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V. Hauptthema: Diinnschichtchromatographie 

H. W. RAUDONAT (Frankfurt a. M.): Die Bedeutung der Diinnsehicht- 
chromatographie fiir die chemisch-toxikologische Analyse. 

Das Analysenverfahren ,,Dfinnschiehtchromatographie" wurde im 
Jahre  1938 erstmMs yon den l~ussen ISMEIT.OW und SCtt~AIBER besehrie- 
ben. Sie bestriehen damals Objekttr/s mit  einer selbst bereiteten Paste 
aus Aluminiumoxid nnd Wasser und tropften naeh Trocknen der etwa 
2 m m  starken Sehieht alkohohsehe Pflanzenausziige auf diese Glaspl/~tt- 
then. I-Iierbei beobaehteten sie die Ausbildung untersehiedlieh gefgrbter 
ringf6rmiger Zonen, deren Abgrenzung dutch Nachtropfen yon Alkohol 
noch verbessert werden konnte. Es war der erste Sehritt yon der ,,ge- 
schlossenen" S/s (nach TSW]~TT) zur ,,offenen" 
Chromatographie, Jedoeh erst 20 Jahre sp/~ter war es STAgL, der diese 
Methode, naehdem er sie weitgehend standardisiert hatte, in die Praxis 
des analytisehen Laboratoriums einffihrte. Er sehaffte zweekmgBige 
Hilfsger~te, vielseitige Sorptionsmittel und fand immer neue Anwendungs- 
gebiete, zumal es ihm gelang, nieht nut  Methoden zur Auftrennung 
lipophiler, sondern aueh hydrophiler KSrperklassen zu erarbeiten. Die 
bis dahin meist angewendeten papierehromatographisehen Verfahren 
hat ten somit einen Konkurrenten, die Di~nnschichtchromatographie. In  
vieler Beziehung war sie tier Papierchromatographie fiberlegen. Ihre Vor- 
teile lagen nicht allein in der zehn- bis hundertfach gr6Beren Empfind- 
lichkeit, sondern auch in einer besseren Trennsch/~rfe und, vor allem, in 
der Schnelligkeit der Analyse. Ein Papierehromatogramm benStigt zur 
Entwicklung Stunden, ein Dfinnsehichtchromatogramm nur Minuten. 
Damit  war auch dem Toxikologen eine Methode gegeben, die es ihm er- 
m6glicht, in allerkfirzester Zeit, bei akuten Vergiftungen, Art  und Menge 
eines Giftes im Urin, Blur odor Magenspfilfliissigkeit nachzuweisen. Ein 
solcher Befund kann unter Umst/~nden lebensrettend sein. 

I .  

])as Prinzip der Dfinnschichtchromatographie ist /~ugerst einfach: 
Man bringt die etwa 250 V starke Sehieht eines Adsorbens auf 10 X 20 em 
oder 20 x 20 cm groge Glasplatten, stellt diese in Kammern,  die ein 
Laufmittel  enthalten, das dureh Capillarit/~t in die Sehieht gesaugt wird 
und damit  die Auftrennung des zu prfifenden Substanzgemisches 
bewirkt. Gef/~rbte Stoffe sind nach Absehlug der Analyse, die meist 
30-60 rain erfordert, einfach zu lokalisieren. Nieht gef/~rbte Verbindungen 
lassen sieh dureh ihre Fluoreseenz oder mittels Farbreagentien leieht 
auffinden. 
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Auf die wichtigsten Methoden dieser allgemeinen Technik so]l hier 
n/~her eingegangen werden: 

])as fiir den ehemiseh-toxikologisch arbeitenden Analytiker bedeut- 
samste Verfahren der Diinnschichtchromatographie ist die Absorptions- 
chromatographie. Es ful]t auf der Anreicherung eines gel6sten Stoffes an 
einer Phasengrenzfl~che, wie z.B. an der Oberfl~ehe yon Kieselgel oder 
Aluminiumoxid. Der Trenneffekt ist hierbei nieht nur abhs yon der 
KorngrSl]e des Adsorbens, sondern aueh yon der Konzentrat ion der Sub- 
stanz und der Temperatur  im L6sungsmittelsystem. I m  Idealfall werden 
w~hrend der Analyse Adsorption und Desorption im Gleichgewicht stehen. 

Weiterhin hat  der Untersuchende folgendes zu beachten: 
1. Es kSnnen nur begrenzte Mengen Substanz adsorbiert werden. 
2. W~hrend des Wanderns der zu trennenden Substanzen werden die 

aktiven Zentren des Adsorbens zuerst besetzt (Schwanzbildung - -  Tai- 
ling). 

3. Die Trennung von Substanzen homologer Reihen kann durch Kon- 
kurrenzadsorption die Leerzone, die sich in der Regel zwischen den ein- 
zelnen Flecken ausbildet, wegfallen. 

4. Letzthin ist die Wanderungsgeschwindigkeit yon Begleitstoffen ab- 
h/~ngig, die in jedem noch so vorgereinigtem Organextrakt zugegen sind. 

Bei der Wahl des Adsorbens und des Laufmittels ist zu bedenken, 
dal~ starke Adsorbentien auch starke Eluentien erfordern. Wie bei jeder 
neuen Methode wird man sich durch Vorproben informieren mfissen, ob 
ein neues System ffir die geplante Frageste]lung geeignet ist. Daneben 
gibt es zahlreiche MSglichkeiten der Variation. So kann z. B. die Aktivit/~t 
einer Schicht durch Erhitzen auf 100 bzw. 150~ betrs erhSht, 
dnrch Befeuchten erniedrigt werden. Die Zngabe polarer L6sungsmittel 
verbessert oft die Elutionskraft  eines Eluens. Solche Vorproben werden 
meist auf verschieden beschichteten Objekttragern unternommen. Um 
sanre Gruppen im Adsorbens zu binden und damit die Trennleistung zu 
verbessern, k6nnen diesem auBerdem basische Zuschl/~ge gegeben werden. 
Den g]eichen Erfolg erzeilt man auch mit geringen Mengen organischer 
Basen im Laufmitte]. 

I m  Gegensatz zur Adsorptions-Dfinnschichtchromatographie wird die 
Verteilungs-Dfinnschichtchromatographie in der chemisch-toxikologi- 
schen Analyse relativ selten eingesetzt, da offenbar die Herste]lung 
brauchbarer Schichten und zweiphasiger Laufmittel  mehr Zeit erfordert. 
Diese Methode hat  jedoch den grol~en Vorteil, dal~ st6rende Ballaststoffe 
den ]%f-Wert wandernder Substanzen weniger beeinflussen k6nnen. Als 
Schicht verwendet man indifferente Tr~ger, die auf ihrer Oberfli~ehe eine 
flfissige, station~re Phase tragen, die mit  dem Laufmittel  nicht mischbar 
sein darf. Die zu trennenden Komponenten werden, wenn man dem 
Nernstsehen Verteilungssatz folgt, ihrem Konzentrationsgef~lle entspre- 
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ehend, vom Fliegmittel mitgefiihrt. Zwischen Adsorptions- und Vertei. 
lungsehromatographie gibt es Uberg/~nge und Uberlagerungen, vor allem, 
wenn mit  wasserhaltigen Laufmitteln an Adsorbentien geringer Aktivitgt  
chromatographiert  wird. 

Andere Methoden, wie die Diinnschiehtehromatographie an Ionenaus- 
tauschern und Cellulose, an Polyamiden und Dextrangelen sollen hier 
unbeaehtet  bMben, da sie fiir die chemisch-toxikologische Analyse bisher 
nur sehr geringe oder gar keine Bedeutung gewonnen haben. 

II .  

Die Teehnik der Methode: Eine der wiehtigsten Sehritte zur Her- 
stellung verwertbarer DC-Chromatogramme ist die Aufbringung einer 
brauehbaren Tr/tgersehicht. Die mehr oder minder diekflfissige Streieh- 
masse wird dutch Misehen des Adsorbens mit Wasser oder organisehem 
LSsungsmittel gewonnen. Unmittelbar danaeh wird sie mit  tIilfe eines 
Profiles oder eines handelsiiblichen Streiehger/ttes auf entfettete Glas- 
platten der Abmessung 10 • 20 em oder 20 • 20 em (StandardmaB) in 
einer Sehieht yon nieht starker als 250 ~ (naeh Troeknung) verteilt. 
Werden Auftrennungen im pr/tparativen MaBstab beabsiehtigt, so kann 
die Sehieht his zu 1 mm stark sein, bei besonders dicker Streiehmasse 
naeh I - I o ~ G G ~  sogar bis 5 mm. Allerdings ist es dann m6glieh, dag naeh 
dem Troeknen Risse entstehen, die die Sehieht unbrauehbar machen. 
Die Plat ten dureh Spriihen, Tauehen oder Giegen mit dem Adsorbens 
zu versehen, ist prinzipiell ebenfalls mSgheh, doeh wird hierbei nie die 
Gleiehm/~Bigkeit einer gestriehenen Sehieht erreieht. Als Adsorbentien 
werden in erster Linie Kieselgel und Aluminiumoxid in einer KorngrSBe 
yon 5--25 ~ verwendet, die als Kieselgel ,, G" und Alumiuniumoxid ,,G", 
je naeh tIersteller 5--15% Gips als Bindemittel enthalten. Gipsfreie 
Adsorbentien, oft mit, ,I-I" bezeiehnet, werden ebenso wie die bindemittel- 
haltigen h/~ufig mit einem Fluoreseenzzusatz versehen, der im kurzwelli- 
gen UV-Lieht stark leuehtet (254 m~). Viele Substanzen 15sehen diese 
Fluoreseenz und sind dann leieht - -  ohne vorherige AnfKrbung mit Rea- 
gentien - -  im Chromatogramm zu lokalisieren. Da die meisten Adsorben- 
tien heute handels/iblieh sind, ist die Reproduzierbarkeit der Analysen 
weitgehend gewahrleistet. Ob die Sehieht vor dem Auftragen der Probe 
noeh dureh Erhitzen zu aktivieren ist, mug yon Fall zu Fall, evtl. im Vor- 
versueh, entsehieden werden. Ratsam, j edoeh nieht unbedingt erforderlieh, 
ist die Sehaffung einer mindestens 2 mm breiten sehiehtfreien Randzone, 
die ein zu sehnelles Verdampfen des Fliegmittels an den Plat tenkanten 
verhindert nnd somit den Gleiehlauf der L6sungsmittelfront erheblieh 
verbessert. 

Das Auftragen der gel6sten Probe - -  Suspensionen sind ungeeignet - -  
soll aueh bei qualitativen Analysen mittels einer Mikropipette erfolgen. 

12" 
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Die Technik ist die gleiche wie bei der Papierchromatographie, man trock- 
net die Auftragstelle mit  einem Ventilator, um Zeit zu sparen. Is t  der 
Startfleck lufttrocken, wird die Plat te  in der Regel in eine Kammer  
(Glastrog) gestellt, deren Boden mit  einer 0,5--1 em hohen Schicht des 
erprobten Lanfmittels versehen ist. An die Wand der Kammer  heftet 
man dutch Adhesion ein mit  Flie~mittel getrgnktes Papier, um die Atmo- 
sphgre mSglichst raseh mit LSsungsmitteldampf zu s~ttigen, well sonst 
bei multiplexen Systemen die leieht siedenden Komponenten zuerst 
verdampfen wiirden. Dadurch vergndert sieh w~hrend der Chromato- 
graphie die Zusammensetzung des auf der Platte steigenden LSsungs- 
mittels kontinuierlich. Da einerseits diese Konzentrationsversehiebung 
nie vSllig zu verhindern ist, andererseits auch durch ehemische Umset- 
zungen (Veresterung) die Konzentrat ion einzelner Komponenten im 
Laufmittel  abnimmt,  so]lte es mSglichst hhufig erneuert werden. 

Das Entwiekeln benStigt meist weniger als 1 Std. Man achte jedoeh 
darauf, da~ die Front  nicht bis zur Oberkante der Platte durchl~uft. 
10 cm Laufstrecke sind ausreichend. Obwohl die Plat ten aufsteigend nnd 
absteigend entwiekelt werden kSnnen, wghlt man meist das aezendierende 
Verfahren. Ebenso wie bei der nahe verwandten Papierchromatographie 
kann sowohl ein- a]s aueh zweidimensional mit  zwei versehiedenen FlieB- 
mitteln entwickelt werden. Weitgehend ~hn]ich sind aueh die Naehweis- 
verfahren ffir die aufgetrennten Substanzen, doeh hat die Dfinnsehieht- 
chromatographie den groBen Vorteil, dal~ sehr aggressive Reagentien 
wie z.B. konzentrierte Schwefelsgure oder konzentrierte Natronlauge 
bedenkenlos angewendet werden kSnnen. Fiir vergleichende qualitative 
Untersnchungen ist neben Farbreaktionen der l~f-Wert das geeignetste 
Charakteristikum einer noeh unbekannten Substanz. Da dessen GrSl~e 
yon der Schichtqualitgt, dem Grad der A/stivierung und der Schichtdicke 
beeinflu~t wird, ist es ratsam, wenn mSgliehst jede Probe mehrmals zu 
ehromatographieren und entsprechende Kontrollen (Tests) mitlaufen zu 
lassen. Die aufgefundenen Fleeken lassen sieh danach leicht eluieren und 
oft aueh dutch UV-Spektrum identifizieren. 

Eine quanti tat ive Auswertung ist nach der FleekengrSl3e auf plani- 
metrischem Wege mSglich, wenn man entspreehende Flecken bekannter  
Kontrollmengen zum Vergleieh hat. Sonst bleibt nur die Photometrie 
nach Umsetznng der Substanz mit farbgebenden Reagentien oder die 
direkte Auswertung naeh den Extinktionsgr56en yon Spektren einzelner 
Elnate. 

t~elativ umst~ndlich ist die Dokumentat ion der Chromatogramme. 
Polyvenylpropionat,  im Handel als Neatan, gibt der porSsen lufttrocknen 
Sehicht naeh Aufspriihen oder Tr~nken eine gewisse Festigkeit, die ein 
spgteres Abziehen yon der Glasplatte ermSglieht. Aueh Co]lodium ist als 
Stabilisator erprobt worden und MAC~ATA empfahl das Tauchen im ge- 
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schmolzenen Paraffin. Die Anfertigung einer kleinen Handskizze ist 
jedoch meist ausreichend und einfaeh. 

Beabsiehtigt man den Einsatz der Dfinnschichtehromatographie in 
der toxikologischen Analyse, dann ist eine Vorreinigung des Ausgangs- 
materials und Abtrennung sowie Anreicherung yon Giften und Arznei- 
mitteln vor Beginn der Trennversuche nieht zu umgehen. Man muB be- 
m/iht sein, die st6renden biologisehen Begleitstoffe weitgehend zu ent- 
fernen und bedient sieh dabei iiblicher Reinigungsmethoden, wie jener 
nach SrAs-O~To oder Varianten derselben. Sehon MACHATA und BXu~- 
L~R schlugen 1960 and 1961 einfaehe Extraktionsverfahren yon Organ- 
teilen und K6rperfl/issigkeiten aus saurem, neutralem und alkalisehem 
Medium mit organischen LSsungsmitteln vor. MAC~A~A setzte mit Erfolg 
einfaehe LSsungsmittelsysteme, die sich aus Chloroform und Xther zu- 
sammensetzen, znr Auftrermung yon sauren und basisehen Substanzen 
auf Kieselgel ,,G" ein. Er fs schlieBlieh die Chromatogramme mit 
versehiedenen Fargreagentien wie Dragendorffs Reagens, essigsaurer 
JodjodkalilSsung, KaliumpermanganatlSsnng, Fluorescenzein-Natrium, 
Eisenehlorid und Zwiekers Reagens an. Die Leistungsf~higkeit des sehr 
einfachen Analysenveffahrens wurde damals an einem durch Opium- 
tinktur verursaehten Vergiftungsfall best~tigt. Die Alkaloide Morlohium, 
Codein und Narcotin konnten im Mageninhalt des Vergifteten aufgefun- 
den werden. 

CocHn~ und DALu (1962) extrahierten zum Naehweis basiseher Sueht- 
mittel nnd Analgetiea Urin, Blur und Gewebshomogenate mittels Xthy- 
lenchlorid, da s 10 % Isoamylalkohol enthielt und ehromatographierten 
sowohl auf Kieselgel ,,G" als aueh auf Aluminiumoxid ,,G". SehlieBlieh 
erarbeiteten G~uDI, KISSER und MACHATA (1965) ein Veffahren, in dem 
man nach Vorextraktion mit organischen L6sungsmitteln den basisehen 
Anteil des Extraktes mittels 2 %iger Tetraphenylboratl6sung bei pH 3-3,5 
ausf~llt und direkt anf ein D/innsehiehtehromatogramm anftrs An der 
Gelsehieht zerfgllt der Komplex nnd gibt den Basenantefl ffei. Dieser 
unterliegt dann der tibliehen Gesetzm~Bigkeit der Trennung. Eine solche 
Methode ist sowohl fiir die Untersuehung yon Organhomogenaten als 
aueh ~iir die Itarnanalyse brauehbar, setzt aber in jedem Fall eine Vor- 
reinigung durch eingeschaltete Aeetonf~llung voraus. Zur Chromato- 
graphie empfiehlt es sieh aueh hier, mehrere Laufmittel einzusetzen. Die 
Antoren schlagen vier vor: Methanol, Chloroform mit 10% Aeeton, 
Chloroform mit 10% Xthanol und Chloroform mit 20% Xthanol. Die 
Fleeken lassen sieh entweder mit JodoplatinatlSsung oder naeh Chlorie- 
ren und Umsetzen mit Benzidin-Kaliumj odid nach VIDIC siehtbar maehen. 

Die Charakterisierung isolierter und ehromatographisch getrennter 
Substanzen kann auf Chromatogrammen naeh zwei Methoden erfolgen. 
VIDIC und SCH~TW~ (1962) verwendeten zur Chromatographie basiseher 
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Arzneistoffe nur ein LSsungsmittel und f~rbten nacheinander auf ver- 
schiedenen Platten mit mehr als 1O Reagentien an. W.~LI~I, SOI~NAO]~]mZ 
und MV~TER (1961) trennten zahlreiche Alka]oide mittels sieben ver- 
sehiedenen LSsungsmittelsystemen und benStigten zur Sichtbarmachung 
neben UV-Licht nur ein Reagens: Jodoplatinat.  Hier ist also der unter- 
schiedliche Rf-Wert ein wichtigeres Indiz und nicht die chemischen Farb- 
reaktionen, die vorher genannt wurden. Beide Verfahren einzusetzen ist 
nur mSglioh, wenn sehr viel Material zur Verfiigung steht. Da den Ana- 
lytiker meist die Substanzmenge und nieht deren Wirkung interessiert, 
Gifte abet h~ufig nur in kleinsten Dosen aufgenommen werden, ist der 
Anteil an Ausgangsmaterial naturgem~l] begrenzt. Die Trennleistung 
l~13t sich oft verbessern, wenn dutch Aussehfittelung der Gifte bei unter- 
sehiedlichem pH-Wert  eine Vortrennung (Klassifizierung) erfolgt. Dieser 
Weg wurde yon VIDIC beschrieben und dfirfte sicher eine wesent]iche 
Erleiehterung sein. 

Dal3 auch wasserdampfflfichtige Substanzen durch Dfinnsehichtehro- 
matographie zu identifizieren sind, konnte TEICHERT U. Mitarb. (1960) 
zeigen, die auf alka]ischen Kieselgel ,,G" Schichten mittels Chloroform- 
Athanol-Gemiseh Conein, 2qieotin, Spartein und Arecolin trennten und 
mit Muniers-lZeagens sichtbar machten. 

Inzwischen sind zahlreiche Spezialverfahren zur Trennung bestimm- 
ter Stoffklassen entwickelt worden, doeh nur selten wurden sie am biolo- 
gisehen Material erprobt. Sie dienen meist dem Naehweis der l~einsub- 
stanz. So ehromatographierte Sc~sI~INE 17 Phenothiacine an Kiese]gel 
mit Cyelohexan-Di~thylamin (9:1), M~I~LII~GWl~ und Kw~lmlZ (1962) mit 
ffinI weiteren Laufmitteln am selben Adsorbens. GELDMACI~EI~-MALLINCK- 
I~ODT und WEmv, L sowie BXvMLEI~ und RIPPSTWI~ erarbeiteten Methoden 
zum Nachweis yon Phosphors/iureestern und chlorierten Insectieiden. 
Die Leistungsf~higkeit der Methoden wurde laufend verbessert, und so 
war es mSglich, dal~ zur Konstitutionsaufkl~Lrung nicht nur die weniger 
Material benStigende UV-Spektralanalyse mit herangezogen werden 
konnte, sondern auch die Infrarottechnik kam zur Anwendung. PAULUS 
und BOENEOtIEA (1963) konnten aus dem Mageninhalt Vergifteter l~evonal 
und Noludar isolieren, dfinnschichtehromatographisch reinigen und 
sehlieBlich dureh ihre IR-Spektren sicher identifizieren. Eine Differen- 
zierung yon Barbiturat  und Hydantoin gelang MACltATA auf g]eiche 
Weise (KBr-PreBtechnik). Auch zur Auftrennung yon Arzneimittelkom- 
b/nationen, vor allem wenn es sieh um Spuren handelt, kann die Diinn- 
schichtchromatographie die Methode der Wahl sein. So berichteten 
FBAI~, GOT~Sln~BEN und SowI~I~I~G fiber erfolgreiche Versuehe zur 
Auftrennung yon barbituratfreien und barbiturathaltigen Sehlafmitteln 
an Kieselgel , ,G"-Platten mittels Isopropanol, Ammoniak und Chloro- 
form und GiiNSml~T (1960) fiber den Nachweis yon Wirkstoffen in ver- 
schiedenen Antneuralgica und Lokalanaesthetica. 
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Die Aufz~hlung yon  Beispielen soll hier  n icht  ohne den  Hinweis  auf  
die Bedeu tung  der  Df innsch ich tchromatographie  ffir den  Nachweis  yon  
S tof fwechse lprodukten  zahlre icher  P h a r m a k a  beende~ werden.  So ver-  
folgten u .a .  BXU~ILE~ und  RIPPSTEIN den A b b a u  yon  L i b r i u m  bei  K5r-  
perpasage  und  isol ier ten  auf diese Weise  das  2-Amino-5-chlor-benzophe-  
non aus d e m  H a m  l ib r iumbehande l t e r  Personen  als wicht igsten,  mi t  
Glucurons~ure  gepaa r t en  Metabol i ten .  Auch VIDIC konn te  durch  Dfinn- 
sch ich tchromatograph ie  mehrere  A b b a u p r o d u k t e  des J e t r i u m s  und  des 
Po lamidons  im Ur in  nachweisen.  

Die Zahl  der  Pub l ika t ionen  fiber d f innsch ich tchromatographische  
Methoden  n i m m t  laufend zu. Diese l~bersicht  muBte auf wenige An-  
wendungsbeispie]e beschr~nkt  bleiben,  ohne d a m i t  einzelne Ver fahren  
besonders  he rvorheben  zu wollen. Die Zukunf t  wird  zeigen, welehe der  
Methoden  einmal  zu bevorzugen  sein wird oder  aber,  ob jede ffir sieh, 
die Pap i e r ch roma tog raph ie  und  die Df innschich tchromatographie ,  die 
ihnen zugedach ten  Aufgaben  nebene inander  erfiillen werden.  
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G. MACHATA (Wien) :  Die Di innschichtchromatographie  im systema-  
t ischen,  toxikologischen Analysengang.  

Die Df innsch ich tchromatographie  (Dchr.) is t  eine Methode,  die an  Ein-  
fachhei t  und  Zweckmal~igkeit  ffir das  toxikologische L a b o r a t o r i u m  nicht  
zu f iberbieten ist. Sie is t  eine einfache Methode  und  soll eine einfache 


