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SUMMARY 

Combiwed application of thin-layer and paper chrdmatography and sfiectroscofiy in th 
microgram ragzge. Ivttrodacction 

Several, partly new microtransfer methods are described for the spectroscopi 
elucidation or confirmation of the structure of compounds separated by thin-laye 
chromatography. Using these methods it is possible to transfer small amounts c 
substance from the adsorbent into the infrared or mass spectrometer. 

EINLEITUNG 

Die Dtinnschichtchromatographie (DC) ist eine ausgezeichnete Mikro-Trenn 
methode; leider hat sie wenig Aussagekraft beztiglich der chemischen Struktur de 
aufgetrennten Substanzen. Spektroskopische Methoden hingegen eignen sich seh 
gut zur Strukturufkltiung. Sie benijtigen jedoch relativ reine Substanzproben. Di 
chromatographischen und die spektroskopischen Methoden erg&&en sich darum auz 
gezeichnet und sind fur eine kombinierte Anwendung geradezu’pr5destiniert. STAHL! 
hat bereits die Kombination der DC mit verschiedenen physikalischen, chemische 
und biologischen Verfahren zusammenfz&end’ b’eschrieben und die Begriffe “KopI 
lung” und “Transfer” festgelegt. Die Kopplung sei eine direkte Kombination zweie 
Methoden ohne manuelles Eingreifen, der “Transfer” hingegen benetigt manuelle 
Eingreifen. 

Beim Vorhandensein authentischer Vergleichssubstanz ist die Strukturbc 
statigung einer chromatographisch getrennten ,Komponente mijglich. Dazu gentig 
in der Regel eine einzige Methode, q.B. Infrarot (IR) oder Massenspektroskopie (MS: 
Falls keine Vergleichssubstanz zur Verftigung steht, versucht man mit Hilfe de 
spelctroskopischen Informationen einen Strukturvorschlag zu machen. Dazu mtisse 
meistens mehrere spektroskopische Methoden beigezogen werden, z,B. ausser IR un’ 
MS a&h NMR (Kernmagnetische Resonanz). ‘,. 

Wegen des geringen Substanzbedarfs der IR und MS gendgen DC-Flecken mi 
einigen Mikrogrammen Substanz zur Untersuchung. Bei noch kleineren Substann 
Mengen ist eine Anreicherung notwendig. Dies erreicht man z.B. durch strichfijrmi 
ges Auftragen mit dem ,Desaga-Autoliner nach STAHL UND DUMONT~~ odcr mittel 
zwei-dimensionaler Anreicherungstechnik nach MILBORROW~~. 
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Zwischen Dtinnschidht- und Papierchromatographie (PC) einerseits und der 
Spektroskopie im sichtbaren und UV-Bereich anderseits gibt es eine direkte Kopp- 
lungsmiiglichkeit. Man kann. von sehr kleinen, als chromatographischer Fleck vor- 
liegenden Substanzmengen, Remissions- oder Transmissionsspektren aufnehmen. 
KORT~~M UND VOGEL~~, HIZBER~~, KORT~ UND WEITKAMP~~, FRODYMA et al.7 und 
J0n~12 haben dariiber berichtet. Leider ist die Aussagekraft von Spektren in cliesen 
Bereichen gegeniiber der IR und MS relativ gering. Wegen des hohen, Substanzbe- 
darfs ist zur Zeit die Untersuchung eines DC-Flecks mit Hilfe der NMR-Spektros- 
kopie nicht m6glicl-r. Wer heute auf ein NMR-Spektrum angewiesen ist, muss eine 
Isolierung der Komponente im Milligramm-Bereich vornehmen (1-25 mg), z.33. 
mittels praparativer Schichtchromatographie. Je kleiner der prozentuelle Anteil der 
zu isolierenden Komponente i:t , desto schwieriger und zeitraubender wird seine 
Isolierung. 

Nachfolgend werden Mikrotransfer-Techniken zwischen Chromatographie und 

IR sowie MS behandelt. 

DC-I& BZW. PC-IR-&IIKROTRANSFIZR 

Die bisher bekannten DC-IR- bzw. PC-IR-Mikrotransfer-Methoden kijnnen in 
Extraktionsmethoden und Uberftihrungsmethoden eingeteilt werden. 

Bei den Extralctionsmethoden wird der zerstijrungsfrei lokalisierte Fleck von 
der DC-Platte gekratzt bzw. aus dem Papier ausgeschnitten, die Substanz mit einem 
fltichtigen Liisungsmittel extrahiert, vom Sorptionsmittel durch Filtrieren oder evtl. 
such durch Zentrifugieren befreit und anschliessend zur Trockene eingedampft. 

. DOSKOCILOVA~, HAYDEN~,~, SELIGSON et a;.%* und TORIBAFZA UND DI ST~FANO*~, 
haben als Trennmethode die PC verwendet, wghrend BEYERMANN~, BEYERMANN 
UND RIDERS, CERN+ et uE~.~, FONTANGES et al. 6, MCCOY UND FIEBIG~~, NASH et at.s” 
und SNAVELY UND GRASSELL~ die DC bevorzugt haben. Zur Aufnahme der Spektren 
wird der eingedampfte Extrakt entweder in wenig LiSsungsmittel wieder gel&t oder 
es wird ein Mikro-Kaliumbromid ‘Pressling hergestellt. Dazu muss die Liisung nach 
Zugabe von einigen Milligrammen KBr eingedampft werden. BEYERMANN~ bzw. 
BEYERMANN UND RIDERS haben eine reflexionsspektroskopische Technik angewen- 
det. Der DC-Extrakt wird auf ein poliertes V4A Spiegelchen von 2-4 mm Durch- 
messer getropft und darauf eingedampft. Dank des Randwinkelphanomens~o k6nnen 
kleine Lijsungsmittelmengen ohne Verlust eingedampft werden. 

Der Nachteil dieser Extraktionsmethoden liegt nach unserer Erfahrung darin. 
dass die auf diese Weise. praparierten Proben noch Sorptionsmittel enthalten. Wir 
konnten durch Filtrieren und Zentrifugieren die feinsten Sorptionsmittel-Partikei 
nicht entfernen; die Folge war, dass in den IR-Spektren stiirende Signale a&r&en. 
Kieselgel z.B. zeigt starke Signale bei cu. g p. 

Vie1 bessere Resultate erreichten wir mit den ~berftihrungsmethoden. Die 
Substanz wird aus dem Fleck mit wenig Liisungsmittelin KBr iiberfiihrt. Der erste 
Teil der KBr-Menge dient dabei als Filter fiir das Sorptionsmittel und wird wegge- 
worfen. Die restliche KBr-Menge, welche den gr6ssten Teil der gewtinschten Sub- 
stanz enthalt, ist frei von Sorptionsmittel und wird zw Herstehng des Mikropress- 
lings verwendet. 

Die beschriebenen uberfiihrungsmethoden sind eigentlich fti DC bestimmt. Es 
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Fig. I. Wick-Stick T.M. Ausrilstung der Fa. Harshaw Chemical Company ftlr DC-IR Milcro- 
transfer. 

wire aber denkbar, einige davon au& fur die PC anzupassen. 
Die Wick-Stick Methode wurde von GARNER UND PACKERS beschrieben. Das 

Kern&tick ist ein aus KBr vorgepresstes, saugfahiges Dreieck von 25 mm HBhe, 
8 mm Basis und 2 mm Dicke. Dieses ist unter der Bezeichnung “Wick-Stick T.M.” 
(Fig. I) kommerziell erh5ltlich (Harshaw Chemical Company). Das Dreieck wird in 
eine Halterung eingespannt und in ein zylindrisches Gl&schen gestellt. Das Sorptions- 
mittel. welches die abgetrennte Substanz enthalt, wird mittels eines Trichterchens 
auf den Boden des GE&hens geschtittet. Dann wird die Substanz durch Zugabe von 
wenig Liisungsmittel aus dem Sorptionsmittel extrahiert. Die Liisung steigt im Wick- 
Stick durch KapilIarkrHte und das Lijsungsmittel verdunstet im oberen Bereich. 
Die Substanz wird dabei nach oben transportiert und an der Spitze des Dreiecks an- 
gereichert. Meist kann man bier sogar farblose Substanzen als hellgelbe Fleckchen 
erkennen. Die Spitze wird abgeschnitten, getrocknet und zur Herstellung des Press- 
lings verwendet. Der grosse Vorteil dieser Methode besteht darin, dass sie untergrund- 
freie Spektren liefert. Das Sorptionsmittel (Kieselgel oder Alox) wird namlich im 
unteren Teil des Wick-Sticks praktisch vollst%ndig zuriickgehalten. In unserem Labor 
erhieiten wir rnit dieser Methode gute IR-Spektren mit nur 10,ug starken DC- 
Flecken. Es wurden zwischen 50 und 80% der eingesetzten Substanzmenge wieder- 
gefunden. 

Bei der Direct Tramfeer M&ode nach RICERS wird der Fleck zerstijrungsfrei 
1~kaltirt und mit einem Stift in Tropfenform umrandet (Fig. 2, Phase A). Die 
Oberf@hrung wird auf der DC-Platte vorgenommen. Dazu muss die Sorptionsschicht 
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Phase B -. 

Fig. 2. Schematische Dsrstellung dcr DC-IR “Direct-Transfer M&hods” nach RICEPI. 
! I 

ausserhalb der markierten ,Flache cntfernt werden. (Fig. 2, Phase B). Dann_ werden 
ccc:.20 mg KBr-Pulver auf die Platte gegeben, so dass ein 6-8 mm langer und 2 mm 
breiter Huge1 .entsteht. -Dieser muss mit der Spitze des Flecks Kontakt haben (Fig. 2, 

Phase C). Dann sptilt man die Substanz vom Sorptionsmittel in die ‘zweite Hglfte 
des. KI&-Hugels hintiber. ,Die erste Halfte des KBr-Htigels, welche sich an den Fleck 
anftigt, ,. ist’ mit betr&zhtlichen Mengen Sorptionsmittel verunreinigt und wird des- 
halb verworfen. Die zweite Halfte, .welche die Substanz enthalt, wird zum Rerstellen 
des :Mikropresslings verwendet. ‘Die Methode’ von RICE bewshrte sich in unserem 
,Labor gleich gut wie die Wick-Stick Methode. Es ist zu. beachten, dass zu,rasche Lo- 
sungsmittel-Zugabe zu Substanzverlusten ftihren kann; weil die L&sung nicht .nur in 
den ,KI$r-Htigel, sondern such auf die blanke. Platte fliesst. 

,’ I” DE. KLEINI& .hat: die Methode von RICE modifiziert, indem er das KBr-Pulver 
nicht. in Form eines geraden,- sondern eines halbmondfijrmigen Htigels urn den Fleck 
auf der Glasplatte anordnet; Der wesentliche Unterschied zwischen ‘den beiden Vari- 
anten besteht. jedoch darin, dass sich der Htigel bei der KLEINrMethode nicht ,mehr 
in direktem Kontakt mit dem Sorptionstiittel-Fleck betidet, sondern 1-2 mm davon 
cntfernt ist. Ausserdem iibernimmt das KBr nicht mehr die Rolle eines Filters wie 
dies .bei anderen. ‘IOberftihrungsmethoden der Fall ist, weil die ganze KBr-Menge zur 
Herstellung des Presslings verwendet werden muss. Die halbmondfarmige Anord- 
rmng ermijglicht zwar eine gute Ausbeute, aber die erhaltenen IR-Spektren zeigen- 
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Seitenansicht 

Fliessmittel 

Ki ‘eselgel-Sch fC 

KBr-Schkht __“___ _ _ 

;ht 

pj rY -a 3. Schcrmtischc Ikwstcllung clcr IX-IR “Plntc Transfer M&hock” nnch GOODMAN~. 

hauptsachlich bei Verwendung von polar-en Uberftihrungsmitteln-starke Konta- 
minationen von mitgeschlepptem Schichtmaterial. 

GOODMAN~ hat die Plnte Transfer Methode entwickelt. Seine ursprtingliche Idee 
war die simultane Herstellung von Kieselgel und KBr-Schichten auf einer einzigen 
Platte mittels eines in zwei Kammern geteilten Streichger&tes. Diese Methode konnte 
nicht realisiert werden, da die beiden Schichten keine laterale Bindung ergaben. Er 
arbeitet mit zwei verschiedenen Platten: die erste wird mit dem Sorptionsmittel und 
die zweite mit KBr-Pulver beschichtet. Auf der ersten Platte wird das zu untersu- 
chende Gemisch getrennt und zerstiirungsfrei nachgewiesen. Darauf wird die Platte 
urn go” gedreht und oben mit der zweiten Platte verbunden (Schicht gegen Schicht 
gem&s, Fig. 3). Die zersttirungsfrei nachgewiesenen Komponenten werden nun von 
der Trennschicht in die KBr-Schicht hintibergespiilt. Eine etwa 2 cm2 grosse Fkiche 
der 0.5 mm dicken KBr-Schicht wird zur Herstellung des Presslings verwendet. Die 
Nachweisgrenze wird mit ca, 50 pg angegeben. 

DC-MS MIKROTRANSFER 

Bisher verwendete Methoden 
Die bis heute bekannten Methoden sum Mikrotransfer zwischen DC und MS sind 

unserer Meinung nach mit verschiedenen Nachteilen behaftet. IiETIZONG hat aus 
einer grosseren Anzahl von 0.25 mm DC-Platten mehrere Milligramme Substanz 
durch Extraktion isoliert und zur Aufnahme der Massenspektren eingesetzt. Auch 
wir haben diese Methode in unseren Laboratorien erprobt, mit dem Unterschied, 
class wir 1-2 mm dicke prj;parative Schichten verwendeten. Dieses Vorgehen ist 
sicher, aber zeitraubend. 

Den einfachsten Weg ist MCFADDEN~~ gegangen, indem er d.as abgeschabte 
Schichtmaterial zusammen mit der darauf adsorbierten Substanz direkt in den Mas- 
senspektrographen einbrachte. SPITTELER 26 hat jedoch darauf hingewiesen, dass diese 

direkte Technik uniiberwindliche Schwierigkeiten bereitet. Der Massenspektrograph 

wird mit Sorptionsmittelstaub verschmutzt und es muss mit einem mehrtagigen Aus- 
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fall des Gergtes gerechnet werden. Ausserdem ist der Untergrund hoch und die Ent- 
gasung cles Schichtmaterials nicht mijglich. 

SCHWARTZ und Mitarb.ss,s” haben die zerst&-ungsfrei lokalisierte Substanz aus 
dem DC-Fleck einer Platte mit, wenig LBsungsmittel extrahiert, den Extrakt einge- 
engt und aliquote Teile des Konzentrats mit 1-5 pg Substanz zur Aufnahme der 
Spektren verwendet. Auf diese Weise erhaltene Spektren haben einen starken Unter- 
grund und die von der Substanz stammenden Signale sind kaum zu erkennen. Die 
Methode ist nur fur die Untersuchung leicht erkennbarer chlorhaltiger Verbindungen 
geeignet. KAISER~~ hat die DC-Trennung auf Quarzplatten ausgeftihrt und die Flecken 
von “unten” mit einer kleinen Sauerstoff-Wasserstoff-Plamme erhitzt. Die Substanz 
wird dabei verdampft und gelangt mit Hilfe eines inerten Tragergases in einen Mas- 
senspektrographen. Voraussetzung ist dabei, dass die zu untersuchende Substanz 
unzersetzt verdampfbar ist. Dies ist nicht immer m8glich, da sich bekanntlich zahl- 
reiche organische Substanzen unter Hitze-Einwirkung zersetzen, besonders wenn sie 
sich im adsorbiertem Zustand befinden. KAISER empfiehlt fur solche Falle die Ver- 
wendung von weniger aktivem Material, aber er weist gleichzeitig darauf hin, dass 
dann die Trennung erschwert wird. 

.Wir haben versucht, die Nachteile der oben beschriebenen Methoden zu um- 
gehen. Eine brauchbare Mikrotransfer-Methode sollte : 

ohne BeschrHnkung in den jeweils verwendeten Sorptionsmitteln mZjglichst 
viele Substanz-Klassen erfassen ktinnen, 

qualitativ gute, Untergrund-freie Spektren liefern, 
: . weniger Zeit in Anspruch nehmen als die fiir die Isolierung von Milligramm- 

Mengen Substanz erforderlich ist, 
das MS;Ger&.t nicht iiber lgngere Zeit blockieren. 

I 
. 

Neue Melhoden 
Die guten Erfahrungen mit der Wick-Stick und der Direkt ,Transfer Methode 

nach RICIZ fur die IR-Spektroskopie haben uns ermuntert, such den DC-MS Transfer 
mittels, KBr auszufiihren. 

Ein ca. 80 mm langes Schmelzpunktriihrchen mit I mm Innendurchmesser 
wird mit fein pulverisiertem KBr (Korngrijsse = ca. 5 ,u) bis 6 mm unterhalb des 
Randes geftillt. Dann wird ein 8 mm langes, mit Aceton gewaschenes Glaswolle- 
btischel mit einem dtinnen Glasst2ibchen in das SchmelzpunktrBhrchen gestopft, so 
dass ein etwa 3 mm langer Pfropfen entsteht. Zur Erleichterung dieser Arbeit ver- 
wendet man am besten eine Leuchtlupe. Das untere Ende des Rijhrchens wird so ab- 
geschnitten, dass eine 50 mm lange mit KBr gefiillte Mikros5ule zur weiteren Ver- 
wendung zuriickbleibt. 
.’ Der fur den Transfer vorgesehene Fleck wird von der DC-Platte abgekratzt 
und in einem kleinen Reagenzglzschen gesammelt. Zum Herauslijsen der Substanz 
aus ,dem Sorptionsmittel werden mittels einer Mikrospritze ca. 30 ccl Ltjsungsmittel 
(z.B. .Methylenchlorid, Aceton, Methanol) zugegeben. Dann stellt man die vorbe- 
reitete MikrosQule mit: dem Glaswolle-Pfropfen nach oben senkrecht in das Glaschen 
hinein :und stiitzt sie mit einer Metallkappe (Fig. 4). Sobald das Liisungsmittel in die 
Saule aufgestiegen ist, werden weitere, 30 ,ul Lijsungsmittel in das Glaschen gegeben. 
Dies, wird, wenn notwendig, nochmals wiederholt, bis die Substanz in den oberen Teil 
der SBule gewandert ist. Bei farbigen Verbindungen kann die uberftihrung leicht ver- 
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Fig. 4. Schcmatische Darstcllung cler DC-MS Milcrotransfcr Methoclc mittcls ICE%-geftillter 
MilcrosWlc. A = Reagcnz@.schcn ; I3 = Mctallknppc; 
hewer I mm) ; D = Glaswollc. 

C 7 l<Br-geftillte Milcros%ule (Durch- 

folgt werden. 17tir farblose Substanzen hingegen muss die benotigte L&ungsmitCel- 
menge in Vorversuchen ermittelt werden. Dazu wird eine KBr-Fiillung mit Zusatz 
von 2% anorganischem Fluoreszenzindikator (z.13. ZS Super der Fa. Riedel de Haen) 
verwendet und die Saule unter kurzwelligem UV-Licht, nach Zugabe von jeweils 30, 
60, go, etc. ,ul LiSsungsmittel beobachtet. Der untere 15 mm lange Teil der SYule 
wirkt, wie im Fall von Wick-Stick, als Filter. Nach Aufsteigen der letzten Portion 
Liisungsmittel wird dieser abgebrochen und weggeworfen. Der zurtickgebliebene 
obere Teil enth&lt die gewtinschte Substanz und wird in das Massenspektrometer ein- 
geftihrt, nachdem such das andere Ende der Saule mit Glaswatte zugestopft worden 
ist. 

Die Spektren werden mit einem CEC zx-IIOB Massenspektrometer aufgenom- 
men. Die Proben werden durch das Direlct-Einlass-System eingeftihrt, dessen Proben- 
kopf so abge&ndert ist, dass die Kapillare hineingesteckt werden kann. Dasjenige 
Ende der Kapillnre,,welches die Substanz enthglt, kann unabhangig von der Ionen- 
quelle geheizt werden. Die auf diese Weise erhaltenen Massenspektren sind mit jenen 
der direkt aufgenommenen reinen Substanzen vergleichbar. Der Substanzbedarf lag 
im gtinstigsten Fall bei I pg. Di.e Background-Peaks aus dem Schichtmaterial sind 
vernachlassigbar. In letzter Zeit haben wir noch weitere Modifikati.onen der DC-MS 
Mikrotransfer Technik versucht, von denen eine kurz beschrieben sei: 

. Die Uberfiihrung wird zuerst gleich wie in der Wick-Stick Methode vorgenom- 
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men. Dann wird die Spitze verrieben, mit wenig Lijsungsmittel extrahiert und die 
Lijsung auf das eine Ende eines Oxidkeramikst%bchens (Degussit AL 23) aufgetropft 
(Fig. 5). Man l&sst das Liisungsmittel jeweils verdampfen ; gegebenenfalls wird durch 
leichtes Erwsrmen mit einer Infrarotlampe beschleunigt. Nachdem alles Lesungs- 
mittel verdunstet ist, wird das Stgbchen in das Massenspektrometer eingefiihrt. 

Fig. 5. Schemstische Darstellung der DC-MS Mikrotrsnsfer Mcthoclo mittcls Oxidlccramiksttlb- 
chcn. A = Dogussit AL ag-St&bchen der Fs. Dogussa (Frankfurt a.M.) ; B = Mikrospritzc mit dem 
Extrakt aus der Wick-Stick Spitzc. 

Es sei darauf hingewiesen, dass die Mikrotransfer-Arbeiten in einem staub- 
und dampfarrnen ,Labor ausgefiihrt werden miissen. Alle Glaswaren, die mit der zu 
transferierenden Substanz in Kontakt kommen, mtissen peinlich dauber sein. Die 
selbsthergestellten Kieselgel- oder -Alox-Schichten werden unmittelbar vor der DC 
mit abs. Methanol gewaschen. Dazu werden die aktivierten Platten in eine abs. 
Methanol enthaltende Trennkammer gestellt. Sobald die Lijsungsmittelfront den 
oberen Rand erreicht hat, wird die Platte herausgenommen und die obere, 20 mm 
breite Schicht abgekratzt und verworfen. Dieser Teil enth8lt die allfgllig vorhande- 
nen organischen Verunreinigungen aus dem Schichtmaterial. Nach dem Waschen 
werden die Platten reaktiviert. Fluoreszenzpigment-enthaltende Schichten sollen 
keine UV-Licht-absorbierenden Zonen mehr enthalten, sonst sind sie unbrauchbar. 
Fliessmittel und uberfiihrungsmittel mtissen von reinster Qualitgt sein. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Zur spektroskopischen StrukturaufltlBrung bzw. -bestYtigung von diinnschicht- 
chromatographisch getrennten Verbindungen werden verschiedene, teilweise neue 
Mikrotransfer Methoden beschrieben. Diese ermliglichen die Uberftihrung kleiner Sub- 
stanzmengen aus dem Schichtxnaterial in das Infrarot- bzw. Massenspektrometer. 
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