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(Eingegangen am I3 .Dezember  1968) 

SUMMARY 

Direct quantitative determination of Scilla glycosides on thin-layer chromatograms by 
means of remission measurements 

Different methods of direct quantitative evaluation of thin-layer chromato- 
grams for the determination of bnfadienolides were examined. The evaluation of 
remission measurements yielded errors of Srel < ~ 5 °/o for all determinations. There- 
fore this method seemed to be superior to transmission measurements of eluates, not 
only because it is faster, but also because it is more precise. 

EINLEITUNG 

Vor kurzem berichteten wir fiber eine verbesserte Arbeitsweise zur quantitativen 
Bestimmung yon Scillaglykosiden in Extrakten und anderen Zubereitungen der 
Meerzwiebel durch spektralphotometrische Transmissionsmessung nach dtinnschicht- 
chromatographischer Trennung l& Ffir Serienanalysen war der Zeitaufwand jedoch 
noch immer erheblich. Wir versuchten daher, die entwickelten Chromatogramme 
direkt auszuwerten, um die Zeitdauer der Analysen weiter zu verkt~rzen. Durch ver- 
gleichende Untersuchung verschiedener Messverfahren sollte geprt~ft werden, welche 
Methode sich ffir die quantitative Erfassung von Bufadienoliden am geeignetsten 
erweist. 

DENSITOMETRIE 

Die densitometrische Auswertung von Dfinnschichtchromatogrammen wurde 
in den vergangenen Jahren yon verschiedenen Autoren intensiv in zwei Richtungen 
bearbeitet: als Transmissionsmessnng 5,6 und als ReflexionsmessungL Die Trans- 
missionsmessung schied bei unseren Arbeiten aus, weil das vorgesehene Adsorbens 
Kieselgel mit einfachen Mitteln nicht transparent zu machen war. Ausserdem batten 
INGLE UND MINSHALL 8,~ festgestellt, dass die Messungen bei reflektiertem Licht 
gtinstiger sind als bei transmittiertem Licht. lVlit der reflexionsdensitometrischen 
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Technik auf Dfinnschichtplatten wurden die verschiedensten Naturstoffgruppen wie 
Harze und Balsame 1°, Alkaloide 11 1~ und Steroide 14-1~ dtinnschichtchromatographisch 
untersucht. Ausserdem wurde fiber lebensmittelchernische 17 und biochemische is 
Untersuehungen berichtet. Speziell ffir die Densitometrie wurden verschiedene Ger~tte 
entwickelt, wie z.B. das Elphor -19, das E R I  IO -~, das Eppendorf  -14, das Beckman- 
Spinco-Analytro1-2° und das Chromoscan-Gerfit1°O3,17,2L 22. 

Die zum Teil beachtlichen Erfolge, welche in best immten F~llen mit reflexions- 
densitornetrischen Messungen erzielt werden konnten, kSnnen jedoch nicht fiber die 
schon von WlEME 2a beschriebenen Schwierigkeiten hinwegt~uschen, welche dadurch 
gegeben sind, dass die entwickelten Flecken eines Chromatogralnmes h~iufig ungleich- 
fSrrnig sind. Eigene Untersuchungen mit dem Chromoscan-Ger~tt bei der densito- 
metrischen Auswertung der Dtinnschichtchromatogramme yon Mischungen aus 
Scillaglykosiden und Scillaextrakten ergaben ftir die Mischungen der Glykoside einen 
relativen Fehler yon etwa IO~o und ffir die Scillaextrakte von 15% . Bei Chromato- 
gramrnen von Scillarohextrakten wuchs der Fehler bis zu 2o~o. Dieser hohe Mess- 
fehler ist nicht zuletzt dadurch bedingt, dass die Detektionsrnittel, z.B. Antimon- 
trichlorid, h~tufig nicht zu stabilen Umsetzungsprodul~ten ftihren und auch der 
Reagenzfiberschuss u.U. die Messung st6rt. 

FLUOROMETRIE 

Eine weitere M6glichkeit zur direkten Auswertung yon Chromatogrammen 
bietet die Fluorornetrie. Bereits 1961 berichteten WELLS et al. 24 tiber fluorometrische 
Bestirnrnungen yon cardiotonischen Steroiden. KNY 25-2~ bestimmte rnit einem Fluoro- 
meter der Firma VEB Zeiss Digitalis-Glykoside am Papierchrornatograrnrn. Mit einem 
Trichloressigs/iure-Chloramin-Reagenz erhielt er gute Fluoreszenswerte. SEILER et 

al. 2s ftihrten quanti tat ive Bestimrnungen yon fluoreszierenden Substanzen auf Dtinn- 
schichtchrornatograrnrnen rnit einem ZusatzgerS, t zurn Zeiss-Spektralphotorneter 
PMQ I I  durch. KLAOS 29 setzte sich 1964 kritisch mit den MSglichkeiten der Aus- 
wertung fluorornetrischer Messungen yon Dtinnschichtchrornatograrnrnen auseinander 
und wies auf die infolge der oft betr~chtlichen Abweichungen der Fleckenforrnen und 
-grSssen gegebenen Grenzen dieses Messverfahrens bin, welche KN¥ 25 durch rnathe- 
rnatisch statistische Uberlegungen zu erweitern versucht. Fast gleichzeitig rnit der 
Spektrophotofluorometrie wurde ffir die Analyse aromatischer Verbindungen allf 
Dtinnschichtchromatograrnrnen eine Spektrophotophosphorirnetrie entwickelt a°. Fffr 
eigene Versuchsbestirnrnungen wurde das von mehreren Autoren 81-a~ beschriebene 
Turner-Fluororneter herangezogen. Da Scillaglykoside im U.V.~Licht keine Fluores- 
zenz aufweisen und sich beirn Besprtihen der Chrornatogramme zur Fluoreszenzbildung 
mit dern Trichloressigs/iure-Chloramin-Reagenz nach KAISER a5 sieh dieselben, schon 
bei der Densitornetrie geschilderten Schwierigkeiten ergaben, konnte nur die Fluores- 
zenzlSschung auf Dfinnschichten rnit Fluoreszensindikator gemessen werden. Hierbei 
ergab sich bei der Auswertung der Messungen von Misehungen aus Scillareinglykosiden 
ein relativer Fehler von etwa IO ~o und bei der Auswertung von vorgereinigten Scilla- 
extrakten ein soleher yon etwa 15 ~o- Die Chrornatogramme von Scillarohextrakten 
auf fluoreszierenden Dtinnsehichten konnten mit dieser Methode tiberhaupt nicht aus- 
gewertet werden, da die Begleitstoffe die 3/iessungen stSrten. 
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U .V.-REMISSIONSMESS UNGEN 

In den letzten Jahren wurden von verschiedenen Autoren Untersuchungen dar- 
tiber angestellt, wie man durch die Funktion nach KUBELKA und MUNK86, 87 mit Hilfe 
yon Remissionsmessungen Dtinnschichtchromatogramme direkt quantitativ aus- 
werten k6nnte. Als Grundlage dafi~r dienten auch Arbeiten vQn KORTOM, SCHREYER 
u.a. as-4~ tiber Reflexionsspektren von Pulvern. Diese Autoren untersuchten u.a. auch 
die Abh~ingigkeit der Knbelka-Munk-Funktion yon der Korngr6sse des reflektieren- 
den Pulvers. W~thrend KORTOM UND VOGEL 42 diese Erkenntnisse zun~tchst ffir eine 
quantitative Auswertung von Papierchromatogrammen durch densitometrische Re- 
flexionsmessungen zu verwenden versuchen, ist es bei der weiteren Entwieklung diesel 
Messmethode vor allem die Gruppe um FRODYMA 43-49, die sich zunficht densitome- 
trisch, spfiter fluorometriseh und mit U.V.-Remissionsmessungen um die quantitative 
Auswertung von Diinnschichtchromatogrammen bemiiht. Mit dem von diesen Autoren 
angewandten Verfahren k6nnen zwar relativ gute Messwerte erreicht werden, jedoch 
ist dalnit der Nachteil verkntipft, dass die einzelnen Flecken des Chromatogrammes 
zur quantitativen Auswertung von der Diinnschichtplatte abgeschabt und homogeni- 
siert werden mfissen. Erst dann wird die Substanz in einer Zelle gegen einen Bezugs- 
standard, z.B. MgO, gemessen. Diese Methode erfordert immer noch zeitraubende 
Operationen und bedeutet keine wesentliche Verkiirzung der Analysendauer gegeniiber 
Transmissionsmessungen naeh Eluierung der Substanz. JORK 50 berichtete 196 4 erst- 
reals fiber ein Chromatogramm-Spektralphotometer der Firma Zeiss ffir die Dtinn- 
schiehtchromatographie. In weiteren Arbeiten4, 51,a2 untersuchte er, wie auch KLAUS 5~, 
die sich aus diesem Ger~tt ergebenden M6glichkeiten, die vor allem darin bestehen, dass 
die Chromatogramme nach der Entwicklung ohne weitere Vorbereitungen direkt aus- 
gewertet werden k6nnen. Das ist dadurch m6glich, dass das Chr0matogramm init 
monoehromatischem Licht unter einem Winkel von o ° (bezogen auf die Fl~tchen- 
normale) angestrahlt und das diffus zuriickgestrahlte, nicht absorbierte Licht unter 
einem Winkel yon 45 ° gemessen wird. Dabei kann die Diinnschiehtplatte zur Auf- 
suchung und Zentrierung der Substanzflecken auf einem Kreuztisch in x- und y-Rich- 
tung bewegt werden. Da diese Messmethode eine betr/ichtliche Zeitersparnis bringt, 
schien sie ftir die bier besprochenen Untersuchungen am besten geeignet zu sein. 

Zun~ichst wurden die in ScillaprS.paraten haupts~tehlich vorkommenden Scilla- 
glykoside Scillaren A, Proscillaridin und Scillirosid diinnschichtchromatographisch 
getrennt und ihre U.V.-Remissionsspektren aufgenommen. Wie schon friiher er- 
w~thnt 1, waren bei selbst hergestellten Diinnsehiehtplatten im Gegensatz zu den 
Berichten anderer Autoren 49 Schichtdicke und damit die Sehiehtstruktur nicht repro- 
duzierbar. Da aber nicht nur die RF-Werte54, 55, sondern anch die Remissionsbedin- 
gungen yon den versehiedenen Platteneigensehaften abh~tngen4L 5~, wurden fiir alle 
Bestimmungen Diinnschichtchromatographie-Fertigplatten Kieselgel "Merck ''57 ver- 
wendet. Ausserdem wurde auf Grund friiherer Erfahrungen 1 und den Berichten an- 
derer Autoren 5s-61 die Entwicklung der Dtinnschichtplatten vor allem hinsichtlieh der 
Kammers/ittigung, der Temperatur und der Wasserdampfisotherme so reproduzierbar 
wie m6glieh gestaltet, indem man in einem Raum bei einer konstanten Temperatur 
von 25 ° und einer nahezu v611ig konstanten relativen Luftfeuchtigkeit von 30% ar- 
beitete. Die Chromatogramme wurden mit der yon GORLICH 62 beschriebenen Mischung 
Aethylmethylketon-Toluol-Wasser-Methanol-Eisessig (80 : IO :6:5:2) entwiekelt. 
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Nach der Entwicklung wurden die Diinnschichtplatten getrocknet und dann mit dem 
Chromatogramm-Spektralphotometer die Remissionsspektren der drei Glykoside 
aufgenommen (Fig. I). 

Sie wurden mit den Absorptionsspektren von Transmissionsmessungen ver- 
glichen (Fig. 2). 

Wie bei anderen Substanzen68, 64 ist auch bei den Scillaglykosiden eine, wenn 
auch geringe Verschiebung des Absorptionsmaximums sowie eine Verbreiterung der 
Banden zu beobachten. Diese Erscheinung ist wahrscheinlich durch die yon KORTf3M 
u.a.63, 65-6s untersuchte Eigenart der molekularen physikalischen Adsorptionsbindung 
der Substanz an das Sorbens zu erkl~tren. Ffir die drei untersuchten Herzglykoside 
Scillaren A, Proscillaridin und Scillirosid wurde bei den Remissionsmessungen ein ge- 
meinsames Absorptionsmaximum bei einer Wellenl~nge von 3Ol nm gefunden. 

Fig. 3 zeigt die bei dieser Wellenl~tnge registrierte Remissionsortskurve eines 
entwickelten Mischchromatogrammes der drei Glykoside. 

Es ist beachtlich, dass diese Aufnahme mit nur je 4/zg der einzelnen Glykoside 
gelang. Die quantitative Erfassung wurde sowohl als Fl~chenberechnung der Halb- 

T A B E L L E  I 

SCILLAREN A : V E R G L E I C H E N D E  UNTERSUCHUNGI~N DER BESTIMIVIUNG DES GLYKOSIDES DURCH 
TRANSMISSIONS-  UND REMISSIONSMESSUNGEN 

Auftrag am Transmissions- Remissionsmessung der Di~nnschichtplatten 
Starlfleck messung des 
(#g) Eluates Fliiche Bh" H Fliiche planimetriert  

Verlust Fehler Verlust Fehler Verlust Fehler 
(%) (± %J (%) (± %J (%J (± %) 

2 . o o  4 .5  11-3 2 .5  4 .2 2-5 3 .6 
4 .oo  3 . 7  I O . I  2 .5  3 .6  2 .2  3 .2  
6 . 0 0  3 .3  8. 5 2 .0  3 .2  1 .7  3.1 
8 . o 0  2 .3  8. 3 1 .2  3 .1  1.2 2 .9  

IO.OO 2.1 6 .2  1. 3 2 .9  1.2 2 .8  

T A B E L L E  I I  

SCILLIROSID:  V E R G L E I C H E N D E  UNTERSUCtIUNGEN DER BI~STIMMUNG DES GLYKOSIDES DURCIt  
TRANSMISSIONS- UND REMISSIONSMESSUNGEN 

A uftrag am Transmissions-  Remissionsmessung der Diinnschich@latten 
Startfleck messung des 
(Itg) Eluates Fliiche Bh " H Fliiche planimetriert  

Verlust Fehler Verlust Fehler Verlust Fehler 
(%) (± %) (%) (± %) (%) (± %) 

2 . 0 0  4 . 4  lO .8  2. 4 4-4  2 .5  3 .7  
4 .00  3 .7  i o . o  2. 4 3 .7  2 .3  3 .2  
6 . o o  3 .3  9 . 6  2 .3  3 .2  1 .8  3 . 0  
8 . 0 0  2 .2  8 .3  1.5 3 .2  1 .3  3 .1  

r o . o o  2.1 5-9 1 .3  3 .1 1 .3  2 .7  

J .  Chromatog., 4 0  (1969)  2 4 4 - 2 5 3  
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wertsbreite Bh und der H6he H als auch durch Planimetrieren der v o n d e r  Ortskurve 
umschriebenen Fl~che vorgenommen. Der Absorptionswert des Untergrundes wurde 
jeweils berficksichtigt. Die ermittelten Fl~tchen wurden zur Auswertung quadriert. 

Zum Vergleich der Messgenauigkeit des Transmissions- und Remissionsver- 
fahrens wurden yon verschiedenen Substanzkonzentrationen je neun Messungen an 
entwickelten Mischchromatogrammen sowohl dutch direkte Remissionsmessung von 
der Dfinnschichtplatte als auch durch Transmissionsmessung yon Eluaten der Sub- 
stanzflecke durchgeffihrt (Tabellen I-III). 

In den Tabellen I his I I I  ist der Substanzverlust durch die chromatographische 
Entwicklung, d.h. die Differenz zwischen dem Mittelwert aus mehreren Messungen 
und dem aufgetragenen theoretischen Wert, und der Messfehler, d.h. die Streuung 

T A B E L L E  I I I  

P R O S C I L L A R I D I N :  V I ~ R G L I ~ I C H E N D J E  U N T E R S U C H U N G E N  D E R  B E S T I M M U N G  DIgS G L Y I 4 O S I D E S  D U R C H  

T R A N S M I S S I O N S -  U N D  R E M I S S I O N S M E S S U N G E N  

Auf trag  am IYansmiss ions-  Remiss ionsmessung der DCinnschichtplallen 
Startfleck messung des 
(l~g) Eluates Fldche Bh " H Fldche planimetriert  

Verlust 2nehler Verlust Fehler Verlust Fehler 
(%) ( ±  %) (%) ( ±  %) ¢%) ( ±  %J 

2.oo 5.1 I I . i  2. 7 4.5 2.6 3.9 

4 .oo 4 .2 l ° . 3  2-7 3.7 2.5 3-3 
6.00 3.7 9-5 2.6 3.3 2.1 3.2 
8.00 2.6 8.2 1. 7 3.2 1.7 3.1 

IO.OO 2.3 6. 3 1. 5 3.0 1.6 2.9 

oder die relative Standardabweichung der Messungen, angegeben. Die Standardab- 
weichung wurde nach 

1/ -2xi 2 _ N22 
s = l /  - , 

die relative Standardabweichung in % nach 

s • IOO 
Srel = ~ - -  

berechnet. 
Den Tabellen ist zu entnehmen, dass einerseits die Substanzverluste bei der 

Remissionsmessung geringer sind als bei der Transmissionsmessung, und dass anderer- 
seits auch bei geringen Substanzkonzentrationen die Remissionsmessung noch zu ge- 
nauen Ergebnissen mit einer relativen Standardabweichung unter 5 % ftihrt, w~hrend 
bei der Transmissionsmessung in diesem Fall mit  einer relativen Standardabweichung, 
die ca. IO % betr~igt, gerechnet Werden muss. Wurden die vonder  Remissionsortskurve 
umschriebenen Fl~chen planimetriert,  ist der Streubereich noch geringer. Er betr~igt 
dann maximal 3.8% und erreicht damit einen Wert, wie ihn JORK 52 bei der quanti- 
tativen Auswertung yon Trimethylxanthin und Acetylsalieyls~ure durch direkte 
Absorptionsmessung und Berechnung nach der Kubelka-Munk-Funkt ion erhielt. Die 
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Messgenauigkeit war somit erheblich besser, als wie sie von STRUCK u.a. 3 bei der Be- 
st immung yon Androgenen beschrieben wurde. Diese Autoren erreichten mit dem 
Chromatogranml-Spektralphotometer eine Messgenauigkeit von s : ± lO%. 

Zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit der Messungen auf verschiedenen 
DC-Platten wurden DC-Fertigplatten "Merck" im vorgesehenen Laufmittel  zuerst 
blind entwickelt, dann in einer m6glichst staub- und dampffreien Atmosph~ire ge- 
trocknet. Auf die so vorbereiteten Diinnschichtplatten wurden die Glykosidgemische 
aufgetragen und entwiekelt. Fiir jede Entwicklung wurde frisches Laufmittel  in die 
Kammer  gegeben. Nach der Entwicklung wurden die Plat ten mit  dem Chromato- 
gralnm-Spektralphotolneter ausgewertet und die Fl~che unter der Remissionsorts- 
kurve, wie besprochen, planimetriert. Es wurden f~nf Diinnschichtplatten auf diese 
Weise miteinander verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle IV zusammengestellt. 

T A B E L L E  I V  

REPRODUZlERBA~KEIT (F~HLER IN % )  DE~ MESSGENAUIGKEIT MIT DEM CI~OMATOGRAI~M-SPEI~- 
• I~ALP~IOTO~tETER AUF V~RSCI~IED~NEN DONI~SC~IICI~TPLATTEN 

Glykosid A ufgetrage~e Glykosidme~cge (#g)  

2 4 6 8 IO 

S c i l l a r e n  A 5.3  4 .9  4 .1 3 .7  3 .6 
(RF × ioo x6) 

S c i l l i r o s i d  5-4 5.2 4 .6  4. I 3.9 
( R F  X I O O  : 22) 

P r o s c i l l a r i d i n  5 .9  5.5 5.3 4 .9  4.5 
(RF × ioo--  4 I) 
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Fig .  4- E i c h k u r v e n  ft~r T r a n s m i s s i o n s m e s s u n g e n  u n d  R e m i s s i o n s m e s s u n g e n .  S c - - S c i l l a r e n  A ;  
Sr  - -  Sc i l l i r o s id ;  P s  - -  P r o s c i l l a r i d i n .  
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Die berechneten Fehlerbreiten liegen so giinstig, dass es sinnvoll ist, Eichkurven 
aufzustellen, nach denen vor allem bei Routineuntersuchungen die Substanzkonzen- 
trationen ermittelt  werden k6nnen (Fig. 4). 

Die Eichkurven wurden aus Punktmessungen durch Regressionsberechnungen 1 
ermittelt. Fa r  die Remissionsmessungen wurde auf der Ordinate die durch Plani- 
metrieren ermittelte und quadrierte Fl~che aufgetragen. Aus den Eichkurven ist zu 
ersehen, dass mit  dem Chromatogramm-Spektralphotometer  die Nachweisgrenze 
gegeniiber der Transmissionsmessung des Eluats unver~nderter Glykosidmolektile um 
eine Zehnerpotenz erh6ht ist. Die Eichkurven bei Remissionsmessung gehen nicht 
durch den Nullpunkt, und es ist daher zu erwarten, dass sie sich im Bereich sehr 
kleiner Konzentrationen nicht mehr linear verhalten. Das ist verst~ndlich, weil die 
registrierten Remissionsmesskurven nicht exakt nach der Kubelka-Munk-Funktion,  
was die Ermit t lung des absoluten Remissionsgrades vorausgesetzt h~tte, ausgewertet 
wurden. 

EXPERIMENTELLER TEIL 

Fiir die zum Vergleich erforderlichen Transmissionsmessungen diente Kieselgel 
G "Merck" mit Fluoreszenzindikator als Adsorbens. Fiir die U.V.-Remissionsmessnn- 
gen wurden DC-Fertigplatten Kieselgel "Merck" ohne Fluoreszenzindikator ver- 
wendet. 

Selbstbeschichtete Plat ten wurden bei 14 o° aktiviert  und bis zum Gebrauch im 
Exsikkator autbewahrt, Fert igplatten im evakuierten Exsikkator  gber Phosphor- 
pentoxid 24 Std. lang teilaktiviert. 

Alle vorbereitenden Arbeiten wurden bei einer relativen Luftfeuchtigkeit unter 
3o% ausgefiihrt. Die Reinglykoside wurden in einer Mischung aus Methanol und 
Aethylacetat  (5o:5o) gel6st und je nach Bedarf mit  demselben L6sungsmittel fiir das 
Auftragen am Startfleck weiterverdt~nnt. Entwickelt wurde in allen F~illen mit  dem 
Laufmittelgemisch Aethylmethylketon-Toluol-Wasser-Methanol-Eisessig (8o : Io :6 : 
5:2). Die Laufstrecke betrug 15 cm. 

Die Transmissionsmessungen wurden nach KRAUS u.a. 1 durchgefiihrt. 
Far  die Remissionsmessungen wurden die DC-Fertigplatten nach ihrer Ent-  

wicklung getrocknet und dann mit  dem Chromatogramm-Spektralphotometer  der 
Firma Zeiss ausgewertet. Die Auswertung erfolgte als Absorptionsmessung: 

Anordnung = M-Pr  
WellenlXnge = 3oi nm 
Spaltbild = 14"o.5 m m  
Verst~rkung = IO/I / IA 
Geschwindigkeit = Tisch 3 
Schreiber ---- 12o mm/min  

Die von der Remissionsortskurve umschriebene Fl~iche wurde entweder durch Halb- 
wertsbreite real H6he berechnet, beztiglich des Untergrundes korrigiert und dann 
quadriert oder planimetriert und die Planimetereinheiten ebenfalls quadriert. 
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