennt-
nisse die Trennbedingungen von zwel dhnlichen Verbindungen (z.B. Isomeren,
Homologen) sicher vorauszussgen. Grundlegende theoretische Arbeiten von
SNYDER /1/, OIDDINGS /27 haben zwsr wichtige Erkenntnisse iber die
Weehselwirkung zwischen Sorptionsmittel /Fliessmittel/Substanz gebracht,
sher dlese sind nicht in einfachen Regeln zusemmenfsssbar und helfen bei
der Fliessmittelwahl nicht welter.

Nur Bei der Trennung zweier ganz verschiedener Verbindungen sind grobe
Vorsussagen mdglich, ndmlich anhand der Kemntnis der sogenannten
"eluotrope Reihe" der Lisungsmittel nach TRAPPER /37, WREN /47, STRAIN /5/,
SNYDER /1/, oder der Zuordnung der organischen Verdindungen nach ihren
Adsorptionselgenschaften von BROCKMANN und VOLPES /B/.

Eine wichtigs Hilfe 1in der Fliessmittelwahl sind die DC-Moncgraphlen von
STAHL /77, RANDERATH /87, BOBRIT /97, TRUTER 10/, KIRCHMER /11/, welche
dis Trennbedingungen nach Substanzklassen gsordnet katalogisierén. Die
darin befindlichen Fliessmittel-Angsben werden meistens nur als Ausgang
zur Qptimisrung neusr Kombinatilonen verwendet. Jéder chromstographlsch
tdtige Praktiker hst selne eigene Suchmethode entwlckelt und dies filhrte
zu einer wenhlg erfreulichen, undurchschaubaren Situation. Eine Anzahl von
es. 50 verschiedenen Losungsmitteln wurden zu uniiberschaubar vielen Kom-
binationen verwendet. Im Falle von Kleselgel, dem meist benttzten DC-
Sorptionsmittel, bestehen die Fliessmittel melstens aus 2-4 Komponenten,

sgsltener sus > 4 oder 1.
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2.2.2 Normierungsversuch

Wir analyslerten die Situation Im eigenen Labor. Aus 3'160 verschiedenen
DC-Vorschrifien verwendeten wir in 2'860 Fallen (» 90 %) Kieselgel als
Sorptionsmittel. Gemass diesen 2'B6O Vorschriften verwendeten wir 4G
verschiedene Fliessmittel. Das bedeutet, dass jedes Fliessmittel durch-
schnittlich & mal eingesetzt wurde. Dile Vertellung war sehr unregelmissig,
denn wahrend einlge wenige Fliesamittel zwischen 60 bis 300 mal verwendet
wurden, konnten 252 verschiedene Fliessmittel nur je 1 mal und 82 Flless-
mittel nur Je 2 mal eingesetzt werden.

Wir versuchten aus den 499 verschledenen Fliessmitteln eine beschrankte
Anzahl von mur 12 auszuwshlen. Mit Hilfe dieser Standardfliessmittel
s0llte es moglich sein, einen grossen Antell der zukiinftigen Trennprobleme
zu ldsen. Die Auswahl (vergl. Tab. 7) fiihrten wir nach folgenden Kriterien

aus:

es sollen die am hiufigsten vorkommenden Fliessmittel gewidhlt werden

- die Fliessmittel sollen max. 3 Komponenten enthzlten. (Wegen der Re-
produzierbarkelt empfiehlt GEISS 132] einkomponentige Fliessmittel zu

verwenden. Anderselts zeigen mehrkomponentige Fliessmittel dfters bessere
Selektivitidt. )

-~ auf das haufig beniitzie Benzol soll aus hygilenischen und auf chlorierte

Kohlenwasserstoffe aus oekologischen Grinden verzichtet werden

- die Standardfliessmittel sollen das ganze Gebiet von apolar bis stark
polar iiberdecken, da Proben asus verschiedensten Substanzklassen zu er-

warten sind.
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Tab. 7
Liste der vorgeschlagensn DC-Standardfliassmittel flir Kiesglgel
Nr. Zusammensetzung
1 n-Hexan
2 " -Essigester (9545}
3 " " (90+10)
4 " " (70+20)
5 " " (50+50)
6 ! " {30+70)
7 Toluol-Essigshure  (90+10)
8 " " (70430)
9 Essigester-Pyridin-Wasser (T0+425+20)
10 Toluol-Essigsaure-Wasser {50450+5)
11 Essigester-Essigsgure-Wasser{60+204+20)
12 n-Butanol-konz. Ammonisk (B5+15)

2.2.3 Erste Erfahrungen mit den Stendardfliessmitteln
Wahrend einer Periode von 6 Mohaten haben wir bei jedem neuen Trennproblem
zuerst die Standardfliessmittel verwendet. Yon 207 Fillen bewdhrte sich in
128 Fgllen das Standardsystem, wss einer Erfolgsrate von 62 % entspricht.
Wir wollen nicht behaupten, dass die vorgeschlagenasn Standardfliessmittel

such in Jedem &nderen Labor zur gleichen Erfolgsrata filhren. Aber such
anderswo wirde es sich lohnen, in shnlicher Weise vorzugehen und eine Liste
von Standardfliessmitteln flir die jewelils vorkommenden Substanzklassen zu-

sammenzustellen.
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Erkennung von chromatogrephiechen Artefakten

Probiemstellung
In der Regel entepricht jeder DC-Fleck einer tateidchlich vorhandenen

Komponents in der Probe. Es kommt jedoch &b und zu vor, daes sich die
Probe entweder in der Ldsung oder anschliegsend auf der Trennschicht
zeraetzt (z.B. wegen Oxydation, Hydrolyss, Reaktion mit Lssungsmittel-
bzw. Fliessmittel-Komponenten, ste.). Dadurch entstehen zusdtzliche
DC-Flecken, welohe keinsr reallen Komponenta enteprechen. Solcha chro-
metographlachen Artefakis gind nicht ohne wsiteres erksnnbar. Im fol-
genden wird gezeigt, wis man solchs Artefekte mit stwes zuedtzlichem
Aufwand festetellen kann.

Zersstzung der Probe in der Ldsung
Eine Zersetzung in der losung lései sich am einfachsten erkemmen, wenn

man eine ganz frische und eine alte Proheldsung nebensinander euftrigt
und chromatographiert. Fells des der alten Lisung enteprechende Chroma-
togramm zusdtzliche IC-Flecken eufwsist, 2o eind disse auf elne Zer-
getzung der Probe zurlickzufiihren. Bei der Untersuchung von mehrersn
hurdert Forschungspriperaten aus verschiedensten Stoffklaseen stellten
wir in mehr sls 10 % der Fille sine merkbare Zersetzung bei Probeld-
sungen fest, die man nur wenige Stunden beil Raumtemperatur hatie etehen
lessen.

Dis Stabilitit der Probe let jedoch nicht nur vom Alter der Ldsungen,
sondertt such von der Art des Jewells verwendeten Ldsungsmittels ab-
héingig. Auch der Reinheitsgrad des [dsungsmittels kann bestimmend eein,
z.B. der Peroxid-Cehalt von Aether oder Dioxan, der Phosgen- oder Aethe-
nol-Gehelt von Chloroform, der Wssser-Gehalt von Aethanol, etc. Man
kann zushtzliche Informationen gewinnen, indem man dis Probe in verschie-
denen Losungsmitteln 1dst und diese nebeneinander chromatographiert.
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Beiepiel
Als Belsplel von einer Zersetzung in dsr Ldsung soll die DC-Reinheits-
priifung einss Forechungspridparstes der Fa. Ciba-Geigy AG diensn.

|
Chemicche Struktur: I‘IEN-@-COT-@MO-@-NHE

©

Das Priéparat wurde in Acston-Ameisensiure (99+1) geldet und suf Kieeel-
gel-G-Schicht chromatographiert. Mit dem Flisasmittel Toluol-Essigester-
Methanol {5045045) erhielten wir 3 gleich starke DC-Flecken (vergl.

Fig. 2). Wir schenkten diesem ersten Befund keinen Glauben und wieder-
holten das Chromatogramm mit ganz frischer Ldsung. Das Resultst war
esindeutig: die frische Ldsung zeigte praktisch nur einen IC-Fleck,
wihrend die slie Lisung wieder 3 Flecken zeigte.

414784
Fig. 2 )
Komparstive DC-Priifung eines Forschungt-
prEparates mit frischer und alter Probe-
ol o . lisung.

Legende :
1. Alte Probeldsung (5 h bei Raumtemperatur}
2. Ganz frische Probeldsung

QQO -
Q00 o
000 s
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2.5.3 Zereetzung der Prebe euf der Trennschicht
Zereetzungen sul der 3chicht kinnen mit dsr bekannten Diagonal-Technik,
oder noch besser mit dem neu entwlokelten DC-DC-Trockentransfer nach-

gewleeen werden.

Diagonal-Technik
Die ecgenannte Diagonal-Technik 16t cehon von der Faplerehromatographie

her bekannt und wurde von BRENNER et sl. /13/ und HAIS und MACEK /147
besehrisben. Mit Disgonal-Technik bezelchnet man die eufeinanderfolgende
chromatographische Trennung sines Subetanzgemisches mit dsmaelben Fliess-
mittel in beiden Richtungen. In folgender Flgur wird das Prinzip dieser
slsganten Methods schesmatlech dargestellt.

Flg. >
Prinzip der Diagonal-Technik
— 0
FRON T_I ______ J,_ _
. |
%= @ §
|
. l “
i lxy
1 I
@ A &4 |
. I
x 3 I
1
Chromatographische Wanderung Nach milder Zuulschentgoclmung
in Richtung I wird die Plstte um 90 gsdreht

und in Riehtung II chromatographiert

Fglls sich die Probe wilirend der chromategraphischen Tremnung nicht
zersetzt, so0 sollten sich die DC-Fleseken am Ends des II. Laufss eufl
einer imaginéren Diagenale befinden, welche den Startpunkt mit dem
Sehnittpunkt beider Lisungsmlttelfronten verbindet.
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Befindet eich hingegen eine kompakte Zone susserhalb der Disgonale,

@0 bedeutet das eine Zersetzung der Probe suf der Sechicht, noch vor
Beginn der chromatographischen Wanderung. Eine "Schwanzbildung" auseer-
halb der Diagcnale zeigt oine Zersetzung wihrend der chromstographischen
Wanderung an.

Die Disgonal-Technik gibt hauptefchllieh dann klare Resultate, wenn das
Fliepsmittel =us epolaren und flichtigen Ldsungemltteln zusammengestellt
igt., Chromatographiert man Jedooh mit nicht fifichtigem, polare Komponsn-
ten enthaltendem Fliessmittel, wie z.B. Butanol, Eseigs¥ure, Pyridin,
Wasser, ete., dann werden dle chromatograpnischen Bedingungen vom zwelten
Lauf verschieden sein, denn nech milder Zwischentrocknung konnen die L&~
pungsmittelreste nicht volletiindig entfernt werden. Eine scharfe Trocknung
kommt anderseits sus Qrinden der miglichen Zereetzlichkeit der Prabe nicht
in Frege. Im besten Fzll ist die Dizsgonale keine Gerade, sondern ein Bogen.
Abar manchmal £ind die Zonen sterk verformt, £o dase die Chromatogramme
keine gichere Aussage iiber die eventuelle Zersetzung der Probe ermdglichen.

DC-DC-Trockentransfer

Die Zersetzung der Probe euf der Schicht kann am einfacheten mit der
von SZEKELY /157 beschrisbenen DC-DC~Trockentransfer-Technik nachgewie-
gen werden. Dazu breucht man zwei DC-Platten und es wird auf folgende

Welse vorgegangen: Die Probe wird suf eine ereste DC-Platte chromatogra-
prert, und die Zonen werden zerstdrungsfrei lockalisiert, 2.B. durch Fluor-
eszenzlidschung, Elgenflucreszenz cder Eigenfiarbung. Auf elner zweiten,
frischen Platte wird am Start, es. 1,5 cm vom unteren Plattenrand ent-
fernt, eine Fldghe von 3 x 3 bie 5 x 5 mm Schiecht weggekratzt. Der
Hauptfleck wird aus der sben trocken gewordenen Schieht der ersten Platte
hereusgeschabt, in die schichtfreie Stelle der zweiten Platte iiberfihrt

und mit einem Spatel angedriickt (vergl. Fig. 4). Dann wird diese zweite
Piatte mit dem gleichen Fliessmittel wis die erste Platte chromatographiert.
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Fig. 4:
Schsmatische Darstellung des DC-DC Trockentransfer

i PLATTE 2. PLarre

Q
o
Q
x ta, 34D Loy 5 A5 rmmn

Schichd juie  (telle

S elan ek

Mit dieser Technik haben wir bereits viels humndert DC-Vorschriften
{iberpriift und dabei mehrere Zersetzungen diagnostizisrt. Wenn die
transfarierte Hauptzone auf der zweiten DC-Platte nur einen sinzigen
Fleck zelgt, so 1ot die Vorschrift in Ordmung und die Habenflecken dsr
ersten Platte kinnen els echte Verunrelnigungen betrechtet werden.
Fells Jedoch nebst der transferierten Hauptzone noch Nebenzonen fest-
stellbar sind, so ist die Vorschrift mangelhaft. Die Probe hat sich
auf der Schicht zsrsstzt und folglich miissen weitere Trennbedingungen
gesucht werden (vergl. Fig. 5).



Fig. 5: .
Nachwels evtl. Zersetzung der Probe mitiels DC-IC Trockentransfer

A4 PLATIE 1. PLATTE 4. PLATTE
' FaLL a.} FaLe 6.)

| £

KEINE EZERSETRZUNG
ZERSETIUNG

Des Ausfilllen der Startstelle mit dem ausgekratzien,losen Schichtima-
terial (= Hauptzone aus erater DC-Platte) verursachte nach unseren
Erfahrungen weder Rf-Wert-Verschlebungen noch sonatipe Schwierigkeiten.

Gegenliber der zweldimensionalen Diagonal-Technlk bietet der Trocken-
transfer folpende Vortielle:

- er izt mit allen miglichen Fllessmitteln ausfihrbar; auch achwer
flllehtige, polare Lésungsmittel atiren nicht,

- er bietet die Moglichkalt, mehrere Proben auf derselben Platte zu
untersuchen.
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Zucrdnung ven chromategrephischen Zonen

Da beil der DC-Reinhwiteprifung manchmal ein sinzigee System nicht
elle Verunreinigungen ebtrennt, werden die Froben coft mit zwel ver-
schiedenen Fllesemltteln chromatogrephiert, Dabel kinnen Rf-Wert-
Invsrsionen elntreten und es stellt sich die Frage, welche Zone dee
einsn Chromatogrammes mit walcher Zone des anderen Ubereinstimmt.
Bekannte Kompohenten kinnen gwar durch Mitchromatogrephisren von
suthentischen Vergleichl;aubetanzsn zugeordnst werden. Stehan jedoch
solche Priiparate nicht 'zur Verfigung, oder handelt ¢5 sich um Kompo-
nenten mit unbekannteér chemischer Struktur, se¢ kann dle Zuordnung der
Zonen mit der bereits beschriebenen IC-DC-Trockentransfer-Technlk von
SZEKELY /157 realisiert werden.

Beispiel
Ale Beiepiel wird die DC-Trenmung eines vielkomponentigen Triazin-

(lemisches gezeigt, walchep euf Kieselgel G Schicht mit 2 verechiedenen
Flieesmitteln chromatogrephisrt wurde.

A. Neutrales Fllessmittel, beetehend eus Tetrachlerkohlenetoff-Esslg-
Béureeethylester-Chloreform (60+2C+40)

B. Saures Pliesemittel, heetshecd sue Toluol-Chloroform-Acetonitril-
Elseselg {G60+20+20+2)

Das Triazin-Gemiech wurde zuerst mit dem Flleesmittel A euf eine erete
IC-Flatte chromatographiert. Nach dsr zeretdrungefreien Lokalieierung
dsr Zonen (W251|-) wurden die einzelnen Zonen dee Gemischse eusgekratet
und auf eine zweite [C-Flatte tranaferiert. Zwtschen den einzelnen
“rocken-transferlerten Zonen wurde das urepringliche (Gemlech mus Ver-
gleichazwecken rnehmale_aufsatragen. Die schematieche Zuordmung der
einzelnen Komponenten wird in Fig. 6 gezelgt.
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Fig. 6:
Zuordnung der sinzelnen Xomponenten einee Triazin-Jemischea mittels
DC-DC Trockentransfsr

FLIESSMITTEL A. FLIESSMITTEL B,
(NEVTRAL) (saveRr)
s e, 1Y
9 e '/
-
§ —O |
S L z
/ Q- b
O
zZ+ 1 Q' / /O— +— 4
6 —| ~
¥ — ] "
§ ——O-_| P
XT\ N
' < o 4———x
e
3 T~ —f— ¢
1 S A ——— O 1+ 2
I —1—O
X x
Legende

= 4,6-bis{Aethylaminc)-2-tert. butylamino-s-triazin

= 6-Aethylamino-2, b-bis{tert.butylamino)-s-triazin

= 4-pethylamino-2-tert.butylamino-6-methoxy-s-triazin

= 2,4-bie{fethylamino)-6-methylthio-s-triszin

= 2,4,6-tris(tert. Butylamine)-s-triazin .

= 6-Asthylamino-2-tert.butylamine-4-chlor-g-triazin

4-pethylamino-2-tert. butylamino-6-methyithio-s-triazin (= Hauptkomponente)
= 2-Aethylamino-4,6-bie(methylthio)-s-triazin

= 2,4-bis(tert,Brtylamino)-5-methylthio-s«triazin

= unbekannte Mebenkomponsnte (Spuren)

H H "

[ S IET-R T Vo B« ~ R B (UL S T R O B | B
"

t H H
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IDENTIFIZIERUNG DER CHROMATOGRAPHISCH GETRENNTEN KOMPONENTEN

Mit Hilfe von Farbreaktionen und Rf-Wert-Angaben kann man einige Informa-
tionen betreffend der chemischen Struktur einer unbekannten Komponente
gewinnen. Solehe Versuche werdan in Kapitel 3.1. kurz erwshnt. Eine ein-
wandfreie Identifikation gelingt Jedoch melstens nur mit Hilfe von spektro-
skopischen Methodan. Solche Mathoden werden in den nachfolgenden Kapiteln
3.2. bis 3.4. eingehend behandelt.

Tdentifizierung durch Farbreaktionen und Rf-Werte

Eine erste Information liefern der Rf-Wert und das verwendete DC-System,
weil man durch sie die Polaritdt der Komponente kennen lernt. Wandert 2.B.
eine mit Benzol chromatographierte Komponente auf Kieselgelschicht mit
mittlerem bis grossem Rf-Weft, so schlleast man daraus, dass es sich um
eine lipophile Verbindung handelt, etwa um eilnen Kohlenwasserstoff oder
dessen Halogen-Derivat. Bleibt die XKomponente am Start, a0 welss man, daas

es sich um eine polare Verbindung handalt.

Bei synthetisch hergestellten Substanzen kanp man iiberlegen, was fiir Neben-
reaktionen mbglich sind, und zu welchen Nebenkompenenten asile fihren. Falls
authentische Verglelchspriparate vorhanden sind, sollte man dieee auf der
gleichen Flatte mitchromatographieren und den Rf-Wert mlt der unbekannien
Komponente verglaichen. Man darf jedoch nicht vergessen, dass die Rf-
Identitit zweler Komponenten noch lange nicht dle Identitit der chemischen
Strukturen bedeutet. Die Sicherheit der Aussage wird erhtht, indem man nicht
ain einziges, sondern mehrere - moglichst varschledene - DU-Systeme ver=-
wandet. Nebst dem Rf-Wert sind die Eigenfarbe oder die Fluoreszenzfarbe 1m
UV-Licht ein wertvolles Indiz. Ausserdem gibt es einige mehr oder weniger
gpezifischa Farbreaktionen, walche die An- cder Abwesanheit gewlaaer funk-
tioneller Gruppen anzeigen., Alas Beispiel erwdhne ich in der Tabelle 1 einige
spezifische Farbreaktionen. Die genaue Herstellung der Sprilhreagenzien und
die Ausfihrung findet man in verschiedenen Monographien, wie z.B. KIRCHNER /1/
RANDERATH /27, STAHL /3/.
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Teb. 1
Einige epezifische Ferbreaktionsn

Bezelchnung

Substanzklasse

Dieszotierung und Kupplung

prim. aromatische Amine

Reduktion mit Titan-III-chlorid,
anschllesgend Jlazotierung und
Kupplung

aromatische Nitro-Verbindungen

p-Dimethylaminobenzaldehyd

prim. sromatiache u.aliphatische

Amine

Chior-Kaliumlodid-Tolidin

prim. und sek. Amine
{aliphatiseh'u. aromatisch)

Pinskryptolgalb

aliphat., und aromatische SulfonsHurer

1

Eisen-III-chlorid

T

Phenola, Hydroxamsiuren

Bromkresolgrin

Carbonsduren

2, 4-Dinitrophenylhydrazin

Aldehyde u. Ketone

Dregendorff Reagens

Stickstorthaltige Heterozyklen
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Identifizierung durch IR, MS, NMR, Mikroanalyse, nach der préparativen

DC-Trennung

Eine sichere Strukturaufklirung von unbekannten Substanzen gelingt

melstens nur durch Verwendung von spektreskopischan Methoden, wozu man
Jedoch reine Substanzproben benttigt. Darum sind im Falle von
(emischen die chromatographischen Trennmethoden unentbehrlich. Die Auf-
klarung komplizierter organischer Verbindungen wird erleichtert, wenn

man sich nicht nur auf eine, sondern auf mehrere spektroskopisdie Methoden
stlitzen kann. In der Regel verwendeten wir die Infrarotspektroskopie,

die Massenspektroskopie und die Kernrescnanzspektroskopie. Die UV-Spektroas-
kople 1at wenig aussagekraftig und die Mikro-Elementaranalyse hat seit

dem Aufkommen der Massenspektroskople ziemlich an Wichtigkeit verloren.

Falls man eine ganz unbekannte Komponente sufzukliren hat, ist es von
Vorteil, wenn man eine Menge von ca. 50 mg Substanz isclieren kann. Die
Aufklérung kann in speziellen Pdllen auch mit kleineren Substanzmengen
ausgefilhrt werden, doch scllte man, wenn moglich, immer mehr Substanz
igclieren als unbedingt notwsndig ist. Je nach Anteil der Kompecnentien

kann die Isgplierung von 50 mg Substanz sehr viel oder auch aehr wenig

. Arbeit bedeuten. Im Falle einar 0,1 #igen Nebenkomponente muss man 50 g

Gemisch aufarbeiten, bei einar 50 Figen Komponenten hingegen nur 0,1 g
{ohne Bericksichtlgung der Substanzverluste).

Dieses Beisplel zeigt, dass die Isolierung umse achwieriger und zeit-
raubender wird, Je kleiner der prozentuelle Anteil der zu isolierenden

Komponente iat.
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3.2.1 Die DC els priparstive Trennmethode
Die préperative Dinnschichichromatographie - euch préperative Schicht-
chromatogrephie oder Dickschlchtchromatographie genannt -  kann mit
der kleassisohen préparetiven Sgulenchromatogrephie verglichen werden, demm

gle ermbglicht die Trennung von Stoffgemliechen im Gramm-Bereich. Die
optimale Schichtdicke liegt bel 1-2 mm gegentiber 0,25 mm der analytiechen
Sehichten, Als Flattenformet wird 20x20, 40x20 oder sogar 100x20 em ver-
wendet. Die Chromatogrephiekammern fe-eaen 2 = 25 Platten. Aufgrund ihrer
Vorteile, wie z.B. kleiner Zsiteufwand bei der Qptimierung der Trennung
gowle beegerer Trennschiérfe, wird die priparetive DC gegenliber der prépa-
retiven SHulenchromatographie bevorzugt.

Die Herstellung der dicken Schichten

Im Prinzip kann man alle von der analytiecben DC bekannten Sorptlonsmittel
euch fiir dle préparative DC verwenden, Die Schwierigkeit liegt meistens
belm Trocknen, weil die sus gewdhnlichen Sorptionsmitteln hergeetellten
dickeren Schichten zur Rieebildung neigen. Manchmal kann durch eehr lange
Trocknung beil Raumtemperetur, z.B. 1-2 Tagen, die Risebildung vertieden
werden., Noch beeser 1st es, epeziell fiir dicke Schichten hergeetellte Sorp-
ticnsmittel zu verwenden. Solche sind z.B. bel der Pe. Merck erh¥ltlich und
gind mit dem Buchsteben P gekennzeichnet. (P = priperativ), wie Kleselgel
FF 254, Kleeelgel FF 254 + 366, Kleselgel PF 254 gipshaltig, Kieeelgel

PF 254 eilanieiert, Aluminiumoxyd FF 254 (Typ E oder T). Aehnlich wie bel
den analytiechen Schichten wird die Suspension eus 1 Teil Sorptionsmittel
und 2 Teilen Wasser hergestellt. Kieeelgel PF 253 gilt heute elg ein uni-

vereelles 3orptionemittel fir pripsrsetive Zweoke und iet wideretandsfihig
gegen Abklittern, aucl'; beai mehrfacher Entwicklung mit eterk polaran Fliees-
mitteln., Auseer Kiegelgel und Aluminiumoxyd sind keine welteren speziellen
Sorptionamittel fir préparative Zwecke 1m Handel. Wenn man z.B. Celluloee
verwenden will, dmn muse man versuchen, mit der analytischen Qualitit zu
arbeiten. Erfahrungsgemése laseen eich such 0,5 mm Celluloeeechiohten her-
etellen, wenn man die Suspension nicht wle gewohnt i1n Wesser, sondern in
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Aethanol susfithrt (30 g Cellulosepulver glpsfrei + 180 ml Aethanol).

Die analytischen DC-Platten werden meistens 10 min bei Raumtemperatur
vorgetrocknet und dann es. 30-45 min bei 105°C aktiviert., Sie weisen

dann einen Wassergehalt von 3-5 % suf. Wie bereits angetint wurde, miissen
dickere Schichten léngere Zeit vorgetirocknet werden, um Risse zu vermeiden.
Wir haben die Trocknung der 1 mm Kieselgel PF 254-Schichten bel Raumtem-
peratur und ca. 50 % rel. Feughtigkelt (Vollklimatisierung} durch Messen
des Weassergehaltes nach K. Filacher kontrolliert:

Tab. 2
Trocknung der Kieselgelschichten bei Raumtemperatur

Zeit Weseargehalt
sofort nach Beschichtung 66,0 %
nach 12 h 47,5 7
nach 1 Teg . B1,9 "
nach 2 Tagen 10,2 "
nech 3 Tagen g,8"°
naech 5 Tsgen - 9,0 "

Dieser Versuch zeigt, daes die Schichten, obwohl svie ein trockenes Aussehen
aufwelisen, auch nach 5 Tagen nicht den gewilinschten Wessergehalt von 3-5 %
errelcht haben. Dieeen erreicht men am besten durch l-tHgiges Vortrocknen
bel Raumtemperstur und anschliessend cs. 1 h Aktivierung bei 110°C im
Trockenschrank mit Luftumwilzung. Dank der langsamen Vortrocknung verhindert
man das Abbldttern der Schicht. Die grossen 100x20 ct Platten haben keinen
Platz in den gewShmlichen Trockenschrinken, doch sind spezielle Trocken-
schréinke flir dieses Format erhdltlich (z.B. bei der Fs. Shandon

Sclentific, London). Felle epezielle Trockenaschrinke fehlen, kann man die
Aktivierung suf folgende Weise improvisieren:



Man legt die 100x20 c¢m Platten (meistens 5 Stiick pro Geatell) in die leere
Chromatographiekammer. Die obere Qeffnung wird mit Glasplstten so abgedeckt,
dasa an beiden Enden Je ein 2-4 em breitsr Luftschlitz frei bleibt. Dann
wird mit einem handelellblichan Haushaslt-Heizluftventilstor (z.B. Astron
8ilenta AD24-2000 W, Fe. A. Sprenger, BRD) ca. 3 h heisse Iuft durchgeblssen.
Wir haben die Troclknung von 1 mm Kieeelgel FF 254-Schicht such mit diesem
Heilzluftventilator kontrolliert:

Teb., 3
Trocknung der Kleselgelschichten mit Heizluftventilator

Zelt Wsesergehalt
12 h Vortrocknen : 47,5 %
1 h mit Heizluftvemtilator 19,2 "
2h 1t 3,2 1
3 h " 3‘2 [

Die Schichtdicke der aktivierten Platten ist mit der Schichtdicke-Einstellung
des Streichgerites nicht identisch. Aus elner mit 1 em Spalt gestrichenen
Kieselgel PP 254-Schicht wird nach dem Trocknen eine 0,7 mm-Schicht. Ein
Zugammenechrumpfen der Schicht kann man bel ellen Serptionsmitteln bacbechten.
Manchmal ist ee von Nutzen, die trockene Schichtdicke zu messen, um einer-
eeits dae Zusammenschrumpfen und andererseits die Regelmidssigleit der Schicht-
dicke an verschledenen Punkten zu kontrollleren. Zur Meeesung verwenden wir
einen euo der Lackindustrie beksnnten Trockenfilm-Dickenmesser (hergestellt
von der Fa. Erichaen/Hemer, Sundwig/Mestf. BRD}. Demit die beiden Piisse nicht
in die relativ weiche Schicht eindringen, kann eine Rasierklinge euf die
Priifotelle sufgolegt werden, Die Stérke der Reslerklinge iet vem Messergebnia

ebzuziehen.
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Lssen und Auftragen des Stoffpemiaches
Die zu trennenden Gemische werden in leleht fllchtigen Lisungsmitteln wie
Petrolaether, Cyclohexan, Methylenchlorid, Chloroform, Essigester, Aceton

usw. geliisat, damit das [Gsungsmittel bereite bei Raumtemperatur rasch ver-
dunstet. Mit Vorteil werden apolsre Lisungsmittel vsrwendst, damit sich die
Substanzzone méglichat wenig verbreitet. Die glinstigste Konzentration der
L¥sungen liegt bel 5 Gew.-%.

Die maximale Beladung, wslche noch eine angemessene Trennung gewshrlelstet,
muss von Fall zu Fall experimentell bestimmt werden. Dabel kann so vorge-
gengen werden, dass man steigende Substanzmengen auf verschiedene Platten
suftrigt, chromatographiert und dann feststellt, ob die Trennung genligt pder
nicht. Die folgende Arbeitsweise 16t jedoch eleganter: man bastimmt mit
Hilfe einer einzigen DC-Platte die maximale Beladung indem man punktfdrmlg
steigende Substanzmengen suftrigt und die Jeweiligen Verhiltnisse von Sub-
stanz zu Sorptionsmittel berschnst.

Z.B. werden auf eine 20x20 cm Platts, beschichtet mit 1 mm Kiesslgel, ver-
gohiedene Substenzmengen eines Gemisches chromatographisrt (laufstrecke =
15 em), Eine solche Platte enthéilt eca. 15 g Sorptionsmittel {entapricht

37 mg/cma) und aus der Fliche der laufbahnen berechnet man die Sorptions-
mittelmenge bzw. das oben erwihnts Verhidltnis:

Fig. 1
Beladung der Kisselgelachichten mit steigenden Substanzmengen

1 L 3 4 £

00Q
000
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Tab. §
Quantitative Angaben Uber die Belastung der Kieselgelschichten mit der Probe

eufgetragens Bahnflécbe VerhBltnis
Bahn Nr. | Menge 2 Sorptionsmittel | Stoffgemiech-
(mg) {em™) (mg) Sorptionmittel

1 5 21 780 1: 156

2 10 24 830 l: 90

3 15 0 1'100 1: T4

4 20 31 1'150 1: 58

5 25 23 1'220 1: 50

Die Trennung von Bahn Np. 3 fllhrt zu einer vollstindigen Aufldsung. Aus dam
Verhtiltnie 1 : 74 berecinet man die eufzutregende Stoffgsmiech-Menge von
150 mg. Dabei ilet noch zu bemerken, daee solch giinstige Verhdltnisse nur im
Falle von epolersen Stoffsn vorkommen. In weniger glinstigen Fdllen srbeitet
man mit Verhiltnissen ven 1 : 500 oder noch schlechteren.

Das Auftregen der Substanzlisung erfolgt beil der priparetiven DC linien-
miseig. Daflir gibt ee mehrere epeziell entwickelte und kemmerziell srhidlt-
liche Auftrage-UerHte, wie z.B. den Chromatocharger nach Firmenich {Camag Af,
Muttenz BL), Autoliner nach Stahl (Deeage, Heldslberg), Microdeaer® nach
Dibbern {Dasegs, Heidelberg), etc. Ausserdem gibt es eine billige improvi-
sglerte Lisung nech MONTEIRO [5.7. welehe sich bel uns eehr gut bewihrt hat.
Des Vorretegefidss besteht eue einer Glasampulle, und die Substanzlbsung wird
mit Hilfe einer im Winkel gebogenen, leichteren Gleskapillere eufgetragen.
Man echiebt die Cleeplatte hin und her, denn die Kapillare ist sec leicht,
daes ele die Schicht nicht verletzen kann.
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Fig. 2
Einfachea System z. linienmidssigen Aufiragung nach MONTEIRO 4/

KaPiLLRRE >
s

Chrometographieren
Bei der prdparetiven Dilnnschichtehromatogrephie erbeitet man eusschliesslich

nach dem pufsteigenden Verfahren. Als Trepnnkammer kann man auch die gewdhn-
lichen eckigen Gleskammern {= N-Kammer) verwenden. Da eber zur Lisung elnes
Problams melstena viele Pletten erforderlich sind, haben alch dielenigen
Kammern bewdhrt, welche mehrere Pletten auf einmel aufnahmen kinnen Im Hendel
gibt ea solche filr 6-24 Platten, in den Formatan 20x20, 20240 und sogar
20x100 em. Dle Schicht einer Platta kommt gegen die .Ri.[ckseite der néchsten
Platte zu liegen. Der Abstand zwischen der Schicht und der néchsten Glesplatie
betrigt, Je nach Konstruktion des Gestells, zwischen 2-20 mm. Eg Kommt vor,
daes Kritische Substanzpaare in einer N-Kammer gut trennen, eber in den
"Multiplate"-Kammern schlechtere oder iiberhaupt keine Trennung mehr zeigen.
Dia Urseche 15t in den veridnderten SEttigungsbedingungen zu suchen. In einer
golchan Situation 1st es berechtigt, die Trennung in vielen N-Kemmern auszu-
fithren, dernn eine Optimierung dar Trennung in dar Multiplete-Kemmer wilrdes
alch kaum lohnen.



Tab. 5
Die wichtigsten Merlmale einiger kommerziell erhdltlicher Mehrfach-Trenn-
Kammern

Platten Abstand zwischen Schicht
Bezeichnung Hersteller |Anzahl |Pormat{em) | und der n#chsten Platte

{rm)

Multi-Sandwich|Camag
Systen (Muttenz) E 20x20 25
Multiplate- Dessga
Kammer (Heidelberg)| 2% 20x20 cs. 18
Multiplate- Dessgs
Kamzer (Hsldelberg)| * 20x40 es. 18
Multiplate Shandan
Chromatank (London} 7 20x20 os. 18
PLC Shandon
Chromatank ¥ | (Londen) 5 100x20 ca. 18
#* hergsstellt sus nichtrogiendem Vun-stahl.

Die Grundlsge Jeder priparstiven Trennung ist die analytische Dlinnschicht-

chromatographie, denn die analytischen Syetsme lassen sich direkt oder mit
wenig Aenderung suf den priparativen Massstab iibertiragen. Ausserdem braucht
man die analytieche Dinnschichtchromatographie zur Kontrolle der getrennten
Zonen. Wie beraits erwdhnt, ist Kieselgel PF 254 Merck das melstgebrauchte
Schichtmaterial filr préparative Trennungen suf ]1-2 mm Schichten. Im Vergleich
zu Kieselgel G 1st die PF-Sorte ein wenig aktiver, Wihrend bei den analyti-
schen Arbelten die Belsdungskspazitdt der Sehicht nur sslten voll susgeniitzt
wird, sollte man bel prépsrativen Arbeiten begtrebt sein, den Nutzungsgrsd
der Schicht mdglichat hoch zu halten. Dadurch epart man nicht nur Losungs-
mittel, Schichtmaterigl und Zeit, sondern,noch wichtiger, man srhilt nach
dsr Extraktion sogar rsiners Komponenten.



Der einfschste Weg zur ErhShung dee Nutzungsgrsadse let die diskontinuisrliche
"Mahrfachentwicklung". Dis Vorziige dieser Technik sind bersits von dsr ana-
lytischen Diinnschichtchromatogrsphie bekannt und von ZOELINER u. WOLFRAM /57
THoMA /87 STARKA und HAMPL/77 beechrisben. Wenlg epdter wurde diess.
Technik euch bel der préparstiven Schichtchromatographis von HALPAAF ZB,Q]

verwendet.

Bei der Mshrfechentwicklung wird die Sorptionsschicht 2-4 mal mit dem glei-
chen Fliessmittel chromatographiert. Zwischen zwel Entwicklungen wird dis
Schicht schonend bel Reumtemperatur gstrocknet. Die Substanzzonen werden
immer schmdlsr, well beim mehrma)igen Chromatographieren die Flisgsmittiel-
front den unteren Rand einer Zons bersite zu elnem Zeltpunkt transportisrt,
en dem sile den oberen Rand noch nicht erreicht hat. Das Flisssmittel muss
bei dieser Technik weniger polar gewdhlt werden, eonst wilrdsn dis Zcnen
gegen den oberen Rand der Flette wieder zusammen laufen. Folgendee Belepiel
veranechaulicht die Ueberlegenheit diessr Technik: Ein Substanzgemisch, be-
etehend aus 3 etwa gleich sterken unbekannten Komponenten, wurde euf 1 mm
Kieselgel PF 254-Schicht chromatographiert. Das Verhdltnis Substanz/Sorptions
mittel wer 1:200. Dis direkte Verwendung des analytiechen Fliesemittela
Methylenchlorid-Essigeeter (50+50) hatts wenig Erfolg, well 2 Komponenten
ungetrennt blieben. Eret dle dreimalige Entwicklung mit dem weniger polaren
Fligesmittel (Methylenchlorid mit nur 5 % Essigester-Zusaetz) filhrts zur
Trennung eller drel Zonen.
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Pig. 3 Pg. &

Einfachentwicklung mit dam Mehrfschentwicklung mit dem
Fliesamittel Methylenchlorid- Pliesamlttel Methylenchlorid-
Essigester (50+50) Essigester (9545)

(2 Kompunenten eind ungetrennt) {ells 3 Komponenten trennen)

TN R eyt L iy
S ———

Atd

Die Mehrfachentwicklung hat sber such gewlsse Nachteile:

a) die Trennung dauert l¥nger als bei einer Einfachentwicklung
b) sauerstoffempfindliche Substanzen kbknnen bei der Zwischentrocknung
oxidieren.

Lokalisierung der Zonen

Die getrennten Zonen milssen suf der Schicht zersttrungsfrel lokslisiert
werden. Eigenfdrbung und/oder Fluoreszenz im UV-Licht zeigen nur relativ
wanig Subatanzen. Ein grosser Tell der orgenischen Verbindungen hingegen
1at UV-gbeorbierend und dank dieser Eigenschaft leicht nachweisbar. Man
verwendat Schichten, denen gemiss Empfehlung von KIRCHNER ﬁcy enorganische
Plucreazanz-Indikatoren zugeaetzt werden. Durch Anregung mit kurzwelligem
Uv-Licht {254 nm) fluoresziert die Schicht und die UV-absorbierenden Sub-

atanzen treten ale dunkle Zonen hervor.



Schwieriger ist die Lokalialerung farbloser und im UV-Licht nicht erkenn-
barer Substanzen. Fells die Zonen des prHperativen Dlnnschichichromatogramms
zismlich garade zind und der Abstand zwischen den Zonen genligend gross 1st,
kann man einfach die Rinder der Platte durch Besprithen mit einem edsquaten
Resgens nachweieen. Da sber die Zonen 6ftasrs unregelmissige Formsn haben,
verwendeten wir eine neue Technik. Wir fiigten dem zu trennanden Gemisch
kleine Mengen (< 1 %) einar im UV-Licht erkennbaren Leitsubstanz zu, welche
dann den gsnauen Varlauf der Zone verriet. Diese Technik wird am beaten mit
einem konkreten Beisplel beschriebeti, Es handelt sich um dle Isolierung
einer zliphatischen Verbindung, die sonst nur durch Besprilhen mit agreasiven
‘Sprilhreagenzien (z.B. konz. Schwefelsdure) und Erhitzen sichibar wurde.

Fig. 5
Augwahl der Leitsubstanz
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Das zu trennende Gemlach wurde auf mit ungeraden Zahlen nummerierten
Bahnen chromatographiert. Die zu isolierende Zone ist mit X bezelchnet.
Auf die geraden Bahnen wurden die mgglichen leitsubstanzen A-F ehromato-
graphiert. Sie sind im UV 254 erkennbar. Die lLeitsubstanz "G" erfiillt
die Anforderungen, sie wandert knapp oberhalb der zu isolierenden Zone.



Pig. 6
c Kontrolle der Trennung euf

r__.'_FL-v* priparetiver Schicht

I e i ]

W_/m Trennung zwlachen Leltoubstanz
und Zene X ist guit. Die priéparative

x Arbeit kann beginnen.
T X KX AANS FYYYn
ARSI

Pig. 7
Kontrolle der leclierten Substanz

Die unbekannte Verbindung konnte dank
der Leitsubstanz sauber iseliert

werden.

D el |0 6+ ¥
@ (@] |6

x| x x X x x

1, 3, 5: isclierte Substanz "X"
2, 4, 6: Ausgangseubstanz.

1 &% 3% ¥ § &6
Desorption der geirennten Kemponentien

Die chromatographlschen Sorptionsmittel besitzen grosse spezifische QOber-
fléchen, sodass dis darsuf befindlicben Zomen den Zersetzungeeinfliissen veh
Luft, Licht und Chemikallendémpfen besonders eusgesetzt sind. Die chromato-
graphierten Platten trocknet man versichtshalber wenige Minuten bel Raum-
{emperatur und schabt dann die markierten Zonen mit einem Spatel sb. Bel
empfindlichen Subetanzen ist es verteilhafi, die Zonen sus gerede noch
feuchten Flatten zu entfernen. Daes Schichtmaterisl wird in einem Kolben ge-
eammelt und sefert it einem leichtfliechiigen Losungemittel geelgneter
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Polaritdt liberdeckt. Als Peustregel gilt, dass man das Extrektionsmittel
méglichst apolar wahlt, denn die Sorptionsmittel enthalten immer uner-
wilnschte Premdsubstanzen und dilese werden desio besser exirahiers, Je
grosser die Polaritdt des Extraktionsmittels ist. Kieselgel FF 254 Merck
enthslt z.B. nebst geringen Mengen feinkdrnigem Siliciumdioxyd such ein
organlaches Bindemittel unbekannter Stfuktur, welches den dickeren Schichten
die notwendige mechanische Resistenz verlelht. Wdhrend der extrahlerbare
Anteil des Kieselgel PF 254 mit Chloroform nur 0,01 % betrdgt, iet dieser
mit Methanol bereits ca. 0,1 %.

Pro 1 g Schichtmaterial verwendet man durchschnittlich 6 ml Losungsmittel
und extrahlert 5-30 min bel Raumtemperatur. Eine hohere Temporatur ist
wogen der Empfindlichkeit zshlreicher Verbindungen nicht zu empfehlen.

Die Suspension wird anschliessend durch einen G4-Glasfilter abgessugt.
Die letzten Sorptionsmlttelreste aus dem Filtret komnmen durch nochmalige
Filtratlon, und zwar durch feinporige (5-Glasfilter, entfermt werden.

Das klare Filtrat wird dann im Vakuum-Rotetionsverdampfer bel missiger,
mdglichst niedriger Temperatur eingedampft. Es iat berelts &fters vorge-
kommen, dass elne Verbindung sich bel 50°C zersetzte und bei Wiederholung
der Arbeit bei 30°C unzersetzt isoliert werden konnte.

Falls mdglich, sollte man Jede durch préperative Schichtchromatographie
1solierte Komponente einmal umkristallisieren oder destillleren, um die
oben erwdhnten, sus dem Schichtmaterial stammenden fremden Verunreinigungen
zu entfernen. Diese Fmpfehlung ist bei geringen Substanzmengen schwer durche-
filhrbar. Im laufe unserer Arbeiten hat es sich gezelgt, dass bel der Vere
wendung von frisch destillierten Lisungsmitteln von geringer bis mittlerer
Polaritiit {z.B. Cyclohexan, Methylenchlerid, Chloroform, Essigester) die
extrahierten Substanzen geniigend sauber waren fiir die apekiroskopische
Anplyse. Falls man gezwungen war, polarere Lisungsmittel zu verwenden {z.B.
Aceton, Aethanol, Methancl), wer die Reinheit der Substanzen nicht aue-
reichend. Anstelle der Umkristellisation genligte entweder eine Umlbisung mit
weniger pelsren Lisungemitteln oder elne Reinigung durch Qelfiltration an
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Sephadex IH-20. Die Reinigung durch Umléeen der getrennten Komponenten
in einem weniger polaren Loeungemittel baslert zuf der schlechten Lde-
lichkeit der unerwilngchten artfremden Verunreinigungen.

Beilgpilel:

Auf zwei 20x100 em Platten, beachichtet mit 1 mm Kleselgel PF 254, wurde.
Je 100 mg reinee Coffein chrometographiert.. Die Coffein-Zonen wurden mit
Methane] extrahlert, filtriert, eingedampft und im Hochvalmum getrocknet.
Zur Beurtellung des wiedergewonnenen Coffeins wurde die Mikroelementer-
analyse und die Infrarotepektroskople beigezogen. Dae im weniger polsren
Losungsmittel (Chloroform) umgelbete Coffeln wer esuber, wihrend die nicht
umgeltste Probe 10 # weniger C und ein echlechteree IR-Spektrum zeigte.
Die Anslysendaten sind auf Tebelle 6 ersichtlich.

Tab, &
Analyee deg Coffeins, welchea vorher esuf Kieselgelechicht chromatographiert

wurde

Probe gcC BH

gef |ber gef |ber IR-Spektrum

Nr., 1 = Methanol-Extrakt t.q.[39,27]49,48 | 4,72(5,18 schleeht

Nr. 2 o Methanol-Extrakt 49,78|49,48 | 5,27]|5.18 in Ordnung

eingedampft und
mit Chloroform um-

geldet

Zur Relnigung mittels Gelfiltration verwendeten wir mit Sephadex IH-20
gefiillte Sidulen. Sephadex (Pharmacis Fine Chemicalé, Uppsala} beeteht eus
einem zweldimensionalen Netzwerk ven Polyszccharidketten (Dextran Quer-
vernetzt mit Epichlorhydrin}. Im LH-20 Typus wurde der grosste Teil der
Hydroxyl-Gruppen zlkyliert und dadurch iet dieeee Produkt sowohl in Waseer
wie in den meieten organiechsn IXsungsmitteln quellber. Sephadex wirkt ale
ein Molelularsieb und der Typue LH-20 eignet eich flir den Molekulargewlohts-
bereich 100 bie 4000. Das Elutionsmitiel paseten wir der Folaritht der
Substanzen an und verwendeten meietene Chloroform, Aethanol oder Gemlache
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dleger beiden Losungsmittel. Die gesuchte Fraktion fanden wir wieder
mittels dinnschichtchromatographischer Priifung der Frektionen. Eine
eolche HReinigung beansprucht zwar eilnen halben Arbeitstag, ftihrt dann

eber zu relnen Prédparaten.

Zur Isollerung mengenmieeig achwecher Komponenten breucht man relatlv
viele priparetive Platten. Dadurch wird das Verhidltnie Subetanz/Schicht-
material kleiner unddie Extrakte eind stark verunreinigt. Es lohnt sich
deghalb, den ersten Extrakt suf nur elne Platte zu re-chromatogrephieren,
um dadurch eine starke Zone zu erhalten. Das Verhdltnls Subetanz/Sorptions-
mittel im neuen Extrakt wird glinstiger eein.

J.2.2 Praktieches Belsplel an Hand eines konkreten Problems

(Aufklirung einer Rheinwasserverschmutzung)

Problemstellung
Beim Kraftwerk Birsfelden wurden im Rhein im Jahre 1971 gelbe Schwebestoffe

becbachtet. Es handelte sich offensichtlich um eine von der enliegenden
Industrie verursachte Rheinverschmutzung. In Zusammenarbeit mit den Be-
hiérden gelang es der Analytik der Fe. CIBA-GEIGY, die chemlasche Zusammen-
setzung der Rheinverschmutzung suf anelytischem Wege zu bestimmen. Das
Problem wurde mittels Chromatogrephie und Spektroskople gelist. Die Ver-
unreinlgung stammte aus der Produktion von CIBA-GEIGY AG.

Experimentelles Vorgehen

Aue 43 g Weeserprobe erhielten wir nach schonendem Eindampfen am Vakuum-
rotetionsverdampfer 2,9 g = 7 % festen Rickstand. Dieser Rickstand war in
Chloroform praktisch volleténdig léslich. Bei der DC-Untereuchung (System =
Kieeelpel Q/Benzol-n-Hexan = S0+50) wurden ilber 10 Zonen beobachtet, wovon
die 5 stérketen suf 1 mm dicken Kieselgel-Schichten in Milligramm-Mengen
leoliert wurden. Hierbel wurde dae gleiche Fliesemittel verwendet.
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Folgende Photos zeigen dle Trennung euf priparetiven bzw. anelytischen
DC-Pistten:

Flg. 8 Fig. 9

Priperative Trennung Analytische Kontrolle
dor isollerten Zonen

- RENERCREAR Legende zu Fig. 9
Py 1. Chloroformlsslicher
66§ m | © S| ™ Rickstand eus Rnein-
o o = wasaarprobe
€66 JTCTTTSTTEIINANNAY Y ’
o (e | 2. Préparet Sz 665 {farblos}

3. Prédperst Sz 666 (gelb)

668 [T 7277 T 4. Priiperat Sz 668 (gelb)

5. Priparet 5z 667 (violett)
O
‘ 6 ? LLLERNLTERIATL LA A0 ALY
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Aus der priaperativen Trannung .berechneten wir folgende grobe Mmterielbilabz:

Eingesetzte Menge an chloroformléslichem festem Rickstand = 500 mg.
Isolierte Mengen:

Zone 665 = 105 mg (21 &)

Zona 666 = 55 mg (11 %)

Zone 668 = 15 mg ( 3 %)

Zone 667 = 10 mg { 2 %}

Zone 670 = 100 mg (20 %)

Totel: 285 mg( 57 %)

Der Materlelvsrlust von ca. 40 % ist bel derartigen Isclierungen normal.
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Die chromatographisch isolierten Priparate wurden von ALT und RICHTER /il]
untersucht und folgende Strukturen wurden ermittelt:

Pridp. 665 = Ho-b-()}ieo-CHa-QOH + wenig HO- CH- OH
I

II

Prip 666 =, . Oa =0 + wenig HO- CH,~C1

III v

Pridp. 667 = Kein Strukturvorschlag

Prip. 668 = Tellstruktur = HO- - R

‘ﬂ/OCEH5 Qa

Prép. 670 =  HO- (;}12..1!“_{’{:2 H5 = Irganox 1222 (CIE.A-lGEIGY).

Die Strukturen I, III und V sind durch die qualitative Identitit der Spektren
mit denen von authentischen Vergleichamustern bewieeen. Aus dem IR-Spektrum des
Trockenrilckstandes ergibt sich, dass die Verbindungen I und V Hauptbestandteile
sind.
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Charakterietische epektroskopische Daten:

Prip. 665 IR-Sp.:
NMR=Sp. :
Magsen-5Sp.:

Prip. 666 IR-Sp.:

NMR-Sp.s
Massen-3p.:

Prép. 667 IR-Sp.:
WMR-3p.:
Massen-3p. :

Prip. 668 IR-Sp.:
NMR-5p.:

Massen-3p.:

Priip. 670 IR-5Sp.:
NMR-Sp.:

Masgen-5p.:

Banden bei 2.78 p (0H), 6.30 p (Aryl), 7.25 p (C(CH,)5)

Signale bei 7 = 3.05 (Aryl), 7.2 (CH,~CH, ), 8.6 (C(CHB}})
Kleiner Anteil an II: 3ignale bei { = 3.0 und 6.2
Molekiilion-Peaks bel m/e 438 (I) und 424 (II);
Hauptfragment bei m/e 219 (Ar-CH2 ).

Banden bet €.1/6.25/6.4 u (C<0 + ungesidtt. H),
7.25 p (C(CH;,'):,)

Signale bei T = 2.3 (=C-H}, 8.65 (c(cnj)})
Molekiilion-Peaks bei m/e 408 (III) und daneben mit
sehwacher Intensitdt m/e 254/256 (IV).

Banden bei 3.4, 5.8, 6.2, 6.3, 6.4, 6.6, 8.1 p
Signale bei? = 8.4 - §.2

Vermutlicher Molekiilion-Pesk bei m/fe 504.

Banden bei 2.76 p (OH), 6.¢/61 p, 7.32 p (c(cnj}z,)
Signale bet T = 2.95, 3,35, 4.95, 6.25, 6.5, 8.6, 8.8, 8.5
Vermutlicher Molekiilion-Peak bel m/e 468.

Panden bel 2.95 p (OH), 7.37 p (C(CH,)4), 7.95 p
{P=0), 9.75/10.3 n (P-0-C)

Signale bel T = 205 (Aryl), 6.0 (Po-CH,), 7-0
¢-CHy-), 8.6 (c[c:H})j), 8.8 (cuj)
Molekiilion-Peak bei m/e 326; Hauptfragmente bef m/e 341
(M - CHy, m/e 219 (Ar-CH,").
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3.3.1

3.3.2
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Identifizierung durch Mikrotransfer DC-IR

Einleitung

STAHL /127 hat die kombinierte Anwendung der Diinnschichtehromatcgra-~
phle mit versechledenen physikalischen, chemischen und bigloglschen
Verfehren beschrieben und die Begriffe "kopplung" und "Transfer"
prédzisiert. Nach seilner Definition ist dle Kopplung elne direkte
Kombination zweier Methoden ohne manuelles Elngreifen, wéhrend der
Transfer manuelles Eilngreifen bendtigt. Unter Mikrotransfer DC-IR
verstehen wir die Kombination der Dlnnschichtehromatographic und

der Infrarotspektroskopie im Mikrogramm.Berelch. Der Zweck des Mi-
krotransfers ist die Strukturaufklérung oder Strukturbestidilgung von
Komponenten. Die Substanzgemische werden auf konventionellen, ©.25 mm
dilhnen Schichten getrennt. Je nach Transfer- bzw. Aufnahme-Technik
benctigt man pro Komponente 10 - 200 ug Substanzmenge. Im Falie von
Hauptkomponenten kann eine punktfdrmige Aufitragung des Stoffgemisches
genlgend Substanzmenge liefert. Bel Nebernkomponenten hingegen muss
man das Substanzgemlech entweder mehrmals nebeneinander auftragen oder,

noch besser, die strichférmige Auftragung wahlen.

Der Hauptvortell des Mikrotransfem gegeniiber der herkmmlichen pri-
parativen Schichtchromatographle besteht in seinem gerilngen Bedarf

an Substanzmengen, was die Untersuchung von kostbaren, mur in be-
schrénkten Mengen vorhandenen Substanzgemlsehen ermdglicht. Ausserdem
ist der Arbeltsaufwand gerdnger als bel der prdparativen Schilchtchro-
matographle, da fiir die eigentliche Trennung nur wenlge, oft sogar
nur 1 - 2 IC-Platten benotigt werden.

Uebersicht der bisher bekannien Methoden

CERNY et al. /13/, FONTANGES et al. /147, McCOY et al. /1%/, NASH
et al. /167, SNAVELY et al. /177 beschreiben die Extraktion von klei-
nen Substanzmengen aus dem DC-Schichtmaterial, wobei das Sorptlons-

mittel durch Filtrleren und/oder Zentrifugieren enifernt wird. Die
zur Trockene eingedampften Extrakte werden wieder gelfst und zur



Herstellung eines Kalilumbramld-Pressllngs verwendet. Der Nachtell
dleser Methode 1st, dass dle Extrakte nach der einfachen Reinlgungs-
prozedur RUckstinde von Sorptionsmittel enthalten. Im Falle von
Kieselgel-Schichten enthalten dle auf diese Welse erhaltenen IR-
Spektren ziemlich starke Signale beil ca. 9 u., EEYERMANN und ROEDER
/187 haben anstelle eines KBr-Presslings den DC-Extrakt auf einen
polierten Stahlsplegel von 2 - 4 mm Durchmesser getropft und darauf
elngedampft. .

Erst Qle nachfolgenden Autoren haben der Relrlgung der Extrakte gris-
sere Aufmerksamkelt geschenkt.

GARMNER und PACKER /197 haben eln aus KBr vorgepresstes, saugfihiges

25 mm hohas Prisma verwendet. Dieses ist unter der Bezelchnung "Wiek -~
Stick T.M."kommerziell erh&ltlich (Hersteller: Harshaw Chemical Co.,
Cleveland, Ohic). Das Prisma wird in ein Glischen gestellt. Das
Sorptionsmittel, welches dle Substanz enthdlt, wird mittels elnes
Trichterchens auf den Boden des Gldschens geschlittet. Dann wird die
Substanz durch Zugabe von wenig Losungsmittel eus dem Sehichtmaterial
extrahiert. Die Losung stelgt im pordsen KBr dureh Kapillarkrdfte hoeh, und
das Lisungsmittel verdunstet. Die Subsianz wird nach oben transportiert
und durch wiederholte LGsungsmitielzugabe an der Spitze des Prismas
angereichert, Die Spitze (10 - 2D mg) wird sbgebrachen, getrocknet

und zur Herstellung elnes Mikro-KBr-Fresslings verwendet. Diese Me-
thede liefert saubere, untergrundfrele Spektren, well das Sorptions-
mittel in der KBr-Matrix zuriickgshalten wird.

Auch RICE /207 hat den Flltratiorweffekt von KBr susgeniitzt, aber er
Tiihrt den Mikrotransfer direkt auf der DC-Platite sus. Der zerstdrungs-
frei lokalisierte DC-Fleck wird mit elnem Stift umrandet. Die DC-
Schicht wird ausserhalb der markierten Fliche entfernt und ca. 30 mg
KBr-Pulver werden auf die Glasplatte gegeben, wodurch ein ca. 8 mm
langer Higel entstent. Dieser Hilgel muss mit dem DC-Fleck Kontakt
haben. Dann splilt man dle Substanz mit einem geeigneten Losungsmittel
vom Sorptionsmittel mioglichst welt in dle XBr-Hiigel bintver.
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Die erste Hilfte des Higels Ist mlt Sorptionsmittel verunrelnigt
und wird weggeworfen. Die zweite Hdlfte, welche den Hauptentell
der Substanz enthilt, ist praktisch frei von Sorptionsmittel und
wird zur Herstellung des Mikropresslings verwendet. De KLEIN /217
hat die Methode von RICE modifiziert. Er erreicht griussere Sub-
stanz-Ausbeuten, aber aufl Kosten der ﬁeinheit.

3.3.3 Eigene Erfahrungen mit den erwidhnten DC-IR Mikrotrans-
fer-Methoden sowie einige Verbesserungsvorschlige

Wir haben zuerst dle vorher erwihnten Methoden getestet, Indem wir
bekannte Vergleichssubstanzen auf Kieselgelschicht chromatographierten
und dann nach den verschledenen Varschriften wieder isolierten baw.
Jewells zu elnem XBr-Pressllng aufarbelteten. Als Vergleichssubstanz
verwendeten wir 2-Nephtol und Coffein und als Schichtmaterial Kiesel-
gel G Merck. Die einfachen Extraktlonsmethoden /13 - 17/ haben IR-
Spektren mit Storbanden bel ca. 9 u ergeben, weil das Schichtmaterial
(Kieselgel) nicht vollstdndlg entfernt werden konnte. Diejenlgen Me-
thoden hingegen, welche slch den Filltrationseffekt des KBr zu Nutzen
machten /19, 20/, lieferten In der Regel saubere Spektren, auch im
Falle von wenlg Substenz (10 pg Coffein oder 2-Naphtol pra DC-Fleck).

Nachdem die verschiedensten DC-IR Mlkrotransfer-Methoden mit bekannten
Vergleichssubstanzen getestet wurden, haben wir sie zur Losung konkre-
ter Probleme verwerndet. Wihrend dieser Arbeiten bewéhrtelsich dle
Wick-Stick-Methode von GARNER und PACKER /19/ am besten. Allerdings
wurden gegeniiber der urspriinglichen Arbeitsweise elnige Verbesserungen

eingefiihrt:

a. Extraktlon in separatem Gldschen

Dle ausgekratzte chromatographische Zone wird nlcht im Wick-Stick-

Gléschen, sondern in einem separaten Reagensgidschen (¢ = ca. 8 mm)
extrahiert. Je nach Grosse des DC-Flecks glbt man zuersi eine Portion
von 1G0 - 300 gl Liosungsmittel zu, schiittelt das Reagénaglﬁschen und

danach lisst man dle Suspension dekantleren. Nach 2 - 3 min zieht man
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dle klare Losung mit elner 100-pl-Mikrospritze suf {evtl. in 2
Portionen) ung iibertrigt sie euf den Boden des Wick-Stick-Gliéschens.
Dle darauffolgenden 3 - 4 Liosungsmittelzugaben sind nur halb so
gross wie die erste Zugabe und werden direkt ins Wick-Stick-Gliés-
chen eingefilhrt, Als Ldsungsmittel verwendeten wir meistens Methylen-
chlorid, Chloroform, Essigester, Aceton, fAethanol ofer Methanol.

. Auswahl des Losungsmittels 1n einfechen Vorversuchen

Es lohnt sich, das zur Transferlerung verwendete Losungsmittel in
Vorversuchen auszuwdhlen. Dazu braucht man nicht die ganze Wick-Stick-
Operatlon auszufiihren, sondern es genligt ein einfacher DC-DC-Nasstrans-
fer, Dleser gibt Auskunft iliber die Extraktionsausbeute der Komponente
aus dem Schichtmaterial, indem man CGrosse und Intensitdt des nasstrens-
ferierten Flecks grob schitzen kann. Ausserdem signalislert der Nass-
transfer elne eventuelle Zersetzung der Probe, da nebst dem gewilnschten

IC-Fleck weltere Plecken entstehen.

. Handhabung geringer Proben
Mittels farbiger und UV.fluoreszierender V_ergleichssubstanzen stellten

wir fest, dass trotz drei- bis viermallgem Nachwaschen des KBr-Prismas
noch immer ein Teil der Komponente suf dem Boden des wick-Stick-GlEs-
chens zuriekblieb und damit verloren ging. Darum lohnt es sich, vor
allem, wenn wenig Substanz zur Verfigung steht (z.B. < 20 ug pro Kompo-
nente}, solche "Boden-Reste" zu vermeiden, indem man den Extrakt nicht
wie gewohnt im Wick-Stick-Gldsehen, sondern direkt euf das KBr-Prisms
euftrigt. Gute Ausbeuten erhielten wir bel der Aufiragung des Extrak-
tes auf haliber Hihe des XBr-Prismas in kleinen Portionen von Jje ca. 5 ul.

. Modifikation des Wick-Stick-Glischens zwecks

Beschleunigung der Verdampfung
Die Gesamtmenge von 0.25 - 1 ml Losungsmittel braucht durchsechnlttlich

2 - 3 8td, Zeit, um ins XBr-Prisma 2zu steigen und dort zu verdampfen.
Dlese Zelt ldsst sich um die HHlfte reduzieren, wenn man die Spitze

des KBr-Prismas einige Millimeter uber der Deckeliffnung hereusragen
lisst. bDamit wird eine schnellere Verdampfung des Lisungsmittels be-
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wirkt. SPITZER /227 hat die Hohe des Glaszylinders auf 22 nm ver-
kilrzt und die zentrale Qeffnung des Deckels auf 4 mm ¢ vergrossert.

Fig. 10

Schematische Darstellung der Wick-Stick-Anordnung

~_ T

A. Urspringliche Version nach GARNER und PACKER /Ig/
B. Modifiziert von SPITZER /327

Mit einem leichten Unterdruck kann man die Verdampfung des Ldsungs-
mittels noch mehr beschleunigen. Noch besser ist es jedoch, wenn

man auf die herausragende KBr-Spritze einen schwachen Stickstoeff-Strom
leitet.

3,3.4 Herstellung der Mikro-KBr-Presslinge und
Aufnahme der IR-Spektren

Die Herstellung der KBr-Pressiinge und die Aufnahme der IR-Spektren

wurde in der Abt. Spektroskopie der Ciba-Geigy Basel von Herrn

K.0. Alt und Mitarbeitern ausgefiinrt. Dort hat man anstelle eines
heiklen Mikro-Presswerkzeuges eine normale Presse fUr 13 mm ¢ Pillen
verwendet. In dlese hat man elne Kartonreduzierscheibe ven 0,8 mm
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Dicke und 1 x 5 mm Ausschnitt eingesetzt. Zur Probenvorbereitung
wird das KBr (z.B. dle Spitze eines Wick-Sticks) in einer Achat-
schale pulverisiert, in das erwdhnte Werkzeug eingefiillt und zu
elner Mlkrotablette verpresst. Der normale Druck, glelch wie fir

13 mm Pillen, fihrte zu einwandfreien Mikropresslingen von

1 x5x0,} mm. Pir diese Grosse braucht man genau 15 mg }{ﬁr. Es
ist wichtig, diese Menge mbglichst genau einzuhalten, um ein "Flies-

sen" Uber den Ausschnitt hinaus zu vermeiden.

Die Aufnshme der IR-Spektren erfolgte auf einem Spektrophotometer
Modell 221 bzw. 157 der Fa. Perkin-Elmer. Als Zubehbr wurde eln
Linsen-Beamcondenser und ein Reference Beam Attenuator (AT 04) der
Firma RIIC (= Research and Industris) Inatrum. Corp.) eingesetzt.

Die KBr-Tablette von 1 x 5 x 0,3 mm wird im Beamcondenser eingesetzt
und im Strahlengeng der Spektrographen auf maximale Energie justiert.
Bel der anschliessenden Reéistrierung des Spekirums kann nitigenfalls
mit Ordinatendehnung und Abschwichung des Referenzstrahles gearbeltet

werden.

3%.3.5 Praktische Beispiele mit dem DC-IR Mikrotransfer

Der IC-IR-Mikrotransfer hat sich bel der Ldsung konkreter analytischer
Probleme sehr gut bewdhrt. Im Laufe der letzten 2 Jahre haben wir zahl-
relche Komponenten getrernt und zur Mlkro-IR-Aufnahme priparlert. Im
folgenden sclléen lediglich elnige typlsche Belsplele erwdhnt werden.
Bei den Beisplelen a} und b) handelt es sich um dle Strukturbestdti-
gung berelts vermuteter Verbindungen, wilrend es sich bei Belspiel ¢)
um eline Strukturaufklirung handelt.

Beisplel a)

Identifizierung von Spuren eines Insektizides

in Wollfett-Extrakt

In e@e’m Wollfett-Muster wurden gaschromatcgraphisch Spuren von Dia-
irksubstanz ermittelt (ca. 10 ppm). Der Befund sollte mittels

zino
DC-IR Mikrotransfer bestdtigt werden.



- 51 -

Strukturformel veon DiazinoS:>Wirksubstanz:
CH

P
5
N ! oc
HEAN CH@,J—{)-IlL/ 2"
on,” N oo
Experimentelies:
Trenntechnik: aufstelgend, auf 20 x 20 cm Platten
Schlcht: 0,25 mm Kieselgel GF 254, Merck, aktiviert
bei 110 “C
Fiiessmittel: Essigester-Hexan (10+90)

Aufgetragene Extrakimenge: Aiiquot entsprechend 5 g Wollfett aus dtha-
nolischer Losung, auf eine 15 cm lange Start-
linie

Mikrotransfer: Die Zone bei Rf 0,40 wurde unter UV 254 mar-
kiert und mittels Wick-Stick-Technik fir IR-
Aufnahme prépariert

Spektroskopischer Befund: Das IR-Spekirum der transferierten Substanz
ist identisch mit demjenigen der authenti-
schen Vergleichssubstanz (vergi. Pig.ii u.l2}.

Beispiel b)

Jdentifizierung eines Herbizides in Erde

Eine iandwirtschaftiiche Kultur ging aus unbekannten Griinden pl&tzlicn
zugrunde. Zwar vermutele men elne Verwechslung von Kunstdinger mit
Herbizid-wirksamen Substanzen, aber man besass keine handfesten Beweilse.
Unsere Aufgabe bestand darin, dieser Vermutung nachzugehen und in den
Boden-Prapen eventuell veorhandene Herbizid-wirksame Substahgen nhachzu-

welisen.

20 g Erde wurden nach der Methode von DELIEY et al. /237 extrahiert
und dinnschichtehromatographisch untersucht. Als Vergleichssubstanzen
wurden 7 verschiedene authentische Triazin-Herbizide mitchromatographiert.
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Fig. 11

IR-Spaktrum der aus Wollextrakt isolierten und mittels Wick-Stick trans-
ferierten Substanz

TRAMMMETTANCE (PERCENT)

Pig. 12

TR-Spektrum der authentischen Diszinon-Wirksubstanz

[
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Flir die Aufnehme der IR-Spektren danken wir Herrn K.0. Alt (Fa. CIBA-GEIGY AG.,
Basgel).
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Fig. 13

Diinnschichtchromatographisehe Untersuchung von
Erde-Extrakt nebst 7 verschiedenen Triazin-
Herbiziden nach der Methode von DELLEY et al. /237

®

Cemisch Bahn 7 + 5
. Gemisch Bahn 7 + &

1. ATRATON - 2-Aethylamino-4-isopropylamine-6-methoxy-s-triazin
2, PRUME:TO 2,4-bis({Isopropylamino}-6-methoxy-s-triazin

3. SIMAZIN 2,4-bis(hethylamino)-6.chlor-s-triazin

4. ATRAZIN 2-Aethylamino-4-chlor-6-isopropylamino-s-triazin
5. PROPAZI 2.Chlor-4,6-bis(isopropylamino)-s-triazin

. PRCMETRY@ 2,4-bis(Isopropylaming)-6-methylthio-s-triazin

7. EXTRAKT entsprechend C,5 g Erdeprobe

8. TRIETAZI 2_Aethylamino-4-chlor-6-diaethylamino-s-triszin

9

10

Diese diinnschichtchromatographische Untersuchung zelgte Rf-Gleichheit
der unbekannten Verbindung aus der Erde mit Prometryn Wirksubstanz.

Da aber gleiche Rf-Werte noch lange nicht gleiche chemische Strukturen
bedeuten, haben wir die unbekannte Verbindung mittels Wick-Stick-
Technik fiir eine IR-Aufnahme prapariert. Erst die Identit#t der IR-
Spektren {Nr. 54306 und Nr. 505206) haben den sicheren Beweis ge-
liefert. Beide Spektren enthalten charakteristische Banden bei 3.08,
3.38, 6.24, 6.63 und 12.37 » (vergl. Fig. 14 und 15). ’
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Fig. 14

" IR-Spektrum der aus Erde-Extrakt isolierten und mittels Wieck-Stick

transferierten Substanz

FREQUENCY ICW
XE e xS 10T W0 W0 WKD L 1 wo e o e L] 0 00 Lcd

TRAMMETTAMCE (PERCENT)

Pig. 15

IR-Spektrum der authentischen PROMETHYN . Wirksubstansz

TRANBMITTAMCE [PERCENT]

Flr die Aufnahme der IR-3pektren danken wir Herrn K.Q¢. Alt (Fa. CIBA-GEIGY AG.,
Bagel).
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Beispiel ¢)

Identifizierung von unbekannten Nebenkomponenten
in technischem m-Nitrophencl

Technisches m-Nitrotolucl enth&lt einen geringsn unbekannten, was-
serunldslichen Anteil bei pH 10.0. Dieser Anteil wurde durch Fil-

tration getrennt und sollte chrematographisch untersucht werden.

In DC-System Kieselgel GF, Merck/Benzol zelgt der Filter-Rickstand

254
ein Gemisch von 5 Komponenten. Die einzelren Komponenten wurden mit-
tels Dg-IR-Mikrotransfer (Wick-Stick-Technik) untersucht und ALT /247

konnte genaue Strukturvorschlige fiir 3 Verbindungen ermitteln.

Tab. 7
Zusammenfassung der chromatographischen und spekiroskopischen Ergebnisse

F-Antell R
Af-Wert | {grobe IE_SD ' IR—I?az;den Struktur>
Schitzung ) r. u vorschiag
0.15 ~1 % hozoT0 | 2.95, 6.1B/6.3, 6.73, N
6.52, 7.38, 11.4, : éO)-
12,3, 13.5, 14.9 W
2
0.43 ~1 % hoz2068 | 6.05, 6.23/6.3, 6.5, -
11.8, 12.8/15.2,
14,4
0
0.57 ~l4 g 4o2067 | 5.96, 6.26/6,31
12.4, 14.5 0 O
.64 ~2 % 402071 . -
0.80 ~ 90 % 402069 | 6.2/6.73, 6.5/7.78, o
E 8,05, 12.1/12.3/12.5, @
‘ 13.5 '
No, Ko,
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Identifizierung durch Mikrotransfer DC-MS

Einleitung
Unter Mikrotransfer DC-MS verstehen wir die Kombination der Jiinn-

schichtchromatographie und Massenspektroskople im Mikrogramm-Bereich.
Das Steffgemiseh wird auf einer konventionellen, €,25mmdinnen Schicht
getrennt und die einzelnen Flecken bzw. Zanen werden aus der Schicht
entfernt und in das Massenspektrometer liberfiihrt.

Die auf dlese Welse erhaltenen Massenspektren missen mit den Spektren
dep direkt aufgenommenen reinen Substanzen vergleichbar sein und dienen

zur Struktureaufklirung von Komponenten.

Uebersicht der bisher bekannten Methoden
FETIZON /257 hat das Stoffgemisch auf mehreren analytischen DC-Platten

getrennt {20 % 20 em, mit 0.25 mm Schichtdicke) und die einzelnen Kom-
ponenten in Milligramn-Mengen isoliert. Die Umkristaliisation der Kom-
panenten ist fiir die darauffolgende MS-Untersuchung von Vorteil. Diese
Methode funktioniert gut, falls genligend Substenzgemisch vorhanden ist.
In der Praxis kommt es jedoch dfters vor, dasa Strukturaufklirungen

mit geringeren Mengen ausgefiihrt werden milssen.

HEYNS und GRUETZMAGHER 26/, McFADDEN /277, ZEMAN und WIROTAMA /287
sind den elnfachsten Weg gegangen, indem sle das Schichitmaterial zu-
sammen mit der darauf adsorblerten Substanz direkt in den Massenspek-
trographen einbrachten. Dle Resultate waren Jedoch unbefriedigend,

weil das aktive Kleselgel zur Zersetzung der Proben filhrte. SPITTELER
/297 hat darauf hingewiesen, dass diese Technik uniberwindliche Schwie-
rigkeiten bereitet. Der Massenspektirograph wird mit Sorptlonsmittel-

-5taub verschmutzt und es muss mit mehrtigigem Ausfall des Gerites ge-

rechnet werden. Ausaerdem 15t der Untergrund hoch und die Entgasung
des Schichtmaterials nicht m&glich.

SCHWARTZ, BOMER und VANE /307, SCHWARTZ, VANE, POSTMA /31/ haben die
Substanzen aus dem Schichtmaterial (Kieselgel) mit wenlg Lisungsmitiel
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. den Massenspekirographen nicht auf ldngere Zeit zu blockieren.
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extrahiert, den Extrakt eingeengt und aliquote Teile des Keonzentrais
mit 3 - 5 ug Substanz zur Aufnahme der Spektren verwendet. Auf diese
Welse erhaltenc Spektren haben einen starken Untergrund und die von
der Substanz stammenden Signale sind kaum zu erkennen. Die Methode

ist nur fiir die Untersuchung lelcht erkennbarer, z.B. chlorhaltiger Ver-
bindungen geeignet.

KAISER /327 hat dle DC-Trennung auf Quarzplatten ausgefihrt und die
Flecken von der Plattenriickseite mit einer kleinen Sauerstoff-Wasser-
stoff-Flamme erhitzt. Die Substanz wird dabei verdampft und gelangt
mit Hilfe eines inerten Trédgergases in einen Massenspektrographen.
Voraussetzung 1ist dabel, dass die zu untersuchende Substanz unzer-
setzt verdampfbar ist. Dies ist aber nicht immer der Fall, da sich
bekanntlich zahlreiche organische Substanzen unter Hitze-Einwirkung
zersetzen, besonders wenn sie sich in adsorbiertem Zustand befinden.
FAISER empfiehlt fir solche Fille die Verwendung von weniger aktivem
Schichtmaterial, aber er welst gleichzeitig darauf hin, dass dann

die Trennung erschwert oder gar verunmdglicht wird.

Neu entwickelte DC-MS Mikroiransfer-Methoden

[ie vorher erwdhnten Methoden haben uns entweder nicht befriedigt
oder wir konnten sie gar nicht nacharbeiten (z.B. die Methode von
KAISER). Deshalb stellten wir uns als Z2ielsetzung, neue, einfache
Methoden zu entwickeln, welche folgenden Anfcorderungen entsprechen

scllen:

. mit wenigen Mikrogramm Subsianz gute, untergrundfreie Spektren zu

geben,

Unsere Zielsetzung von wenigen ug Substanz ist damit begriindet, dass
Mengen ven 1 - 10 pg Substanz pro DC-Fleck relativ einfach erreichbar
sind, auch auf 0.25 mm konventionellen DC-Schichten. Da die Empfind-
lichkeit der Massenspektrometrie im Bereich von ng/sec liegt, ist



die cben angestrebte Empfindllichkeit realistisch. Wie wir im Laufe
der praktischen Arbeiten allerdings feststellten, liegt die grosse
Schwierigkeit nlcht 1n der Menge der Proben, sondern in deren Beinheit.

Wenn man iiberlegt, dass einige wenige Mikrogramm Substanz aus der
vielfachen Menge Sorptionsmittel entfernt werden miissen, und zwsr
mittels einer vielifschen Menge Lisungsmittel, reslisiert man die

Gefshr, diese sehr Klelne Substanzmenge mit sllerlei Verunrelinlgungen
zu konteminieren. Es ksnn lelcht vorkommen, dass man neben der gewinsch-
ten Komponente dle vielfsche Menge Verunreinigung erhidlt. Um das zu

vermeiden, so0ll man folgendes beriicksichtigen:

Das Verhiltnis der zu isolierenden Substenz zum Sorptionsmittel soll
mindestens 1 : 200 sein. Mit anderen Worten, die chromatographischen
Flecken nmiissen inienslv und secharf abgeirennt sein. Langgezogene, teil-
welse "schmierende” Flecken sind unginstig.

Die Substanz s0ll sus dem Schichtmaterial mit der kleinst mdglichen
Losungsmittei-Menge extrshiert werden. Selbstverstindlich verwendet
man reine, frisch destillierte Losungsmittel und vermeidet deren di-
rekten Kontakt mit Plastik-Behdltern (Kontaminations-Gefshr mit Weich-
machern, Antioxydantien, ete.).

Es ist bekannt, dass an den Winden kleiner Glasgerite farblose Substanzen
in Milligramm-Mengen mit blossem Auge oft nieht erkennbar Sind. Umseo
vorsichtiger muss man beim Umgang mit Mikrogramm-Mengen sein, Dle
Glasgeridte milssen sehr ssuber und die Fldghen, welehe mit der Substanz

in direktem Kontakt sind, sehr klein sein.

Ruckstinde von Schichtmaterisl missen sorgfiltig entfernt werden.
SPITIELER /29/ hat gezeiét, dass organische Verbindungen, wenn sie

in Qegenwsrt von ektivem Kieselgel erhitzt werden, noch vor dem Ver-
dsmpfen im Massenspektrometer sich zersetzen und dadurch den Unter-
grund des Massenspekirums erhthen kidnnen. Im Laufe der DC-

IR Mikrotransfer-Arbeliten haben wir bereits gelernt, wie man Schicht-
materigl~Spuren durch KBr-Filtrstion entfernt. Diese Kenntnisge niitzten
wir bei der Entwiekiung folgender DC-MS Mikrotransfer-Methoden aus.
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a. DC-M3 Mikrotransfer mittels Wick-5tick
Die Ueberfilhrung wird zuerst in die Spitze eines Wick-Stick KBr-

Prismas vorgenommen {vergl. Abscimitt 3.3.3). Dann wird dile mit
Substanzprobe angereicherte Spitze abgebrochen (Gewicht = ca. 10 mg)
urd in einem Achatmorser fein pulverisilert. Die Substanz idsst sich
aus dem KBr mit wenig Losungsmittel extrahleren. Diese Operstion
fiuhrt man z.B. in einem Mikrozentrifugen-Réhrchen aus und lHsst an-
schliessend das KBr durch Zentrifugleren absetzen. Mit einer Mikroc-
spritze passender Grosse (z.B. 100 ul} wird die Losung in kleinen
Portionen (je 2 - 5 pl) auf das Ende eines 45 mm langen Glasstabes
von 1 mm Durchmesser aufgetropft. Zuerst verwendeten wir Stauchen
aus Oxidkeramik, spédter GlasstiZbchen. Das Idsungsmittel ldsst man
Jewells verdampfen; ggf. wird durch leichtes Erwirmen mit einer
Infrarctlampe und/oder leichter Stickstoffstridmung beschleunigt.
Hachdem alles Lbsungsmitiel verdunstet lat, wird 'das StHbchen in
das Massenspektrometer eingefiihrt.

b. DC-MS Mikrotransfer mittels KBr-gefullter Glaskapillare

Folgende Ueberlegungen fiihrien uns zu dleser Methode: wenn man die
Substanz nicht aus KBr extrahieren, sondern direkt auf KBr in das
MS-Gerdt einfiihren wiirde, so konnte man eine Operation sparen. Wenn
wir veon "sparen” reden, dann denken wir nicht an Zeit oder Substanz,
sondern an mogliche Kontaminationen. Denn jede zusdtzliche Operation
bringt neue, unerwinschte Verunreinigungen. Die direkte Einfilhrung
der Probe auf KBr scllte méglich sein, denn KBr ist ziemlich inert,
nicht fliichtig und besitzt elne wesentlich geringere speziflsche
Oberflédche als der Kieselgel. Diese Ueberlegungen wurden aufl nach-
foigende Weisé verwirklicht:

Ein ca. 80 mm langes Schmelzpunktrdhrchen mit 1 mm Innendurchmesser
wird mit feinpulverlsiertem KBr {Korngrtsse ca., 5 u} bis & mm unter -
halb des Randes gefillt (Fig. 12/1). Damn wird ein 8 mm langes, mit
Aceton gewaschenes Glaswolle-Biischel mit einem dinnen Glasstdbchen
in das Schmelzpunktrihrehen gestopft (Pig. 12/2), so dass ein etwa

3 mm langer Pfropfen entsteht (Fig. 12/4).
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Zur Erleichterung dieser Arbeit verwendet man am besten eine han-
delsiibliche Leuchtlupe ven minimal 10 em Durchmesser. Das untere

Ende des Rohrchens wird sc abgeschnitten, dass eine 50 mm lange,

mit KBr gefUllte Glaskapillare gur weiteren Verwendung zuriickbleibt -
(Fig. 12/4). Der fiir den Mikrotrensfer vorgesehene Fleck wird von

der DC-Platte abgekratzt und in einem kleinen Reagensgléschen ge-
sammelt. Zum Herausldsen der Substanz aus dem Serptionsmitiel werden
mittels einer Mikrospritze ca. 30 pl Losungsmittel (2.B. Methylen-
chlorid, Aceton, Methanol) zugegeben (Fig. 12/3). Dann stellt man

die vorbereitete Kapillare mit dem Glaswolle-Pfropfen nach oben in

das Gléschen hinein und stiitzt sie mit einer Metallkappe (Fig. 12/4).
Sobald das Losungsmittel in die Sédule aufgestiegen ist, werden weltere
30 pl Ldsungsmittel in das Gli#schen gegeben. Dies wird, wenn notwendig,
nochmals wiederhelt, bis die Substanz in den oberen Tell der Sdule ge-
wandert 1st, Bel farbigen Verbindungen kann die Ueberfihrung leicht
beobachtet werden. Béi farblosen Substanzen hingegen muss dle bend-
tigte Ldsungsmittelmenge in Vorversuchen ermittelt werden. Dazu wird
eine KBr-Filillung mit Zusatz veon 3 % ancorganischem Fluoreszenzindikator
(z.B. 28 Super der Fa. Hiedel De Haen) verwendet und die Kapillare
unter kurzwelligem UV-Licht nach Zugabc von jewells 30, 60, 90 etc. ul
Losungsmittel beobachtet. Der untere 15 ~ 20 mm lange Teil der Kapil-
lare wirkt als Filter (Fig. 12/5). Nach Aufsteigen der letzten Portion
Lisungsmittel wird dieser abgebrochen und weggeworfen. Der zurickge-
bliebene cbere Teil enthdli dle gewiinscihite Substanz und wird in das
Massenspektrometer elngefilhrt, nachdem auch das andere Ende der Siule

mit Glaswatte zugestopft worden ist (Fig. 12/6).

Aufnahme der Massenspektren

Die Massenspektren wurden in der Firme Ciba-Gelgy Basel, Spektroskopie,
mit elnem CEC 21-110 B Geridt aufgenommen, Der Probenkopf des Standard-
Direkt-Einlass-Systems wurde lelicht modifizieri, 5o dass die friher
erwdhnten Kapillaren bzw. Stdbchen darin befestigt werden konnten.

Die Original-Heizung des Ger@tes war durch eine spezlelle, ausserhalb

der Quelle angebrachte Probenhelzung ersetzt,
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Es wurden folgende Bedingungen eingehalten:

Quallentemperatur: ’ 100 - zo00 %
Elektrenenenergle: 70 ev
Sckundéreiektronenvervielfacher: Maximal Einstellung
Auflédsung: ca. 1000
Scangeschwindigkelit: 8 sec/Oktave
Belspiele

. Identifizierung von Spuren eines Diphemfiaet.her-

Derivates in Urin-Extrakt

Der Trockenrlckstend eines Urinextraktes ist in Aceton ldslich und
zelgt im Dilnnschichtchromatogramn mehrere Zonen. Eine dieser Zonen
besitzt den gleichen chromatographischen Rf-Wert wie authentischer
2-Hydroxy-4,2',4'-trichlerdiphenyleether. Die vermutete Identitst
sollte durch massenspektrometrische Untersuchung der mikrotrans-

ferierten Zone bestdtigt werden.

Experimentelles

Trenntechnik: " aufsteigend auf 20 x 20 om Platte

Schicht: 0,25 mm Kieselgel GHRAIV (Macherey,
Nagel & Co.)}, aktiviert %22 110° _

Fliessmittel: n-Hexan-Methylenchlorid {50+50)

Kammersdttigung: chne Filterpapier-Einlage

Markierung der pesuchten Zone: unter UV254

Mikrotransfer-Technik: Die gesuchte Zone bei Rf 0.50 wdab ea.

30 ug stark. Sile wurde ausgekratzt und in
der Spitze eines Wick-5ticks angerelchert.
Die Wick-Stick Spitze wurde pulverisiert,
mit Aceton extrahiert und die Losung in
eine 10C pl Spritze aufgezogen. Dann wurde
die Ldsung auf das Ende eines Glasstébchens
aufgetragen.

MS-Untersuchung: Die transferierte Probe wurde von Herrn
Dr. W. Richter (Firma Ciba-Gelgy Basel,
Spektroskaople) untersucht. Das Massen-
spektrum der transferlerten Probe erwles
sich als identisch mit dem Massenspek trum
des authentischen 2-Hydroxy-%,2',%'-tri-
chlor-diphenylaethers. Charakterlstische
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Massenpeaks werden bei m/e 2BB/290/2G2
(3:3:1), 3 Chior-Atome (Moleklilion-Peaks),
m/e 252/254/250 (2 Chlor-Atome, M-HC1)
und m/e 218/220 (3:1), 1 Chior-Atom,
M-({HC1/C1) becbachtet.

b. Isclierung und Strukturaufklidrung
eines Metaboliten

15 mg 2-Aethylaminc-4-tert.butylaming-G-methoxy-s-triazin wurde in
300 ml Ndhrldsung, bestehend aus anerganischen Salzen in Wasser, ge-
ldst und zum biocloglschen Abbau dreil Mcnate bel Raumtemperatur belas-
sen. Die DC-Kontrolle im System Kieselgel G/m-Heptan-Isoamylalkchol
(70+430) zeigte, dass die Triszin-Lisung zlemlich verdndert war und aus
3 Zonen bestand.

Zone A = 60 % unverinderte Triazin-Verbindung
Zone B = 20 % 2-Amino-%-tert.butylaminc-H-methoxy-s-triazin
Zone C = 20 % Hydroxy-Verbindungen

Anschliessend stellte man fest, dass die Zone B im DC-System Kiesel-
gel G/Chlcroform-Aceton (70+30) sich in weitere 2 Zonen trennt:

Zone Bl unbekannter Metabolit

Zone B2 = 2-Aminc-l-tert.butylamino-5-methoxy-s-triazin.

Das Verh#ltnis von Bl : B2 war ca. 1 : 1. Unsere Untersuchung hatie
zum Ziel, den unbekannien Metaboliten (= Zone Bl) aus der uns iiber-

gevenen Nahrlosung zu isclieren und dessen Struktur zu bestlmmen.

Isclierung und Mikrotransfer

Die uns iibergebenen 300 ml Nehrlosung enthlelten ca. 1,5 mg des ge-
suchten Metabeliten. Die Niéhrldsung wurde mit zwelmal 200 ml frisch
destilliertem Chloroform extrahiert und in einem HerzKolben am Vakuum-
rotationsverdampfer auf 1 ml Volumen eingeengt. Die DC-Kontrolle zeigte,
dass die Zeonen A und B in die Chleroform-Phase iibergegangen waren, wihrend
dle Zone C wie erwartet in der wissrigen Phase zuriickblieb. Die Chlero-

form-ldsliche Phase wurde auf eine mit Kieselgel PF254 Merck beschichtete



Platte (20 x 20 cm) aufgetragen und mit n-Heptan-Iscamylalkohol
{70+30) chromatographiert. Die Zone B wurde mit Chloroform-Methanol
{B0+20) extrahiert, su-f eine weitere Kieselgel PFQSII Platte sufge-
tragen und mit dem Fliessmittel Chloroform-Aceton (70+30) in den be-
reits srwihnten Zonen Bl und B2 aufgetrennt. Die Zone Bl wurde aus

dem Schichtmaterisl mit Chloroform-Methanol {BO+20) extranlert, worauf
die analytische DC-Kontrolle einen einheitlichen Fleck zeigte. Darsuf
wurde der Extrakt suf der Spitze eines Wick-Sticks angereichert, von
dort sus extrahiert und suf einem Glasstidbehen zur Aufnahme der Mas-

senspektren priapariert.

Massenspektroskopische Untersuchung (Dr. W. Richter, Fa. CIBA-GEIGY AG.)
Das Massenspektrum Nr. 11.125 der transferierten Zone Bi (Fig. 13}
zeigt elnen Molekiilion-Peak bel m/e 239, i.e. 14 Masseneinheiten hioher

s5ls das Ausgangsmaterisl. Darsus folgt mit hoher Wahrscheinlichkeit
eine Inkorporstion eines Ssuerstoffstoms unter Verlust von E_Wasser-
stof fatomen (-CHE--+ -C=0). Dass elne solche Oxidation am @-C-Atom
der N-Aethyl-Gruppe stattgefunden hat, ergibt sich sus den 3 Haupt-
fragménten des oberen Massenbersichs, m/e 224, 1B3 und 1B2, dle dem
Verlust eines CH3 Radikals bzw. Iscbuten-Molekills sus der tert. Butyl-
gruppe (M-15 bzw. M-56), sowie der Eliminierung von Keten (42 ME) sus
dem M-15 Fragment entsprechen. WiEhrend die beiden ersten Prozesse die
Anwesenheit eines intakten tert. Butyl-Restes anzeigén, folgt die Ge-
genwart einer N-fcetylamincgruppe mit hoher Wahracheinlichkeit sus
letzterem Prozess, der fir diese Tellistruktur sehr charakteristisch
und susserdem durch die Beobachtung eines metsstablien Peeks fiir den
Uebergang m/e 224 — m/e 182 gesichert ist. Komplementire Ipformation
zugunsten des N-Acetyl-Restes ergibt sich ferner sus dem Basispeak
des Spektrums, m/e 43 {cx&co*).

Das auf Grund dieses Strukturvorschlsges dargestellte Acetylierungs-
produkt erwies sich als Monoacetylderivat und als eindeutig mit Zone
Bl idsntisch.
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QUANTITATIVE DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE

Die visuelle Auswertung'

Die diinnschichtchromatographisch getrennten Komponenten eines Substanz-
gemisches konnen mit Hilfe von Vergleichsflecken bekannter Konzentration
visuell ausgewertet werden. Dlese Methode beruht auf der einfachen Tat-
sache, dass dle Ortsse sowlie die Farbintensiidt der Flecken mit steigender
Konzeniration zunimmt. Diese Auswertunpgsart wird allgemein als so selbst-
verstandlich betrachtet, dass nur wenlge Autoren dariiber berichtet haben,
z.B. GANSHIRT /17, JOHNSON /27, WALDI /3/7.

Trotzdem lohnt es sich, dieses Problem etwas nidher zu betrachten, denn
die visuelle Methode 1st die
- rascheste und die

- melstgebrauchte Auswertungsart.

Bel richtiger Anwendung liefert dlese Methode befriedigende Genaulgkeit.

Un moglichat gute Resultate zu erhalten, muss man folgende einfachen

Regeln einhaltan:

a) Die Probe und die Vergleichssubstanzen miissen auf der glelchen DC-Platte
chromatographiert werden. Z.3.: dle Auswertung der Proben von einer
Platte mit Hilfe von Vergleichssubstanzen von einer zweiten Platte filhren

zu grosseren Fehlern, well die DC-Bedlingungen von Flatte 2u Platte nicht
genifgend genau reproduziert werden kinnen (Schichtdicke, Kammersdttigung
ete.).

b) Die aufgetragenen Volumina der Proben- und der Vergleichslésungen miissen

konstant sein und betragen in der Regel 2 bis 10 pl. =5 ist also nicht
empfehlenswert, die Vergleichamenpen durch Volumendnderung zu wvariieren.
Nicht das Volumen, sondern die Xonzentration der Ldsungen muss gednderg
werden. Begriindung: die Fldche des chromatographlerten Fleckens ist in
erster Linie von der Fldche des urspringlich (auf dem Startpunkt) auf-
getragenen Flecks abhangig. Z.3.: die gleiche Substanzmenge in 2 bzw.

5 pl Losungsmittel aufgetragen, ergibt untarschiedlich grosse Flecken.



e)

d)

e)

Fall 1:

Fall 2:

Fall 1:

Die Sprithreagenzien miissen glelchmisalg dosiert werden. Die stirkere
Beaprilhung elner Plattenselte kann zu Fehlern filhren.

Bei UV.Licht-Auswertungen miissen dle Augen ans Dunkel gewdhnt werden.

Es ist vorteilhaft, dle gleiche Platte von mehreren Personen auswerten

zu lassehn.

Bel der visuellen Auswertung unterscheldet man folgende 2 Fidlle:
die Nebenkomponente(n) 1st (sind) bekannt und steht (stehen} in aus-
reichender Reinhelt und Qualltdt zur Verfigung.

die Nebenkomponente(n) ist {sind} unbekannt und steht (stehen) nicht
zur Verfligung.

Nebenkemponente{n) bekannt

Fall 1 1st der gilnstigste Fall. Nebat einem guten Trennsystem muss man
auch fiir dle richtige Einteilung der Platten besorgt sein., Bei 15 mm
Abstédnden zwischen den Startflecken kann man pro 20 x 20 cm DC-Platte

11 Auftrepfungen vornehmen. Beim merkbaren Randeffekt sollen die beiden
Hussersten Bahnen weggelassen werden. Um die Platteneinteilung besser

zu 1llustrieren, stellen wir uns ein organisches Pridparat P vor, in wel-
chem eine erwarteie Nebenkomponente V bestimmt werden muss. Hat man gar
keinen Anhaltspunkt iiber dle erwartete Menge von V, 50 widhlt man eine
zlemlich weite und grobe Eichreihe von V. Dle unterste Honzentration soll
Jewells bei der Nachweisgrenze beginnen und wird auf dle ca. 100-fache

Menge erhdht. Die Einteilung wilrde etwa so aussehen:
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Tab. 1
Eintellung der DC-Platte fiir die semiquantitative Bestimmung.
Interval = 0,1-10 % Nebenkomponente

Start Nr.| aufgetragen

Probe 1

0,1% Nebenkomponente = Erfassungsgrenze der Methode
0,5 % Nebenkomponente

1,0 3 Nebenkomponente

Probe 2

2,0 % Nebenkompanente

5,0 » Nebenkomponente

10,C % Nebenkomponente

L= R s T S v S G I T S e

Prove 3

.

Erfahrungsgemidss llegt die relative Standardabwelchung [srel) bel so
elner grobten Eintellung bei ca. + 50 #. Handelt es sich um schwache
Nebenkomponenten von unter 1 %, geniigt bereits diese Genauigkelt fiir
den grossten Tell der Anforderungen.

Es ist manchmal winschenswert, eine noch gréssere Genauigkeit .zu er-
halten. Diese erreicht man durch wiederholtes Auftragen von ein und
derselben Probe und einer enger gewidhlten Eichreihe. Diese Einteilung

konnte bel einer erwarteten Menge von ca. 1 % etwa soc aussehen:
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. Tab, 2
Elnteilung der DC-Platie fir die semiquantitative Bestimmumng.
Interval = ¢,6-1,% % Nebenkomponente

Start Nr. aufgetragen

0,6 % Nebenkomponente
Probe 1
0,8 % Nebenkomponente
Prohe 1
1,0 % Nebenkomponente
Probe 1
1,2 % Nebenkomponente
Probe 1
1,4 # Nebenkomponente

W o = & o= e

Um die Genauigkelt der visuellen Auswertung zu zeigen, haben wir folgendes
Experiment ausgefiihrt: durch exakte Einwaage haben wir 1,30 % 2-Naphtol
p.a. zur nebenfleckfreien 2-Uydroxy-3-naphtoesiure zugegeben und das Ge-
misch in Aceton geldst. Diese Lisung wurde von 6 verschiedenen, dinnschicht-
chrometographisch geschulten Personen chrometographiert. Selbstverstdndlich
wurde der Gehalt von Z2-Naphtol nicht bekannt gegeben und jeder Ausfilhrende
hat die Eichreihen selber hergestellt. Man hat auf Kieselgel-G-Schicht mit
Tetrachlorkohlenstoff-Eilsessig (90+10) chromatographiert und der Nachwels
erfolgte mit Diazcechtrot B. Nach einer ersten groben Schidtzung wurde Je-
wells mit einer engen Elchreihe analog der oben erwdhnten pgearbeitet und
dabei wurden felgende Resultate ermittelt:
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Tab. 3
Beispiel einer semiquantitativen Analyse
Laborant A 1,0 ¥ 2-Naphtol
" B 1,2 "
tl c 1’3 n
" D 1 3 It
" E 1 5 "
" F 1‘6 "
Arithmetisches Mittel = 1,32 % (Theorie = 1,30 '4l).
Relative Standardabweichung (srel] =+ 16 %.

Fall 2:

Wie spiter bel den direkten spektrophotometrischen Messungen gezeigt wird,
ist die Standerdabwelchung auch bei der visuellen Auswertung ven der Sub-
stanzrmenge im Fleck abhingig. Die optimale pg-Fenge liegt meistens 5-50 mal
hther als die Erfassungsgrenze. In der NEhe der Erfassungsgrenze scwle bel
noch hoheren Konzentrationen als erwdhnt, muss man mit schlechteren Genaulg-
keiten rechnen. Wkhrend bei hoheren Konzentraticnen durch entsprechende Ver-
dinnung Abhilfe geschaffen werden kann, kann man bei kleinen Konzenirationen
hoehstens durch Herabsetzung der Erfassungsgrenze helfen (bessere Nachweis-

methode, Erhthung der aufgetragenen Menge).

Mebenkompohente (n) unbekannt

In diesem Fall kann man die Auswertung mit Hilfe einer fremden Testsubstanz
versuchen. Diese soll anndhernd den gleichen Rf-Wert haben (Rf = + C,2) wie
die suszuwertende Zone, denn die FlHechen chromatographischer Flecken sind
von der Wanderungsstrecke abhingig. Je grosser der Rf-Wert, desto grdsser
die seitliche Diffusion. Der Durchmesser der Flecken in der Nihe der Losungs-
mittelfront ist meistens > mal so gross wie in der Hdhe der Startlinile.
Ausserdem scll die fremde Testsubstanz aus der gleichen chemischen Substanz-
klasse stammen. Bei der Reinheitspriifung organischer Prdparate werden Heben-
komponenten cof't mii eilner Elehreihe der Hauptkomponente ausgewertet. Als
Belisplel wird die Bestimmung einer unbekannien Hebenkomponente in einer
Triazin-Verbindung erwdlnt. Nachtridglich wurde diese Unbekannte aufgekldrt

und die Analyse mit der authentischen Substanz ausgefilhrt:
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Tab. 4
fuswertung mit authentischer und niehtauthentischer Vergleichgsubstanz
. Auswertung mit authentischer
3 t) b W
robe  Auswertung mii Hauptkomponente Vergleichssubstans
1 1,5 % 0,5 %
2 1,0 Q,3
3 0,5 0,2
4 o, 2 < 0,1
5 0,2 < 0,1

Dieses Beispiel Zeigt, dass die Auswertung mit der Hauptkomponente etwa
3 mal hohere Werte ergeben hat. Sie war aber trotzdem niitilich, denn man
hat sc eine Rangliste der 5 Proben erhalten: die saubersien sind die

Proben 5 und 4, dann folgen 3, 2 und schliesslich 1.

Eine weitere Mgglichkelt der visuellen Auswertung - chne authentische Ver-
geleichssubstanzen - ist die Verwendung von Typ-Sub%stanzen. Diese wird in
der Kontrollanalytik praktiziert, also dort, wo die Qualitdt elnes Prodgk-
tes laufend geprift wird. Eine in der Praxis bvewdhrie Charge wird als Typ
deklariert und die Nebenflecken des Typs willkiirlich gleich 100 gesetzt und
als Bezugsgrisse fir die Analyse welterer Proben beniitzt. Man arbeitet z.B.

nzeh folgendem Schema /47

Tab.
Finteillung der DG-Platie flir die semiquantitative Ausweriung mittels Typ-

Substanz (ohne authentlsche Yerrleichssubstanz)

Start ir. aufgetragen
1 10C g Probe
2 @b He Typ
3 100 pg Probe

@Eﬁ pg Typ

1C0 pg Probe

4 {0y ug Typ
5 106 pg Probe
6 20} ps Tye
T 10C pg Probe
3]

9




T

Bei der Auswertung wird festgestellt, ob die einzelnen Nebenflecken der
untersuchten Probe eiws der Intensitdt eines gleichen Nebenflecks aus der
Konzentratlonsreihe des Typs oder evil. einem Zwischenwert entsprechen.
Fir die Konzentrationsangaben jeder Nebenkomponentie bestehen somit bel
obgenanntem Auftragungsschema folgende 9 Mdglichkeiten:

< 50/50/75/100/150/200/300/400/ >400

4.2. Die spektroskopische Auswertung nach Extraktion aus den Sorptionsschichten

Fnlis die CQenaulgkeit der visuellen Ausweriung nicht ausreiecht, kann man

die getrennten Zonen auskratzen, extrahieren und spekirophotometrisch be-
stimmen (im UV oder VIS-Bereich). Dabei kann man relative Standardabweichungen
von ca. 2-3 % erzielen. Diese als sehr befriedigend bezeichnete Genauigkeit
mugs mit einem relativ hohen Zeitaufwand bezahli werden. Schon nur fiir die

Ausarbeitung der Methode braucht man eine bis mehrere Wochen.

4.2.1 Einteilung der DC-Platten und Auftregen der Probeldsungen

Die DC-Platte wird Jje nach erwartetem Gehalt {schwache oder starke Komponente)
sowie nach der Art der Endbestimmung eingeteilt. Da wir kein Mikroinstrument,
sondern eln normales Spektrophotometer mit } cm Cuvetien verwendeten, reichte
die Substanzmenge gewdhnlicher DC-Flecken nur selten aus. Deshalb teilten wir
die 20 x 20 cm Platte meistens in nur 3 Bahnen & 6 eom Dreite ein und trugen
die Lisungen bandf8rmig auf. Man muss eine gewisse Uebung bekommen und darf
die Schicht auf keinen Fall verletzen. So eine Auftragung gelingt z.B. mit

der bekannten AGLA-Spritze, wenn man 5 ul-weise, Tropfen neben Tropfen so
auftrdgt, dass die Kreise sich ﬁberschneiden:(:IIjj:II) Auf der -mittleren
Bahn trugen wir die zu analysierende Probe auf, links und rechts flankiert
von 2 Eichwerten. Die Konzentration des einen Verglelchswertes war kleiner,
die des anderen gridsser als in der Probe zu erwarten war. Z.B.: bei einem
erwarteten Gehalt von 50 % Komponente, chromatographiert man auf die gleiche

Platte Vergleichswerte von 40 bzw. 60 %,
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4.2,2 Lokalisierung der Flecken

Nach erfolgter Trennung missen die Komponenten auf der DC-Platte loxkalisiert
werden. Da fast alle von uns gepriiften Verbindungen im UV-Berelch Licht ab-
sorbierter, konnten wir sie auf Fluoreszenz-indikator enthaltenden Flatten,
unter kurzwelligem UV-Licht, erkenmen. Im UV oder Tageslicht nicht sichtoare
Verbindungen Xann man mit geeigneten Spriireagenzien sichtbar machen. Der
Fleck muss anschliessend ausgekratzt und extrahieri werden. Au} diese Weise
naben wir z,B. eine Aminos8ure mit Ninhydrin-Reagens bespriiht, den farbigen
Fleck ausgekratzt, mit Reagens extrahiert und photometrisch gemessen. Diese
Spridlhmethode versagt, wenn die entstandenen farbigen Produkte sich schwer
1gsen und sich aus dem Schichtmaterial nicht mehr extrahieren lassen. Theo-
retisch besteht noch die Lokalisierung nach Rf-Wert, aber diese ist nicht zu
empfehlen, da durch unerwartete Fleckendeformation, Randeffekte etc., Verluste
entstehen kdnnen. Man kann sber die gewiinschten Zonen mit farbigen oder Uv-

sichtbaren leitverbindungen markieren {vergl. pridparative IC).

Die Extraktion

Die lokalisierte Zone wird mit einem geeigneten Spatel ausgekratzt und.vor-
sichtig, chne Verluste, in ein geeignetes Gefdss {Reagensglas} iiberfilhrt. Am
besten arbeitet man so, dass man zuerst das Schichimaterial um die gewlinschte
Zone ganz entfernt und den zurlickgebliebenen Fleck auf eine Alufolie sammelt,
bevor mah 1hn in das Gefiss einfilhrt. Mit einem geelgneten Lssungsmittel oder
Losungsmittelgemisch dauert die Extraktion einige Minuten. Mechanisches
Sehiitteln beschleunigt die Extraktion {z.B. Automatic-Mixer der Fa. Bender &
Hobelin AG. Ziirich). Pro cmg Schichtmaterial verwendeten wir 1 ml Lisungs-
mittel. Das Schichtmaterial wird beim Filtrieren durch G ¥ Glasfilter weit-
gehend entfernt. Feine Kieselgelkirner konnen sonst ins Filtrat gelangen

und sie bel der Endbestimmung sidren, hauptsichlich dann, wenn unter 24 nm,
im kurzwelligen UV-Bereich gemessen wird (Streulicht!), In solchen Fdllen
nutzt eine ca. 15 min Zentrifugierung, und zwar mit Christ Junior O Zentri-
fuge (relative Zentrifugalbeschleunigung = 300C g). Ein mindestens ein-

maliges Nachwaschen des Gefdsses und der Nutsche ist empfehlenswert.
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Ein ganz entscheidender Punkt ist die Wahl des Extraktionsmittels. Elne
100 #ige Extraktionsausbeute ist in der Regel nicht zu erreichen, meistens
bleiben einige % Substanz im Schichtmaterial. Dieser Anteil kann in Vor-
versuchen mit nicht chromeatographierten Flecken ermittelt werden. Wir
haven die Extraktionsmittel seo geprilft, indem wir sie zuerst als Fliess-
mittel einsetzten. Wanderte die Verbindung mit gressem R{-Wert, so war
dile Chance gross, dass das Extraktionsmittel richtig war. Unserer Meinung
nach ist die unvollsténdige Extraktion die wichtigste Fehlerquelle bei
diesen Bestimmungen. Um diese Fehler méglichst gering zu halten, miissen
die Vergleichswerte auf dle glelche Platte mitchromatographiert und gleich
wie tle Prove behandelt werden.

Die Endbestimmung

Den klaren Extrakt haben wir in eine 1 ¢m Quarziiivette liberfiihrt und in
elnem Beckman DB-G-Spektrophotometer gemessen. Wenn irmer miglich, haben
wir im UV-Bereich gearbeitet, da Farbreaktionen zusitzliche Pehlerquellen
mit sich bringen. Dle Verglelchskiivette wurde mit Blindextrakt gefiillt.
Die Berechnung erfolgte entweder graphlsch oder mit Hilfe der linearen

Interpolationsformel.

Vorsichtsmassnahmen

Alle denkbaren Verunreinlpgungen aus dem Schichtmaterial, der Losungsmitteln
cder der Atmosphire, kinnen bedeutende Fehler verursachen und def Gehalt
dieser Substanzen muss mdglichst niedrig gehalten werden. Nur ganz saubere
Glaswaren, inkl. Tridgerplatten, saubere Lisungsmittel, staub- und dampf-
arme Luft sowie gut ilberlegte und sorgfaltige Arbeitswelse kann zu wirklich
befriedigenden Resultaten fiihren.



4.2.€ Anwendungsbeispiele
a} Bestimmung des Antioxydantes IRGANOX 1010® der Fa. CIBA-GEIGY AG.
in diversen Extrakten.

Chemische Struktur: Ho- CH2 CHE COOCHE- " c

Chromatographisches System: Kieselgel GFEsuﬂﬂethylenchlorid-n—Hexan (80+20;

Substanzmenge: 200-800 pg IRGANOX 1010, aus 100 ml Lisung,
bandfBrmig aufgetragen

Lokalisierung: UV254 nm

Extraktion: mit Methylenchlorid bei Raumtemperatur

Messung: bei 283 nm

Anzahl Bestimmungen: 9

Relative Standardabweichung: +2,5 %

®

b) Bestimmung des Lichtschutzmittels TINUVIN 327 der Fa. CIBA-GEIGY AG.

in diversen Extrakten.

~
N -
Chemische Strukiur: g @
ci ~ H!IE

Chromatographisches System: Kieselgel GF254/CY°1°hem

Substanzmenge: 30-120 ug aus 50 pl Ldsung, bandfErmig auf-
getragen

Iokalisierung: UV251! nm

Extraktion: mit Methylenchlorid bei Reumtemperatur

Messung: bel 354 nm

Anzahl Hestimmungen: 10

Helative Standardsbweichung: +1,7 %
¢} Bestimmung des IsomerenverhBlinisses in einem Forschungsprédparat

Chemische Struktur:

OH OH H H
S ]
Isomer 1 = Isomer 2 =
cl cl Ccl CL
Cl cl Ci cl
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Chromatographlsches System: Kieselgel GFaSuﬂfletI’wlenchlorid-Ameiaenab‘.ure

{99+1)
Substanzmenge:. 500 pg Isomerengemisch aus 100 pl Ldsung
iokalisierung: Uvesu nm
Extraktion: mit Aceton-Eisessiggemisch (95+45)
Messung: bei 327 nm
Anzahl Bestimmungen: 20

Relative Standardabweichung: + 4,5 &

Die direkte "in situ" Auswertung von Diinnschichtehromatogrammen

durch Remisslonsspektrophotometrie 1m UV-VIS-Berelch

Prinzip der Methode

Das Ziel der direkten spekirophotometirischen Auswertung ist dle Ersetzung
der visuellen semiquantitetiven Beurtellung durch eine quantitative aber
gleich raszch ausfiihrbare i‘dessung. Die zu diesem Kapitel beschriebenen
Arbeiten wurden mit dem Chromatogramm-Spektralphotoneter der Fa. Carl Zeiss
(nach Prof. E. Stahl), Oberkochen BRD, ausgefiihrt.

Das Prinzip der Remissionsmessung ist folgendes:

Die DC-Platie wird mit praktisch monochromatischem Licht von konstanter
Welleniknge, wihlbar zwischen 220-800 nm, bestrahlt. Die Strahlung dringt
Je nach Wellenlinge mehr oder weniger tief in dle Schicht ein, kehrt nach
wiederholter Streuwung an die Qberfliche zurlick und wird als "diffuse Re-
flexion" ( =Remission) mit Hilfe eines lichtelektrischen Empfingers gemes-

sen;
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Pig. 1
Schematische Darstellung der Remissionsmessung
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Fall 1: Die Strahlung trifft die reine Sorptionsschicht und wird von dieser
zlemlich stark remltilert. Die Remission der substanzfreien Schicht

wird als 100 % betrachiet.

Fall 2: Die Strahlung trifft einen DC-Fleck, wobel ein Teil des Lichtes ab-
sorpiert und cin anderer Teil remittiert wird. In diesem Fall ist die

remittierte Strahlung weniger intensiv als im Fall 1.

Das Signal des Empfingers (= Elekironenvervielfacher) wird verstirkt
und von einem ¥ompensationsschreliber registriert. Die DC-Platie wird
mit konstanter Geschwindigkeit, parallel zu der Laufriehtung automa-
tisch an der MessfldEche verbeigefiihrt. Als Messergebnis entsteht fir

Jeden Fleck eine Kurve:



Fig. 2
Schematische Darstellung eines Chromatogramms und der dazugehdrigen Remlssions-
kurve
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Die Fliche oder die Hthe der Kurve ist ein Mass fir die Substanzmenge aus
dem DC-Fleck. Die Methode 1st relativ und die gquantitative Auswertung er-
folgt mittels Vergleichsflecken bekannter Konzentraticnen. Als Standard-
substanz eignen sich diejenigen Substanzen am besten, welche gerade ge-
messen werden. Die Reproduzierbarkeit der spektrophotometrischen Aus-
wertung 1st normalerwelse viel besser als diejenige der chromatographischen
Trennung. Mit anderen Worten: die wichtigsten Fehler werden nicht bel der
Auswertung, sondern bel der Trennung verursacht. Je nach der Giite der
Chromatogramme haben wir in der Praxis relative Standardabweichungen von

+ 2-5 % berechnet.






Bei den Remissionsmessungen gibt es folgenden Strahlengang:
. Lichtguelle
. Monochromtor

. Zwischenoptik aus Quarz

F . I I

. Umlenkspiegel

. Chromatogramm

N

6. Empfiénger

Das Licht von der lLampe geht zuerst durch den Monochremator. Die Zwischen-
optik aus Quarz bildet den Austrittsspalt des Monochromators auf die
Plattenoberfliche ab. Das Licht fdllt senkrecht auf die Platte. Das re-
mittierte Licht gelangt zu dem Empldnger, welcher in einem Winkel von 450
zur Platte placiert ist.

Das kaufliche Zelssgerdt wurde durch ein speziell bestelltes Steuerungs-
gerfit erginzt. Dieses wurde von der Fa. Zeiss Ziirich, (ehemals Ganz Qptar AG)

gebaut und ermdglicht:

a) Das vollautomatische Abtasten aller Bahnen einer DC-Platte.
(Die Verschiebung von Bahn zu Bahn geschieht mit Hilfe eines zusdtz-
lichen Servemotors, die Einstellung ist auf 1/10 mm genau mdglich.)

b) Das automatische mdanderformige Abtasten der Flecken. (Die Miander-

schritte sind ebenfalls auf 1/10 mm genau wahlbar.)
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4,3.3 Beapre des "Ab "_und der Ausw
Es ist offensichtlich, dass die Peakfliche mit der Substanzmenge aus dem
DC=Fleck in einem gewisaen Verhdlinis steht. Wenn man die Konzentration
{ = pg pro Fleck) auf die Ordinate und die Peakfldche auf die Abzlsse auf-
trdagt, erhdlt man im Falle einer Eichreihe zuerst elne stelgende Gerade,
welche sich denn mit zunehmender Konzentration verflacht und asymptotisch
zur Ordinate wird. Die Konzentration eines Fleckes kann mit Hilfe ven
solohen Elchkurven bestimmt werden. Diese Relstion zwischen Feakfléche
und Kenzentration wird am hdufigsten verwendet.

Die Messung der Peakfldchen lst Jedoch mit gewissen Nachteilen verbunden:

a) Die elektronischen Integratoren sind teuer und arbeiten nicht immer
befriedigend. Bel den Einstrahlgerdten, wie dies bel dem verwendeten
Zelssgerdt der Fall ist, kann man die Unregelmissigkeiten der Null-
ILinie nicht korrigieren.

b) Oas manuelle Flanimetrieren ist zeitraubend und mit mindestens 1-2 %
relativer Standardabwaichung verbunden. '

Deshalb versuchten wir, anstelle der Feakfldche die etwas celtener ver-
wendete Peaknthe zu bericksichtigen. Es hat aich gezelgt, dass die ampi-
rische Relation zwischen Konzentration (ug Menge pro Fleck) und Peakhohe
durchaus brauchbare Werte apgibt. Als Beisplel zelgen wir anschliessend
die Eichlurve von Iminostilben, wcbei die Fldchen- und Fohenkurven einen
sehr dhnlichen Verlauf haben.
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Ein anderes Problem tei der Auswertung ist die Wahl der Spalthihe. Die
ideale Spalthdhe ist identisch mit der Breite des DC-Flecks, damit der
gesamte Lichtstrahl durch den Substanzfleck gelenki wird. Die Grbsse der
zu messenden DC-Flecken 1st aber sehr unterschiedlich und die Spalthihe
kann nicht sifrdig angepassi werden. So kann man die idealen Bedingungen
in der Praxis niemals erreichen. Folgende Zeichnung wveranschaulicht dieses

Preblen:

Fig. A

Die Problematik der Wahl der richtigen Spalthdhe

ZU ORESS RICHT\& Zu KLEIN
Aus diesem Grunde versuchten wir das Abtasten mit einer Lochblende von
1 mm Durchmesser gemiss Arbelten von SEILER /5/. Die Schwierigkelt besteht
darin, dass der Lichtstrahl, welcher auch auf der DC-Platte einen Licht-
Fleck mit 1 mn Durchrmesser ergibt, exakt léngs der Symmetrieachse des
Fiecks und parallel mit der Wanderungsrichtung pefiihrt werden muss. Dz
die Chromatogramme aber meistens nicht ganz gerade laufen, misste man die
Symmetrieachse fiir jede Bahn bestimmen. Oder noch besser, man sollte den
Fleck von rm 2u mn abtasten, uwn die maximale Peakhdhe mit Sicherhelt zu
erfassen. Mit dem normalen Zeilss-Geridt wire dies Jedech schwlerlg, demn
man misste dle Platie nach Jedem automatischen Eazf in der ¥-Aichtung um

jewells 1 mm von Hand in die X-Richtung verstellen.









Definitionsgemdss ist die Kubelka-Munk-Funktion unter felgenden Voraus-

setzungen erfiillt:

- die einfallende Strahlung ist diffus

die Schichtdicke ist gegeniiber der Wellenlinge unendlich gross
die Substanz ist im Schichtmaterial homogen verteilt

- der Streukeeffizient ist von der Wellenldnge unabhingig.

Diese Bedingungen sind Jedech in der DC nur teilweise erfiillt. Dadurch
bedingte Fehlermtiglichkeiten kénnen eliminiert werdan, und zwer dadurch,
dass man die Messungen mit Vergleichsflecken von bekannter Konzen-
tration vergleicht, welche unter gleichen Bedingungen chromatographiert
und gemessen werden. Die mit der Kubelka-Munk-Funktion erhaltene bessere

Genaulgkelt muss mit einem grésseren Arbeltsaufwand erkeuft werden.

%.3.4 Fenlerquellen
a)Aufiragen der SubstanzlBsungen

Auf den Startpunkten der DC-Platte werden kleine Velumina ven 2, 3 aqder

5 ul appliziert. Bel der visuellen Auswertung haben sich die kelibrierten,
selbstfillanden Wegwerfkapillaren, die s.g. MICRQCAPS, sehr qut cewdhrt
{Hersteller: Drummonad Scilentific Co.. Broomall, PA, USA). Wir wollen gerne
dieses praktische Hilfsmittel auch fiir die quentitetiven Bestimmungen ver-
wenden. Deshalb haben wir sie zuerst geeilcht und die Messwerte statisen
ausgewertet. Beil den 5 pl Kapillaren war die relative Standardabweicnung

+ 1 %, unabhingig von der Art der gepriiften Losungsmittel (Methylenchlorid,
Benzeol, Diexan, Q-Dichlorbenzol).

Beschreibung der Fichmethode: Lin 5 pl-Microcap wurde wie iolich in einen

Stahlhalter eingespannt, in eine 1 Zige l-Isopropylamineantrachincn-idsung
so wenig wie mdglich eingetaucht und durch Kapillerwirkung geflilli. Zun
1dsen des stabilen Antrachinonderivates wurden 4 Losungsmittel versauledener
Fliichtigkeiten verwendet: Metihylenchlorid, Benzol, Dioxan und 0-Dichlar-
venzol. Der Inhalt der Microcaps wurde auf Kieselgel G Merck-Schicht eufge-



tragen, der Fleck mit dem Spatel ausgeschabt und in 10 ml-Messkolben trans-
feriert. Anschliessend wurde er mit dem Jjeweils verwendeten Losungsmittel
zur Marke gestellt und die Extinktion mit einem Beckman DB-Spektralphoto-
meter bei 502 nm Wellenlinge gemessen. Es wurden 1 cm-Glaskiivetten verwen-
det und die Vergleichskilvette wurde mit dem jewells verwendeten Losungs-
mittel gefiillt.

Tab. 6
Bestimmung des Fehlanteils beim Arbeiten mit kalibrierten Kapillaren
(Mlcrocaps)
Anzahl Mittelwert | Relative
Losungsmittel Bestimmungen | der Standard-
Extinktion { abweichung
() 63 (Sre1)
Messunzen mit jeweils Benzol 30 0.1467 +0,99%
neuen, aus verschiede- Methylenchlorid 50 0.1397 +0.90 %
nen Packungen stammenden Dioxan 50 0.1408 + 0.97 %
Mierocaps 0-Dichlorbenzol 50 0.1387 +1.15 %
Messungen mit ein und Benzol 50 0.1456 + 1.0
derselben Microcap

Besprechung der Megswerte

- Die Unterschiede der relativen Standardavweichungen sind von Ldsungs-
mittel zu Losungsmittel bei einer statistischen Sicherheii von 95 & nicht
signifikant.

= Auech die Verwendung von jeweils neuen oder ein und derselben Microcap hat

praktisch keinen Einfliuss auf die relative Stendardabweichung.



b) Regelmdssigkeit der Schichtdicke
Zur quantitativen "in 'situ" Messung verwendeten wir ausschliesslich die

regelmassigeren, von automatischen Streichgeriten stammenden DC-Flatten.
Bel eilner Spalteinstellung von 0,250 mm erhdli man nach der Trocknung im
Falle von Kieselgel Schichten von ca. 0,170 mn Dicke, Scleche Schichten
kénnen mit einem Trockenfilm-Dickenmesser mit einer von 0 - 1 mm reichen-
den Skala gemessen werden (z.B. Typ 233 der Fa. Erichsen, Hemer-Sundwig,
Bundesrepublik Deutschland). * Die 20x20 cm Platten wurden stichprohen-
artig vor der ChromatographieAan 25 gleichmdssig verteilten Stellen ge-
messen. Pertigplatten der Fa. Merck (Art. Nr. 5713), mit automatischem

treichgersit der Fa. Camag (Mutienz, Schweiz)} hergestellten Schichten,
waren plefichwertig., Die relative Standardabwelchung innerhalb einer
Platte betrug ca + 5 &.

Welches 1st der Einfluss der Schichtdicke auf dle Genaulgkelt der Remis-

r

slonsmessungen?

Man stelle sich 2 Schichten von 0,1 bzw. Q0,2 m» vor. Falls die gleiche
Substenzienge in beiden Fdllen homogen verteilt wire, misste die 0,1 mm

Schicht zweimal schwicher remittleren als die £,2 mm:

Fig. g
Problematik der Unregelmédssigkeit der Schichidicke

J _ j:/, l

O 2 waren,

O L

* vergl., Kapitel Priparative DC.
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In Wirklichkeit ist aber die Substanz nicht homogen verteilt. Wihrend
des Wanderns entfernen sich die Flecken von der Glasplatie und reichern
sich an der Schichtoberfldche an. SHELLARD /9/ hat folgendes wahrscheln-
liches Verteilungsprofil vorgeschlagén:

Fig. 10
Schematische Barstellung der wahrscheltilichen Substanzverteilung in ver-
sehiedenen dicken Schichten nach SHELIARD A7

Probatle vertical profil

/I

Die Remission wird nun von der Substanz, welche sich am oberfliachlichen
Schichibereich befindet, beeinflusst und diirfte in den 3 Fdllen unter-
schiedlich sein, sich Jedoch in der gleichen Grissenordnung bewegen. Die
vorher gestellte Frage kann leider nieht genau beantwortet werden. Vor-
sichtshalber ist es empfehlenswert, . n8glichst regeimdssige Platten zu

verwenden.

Die Hammersattigung

Die Rolle der Kammersdttigung mii Fllessmiiteldampfen ist bei Remlssions-
rmessungen von grosser Wichtigkeit. Jork /107 hat schon vor Jahren darauf
hingewiesen, dass in einer ungesittigten N-Kammer das Flilessmittel nicht
nur nach oben wandert, séndern auch von der Glasunteriage gegen den Dampf-
raum.’ Die Ursache dieser setundiren Migration ist in der Fliessmittelver-
dunstung zu suchen. Deshalb befindet sich der Substanzfleck nicht in der
ganzen Schichtd.cke gleichmissig verteilt, sondern reichert sich an der .
Oberfliche an. Diese sekunddre Migration ist in den ungesittigten Trenn-
zammern schiechi reproduzierbar. Sie kann jedoch durcﬁ sorgfiltige Kammer-

sattigung mit Fi:lterpapiereinlage zurlickgedrdngt werden.
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d) Aenderung der Peakhthen

Wiederholt man dgs Abtasten eines Chromatogramms in gewlssen zelilichen
Intervallen, so kann man tfters cine stidndige Peakhohe-Abnahme registrie-
ren. Vermutlich ist diese Abnahme mit 1lrgendeiner chemischen Aenderuny der
getrennten Substanz verbunden (evtl. Oxydation) oder mit der Aenderung der
Sehichtbeschaffenneit. Bei der Ausarbeitung ven neuen Analysenverfahren

Tuss man solche Phinomen im Auge bdehalten  und gegebenenfalls das Abtastender
IX-Platien stendardisieren. Z.5. muss das Abtasten Jewells nach 30 min

Trocknung bel Raumtemperstur eusgzefilhrt werden.

Peispiel

Aei der Bestimoung einer Nebenkemponente (= ein Sulfid) in einem Sulfoxid
{ungereinigtes Rohprodukt fir die Gewinnung von Anturam™ pharmazeutische
Wirksubstanz der CIBA-GEIGY AG.) haben wir die Messungen nach 20 h ?1eder-
holt. Wir erhielten dabel durchschnittlich 2k % tiefere Peakhthen filr das
Sulfid. Da aber die Eichung mit gleich alten Vergleichswerten erfolgte,
blieb das prozentuale Ergebnis praktisch unverdndert.

Tapellarischer Ueberblick:

Tab. ¥

fAenderung der Messwerte nach 20 Stunden

Peak-ilhe () _::Ziﬁ'ime Sultid #

10 min | 20 5td mr 4T T 16 min T]T20 52
1. 200 pr Mg, 212 61 b= -16 -26 0,k4 0,43
2. 0,6 pg = 0,3 ¥ Sulfid 46 B4 -12 -26 - -
3. gleich wie 1. 83 Ly -13 -2h 0,46 0,45
4. 6,8 g = 0,4 7 3ulfig 56 4 ~13 -23 - -
5. glelch wie 1. 67 57 -13 -22 ¢, 49 0,51
6. 1,0 pg = 0,5 .5 Sulfid & 54 -16 -23 - -
7. gleich wie 1. G2 43 -17 -27 0,45 0,43
3. 1.2 pg _ 0,6 % Sulfid 75 58 -17 -23 - -
3. gleieh wie 1. 63 a7 -16 -25 0,46 0,L5
16. 1,4 pg = 0,7 .7 Sulfid 8t 64 -21 ] 24 - -
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e} Der Einfluss des Fluoreszenzindikators

Die Anwendung ven Fluoreszenzindikator enthaltenden Schichten ist gemiss
Zeiss-Prospekt unerwiinscht: "Wenn die Sorptionsmittelschicht selbst fluo-
resziert, wird die normale Absorpticnsmessung in spektiralen Bereichen gestdrt,
in denen die Fluoreszenz des Sorptionsmittels angeregt wird". Die Ver-
wendung eines Fluoreszenzindikators ist praktisch, denn sie erleichtert
die Arbeit. Deshalb haben wir einige Versuche parallel auf fluoreszieren-
den und nicht flusreszierenden Kieselgel-Fertigplatten ausgefiihrt (Merck
Nr. 5715 bzw. Nr. 5721). Wir haben elne Substanz gewdhlt, welche ausge-
rechnet im "vertotenen" Wellenbereich (in welchem die Fluoreszenz ange-
regt wird) ihr Abserptionsmaximum hat: 4,4'-Dihydroxy-diphenyl-sulfon mit
A max. bel 255 nm. Wir haben zwischen den fluoreszierenden und nicht fluo-
reszierenden Schichten keinen signifikanten Unterschied gefunden und ge-
denken auch in Zukunft die fluoreszierenden Schichten vorsichtig zu ver-

wenden.

£) Vom Instrument verursachte Fehler

Der vom Instrument verursachte Fehleranteil vetrigt weniger als + 0,7 %.
Die wurde auf folgende Weise bestimmt: eln einziger, 1,25 pg starker UV-
absorbierender Fleck wurde auf Kieselgelschicht {ohne Fluoreszenzindikator)
aufgetragen, chromatographiert und dann 20-mal hintereinander gemessen.

¥ =20

X = 95,25 wm Peak-Hohe
Range = 94-06,5 mm Peak-Hihe
Erel =+ 0,7 %

Der Fehler von O,7 % schliesst auch den Ablesefenler mit dem Massstab ein.

Das Fremdlicht vermindert die Stabilitdt der Null- bzw. der 1oco %-Linie.
Durch Abdecken des Messkopfes, des Empfingers und des Kreuzilsches mit
einem schwarzen Tuch konnte eine wesentlich stabilere Nuli-Linie erreicht

werden.
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4.3,5 Praktische Beispiele

a)Bestimmung der Nebenkomponenten in einmem technischen Produkt {= Atrazié:h

Problemstell + Die mengenmidssig wichtigsten Mebenkomponenten von Atrazin
sind Simaziﬁanund PropazirI@:

C1

A
QL

R RZ
Atrazi -C.H -CH(CH, )2
razin 2y { Hj)
Simazin -CEHS - 2H5
Propazin -CH(CH3J2 -CH(CH5)2

Normalerweise gentigt die semiguantitative visuelle Auswertung, aber in spe-

zlellen Fdllen sind bessere Genauigkeiten erwiinscht. Dafur eignet sich die

"in situ" Methode. In so einem Fall haben wir folpgende Resultate erhalten:

Tab. 8
Zusammenstellung der Messwerte

Simazin Propazin
Anzshl Bestimmungen (M) 20 20
Mittelwert (x} 1,8 2.4 %
Range 1,6-1,Q % 2-2'236 5
Relative Standardabweichung (Srel) 4,5 7% 4,0 £

Beschrelbung der Methode:

Trenntechnik:

Schichts

aufsteigend, aufl 20x20 e¢m Platten, in
Desaga-N-Xammer

Fertigplattc Kieselgel Merck ohne Fluores-
zenzindikator (Nr. %721)
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Fliessmittel: Cwbhexan-Essigester {70430)
Sittigung: 1 h, mit Filterpapierauskleidung
Aufgetragen: 5 pl 0,5 Zige Lisung in Aceton {= 25 pg)
Lichtguelle: Deuteriumiampe H3C DX
Wellenlénge: 230 nm
Spalt des Manochromators: 0,80 nm
Blende: 1 mm Lochblende
Papiervorschub: 40 sek/inch
Kreuztischvorsehub: 30 em/min
Abtasten: mEanderfermig, mit 1 mm Schritten
Auswertung: graphis ch (Peakhthe gegeniiber Konzentration)
Tab. 9
Finteilung der DC-Platte:
Bahn 1 = Vergleichsmenge {= 1,5 % Simazin)
2 = Probe i
3 = Vergleichsmenge (= 2,0 & Simazin)
b = Probe
5 = Vergleichsmenge (= 1,5 % Simazin)
6 = Probe
7 = Vergleichsmenge (= 2,0 % Simazin)
8 = Probe
9 = Vergleichsmenge (= 1,5 % Simaz{n)
Im Falle von Prcpezin wurde 2,0 bzw. 3,0 % aufgetragen.

Ueberpriifung der Methode auf systematische Fehler

Die relative Standardabweichung dieser Methode war befriedigend (spel < 5#),
aber diese Grisse charakterisiert lediglich die Reproduzierbarkeit einer
Methede und sagt nichis iiber die Richtigkeit der Anazlysenwerte aus. Ent-
hilt zB.irgend eine Methode systematische Fehler, so kann sie zwar zu gut

reproduzierbaren, aber trotzdem fzlschen Werten filhren. Die evil. Anwesen-



heit solcher systematischer Fehler priift man am desten, indem eine Probe
analysiert wird, deren "wahrer Wert" irgendwoher bekannt ist. Im kenkreten
Fall von Atrazin sind wir in der gliicklichen Lage gewesen, die in Frage
kommenden Verbindungen in reinster Form zu besitzen. Durch exakte Elnwaage
von Reinsubstanzen mittels Analysenwaage konnten wir den wahren Wert elner

synthetisch zusammengesetzten Probe zum voraus bestimmen:

Einwaage: 957,60 mg-Atrazin reinst
2%,5 mg Propazin "

17,9 mg Simazin

1000,0 mg Gemisch mit 1,79 % Simazin-und 2,45 % Propazin-Gehalt

Die quantitative "in situ" Messung ergab folgende Resultate:

Tab. 10
Zusammensetzung der Messwerte

. Simazin Propezin
Anzahl Bestimmungen {N} 20 20
Mittelwert ‘ (x) 1L,77 # 2,19 %
Range 1,63-1,90 % 2,05-2,35 #
Relative Standardabweichung (s,.4) +5,0% +42%

Die Abweichungen befinden sich innerhalb der Fehlergrenzen und anhand die-
ser Uebereinstimmng darf man annehmen, dass die Methode keine systemati-
schen Fehler aufweist.




b} Bestimmung der Hauptkomponente in einem Forschungspriparat GS 25087

5
4
c.H.0. || = I
25 :>y- o-l 83—

C’:‘HSO

Problemstellung: Das Forschungspriparat GS 25087 war auf seine Hitzebe--

standigkeit gepriift worden. Mit Hilfe der gualitativen DC stellte man fest,
dass bei Temperaturen von 65- und 1oo°c gelagerte Proben merkbare Zersetzun-
gen erlitten. Oer genaue Grad der Zersetzung wurde anschliessend durch die

Bestimnmung des nichi zersetzten Wirksubstanz-Anteiles festgestellt.

Tab. 11

Zusammenfassung der Messwerte

Muster 1 Muster 2 Muster 3
2 Wochen bel 20°C |2 Wochen bei 65°C |1 Tag bei 100°C

Anzahl Bestimmungen {N) 15 15 5
Gehalt der Hauptkomp. (x) 57,6 % 71.6 3 9,3 %
Range 95-102 % 6377 » 9,2-9,5 &
Relative Standardabw.(s_.;) 3% 5,2 & 2%

Beschreibung der Methode

Trenntechnik: aufsteigend, auf Z0x20 cm Platten, 1in Desaga-N-
Trennkammer

Schicht: Fertigplatte Kieselgel Merck chne Flucreszenz-
indikator (Nr. 5721)

Fliessmittel: Benzol-Aceton (85+10)

Shttigung: 1 h mit Filterpapier-Auskleidung

Aufgetragen: 5 M1 0,1 Fige Losung (= 5 pg)

Lichtquelle: Deuteriwnlampe H 30 NS

Wellenlinge: 240 nm

Spalt des Monochromators: 0,80 nm

Blende: 1 mm Lochblende
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Papilervorschub: 40 s/inch
Kreuztischvorschub: 30 em/min
Abtasten: meanderfGrmig, mit 1 mm Schritten
Auswertung: graphisch (Peakhthe gepeniiber Konzentration)
Tab. 12
Eintellung der DC-Platte
Bshn 1 = Vergleichsmenge (tiefer als erwartet)
2 = Probe
3 = Verglelchsmenge (honer als erwartet)
4 = Probe
5 = Vergleichsmenge (tiefer als erwartet)
6 = Probe
T = Verglelchsmenge (hoher als erwartetj
8 = Probe
9 = Vergleichsmenge (tiefer als erwartet)

¢) Bestimming des l-Aminoantrachinon-Anteiles in Reaktionsgemischen

Problemstellung
Bei der Nitrlerung und nachfolgenden Reduktion von Antrachinon entstehen

in der Regel Isomere und Homologe. In Zusammenhang mit der Cptimierung der
Reaktionsbedingungen, welche zu mdglichst hochprozentigen l-Amincantra-
chinecn fiihren soll, haben wir eine quantitetive Methode zur Bestimmung der
erwinschten Verbindung ausgearbeitet.



Tab. 13

Amincantrachinon, Zusammenfassung der Messwerte

Bezelchnung Anzahl Gehalt an 1-Amino- Relative Standard-
der Probe Bestimmungen antrachinon abwelchung
(N} {x} (srel}
i 5 89,5 % +L3%

2 " 69,4 3,0
3 ! 92,3 2,2
4 " 65,9 4,6
5 " 83,5 3,5
6 " 51,4 5,6
T . 68,3 3,0
8 " ke, 1 3,0
9 ! 52,4 5,2
10 " 58,0 2,7
11 " 51,8 4,9
12 " 37,5 2,6
13 " 56,0 2,2
14 " 52,6 2,6
15 " 54,0 L3
16 " 57,2 2,3
17 " sh,6 3,2
18 " S5.4 3,6
189 " 41,4 4,9
20 " 52,8 2,2
21 " 53,4 3,7
22 " 56,7 2,8
23 " 48,0 3,2
24 " 59,2 3.3
25 " 75.6 2,3
26 i 93,9 1,8




Begchreibung der Methode

Trenntechnik:

Schicht:

Fliessmittel:

SHttigung:
Aufgetragen:

Rf-Werte:

Lichtquelle:
Wellenldnge:

Spalt des Monochromators:

Blende:
Papiervorschub:
Kreuztischvorschub:
Abtasten:

Auswertung:

- 100 -

aufstelgend, auf 20x20 em Platte, in Camag-
N-Xammer

Fertigplatte Kieselgel Merck mit Pluoreszenz-
indikator (Art. Nr. 5715)

Toluol-Eisessig {70+30)

1 h, mit Fllterpapier-Auskleidung

2 pl 0,05 %ige frische Losung aus Dioxan

(=1 pg)

1,4-Diamincantrachinon 0,34
2=-Amincantrachinon 0,

1,5-Diamincantrachinon

1,8-Diaminoantrachinon 0,4
1,2-Dihydroxyantrachinen

1-Aminoantrachinon 0,51
1l-Hydroxyantrachinon

1, 4-Dihydroxyantrachinon
1,5-Dihydroxyantrachinon 0,58
1,8-0ihydroxyantrachinon

Deuteriumlampe H 30 DS

480 nm

0,1 mm

1 mm Lochblende

40 s/inch

30 em/min

maanderformig, mit 1 mn Schritten

graphisch {Peakhthe gegentiber Konzentration)
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Tab. 1b
Einteilung der DC-Platte

Vergleichsmenge (40 % l-Aminocantrachinon)
Probe 15
Verglelchsmenge (50 % l-Aminosntrachinon)
Probe 15
Vergleichsmenge {40 % l-Aminoantrachinon)
Probe 15
Vergleichsmenge {50 % l-Aminoantrachinon}
Probe 15
Vergleichsmenge (40 4 l-Aminocantrachinon)

:

W W~ oW N
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Die direkte "in situ" Auswertung von Dinnschichtchromatogrammen mitiels

Fluoreszenzmessungen

Prinzip der Fluoreszenzmessungen

Die Strahlung einer geeigneten Lichtquelle (Quecksilher-,Wolfram- oder
Deuterium-Lampe) trifft auf den fluoreszierenden DC-Fleck. Das emittierte
Flugreszenzlicht wird zusammen mit dem remitierten Erregerlicht in elnen
Monochromator geleitet und spektral zerlegt. Am Monochromator wird die-
Jenige Wellenlinge cingestellt, welche z.B. dem BEmissions-Maximum der
fluoreszierenden Substanz enisprichi. Das Fluoreszenzlichi gelangi auf
einen lichtelektrischen Empfinger {Sekundér-Elektronenvervielfacher).

Das Signal des Empfidngers wird entsprechend verstidrkt und von einem
Kompensationsschreiber kontinuierlich registriert. Die DC-Platte wird
kontinuierlich an der Messfliche vorbeigefithrt, so dass als Messergebnis
fiur Jeden DC-Fleck Je eine Glockenkurve entsteht. Die Flache oder die
maximale Hdohe der Xurve ist ein Mass fir die Substanzmenge aus dem DG-
Fleck. Die Methode ist relativ und die quantitative Ausweriung wird
mittels Vergleichsf{lecken bekannter Konzentration ausgefithrt. Als Standard

eignen sich am besten diel)cnigen Substanzen, welche gerade gemessen werden.

Besprechung der angewendeten Mesg- und Auswertverfahren

Die Messung fluoreszierender DC-Flecken erfolgie mit dem Zelss-Chromatogramm

Spektralphotometer nach der Pr-M Anordnung:

Fig 11
Schematische Darstellung des Zelss-Chromatogramm Spektralphoiometer. An-

ordnung fiir Fluoreszanzmessung

4 1. Lichiguelle
/Z"-""’“" , 2. Filter

f T 3. Chromatogramm (= Probe)

Q | 4. Umlenkspiegel
|

1 \\ | 5. Monochromator

\\ : 6. Empfinger

A ~ 1
~ |
~ ]
S
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Als Lichtquelle zur Anregung der DC-Flecken dient eine Mitteldruck-Queck-
silberlampe (St 41). Zwischen Lichtquelle und Frobe wurde der Monochromat-
filter M 365 eilngeschoben, welcher die unerwiinschien Spektralbereiche durch
Absorption zuriiekhalt und nur die um 365 nm liegenden Spektralbereiche
durchldsst. Am Monochromator (Prismenmoncchromator M4Q ITI) wird diejenige
Wellenlinge eingestellt, welche der Fluoreszenzfarbe des DC-Fleckes ent-
spricht. Die Automatik wurde auf "Spur" eingestellt, und der Schrittmotor
schaltete automatiseh in X-Richtung von Bahn zu Bahn. Zur quantitativen
Auswertung wurde die allereinfachste empirische Beziehung verwendet, und
zwar diejenige zwischen maximaler Peak-Hdéhe und Konzentration. Die zu
analysierenden Proben wurden Jeweils beidseitig mit Vergleichswerten be-
kannter Kenzentration flankiert: die elne mit geringerer, die andere mit
hiherer Konzentration als erwartet. Die Auswertung erfolgte graphisch

durch lineare Interpolation.

Die Fluoreszenzmethode ist 1-2 Zehnerpotenzen empfindlicher als dile UV-
VIS-Remissionsmethode. Die chromatographische Schicht selbst fluoresziert
praktisch nicht, ° deshalb kann manh mit hoher Verstirkung und mit relativ
breitem Spalt arbeiten. Die Genaulgkeit ist mit derjenlgen der Remissicns-
methode vergleichbar und hat sogar den Vorteil, weniger von Fleckenform
und dessen Homogenitit abhiénglg zu sein. Mit anderen Worten, auch guali-
tativ échlechtere Chromatogramme, mit leicht deformlerten Flecken, haben
eine Chance bel der Fluoreszenz-Methode. Um dlese Vorteile ausniitzen zu

konnen sollte man wenn migllch die Fluoreszenz-Methode ahwenden.
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a)Bestimmung von Acridin und 9-Methylacridin in 10-Methoxyiminostilben

Problemstellung: Acridin und 9-Methylacridin sind thecretisch mdgliche

Begleitstoffe von 10-Methoxy-iminostilben. Allerdings kommen sie selten

vor und auch dann nur in Spuren. Wir haben trotzdem dieses Beispiel ge-

wdhlt, weil die beiden Acridin-Verbimiungen intensiv fluoreszieren,

chemisch bestindig sind und sich deshalb gut zum Testen der Fluoreszenz-

Anordnung des Zeiss-Gerdtes eignen.

Chromatographische Bedingungen

Trenntechnik A:

Trenntechnik B:

Sorpticnsmitiel:

Beschichtung:
Trocknung:

Fliessmittel:

Ldsungen:

Aufgetragen:

Vorsilehismassnahmen:

aufsteigend, in N-Kammer, mit Filterpapler-
Einlage

horizontal, in Camap-Yario-KS-Kammer, gleich-
missige Bedampfung der Schieht mit dem Fliess-
mittel

Kieselgel GF Woolm

mit dem Camag Automat, 0,30mmSpalteinstellung
dber Nacht, bei Reumtemperatur und 50-60 9
rel. Luftfeuchtigkeit
Tetrachlorkohlenstoff-Chloroform-Essigester
(70+15+15)

vergl. 3.1.3

Je 5 pl mit Drummond Microcaps

a)Jeweils frisch hergestellte Losungen auftragen

b)Trennkammer wihrend der Chromatographie mit

schwarzer Hzube liberdecken.
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Mess-BedinEungen

Geridteancrdnung: Pr-M {Probe-Monochromator)
Lichiguelle: Quecksilber-Lampe

Filter: Moncchromat M 365
Mess-Wellenldnge: 480 nm

Blende: Irisblende

Spalt: 0,15 mm

Papierverschub: 20 s/inch

Kreuztischvorschubd: Geschwindigkeit Z {= 15 cm/min
Veratirkung: 8.1.11.a

Abtasten: mittels Automatik

Einstellung: Spur, 15,2 mm.

Einteilung der DC-Platten
Serie A Je 0,20 pg Acrlidin oder 9-Methylacridin allein
9 Startpunkte pro 20x20 cm Platte

Seitlicher Abstand zwischen den Auftropfungen = 15 mm
Serie B Je 0,20 pg Acridin + 9-Methylacridin {Gemisch)
Serie C Probe flanklert mit Referenzen.

~ Bahn 1 Referenz (je C,15 pg Acridin 4 9-Methylacridin)
2  Probe (100 pg mit Je 0,20 % Nebenkomponente)
T  Referenz (Je 0,25 yg Acridin + 9-Methylacridin)
&  Probe (100 pg mit je 0,20 & Webenkomponenie)
Referenz (je 0,15 pg fcridin + 9-Methylacridin)
Probe (100 pg mit je 0,20 % Nebensomponente}
Referenz (je 0,25 pg Acridin + 9-Methy‘1acr'idin)
Probe (100 ug mit je 0,20 % Nebenkomponente)
Referenz (Je 0,15 pg Acridin l+ 9-Methylacridin)

LYo B I B = SRS 1
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Filg. 12 Fig. 13

- o s W
Foto der DC-Platte im WESH Foto der DX Pla?te im m}50
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Messwerte der Serdie A mit je 0,20 ug Acridin

Platte Nr.| Trenntechnik | Anzahl Messwerte | nmax. Pezk-ithe |rel.3tendard-
pro Platte(n) mrn (x) aowelchung
1 vario-KS g 66,6 + 1,6 4
2 " " 71,5 2,5
5 ! i 8,3 0,7
i " " 68,0 1,8
5 N-Kammer " TT.4 2.5
6 i " 81,1 1,2
7 " " 77,0 2,5
8 " N 80,3 2,6
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Tap. 16
Messwerte der Serie A mit je 0,20 MB 9-Methylacridin
Platte Nr. | Trenntechnik | Anzahl Messwerte | max. Peak-~Hche | rel.Standard-
pro Platte {n) nim {x) abwelchung
9 Vario-KS 9 134,3 +1,9 %
10 " " 100,5 2,5
11 " " 106,9 2,9
12 " " 131,9 2,2
13 N-Kammer " 143,1 2,0
14 " " 159,1 1,6
15 " " 168,1 1,9
16 " " 165,4 1,8

Tab. 17

Messwerte der Serie B mit je 0,20 ug Acridin + 9-Methylacridin

Platte |Trenntechn. jAnz.Messw. |Peak-Hone in mm (%) [rel.Standardabwelichung
Nr. pra Pi.(n) {Acridin j9-Methylacr. [Acridin [9-Methylacridin
17 Vario-Xs 9 67,6 127,7 + 1,0 | + 1,3 %

18 " " 63,6 115,4 2,2 1,6

19 " " 70,3 131,4 3,3 1,6

20 N " 70.1 156,3 i,6 1,5

21 N-Kammer " 82,3 176,9 2,2 1,2

22 " " 85,7 1B1,7 35,2 2,3

23 " " 8:,8 160, 4 1,8 1,7

24 " " 7T, 4 155,1 1,1 1,0




Tab. 18

Messwerte der Serlie C

ce. Je 0,2 & Acridin und 9-Methylacridin)
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(10-Methoxyiminostilben mit synth. Zugabe von

DC-Platte | Trenntechnik |Anzahl Messwerte Acridin Q-Methylacridin
Nr. pra Platte(n) % G?E?It Spel % G?J;:a;lt 5,01
25 Vario-K3 L 0,180 }0,32%| 0,188 [+1,1%
26 " " 0,186 (1,2 | 0,186 1,6
27 " " 0.183 |2,9 [0C,18% 2,2
28 " " 0,190 2.2 0,191 2,5
29 ! " 0,190 |1,7 |o0,189 1,9
30 " " 0,160 |2,1 |0¢,i%0 2,4
31 " " ¢,183 [1.1 |o0,18% c,8
32 " g c,18% ]0,7 |0,180 .9
33 " " 0,187 1,7 0,189 2.1
3% " " 0,181 1,4 0,184 1,9
] K ! 0,185 2,4 |o0,184 1,7
36 " " 0,183 | 2,7 0,183 3,1
37 N-Kammer " ¢,19r [0,& {0,184 0,7
38 K " 6,193 {15 |08 1,2
39 " " 0,180 }1,9 0,178 0,5
40 " " 0,194 11,7 |o0,18 2,1
% " " 0,192 |2.5 |eoare | 2.2
42 " " ¢,18 0,7 |0,176 1,8
43 " N 0,190 [2,5 |G, 174 1,8
by " N 0,191 1,6 0,175 2,2
45 ! " 0,290 |14 |o,172 1.5
46 " " 0,197 [2.2 10,175 2,7
4y " " 0,192 |0,7 {0,172 1,9
48 " " 0,190 |11 |[o,172 1.3
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Tab. 19
Vergleich der mit den 2 verschiedenen Kemmertypen erzielten Messwerte
Acridin O-Methyleeridin
Varlo-KS N-Kammer Varto-X8 | N-Kammer
Anzahl Bestimmungen (n) 48 48 48 48
Gehalt (x) 0,186 % 0,191 % 0,186 ¢ | ©0,L76 %
rel. Standardabwelctung | + 2,4 % + 1,8 % +2,5%] +2,7%

Konklusion:

Als Belspiel enthalten die ndchsten % Selten:
~ Densitogramm der FPlatie Nr. 2D
- Densitogramm der Platte Nr. 36

- Eichiurve (Peakhshe Ir Funktion der Konzentration).

keine signifikante Unterschiede zwischen den beiden

Kammertypen.
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Besprechung der Resultate

- Die Beziehung zwischen Peakhthe und Konzentration ist im Bereich zwischen
0,05-2,5 pg linear (vergl. Elchwerte von §-Methylacridin). Der daraul
folgende Berelch von 2,5-5,0 pg ist nicht mehr linear, pber steil genug,

um Auswertungen aufzufithren (= dynamischer Bereich).

- Kinstlich zugefiigte Mengen von ca. 0,2 # Acridin bzw. 9-Methylacridin
konnten wieder gefunden werden. Die relative Standardabweichung lag unter

3 % und ist vergleichbar mit den besten Remissionswerten.

- Die Empfindlichkeit der Fluoreazenzmethode ist gut 1 Zehnerpotenz besser
als diejenige der Remissionsverfahren. Als Beispiel sei erwdhnt, dass
0,2 pg Acridin baw. 9-Methylacridin bei nicht voll ausgeschipfter Ver-
stdrkung Peakhthen von 70-100 mm zelgten.

- Es wurden Parallelversuche mit 2 Kammertypen ausgefiirt (Vario-KS bzw.
N-Kammer), mit der Absicht, die erwartete Ueberlegenheit der Vario-KS Kam-
mer zu bestdtlzgen. In diesen kenkreten Versuchen kornnten wir keine signi-
fikanten Unterschiede finden (vergl. Tab. 13). Die statistischen Priifungen
{F- und t- Test)  wurden bel einer Sicherheitsschranke von P = 95 % aus-
gefiihrt.

Bestimmung der fluoreszierenden Nebenkomponenten von einer Stilben-Verbindung

Problemstellung: 4,4 -Bis-/Z-Morpholino-4-anilino~1,3,5-trizzin-2-ylamino/

-stilben-2,2'-disulfonsdure kann kleine Mengen folgender Nebenkomponerten

enthalten:

NK ¥ = Tetramarpholiino-Derivat

NK 2 = Trimorpholing-monoanilino-Derivat '
NK 3 = Trianilino-monomerpholinc-Derivat

NK & = Tetraaniiino-Derivat

Fiir nachfoigende Untersuchungen haben wir ein synthetischen Gemisch mit je
ca. 0,4 # Nehenkemponenten hergestelit. '



- 114 -

Chromatographische 3edingungen

Trenntechnik:

Sorptionsmittel:
Beschicktung:
Trocknung:

Fliessmittel:

Aufgetragene lenge:

Vorsichtsmassnahmen:

Mess-Bedingungen
Gerdteanordnung:

Lichtquelle:
Filter:
Mess-Wellenlinge:
Blende:

Spalt:
Papiervorschub:
Kreuztischverschub:
Versgtirkung:

Abtasten:

aufsteigend, in N-Kammer, mit Filterpapier-
Einlage

Kieselgel G. Marak .
mit dem Camag-Automnt, 2,30 mn Spaltelinstelluns
45 min bet 110%C

Aceton-Jenzol-10 7 Disethanolawin in Wasser
(87,5+25+12,5)

10 ug Produkt (= 2 ul G,% dige Losung in Aceton-
Wasser = 9+1). Bel Bedar{ kann man bis 50 pg
Produkt gut trennen

Diese Stilben-Verbindungen zind in verdiinnter
Iésung lichtempfindlieh. Deshaldb haben wir die
Losungen unter Ausschluss von Tagesllicht her-
gestellt. Am zweckmissigsten arbeitet man la
ainer Dunkelkammer, in welcher dle Lichtrdhren
mit UV-Absorber enthal“enden Kunsistoff-Kasetten
Uberdeckt sind. Das Auftragen der Lisungen, die
Chromatographie und auch dic Trocknung der
Chromatogramme sollen in der erwdhnten Dunkel-
kammer ausgefiihrt werden. Zur Entfernung der
Fliessmittelreste wurden die Platten im Valogum-
Trockenschrank 2 h bel 95°C und ca. 100 anm Hg
retrocknet. Anachliessend wurden die Chromato-
gramme 15 min in einem Exsikkator auf Raum-
temperatur abgekiihlt und gemessen.

Pr-M (Probe-Monochromator)
Quecksilberlampe

Monochromat M 365

440 nm

Irisblende

0,15 mm

20 s/inch

Geschwindigkeit 2 = 15 cm/min
6.1C.IT.4

mittels Automatik, Spur = 15,2 mm
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Fig. 17
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Tab. 20

Einteilung der DC-Platte

Bahn 1 Referenz {Je 0,15 pg NK i-4 = Je 0,3 %)
2 Probe {50 pg)
3 Referenz (Je 0,25 pg NK 1-4 = Je 0,5 2)
4 Probe (50 ug) '
5 Referenz (Je 0,15 pg ¥K 1-4 = je 0,3 R)
6 Probe (50 pg)
7 Referenz (Je 0,25 ug NK 1-4 = Je 0,5 #)
8 Probe (50 pe)
9 Referenz (Je 0,15 pg NK 1-4 = Je 0,3 %)

Zur Abklirung der Empfindlichkeit und des Linearit#tsberelches wurden Eich-
reihen aller 4 Nebenkomponenten chromatcgraphiert und gemessen (zwlschen Je

0,010-0,40 pg).
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Tab. 21
Zusamrenfassung der Messwerte mit normal getrockneten DC-Platien
MK 1 NK 2 NK 3 NE 4
Platte 14 n ] o i 4
X c,48 0,51 0,46 0.43
5.01 (B 6.5 14,0 10,7 7.1
Platte 15 n 4 4 4 In
X 0,4% 0,38 0,43 0,42
Shey (B | 8,0 12,4 10,0 6,2
Platte 16 n 4 4 3 m
x 0,38 0,37 0,42 0,41
Sper (%) | 20,0 9.8 11,3 10,0
Platte 17 n 4 n n 3
x 0,38 0,38 0,44 0,40
5.1 (B) | 15,6 1,0 6,7 10,0

Besprechung der Messwerte

Die ersten Platten {Nr. 14-17), welche noch nicht im Vakuum getrocknet
wurden, haben ziemlich schlecht reproduzierbare Messwerte ergeben (ca. 10 %

relative Standardabwelchung).

Anschliessend haben wir festgestellt, dass die Peakhthen nach jeder weiteren
Messung stets kleiner wurden. Chne Zweifel ist die wiederholte UV-Belichiung
daran schuld. Wir erinnerten uns, dass Stilbenverblndungen in Gegenwart von
Losungsmitteln empfindlicher sind als in trockenem Zustand und versuchten
deshalb die Lisungsmittelreste nach folgenden 3 Arten moglichst vollstindig

zu entfernen:

a) in normal wentiliertem Trockenschrank {2 h bei 110°C)
b) in Trockenschrank mit erhthter Luftzirkulation {2 h bei 110°C)
) in Vakuumtrockenschrank (2 h bei 95°C und ca. 100 mm Hg).
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Von allen 3 Varianten haben die Vakuum-getrockneten Platten (nach wieder-
nolter Belichtung) die langsamste Peak-Abnahme gezeigt und auch die damit

erzielten relativen Standardabweichungen wurden verbessert:

Tab. 22
Zusammenfassung der Messwerte mit Vakuum-getrockneten DC-Platten

NK 1 NK 2 NK 3 NK 4
Platte 22 n 4 4 4 4
X 0,39 0,36 0,40 0,9
Syl 1,8 3,1 2,3 k,0
Platte 23 n . y 4 i 4
X 0,11 0,37 0,43 o,m
rel 5,8 3,0 2.8 3,7
Platte 24 n N 4 4 4 i
x 0,41 0,37 0, s 0,42
Sl 7,1 5,1 1,9 5,0
Platte 25 n y y y y
X 0,38 0,38 0,40 0,37
S,e1 6,3 6,9 5,0 4,1

Zur weiteren Verbesserung der Ergebnisse haben wir nebst der Chromatographie
in der N-Kemmer auch die Camag Vhrio-KS-Khhmer gepriift. In diesem konkreten

Fall hat jedoch die Vario-K5-Kammer keine Vortelle gezeigt.
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¢)Bestimmung von fluoreszierenden Stilben-Verbindungen in Extrakten

Problemstellung: In der letzten Zelt wurden einlge interne analytische
Methoden zur Bestimmung von optischen Aufhellern in Wasser, Abwasser und
Schlamm ausgearbeltet. Z.Z. erfolgt die Endbestiﬁmung mitiels semlguanti~
tativer Dinnschichtchromatographie. Wir haben nun untersucht, inwieweit

die visuelle Schitzung mit der genaueren densitometrischen Messung zu er-
setzen whre. Die welter unten beschriebenen Versuche sind als Vorversuche
Zu betrachten, da wir nicht mit Extrakten, sondern nur mit gelbsthergestell-

ten Test-ldsungen operieren.

Chromatographische Bedingungen

Trenntechnik: aufsteigend, in N-Kammer, mit Filierpapier~
Einlage

Sorptionsmittel: Kiselgel CF Woelm DC (Art. Nr. 213)

Beschichtung: mit dem Camag-Automat, 0,30 mm Spalteinstellung

Trocknung: 45 min bei 11000- '

Fliessmittel: OA I, Essigester-Pyridin-Wasser (70+25420)

OA III, n-Butanol-konz-Ammoniak (85+15)

A VII, n-Propanol-Aceton-konz.Ammoniak—Wasser
(T0+10+20+10)

OA IX, Aceton-Benzol-Wasser-konz.Ammoniak
{(704+20+7+4) wit Zusatz von 2 vol %
Tetrabutylammonium- jodid p.a.

OA XI, Aceton-Benzol-10 # Diaethanclamin in
Wasser (87,5425+12,5)

Aufgetragene Mengen: Je 0,2 pg flucreszierende Verbindung (= 2 pl
0,01 #Fige Losung In Aceton-Wasser = O+1)
Vorsichtsmassnahmen: gleich wie in Abschnitt 3.2.2.

Mess-Bedingungen
Dleich wle Abschnitt 3.2.3%

Elnteilung der DC-Platten

Pro 20x20 cm Platte wurde der glelche coptische Aufheller Jeweils 8 mal auf-
getragen (Je 0,2 pg)
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Besprechung rier Messwerte

A. Zwei fluoreszierende Verbindungen chromatographiert mit finf verschiedenen
Fliessmitteln
Zuerst haben wir 2 fluoreszierende Verbidnugnen {(Nr. i1 und 2) mit den Flless-
mitteln Wr. T, III, IX und Xi chromatographiert.
Tab. 23
Magswerte nach 5 versehiedenen Pllessmitteln
Flucres- Fliessmittel
zierende I IiIx VIl IX XI
Verbindg. b3 S0l X Srel X Spal X Spel x S sl
Nr. 1 e | 7.9 [ w4 37 | 98,0 20,0 L2 5,0 | 73,0 | 8,6
Nr. 2 03,5} %1 | 1137 2,1 f &8,8| 4,8 a0k,7 7.8 ) 95 |16
MHe. 1 = 4,4'-Bis-/2-(3-Methoxy-propylamino-)-4-anilino-1,3,5~triazin-
-6-ylamino-/-5tilben-2,2'-disullonsHure.
Mr., 2 = 4,4'-Big-/B-Morpholinc=#-anilino-1,3, ,-triazin-6-ylarino~/=gtilben-
2,2'-disulfonsiure.
x = arithmetischer Mltitelwert der Peckhihen in mm, berechnet aus Je-
weils 8 Einzelwerten (= 1 ™-Zlatie)
LI = relative Standardabweichunpg (73) der Pezkhihen, berechnet aus je-
weils & Werten (= 1 DC-Platie).

Diese frpebninse zeisen, dass
mittel pleich brauchbar sind.

gute Reprodunierbkarkelt der Peakhdhen innerhalb einer DC-Platte gewdhrlelstet,

fir die quantitative NT nicht alle 5 Pliess-

Wihrend Fliessmittel ITL (= n-Butanol-Armoniak)

(5pey < 4 #), fiihrt Fllessmittel IX zu hohen Schwankurgen (s .., = 7-35 %).
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B. 9 verschiedene fluoreszierende Verbinduneen chromatographiert mit Fliess-

mittel ITI

Welter oben wurde gezelgt, dass Fliessmittel IIT (= n-Butanol-Ammoniak) fur
quantitative DC am glnstigsten erscheint. Um diese Feststellung zu erhirten,
haben wir die Reproduzierbarkelt der Peskhthen innerhalb einer Platte mit

8 Auftrapgungen mit weiteren flucreszierenden Verbindungen gepriift.

Allgemeine chemische Struktur der gepriiften Verbindungen (ausgenommen Nr., 7

und Nr. 9):
S0_H Rl

' R
1 3 oy
~NH-
SO SO
Se,H R
2

2
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Tab. 24
Reproduzierbarikeit der Peak-Hohen

Verbindung Nr. il R rel. Standard-
1 2
abwelichung (srel)

1 -NH-@ -NH- (CHE)I;'OCH5 3.2 %

-NO 2.4

no
1

=
T

-NH=- (052)20(:1-1} 3.8

A\
1
=z
o
1

=00 | -

5 -NH-@ -O—CH2 CH2 -0 5,3

6 -NH-@ =N CHQCHE’OH 10,1
%

1SN
/ _—

7 @-CH=CH- N 2,7
Ny

CH.CH_OR
P )
° -NH-Q N cu_cn. ol k.0
A
50

H f

c
6
5 5 2,6
Catlg0-co-Ni- o

Ausser Nr. 5 und 6 ist die Reproduzierbarkeit befriedigend (sx,e1 <5 %).
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Beisplel: Fluoreszierende Verbinjung Nr, 4

Flg. 18 T " T T I
Foto der DC-Platte : e — ey
OO OO0 O
X ¥ M X M M M X
4 &3 4 5 6 3 8@
Fig 19 .-_.........l
Dazugehdriges Densitogramm ;
Bahn 1 98,0 mm Peakhtihe-
2 97,5 mm -
3 96,0 mm . _
4 4,5 mm | I
5 95,0 mm
& 93,0 mm
K 95,5 mm
8 92,0 mm
. I b
x 95,0 Al o I 1 PO L )
Srel 2,3 % A T ; .
. .0 1 ' ] "
AL e e R s w fo
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