
Z. Rechtsmedizin 76, 283 - 291 (1975) 

~by Springer-Verlag 1975 

Papier- und diinnschichtchromatographische Systematik 
fiir basische Arzneistoffe 

Ernst VIDIC und Ernst KLUG 
Institut for Rechtsmedizin der Freien Universitgt Berlin 

Eingegangen am I. Februar 1975 

Systematic Approach for Investigating Basic Drugs by Paper- and Thin-Layer 

Chromatography 

Summary: The systematic approach described for investigating basic (pharma- 
ceutical) drugs with the aid of paper and thin-layer chromatography relies 
on the principle that the positions of the spots created by a certain sub- 
stance on various chromatograms in relation to 5 to 7 test substances and 
developed together with the sample are indicated by a digit code. With a pre- 
determined sequence of application of the solvents, code numbers are formed 
ba writing down these digits (supplemented by indices), which are characteris- 
tic of the components of the mixture. The code numbers are in all cases clear- 
ly distinctive even in the case of a large number of different substances 
(e.g. 300) if the number of appropriately chosen developing solutions is in- 
creased to 6. Evaluation of the code numbers can be carried out with tables or 
with the aid of punch cards. 

Zusammenfassung: Im Prinzip besteht die mitgeteilte Systematik der papier- und 
dHnnschichtchromatographischen Untersuchungen von basischen Arzneimitteln darin, 
dab die Lagen der Flecke einer gesuchten Substanz auf mehreren Chromatogram~en 
in ihrer Beziehung zu mitentwickelten 5-7 Testsubstanzen durch Zahlen verschlHs- 
selt werden. Bei festgelegter Reihenfolge der LSsungsmittelsysteme ergeben sich 
durch Aneinanderreihen dieser (mit zus~tzlichen Merkmalen versehenen) Zahlen 
fHr die Wirkstoffe charakteristische Kennziffern, die auch fHr eine groBe Zahl 
yon Wirkstoffen (z.B. 300) in allen Fgllen deutliche Unterschiede aufweisen, 
wenn die Zahl der in geeigneter Weise abgestimmten Laufmittelsysteme auf 6 
erhSht wird. Die Auswertung der Kennziffern kann tabellarisch oder mit Hilfe 
von Lochkarten erfolgen. 

Key words: Papier- und DHnnschichtchromatographie - Basische Arzneistoffe - 
Systematische Analyse 

Zur Identifizierung von Arzneimittel-Wirkstoffen hat sich in den mit der Unter- 

suchung von biologischem Material befaBten Laboratorien die DHnnschichtchroma- 

tographie (DC) als Orientierung, in manchen F~llen sogar zur endgHltigen Fest- 

stellung der Wirkstoffe, bew~hrt. In der Literatur werden zahlreiche Verfahren 

zur systematischen dHnnschichtchromatographischen Untersuchung einzelner Arznei- 

mittelgruppen beschrieben, die das Problem der Identifizierung basischer Wirk- 

stoffe, z.B. auf graphischem Wege durch Darstellung der Verbindungslinien der 
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Rf-Werte i~ersehiedenen L~sungsmittelsystemen, zu 18sen versuchen (STAHL 1967, 

GADAMER 1966). Diese und andere auf dem~ergleich der Rf-Werte in versch~edenen 

Systemen beruhende Verfahren setzen jedoch stets exakt reproduzierbare Rf-Werte 

voraus, und beziehen sich meist nur auf eine beschr~nkte Zahl yon Stoffen. Die 

sichere Auswertung eines Analysenergebnisses mit Hilfe von Kurvenscharen ist 

fHr erheblich grS~ere Zahlen relevanter Substanzen kaum mSglich. Anregungen 

fHr eine extensive Erfassung aller relevanten Stoffe durch eine Systematisierung 

der analytischen Datenwurden neuerdings yon R.K. M~JLLER und I. SAUERMANN (1974) 

gegeben. 

Die in der vorliegenden Arbeit vorgeschlagene Systematik fHr ein sehr breites 

Spektrum relevanter Verbindungen berHcksichtigt vor allem die Erfahrung, dab 

eine exakte Reproduktion der Rf-Werte dHnnschichtchromatographischer Verfahren 

aueh unter genauester Einhaltung der vorgeschrlebenen Arbeitsbedinungen kaum 

erreichbar ist. Die GrHnde hierf~r liegen in den unvermeidlichen, wenn auch 

noeh so geringen Schwankungen, der die Entwicklung der Chromatogramme bestim- 

menden zahlreichen Parameter. Unter den wichtigsten dieser Faktoren sind zu 

nennen: Temperatur, Reinheitsgrad der Laufmittel, S~ttigungsgrad des Dampf- 

raumes, Wassergehalte der Flie~- und Sorptionsmittel (Kieselgel, A1203) , Schicht- 

dicke,K~rnung und Aktivit~t des Sorptionsmittels, Substanzmenge und gegensei- 

tige Beeinflussung der Substanzen in Gemischen, besonders bei sehr unterschied- 

l~chen Mengenverh~itnisses u.a.m. Dieses breite Spektrum verschiedenartigster 

EinflHsse fHhrt dazu, dab sogar in der Hand des gleichen Untersuchers zu ver- 

schiedenen Zeiten, je nach zuf~lligen und unerkannten geringfHgigen Verschie- 

bungen im Zusammenwirken der Parameter, deutliche Rf-Verschiebungen vorkommen, 

die zu irrt~hnlichen Beurteilungen AnlaB geben kSnnen. Wird die DC gar an ver- 

schiedenen Orten mit LSsungs- und Sorptionsmitteln verschiedener Provenienz 

vorgenommen, dann ist naturgem~B mit noch wesentlich gr8Reren Abweichungen zu 

rechnen. 

Eine weit bessere Reproduzierbarkeit der Rf-Werte wird bekanntlich dadurch 

erreicht, dab der jeweils gefundene Wert mit Hilfe einer mitentwickelten Test- 

substanz korrigiert wird. Dies geschieht durch Multiplikation des jeweiligen 
Rf-Testsubstanz laut Tabelle 

Rf-Wertes der Substanz mit dem Quotienten Rf-Testsubstanz gefunden 

(Gadamer 1966 S. 120). FHr jedes Laufmittel werden die Rf-Mittelwerte der Test- 

substanzen als sog. "Tabellenwerte" durch etwa lO-malige Entwicklung an ver- 

schiedenen Tagen festgestellt° Auch die Rf-Werte der in die Tabellen aufgenom- 

menen basischen Arzneistoffe sollten als Mittel aus einigen Bestimmungen ge- 

wonnen werden, wobei jedesmal eine Umrechnung auf den Normalwert mit Hilfe des 

jeweils gefundenen Einzelwertes der Testsubstanz vorzunehmen ist. 
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Durch dieses Vorgehen kSnnen zwar irrefHhrende Schwankungen des Rf-Wertes 

einer zu bestimmenden Substanz weitgehend ausgeschaltet werden, doch wird man 

nur in seltensten F~llen zur Identifizierung einer Substanz mit nur 2 bis 3 DC 

das Auskommen finden, Infolge der einfachen und raschen DurchfHhrbarke.it der 
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DC ist es daher allgemein Nblich, weitere Rf-Werte der gesuchten Substanz in 

anderen DC-Systemen festzustellen. Die Zahl der zur Identifizierung notwendi- 

gen Systeme ist naturgem~B vonder Zahl der Wirkstoffe abh~ngig, die durch die 

systematische Analyse erfa~t werden sollen. CONNORS (1974) hat diese Abh~ngig- 

keit in Form einer Kurve dargestellt, wonach im Idealfall zur Identifizierung 

yon IOO Substanzen 3-4 Systeme und fHr 200 Substanzen 5 DC-Systeme erforder- 

lich erscheinen. Eine noch hShere Sicherheit halten SUNSHINE, FIKE und LANDES- 

MANN (1961) fHr notwendig. Sie verwenden zur Identifizierung yon 113 Arznei- 

stoffen 4 DC-Systeme und fHr 138 Stoffe 7 Systeme. Da sich unsere Systematik 

auf eine erweiterte Gruppe von fast 300 Wirkstoffen erstreckt, erscheint die 

hier festgelegte Zahl von 6 Systemen nicht zu hoch gegriffen, wenn die dabei 

verwendeten Laufmittelsysteme so optimiert werden, dab fHr die Mehrzahl der 

Stoffe mSglichst gegensgtzliche oder deutlich abweichende Wanderungsgeschwin, 

digkeiten auftreten. 

Die hier vorgeschlagene systematische Auswertung der einzelnen Rf-Werte be- 

ruht nun darauf, dab man sich zun~chst mit der Feststellung der Lage eines 

Substanzfleckes zwischen zwei mitentwickelten Testsubstanzen begnHgt. Zur Er- 

mittlung der jedem System zugehSrigen Kennzahl dient das in Abb. ] dargestellte 

Schema. Aus dieser Abbildung ist ersichtlich, dab die gesamten Laufstrecken der 

von uns benutzten Laufmittelsysteme durch Auftragen eines Gemisches von jeweils 

geeigneten Testsubstanzen in je 7 -etwa gleiehm~Bige- Teilabschnitte aufgeteilt 

werden. Das vereinfachte V0rgehen zur vorl~ufigen Identifizierung einer Sub- 

stanz besteht nun darin, dab die Lage des Rf-Wertes innerhalb eines der 7 Fel- 

der der einzelnen Chromatogramme als eine Ziffer mit Markierung (Punkt oder 

Strich) notiert wird. Hierbei ist es zun~chst ausreichend festzustellen, ob der 

Rf-Wert in der oberen oder unteren Feldhglfte, in der Mitte oder genau in der 

HShe einer der Testsubstanzen liegt. FHr jedes Chromatogramm ergibt sich so 

eine Ziffer, wobei der neben dieser Ziffer notierte Punkt bzw. Strich die Lage 

des Substanzfleckes in dem betreffenden Felde angibt. Also z.B. 3" entsprechend 

der Lage in der oberen H~ifte, 3. in der unteren H~Ifte, 3- in der Mitte des 

Feldes und 3 ohne Markierung, entsprechend der oberen Testsubstanz des Feldes 3; 

auf den ersten Blick scheint es miBverst~ndlich, dab eine Zahl mit oberem Punkt 

in der Tabelle I einem kleineren Rf-Wert entspricht als die gleiche Zahl ohne 

Punkt, doch erscheint diese vereinfachte Kennzeichnung zweckmgBig. 

TABELLARISCHE AUSWERT~G 

Voraussetzung fHr die Identifizierung eines gesuchten Wirkstoffes ist die An- 
fertigung einer Tabelle, in die s~mtliehe Kennziffern einer mSglichst groBen 
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Zahl toxikologisch relevanter Wirkstoffe aufgenormnen werden, Anhand eines Leit- 
chromatogrammes (in unserem Falle die PC naeh JATZKEWITZ) werden nun die Ziffern 
fNr alle 6 Chromatogramme nach steigenden Rf-Werten geordnet. In Tab. ! ist als 
Beispiel ein mittlerer Teilabschnitt unserer fast 300 basische Wirkstoffe umfas- 
senden Tabelle wiedergegeben, die hier aus RaumgrHnden in ihrem Gesamtumfang 
nicht aufgef~hrt werden kann. Aufgrund der fHr die gesuchte Substanz aus den 
einzelnen Zahlen und der vorgeschriebenen Reihenfolge festgestellten Kennziffer 
(z.B. 3 I 0 4" 4- 2. fHr Ketobemidon) kSnnen dann durch Einordnung in die Tabel- 
le rasch wichtige Hinweise fHr die Identifizierung gewonnen und in den meisten 
F~llen sogar auch sehon die endg~Itige Identit~t festgelegt werden. 

Im Hinblick auf die sehr groBe Zahl der insbesondere bei Harnuntersuchungen 
aus Krankenanstalten in Betracht kommenden Arzneimittel-Wirkstoffe und infolge 
der durch die festgestellte Kennziffer nicht genau definierten Rf-Werte kann 
es vorkommen, dab als Ergebnis der Vorpr~fung zwei oder mehrere Wirkstoffe in 
Betraeht zu ziehen sind. Durch eine anschlieBende gleichzeitige Entwicklung 
der fragiichen Substanz in dem laut Tabelle am besten geeignet~n System zusam- 
men mit Proben der vermuteten Substanzen sowie durch die regelm~Bige Vornahme 
von Farbreaktionen auf den Chromatogrammen (hierfHr eignet sich besonders die 
PC), ferner die gaschromatographische Analyse und die UV-, IR- oder Fluoreszenz- 
Spektrometrie wird eine einwandfreie Identifizierung zu gew~hrleisten sein. Die 
Massenspektrometrie dHrfte zun~chst nur wenigen Laboratorien zur VerfHgung ste- 
hen. 

Die Kennzeichnung der Wirkstoffe durch 6-stellige Ziffern soil hier nicht den 
Eindruck einer zu umf~nglichen oder gar ~berflHssigen Methodik erwecken, da man 
bei einiger Erfahrung in vielen F~llen mit einer geringeren Zahl von Chromato- 
grammen sehon genHgend verl~Bliche Hinweise erlangen kann. Aus z.B. nur 3 oder 
4 Ziffern bestehende Zahlenfolgen (die Ziffern der fehlenden Systeme werden 
z.B. durch ein x ersetzt (4" x 3. 5 - x 6)k~nnen in der eine exakte Reihenfolge 
der Kennziffern aufweisenden Tabelle ebenfalls rasch aufgefunden und als Hin- 
weis auf eine oder mehrere Substanzen ausgewertet werden. Bel Unklarheit er- 
gibt sieh aus der kompletten Tabelle leicht ein chromatographisches System, 
dureh dessen Anwendung dann eine Kl~rung herbeigefHhrt werden kann. Es ist 
ferner jed~ Untersucher Hberlassen, die Reihenfolge der Systeme abzu~ndern, 
oder andere einzufHhren bzw. ein anderes Leitsystem zu verwenden. 

Die Erfahrung hat gezeigt, dab allgemein Systeme bevorzugt werden, bei deren 
Auswertung l~ngere Erfahrungen vorliegen. Deshalb sollten auch diese Systeme 
weiterverwendet werden und nur durch solche erg~nzt werden, die, wie in unserem 
Falle, fHr die meisten Stoffe ausreiehend unterschiedliche Rf-Werte ergeben. 

Bei ausschlie~licher Verwendung der DC, kann an Stelle des yon uns eingesetzten 
PC-Leitchromatogrammes ein geeignetes DC-System, z.B. des Laufmittelgemisch II 
verwendet werden. In diesem Falle ist dann allerdings eine Neuordnung der Reihen- 
folge fHr dieses nun als Leitehromatogramm dienende System vorzunehmen. 

An Stelle der Wirkstofftabelle kSnnen die Substanzen aueh sehr vorteilhaft in 
der Reihenfolge ihrer Kennzlffern in einem Ringbuch mit einem Index der Kennzif- 
fern verzeichnet werden. Hierbei kSnnen dann weitere zur Identifizierung wich- 
tige Vermerke Hber Extraktion und Reextraktion, Farbreaktlonen, UV- und gas- 
ehromatographische Daten zus~tzlich vermerkt werden. Bei Harnuntersuehungen soil- 
ten an dieser Stelle auch die Kennziffern der Ausscheidungsprodukte angegeben 
werden. 

Die in der Tabelle ! verzeichneten Kennziffern beziehen sich zun~chst nur auf 
unver~nderte Wirkstoffe, die z.B. in Harnproben nicht immer aufzuflnden sind. 
Zur Erg~nzung ist deshalb auch eine Tabelle der Kennziffern fHr diewichtigsten 
Abbauprodukte notwendig. Die Feststellung der Rf-Werte dieser Substanzen in den 
verwendeten FlieBmittelsystemen ist naturgem~B mit erheblichen Schwierigkeiten 
verbunden, da nur ein sehr beschrgnkter Tell der Metaboliten als Reinsubstanzen 
erhgltlich ist, und entsprechende Untersuchungen an Versuehspersonen meist nur 
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in sehr kleinem Umfang mSglich sind. Die bisher festgestellten Rf-Werte yon 
Ausscheidungsprodukten werden in einer besonderen Tabelle zus~mmengefaBt, die 
sich in Vorbereitung befindet. 

Die in Abb. I verzeichneten Laufmittelsysteme wurden aufgrund lan~er Erfahrun- 
gen aus zahlreichen erprobten Systemen nach den angegebenen Gesichtspunkten 
ausgew~hlt. Als Leitehromatogramm verwenden wir das papierchromatographische 
System von JATZKEWITZ (JATZKEWITZ 1953; 'VIDIC 1956), weil dieses trotz einer 
Hgufung yon Substanzen im oberen Rf-Wert-Bereich Vorteile bei der Anfgrbung 
der Substanzflecken bietet. Im Hbrigen ist es unvermeidlich, dab auch bei den 
DC-Systemen in gewissen Bereichen H~ufungen der Rf-Werte auftreten, die jedoch 
in den verwendeten Systemen in gleicher Amordnung nicht wiederkehren sollten. 
Das System II (VIDIC 1970) ist besonders zur Auftrennung von Abbauprodukten 
der Pyrazolonderivate (KLUG 1970) und Phenothiazine (VIDIC 1970) geeignet. Das 
apolare Laufmittel III (WALDI 1959) gestattet gHnstige Auftrennungen von Sub- 
stanzen, die z.B. in den oberen Rf-Bereichen der Systeme I und II anzutreffen 
sind. Das Laufmittel IV (VIDIC und SCHOTTE 1962) ist besonders zur Auftrennung 
von Weckaminen und Opiaten geeignet, w~hrend das System V (VIDIC 1970) infolge 
des sauren Laufmittels und der Verwendung von AI203 eine gute Erggnzung zur 
Unterscheidung zahlreicher Wirkstoffe und ihrer Abbauprodukte darstellt. FNr 
das letztere Laufmittelgemisch werden mit AI203 beschichtete Folien der Fa. 
MERCK verwendet, wobei die hesten Trenneffekte nach ca. 24-stHndiger Lagerung 
des LSsungsmittelgemisches (Esterbildung) erhalten werden. Das System VI dient 
besonders zum Morphin-Nachweis, und zu seiner Unterscheidung von anderen 
Opiaten und Analgetika. 

AUSWERTUNG DURCH LOCHKARTEN 

Anstelle der tabellarischen Auswertung kann es in manchen Fgllen zweckm~ig sein, 

geeignete Lochkarten zu verwenden, auf denen die Tabellendaten gespeichert sind. 

Dieses Vorgehen wird insbesondere dann von Vorteil sein, wenn dutch Verarbeitung 

unreiner Extrakte geringe Verschiebungen der Rf-Werte in Betracht zu ziehen 

sind, wodurch Uberschneidungen einzelner Kennzahlen eintreten k8nnen, Es kann 

dann notwendig werden, ein breiteres Rf-Feld auszuwerten. Die Verwendung von 

Lochk~rten ist auch dann vorteilhaft, wenn die Kennzahl des Leitchromatogrammes 

nicht vorliegt und nur eine geringere Zahl von Chromatogrammen entwickelt wurde. 

Naturgem~B wird bei einer solchen grSberen Auswertung oftmals eine gr~Bere Zahl 

von mSglichen Stoffen zur Auswahl in Betracht kommen. 

FHr die VerschlHsselung der Kennzahlen standen Schlitzlochkarten RS 037 der 

Firma ALLFORMmit 154 Merkmalfeldern (22 Spalten mit je 7 Feldern) zur Verf~- 

gung. Die Felder rechts und links vom Hauptfeld nehmen den internationalen Na- 

men, Anf~rbemSglichkeiten, Extraktionsverhalten, Mikro- und Farbreaktionen auf, 

Die 12 Spalten des Hauptfeldes sind der VerschlHsselung der chromatographischen 

Systeme vorbehalten. Jedem Laufmittelsystem wird eine der Zahlenfolgen des Haupt- 

feldes, entsprechend den in der Abb° I numerierten Feldern, zugeordnet. So er- 

h~it z.B. das System I fHr die Felder 7, 6, 5, 4, 3~ 2, 1 die Nummer I, 13, 25, 

37, 49, 61, 73 (der I. Spalte des Hauptfeldes), das System II fHr die gleichen 
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Felder die Nummern 6, 18, 30, 42, 54 usw.. Liegt der Fleck einer gesuchten Sub- 

stanz mit seinem Rf-Wert in einem der Felder zwischen zwei Testen (oder zwischen 

dem obersten Test und der Laufmittelfront), so wird die dem betreffenden Feld 

entsprechende Kartennummer gelocht. Ein genau bei einer Testsubstanz oder in 

ihrer unmittelbaren Nghe liegender Rf-Wert wird durch Lochen der beiden dem 

Testfleck benachbarten Zahlen verschlHsselt. Auf diese Art wurden sRmtliche 

bisher untersuchten Substanzen in allen chromatographischen Systemen erfaBt. 

Die verbliebenen freien Spalten der Karten kSnnen fHr weitere Systeme oder 

auch fHr neutrale und saute Substanzen benutzt werden. 

Beim Aufsuchen einer zu identifizierenden Substanz werden die zugehSrigen 

Lochkarten durch Nadelung der Schlfisselzahlen der entsprechenden Felder aus ~ 

sortiert. Hierbei fallen zumeist mehrere Karten an, die in Verbindung mit den 

auf ihnen verzeichneten weiteren Merkmalen (physikalische Daten) Hinweise auf 

die gesuchte Substanz ergeben. 
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