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Bei der Anwendung der Diinnschichtchromatographie (D.C.) fi_ir prgparative Tren- 
nungen und quantitative Bestimmungen muss man die Substanzen nach ihrer Tren- 
nung auf der Platte lokalisieren, ohne sie in der chemischen Struktur zu verandern. 
Die hierfiir meist angewandten Methoden (z,B. des Anfgrbens von Streifen auf dem 
Chromatogramm; siehe Zusammenstellungen in Zit. I) sind recht umstandlich und 
mit Sub:tanzverlusten verbunden, Am gcnstigsten erschienen Verfahren, bei denen 
die Substanzen durch einen Fluoreszenzindikator lokalisiert werdeq. Von einem 
solchen Fluoreszenzindikator sollte man verlangen, dass er mijglichst Substanzen 
jeglicher Struktur empfindlich nachzuweisen gestattet und dass er bei der Elution 
vom Adsorbens selbst nicht mit eluiert wird. Ferner sollte er nach Mijglichkeit 
wasserlijslich und hitzebestandig sein, damit man ihn gleich bei der Herstellung der 
Platte auf das Adsor fbringen kann. Man ktinnte dadurch das Anspriihen 
der Platte vermeiden, r Fluoreszenzindikatoren ausserordentlich gleichmsssig 
geschehen muss, 

Die bisher benutzten Fluoreszenzindikatoren (anorganische Leuchtphosphore, 
Rhodamin B, z’,7’-Dichlorfluorescein, Na-fluorescein, Bromthymolblau u.a.1 erfiillen 
diese Forderungen nicht. Die besonders giinstig erscheinenden anorganischen Leucht- 
phosphore ermijglichen nur bei im U.V.-Licht absorbierenden Substanzen einen guten 
Nachweis, wahrend Substanzen ohne Absorption im U.V.-Bereich nur in hoheren 
Konzentrationen, wenn iiberhaupt, nachgewiesen werden konnen. Lediglich Morin 
ist fur Platten mit Al,O, gut brauchbarz. Fur das in der D.C. meist benutzte Kieselgel 
dagegen ist es vie1 weniger gtnstig. 

Auf der Suche nach einem moglichst universe11 anwendbaren Fluoreszenzindika- 
tor untersuchten wir einige als optische Aufheller (Blankophore) technisch benutzte 
Substanzen’. Bessere Ergebnisse erzielten wir mit den Pyrenderivaten 3-Hydrosy- 
pyren-s,S,ro-trisulfonsaures Natrium (P,,) und 3,5-Dihydroxypyren-S,ro-disulfon- 
saures Natrium (PJ4* l . Zur Friifung der Empfindlichkeit beim Nachweis verschie- 
dener Substanzen in der D.C. wurde bei der Bereitung der Platten eine wassrige 
Ltjsung von P, oder P, (enthaltend l/3 mg P, bzw. 1/4 mg P, auf je I g Kieselgel G) 

l Wie wir nach Abschluss unscrer Versuche feststellten. ist in dcr Literatur” die Anwendung 
tines optischen Aufhellers (Ultraphor WT, BASF) beim diinnschichtchromatographischcn Nach- 
weis von Weichmachern erwahnt. Es wird jedoch wecler auf die allgemeine Anwendbarkeit dcs 
Na:peiscs noch auf die Verwendbarkeit in dcr praparativen D.C. hingewiesen. 

Die Substanzen werden von der Fa. Baver, Lcverkusen, hergestellt. Wir dnnkcn dcr Firma, 
insbesonderc Herrn Prof. Dr. S. PETERSEN, f-tir die grossztigigc uberlassung dicser Pyrenderivate 
sowie von optischen Aufhcllcrn. 
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der Streichmasse zugesetzt, und es wurden die Platten wie tiblich beschichtet. Nach 
Aktivieren wahrend 30 Min. bei +zoo wurden die Platten im Exsikkator aufbewahrt. 
Die Substanzen mtissen nach Mtiglichlceit in Chloroform, Essigester oder Aceton 
aufgebracht werden, da Methanol Startflecke zeigte. Nach Entwickeln mit Lijsungs- 
mittelgemischen, die Rr;l-Werte von etwa 0.3 bis 0.6 ergaben, trocknete man die 
Platten kurz bei IIOO und betrachtete die Platten nach 5 Min. Liegenlassen an der 
Luft untex! der U.V.-Lampe (H 365 mp). Die Substanzen wiesen sich auf schwach 
fluoreszierendem Untergrund je nach der chemischen Struktur durch helle Fluores- 
zenzen oder dunkle Ltischungen aus. Fig. I zeigt ein Dtinnschichtchromatogramm 
mit P, als Fluoreszenzindikator, das im U.V.-Licht photographiert wurde. 

Pig. I, Photographic eincs Dibnschichtchromatogramms mit P_ O als Fluoreszeneindikator, aufge- 
nommen im U.V.-Licht von 365 m/A auf Agfa AGP-Film. Chromatogramm entwickclt mit Benzol- 
Accton (20 : 3) ; Adsorbcns : Iiieselgel H. Folgende Substaneen wurdcn aufgetragen : Auf Startpunkt 
I, G und I I Cholesterin (o.Sy, 1.27 und I.G~) ; auf z und 7 eine IvIischung von Cholestan-3/3,ga,Gp- 
triol-3,6-diacctat, Cholestnn-3/3,ja,G/?-triol-3-methylathcr-6-acetat und Cholestan-3p,ga,GP-triol-3- 
methyl~ther (jc 0.5~ und 0.75~) ; auf 3 und 8 das Diol Nr. 2Q der Takelle I (87 und 12y), auf 4 und 

g Progesteron (17 und 1.57) und auf 5 und IO Pcntaacetyl-D-glucose (5~ und 7.5~). 

Beim Lagern der Platten im Exsikkator waren die Flecke nach einer Woche kaum 
verblasst. Uber die Empfmdlichkeit des Nachweises und die auftretenden Liischun- 
gen bzw. Fluoreszenzen gibt Tabelle I Aufschluss. 

Ftir analytische Zwec’ke ist P, besser geeignet, da es einen empfindlicheren 
Nachweis der meisten Substanzen erlaubt (etwa urn den Faktor z-s), doch muss 
P,,, als technisches Material ftir praparative Trennungen durch Urnfallen aus wenig 
Wasser-Athanol gereinigt werden, urn fluoreszierende und leicht auswaschbare 
Verunreinigungen zu entfernen. Es wird aber such dann leichter von Kieselgel 
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TABELLE I 

SACHWEIS VERSCHIEDENE R SUBSTANZES IN DER DijNNSCHICHTCHROXATOGRAPHIE MIT 3,5-DIHY 

DRO.XYPYREN-&IO-DISULFOSSAUREXI NATRIUM 

S 
9 

IO 
II 
I2 

I3 
I4 
I5 
16 
17 
18 
I9 
20 

21 

22 

Naphthalin F + 
Anthracen L 0.1 ;’ 
Dicls-Kohlenwasserstoff F + + 
a-Athylnaphthalin F + 
Diphenyl F + 
Cholesterin F 0.1 -/ 
_@Cholestan-3/?-ol-methyl- 

Bther F 0.08 ‘J 
sz-Pregnan-3P, I 7wdiol F +++ 
Progesteron L 0.1 y 
Dehydro-isoandrosteron F +++ 
=&Androstan-3or-01-I 7-on F +++ 
digitogenindiacetat F +++ 
Digosigenin F 
Conessin F 

.* +++ 

Funtumidin 7-r = + 
Brucin I;** + 
Tryptamin F” + 
Verona1 F + 
Aspirin L 
Pyramidon F :+ 
Aldrin F =Y 
Dieldrin F ++ 

23 z-Chlordan 
24 @-Chlordan 
25 Heptachlor 
26 Gammesan 
27 Hesachlorbenzol 

2S 

29 

30 

3= 
32 

33 

34 

a-Pentacetyl-D-glucose 
2,3.4.6-Tetramethyl-D-glu- 

case 
2,3,4-Trimethyl-D-galak- 

tose 
4,6-Dimethyl-D-glucose 

F 
F 
F 
F 
F 

F 

F 

F 

F 
F 

F 

F 

f-l- 
+-!- 
f-i 
f -!- 
.L+ 

‘7 

+A. 

++ 

*Y 
20 ‘/ 

4’J 

I’/ 

* Auftretende Lijschung (L) oder Fluoreszenz (F). Nachweisgrenze etwa: -l- = 2 - 3 ‘J; $- + = 
0.2-I y; + + + = o.01-o.1 y; die in der Tabelle angegebenen Zahlenwcrte sind die ermittelten 
unteren Nachweisgrenzen. 

l * Bei basischen Ltisungsmittelsystemen fluoresziert der Untcrgrund gelbbraun. die Sub- 
stanzen sind als hclle Flecke zu erkennen. 

eluiert als P,. Es zeigt sich jedoch, dass die untersuchten Substanzen in den meisten 
Fallen such, mit P, noch unterhalb I y gut nachgewiesen werden konnen. Tetra- 
methylglucose (Nr. 32), die nur in hiiheren Konzentrationen (20 y) zu erkennen ist, 
fallt etwas heraus, wghrend Tri- und Dimethylzucker wieder sehr vie1 besser sichtbar 
zu machen sind. c: 

Besonders empfindlich lassen sich Steroide der verschiedensten Struktur nach- 
weisen. Gtinstig ist such der Nachweis einer ganzen Reihe von Insektiziden (Nr. 
2x-30), die auf anderem Wegesse nur recht umstZndlich und z.T. mit sehr vie1 ge- 
ringerer Empfindlichkeit nachgewiesen werden konnen. So ist das Diol (X-r. 2s) 

in einer Menge von 50 y mit Rhodamin B5 nicht mehr sicher feststellbarr, wsihrend 
r&t P, noch o.S y erkannt werden konnen. Auch auf Platten mit Al,O, als Adsorbens 
lassen sich Substanzen durch P, und P, sichtbar machen. Der Untergrund fluoresziert 
in diesem Falle gelbgriin. 

Die P+renderivate P, und P, sind daher dank ihrer einfachen Anwendung und 
der Empfindlichkeit des durch sie ermdglichten Nachweises fiir analytische Chromato- 
gramme ausgezeichnet geeignet . Man kann beim Mehrfachentwickeln und bei der 
zweidimensionalen Dtinnschichtchromatographie nach jeder Entwicklung direkt 
das Trennergebnis begutachten. Der weitere Nachweis -de; Substanzen auf d&r Platte 
mit den iibhchen Sprtihmitteln wird nicht gestort, lediglich im U.V.-Licht ist ein 
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starker Auoreszierender Untergrund vorhanden. Mit Losungsmittelsystemen, die 
starker polar als Methanol-Chloroform (7: 3) sind, werden die Pyrenderivate teilweise 
ausgewaschen. In solchen Fallen werden sie besser nicht mit der Sorptionsschicht 
aufgebracht, sondern nach dem Entwickeln in einer Lijsung in Aceton aufgespriiht. 

Der besozdere Vovteil bei der Amwendwng dcr Pyrenderi-date als Flacoveszenzizdika- 
toven liegt abev in der prii@zrativen Dii.?z?zsclticlttclzro~~~atogya~~ie, da durch sie die Sub- 
stanzen, ohne dass sie chemisch verandert werden, zu erkennen sind und P, selbst 
durch Chloroform-Methanol (I : I) in der Siedehitze nicht vom Kieselgel eluiert wird. 

ESPERIMEXTELLES 

Die Ausfiihrung einer prgparativen Dtinnschichtchromatographie unter \‘erwendung 
von Pyrenderivaten sei am Beispiel der Trennung eines Gemisches von Cholestan-3@,- 
gr.,6P-triol-3,6-diacetat, Cllolestan-3P,gr.,,6P-triol-3-meth~l~ther-6-acetat und Choles- 
tan-3~,50:,6,6-trio1-3-methylather beschrieben. 

Eine Glasplatte (20 x 20 cm) wurde manuell mit einem homogenen Brei aus 
15 g Kieselgel H (Nerck), z mg P,’ und 44 ml Wasser gleichmassig beschicbtet. 
Xach dreisttindigem Trocknen an der Luft (die Platte liegt auf einer vollig ebenen 
Unterlage) wurde I Stunde bei 1x0~ aktiviert. Das Substanzgemisch in gleichen 
Teilen (90 mg), in etwas Chloroform gel6st, wurde mittels einer Kapillare auf eder 
Startlinie der Platte aufgetragen und in einem abgeschlossenen Chromatographie- 
gefgss mit IOO ml Chloroform-.Aceton (IO: 1.5) chromatographiert (Dauer : I Stunde). 
Auf der trockenen Platte liessen sich die drei Suhstanzen unter der U.V.-Lampe als 
I bis 1.5 cm breite fluoreszierende Zonen mit den RF-M’erten (gemessen von der 
Startlinie bis zur Mitte der Substanzzone) 0.75, 0.60 und 0.25 leicht erkennen. Das 
Kieselgel der markierten Zonen wurde mit dem Spate1 xron dcr Platte abgekratzt und 
mit je 30 ml Chloroform-Methanol (I : I) bei Zirnmertemperatur und in der Siedehitze 
eluiert. Nach Abdestillieren des Lesungsmittels wurden 29 mg Diacetat, 29 mg .4ther- 
acetat und ZS mg Ather erhalten. Die Substanzen waren dtinnschichtchromato- 
graphisch vijllig rein und fluoreszierten nicht im U.V.-Licht. Beim Vermessen ihrer 
U.V.-Absorption wurde ausschliesslich Eigenabsorption festgestellt, d.h. sie waren 
frei von Spuren des im U.V. stark absorbierenden Pyrenderivats. 

I8 MePl~e?l bis zu 1 g (je nach Zahl, Grosse und Schichtdicke der Clromato- 
graphieplattep’ zeiclmet sich dime Art der $wiifiavativen Dii~ansclticiztclzrovttatog~a~ltie 
gegeniiber der Siizlle?zcltrolttatog~a~~~ie dzcrch saubere Trenmmgen, Zeitge-winn zmd 
geringc Szrbstanzuerlzrste aus. Da aufgrund dieser Vorteile die Saulenchromatographie 
im Bereich obiger Substanzmengen immer mehr von der praparativen Dtinnschicht- 
chromatographie abgelijst wird, ist die Anwendung der Pyrenderivate als lndikatoren 
besonders zu empfehlen. 

DASK 

1Vir danken den Herren Dr. LUDWIG und Dr. VOGEL aus unserem Institut 
G%erlassung der Substanzen Nr. 21-25 und Nr. 28-30 sowie Herrn STROH 
eifrige Mitarbeit bei der Ausftihrung der Versuche. 

ftir die 
,fiir die 

l Xach einem besonderen Verfahren van H. HALPAAP~, ist es mijglich, auf einer Platte \-on 
I m Breite und z mm Schichtdicke bis zu JO g Substanzgemisch aufzutrennen. 
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Em pmqmes 08 i8enMication in analytical and preparative thin-layer chromato- 
ggq~Z&~ ii& ik rmmmded to, add small amounts of the sodinm salt of 3-hydroxy- 
pmmtz@S,x~~Mphonic acii2 or 3,5~~~dro,e~,r~phonic acid to the 
_&* 
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