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Chromatographie auf Celluloseacetat-Folien
1. Leitfarbstoffe fiir die Chromatographie auf Celluloseacetat-Folien

E. VON ARX und M. FAUPEL
Forschungslaboratorien der Division Pharma der Ciba-Geigy AG, Basel (Schweiz)
(Eingegangen am 30. November 1976)

In einer kiirzlich publizierten Arbeit!, wurde eine neuartige Anwendung von
Celluloseacetat-Folien (Membran-Folien) als Trennschicht fiir die Chromatographie
beschrieben. Dabei werden die Substanzlosungen auf die mit Fliessmittel getrankte
Folie aufgetragen, so dass wihrend des anschliessenden Laufes keine Fronten be-
obachtet werden kdnnen.

Die Entwicklungszeiten miissen fiir die verschiedenen Substanzen und Fliess-
mittel aufgrund von Erfahrungswerten bestimmt werden. Als Hilfsmittel wird nun
die Verwendung eines Farbstoffgemisches empfohlen, das jeweils am Rand der Folie
aufgetragen wird. Dieses Farbstoffgemisch kann sowohl zur Bestimmung der-Lauf-
strecke oder Laufzeit, wie auch als Leitfarbstoff fiir die Identifizierung von zu chro—
matographierenden Substanzen verwendet werden.

Aus einer grisseren Reihe getesteter Farbstoffe wurden drei leicht zugingliche
ausgewihlt. Ein Gemisch dieser drei Farbstoffe eignet sich fiir alle bisher angewende-
ten Fliessmittel (Tabelle I). In der vorliegenden Arbeit wird der Einsatz dieser Leit-

TABELLE I
VERWENDETE FLIESSMITTEL

Fliessmittel  Zusammensetzung

0.05 M Kaliumhydrogenphtalat (pH 4.0)

0.1 M Essigsaure + 0.1 M Natriumacetat pro 1 (pH 4.65)

0.09 M Kaliumchlorid + 0.01 M Salzsaure pro 1 (pH 2.0)

95.2 ml Eisessig + 26.5 m! Ameisensiure auf 1 1 Wasser (pH 1.9)-Fliessmittel B-
Pyridin—Methanol (46:38:8:8)

0.025 M di-Natriumhydrogenphosphat + 0.025 M Kaliumhydrogenphosphat pro

1 (pH 6.88)

0.1 NHC1

0.03 M di-Natriumtetraborat + 0.042 M Natriumhydroxyd pro 1 (pH 10.0)
Wasser—Methanol-Pyridin (88:8:4)

Fliessmittel B-Wasser—Methanol-Pyridin-Essigsiure (30:25:30:10:5)
Wasser—Methanol-Pyridin—-konz. Ammoniak (55:30:10:5)
Wasser—Methanol-Pyridin-Eisessig (52:42:1:5)

Fliessmittel B—Pyridin (90:10)
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farbstoffe am Beispiel der Chromatographie von Calcitonin M und Calcitonin M-
Sulfoxid in 12 verschiedenen Fliessmitteln gezeigt.

MATERIAL UND METHODEN

Leitfarbstoffe (Formeln nach Color Index)

Methylorange Nao3s© N=N —Q N(CH3),

Kitonechtgriin V nao;s
3,8 \Ct}mcu Y+ NLCHg),

Ho—ﬁ——TO—soaNa
NaO3S—-< >—N~—N C
c/

COONa

Tartrazin

Es werden je 2 pul einer 2%/ wassrigen Farbstofflosung aufgetragen.

Testsubstanzen
Als Testsubstanzen wurden je 20 ug Calcitonin M und Calcitonin M-Sulfoxid

aufgetragen.

Trennschicht
Celluloseacetat-Folien Cellogel (Chemetron, Mailand, Italien), 8 X 17 cm,

wurden eingesetzt.

Fliessmittel
- Fliessmittel A-M (Tabelle I) wurden verwendet. Die Fliessmittel C, D und F

wurden auch in der ersten Arbeit® beniitzt.

Nachweisreagenz

Fiir den Nachweis der Peptide wurde die Modifikation des Reagens nach
Barton er al? verwendet: 2 g Kaliumhexacyanoferrat(IIl} und 1.7 g Eisen(IID)-
chlorid-6H,O werden in 100 ml Wasser geldst. Waschlosung: 59 wissrige Phos-

phors3ure.

Trennkammer und Arbeztsvofschrift
Fiir die Beschreibung der Kammer aus Plexiglas 18 x 12 X 6 cm, sowie der

detalherten Arbeitsvorschrift s1ehe erste Mitteilung®.
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Fig. 1. Laufstrecken der Leitfarbstoffe und Testsubstanzen in den verschiedenen Fliessmitteln (Ta-
beile I). Die Fliessmittel C, D und F wurden bereits in der ersten Arbeit’ verwendet.

ERGEBNISSE

In Fig. 1 sind die Laufstrecken der Leitfarbstoffe sowie von Calcitonin M und
dessen Sulfoxid in 12 verschiedenen Fliessmitteln, bei einer Laufzeit von 60 min, dar-
gestellt. Mit Hilfe dieser Werte ist es moglich die ganze Folie fiir eine Trennung aus-
zunutzen. So wiirde man zum Beispiel im Fliessmitiel K das Tartrazin 10 cm (ge-
messen vom Start) steigen lassen. Gleichzeitig kann das Farbstofigemisch zur Identi-
fizierung oder zur Lokalisierung der Banden bei priparativen Trennungen herange-
zogen werden. Das Leitfarbstoffgemisch erlaubt es auch zweidimensionale Trennungen
auf Folien von 17 X 17 cm durchzufiihren.
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