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Die Diinnschichtchromatographie (DC) hat sich in der Toxikologie
~— nicht nur zur Erfassung verschiedener Pharmaka und ihrer Metabo-
liten im Urin — in einer kaum zu erwartenden Weise bewihrt und ist in
der praktischen Arbeit nahezu unentbehrlich. Fiir eine schnelle routine-
maBige Anwendung bestehen jedoch drei Schwierigkeiten: 1. Die Aktivi-
tét der Schicht ist wegen ihrer leichten Verdnderlichkeit jeweils verschie-
den und schwer vorausbestimmbar; 2. die Herstellung und Aufbewah-
rung standardisierter Platten ist kaum méglich; 3. die R;-Werte sind
unter den bisherigen Bedingungen schlecht reproduzierbar. Diese Schwie-
rigkeiten, auch die Versuche einer exakteren Standardisierung (Broxk-
MANN und SCHODDER, 1941; HERNANDEZ u. AXELROD, 1961; STAHL u.
ScHORN, 1961 ; BRENNER, NIEDERWIESER, PATAKI u. WEBER, 1962) sind
bekannt. Eine bisher nicht geniigend beachtete Moglichkeit (Lie und
Nvo, 1962) schien gegeben zu sein durch Benutzung von Diinnschichten
in geschlossenen Rohren. Unter der Voraussetzung, zwischen Wasser-
gehalt der Schicht und Aktivierungstemperatur bestehe ein bestimm-
barer Zusammenhang, hitte eine derartige Methode folgende Vorteile:
a} Die Abhéngigkeit der Schichtaktivitit vom Wassergehalt kann quan-
titativ bestimmt werden, b) durch Teilaktivierung der verschlossenen
Rohren bei verschiedenen Temperaturen ist die Schicht auf den jeweils
giinstigsten Aktivierungsgrad einstellbar, ¢) die Réhre selbst kann als
Entwicklungskammer benutzt werden, d) durch die kreisrunde Form der
Laufmittelfront ist einerseits eine konstante Kammersittigung gegeben,
andererseits entstehen keine Randphiinomene. Da bei gleichbleibender
Beschichtung der Aktivitdtsgrad ausschlieBlich vom Wassergehalt der
Schicht abhéngt, kann die Aktivitit durch die Temperatur, die durch
Trocknung zur Gewichtskonstanz fiihrt, gekennzeichnet werden.

Die unter a—d angefithrten Einzelbedingungen wurden experimentell
gepriift.

* Herrn Prof. Dr. B. MurLLER zur Vollendung des 68. Lebensjahres.
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1. Glasréhrchen. Die zur DC verwendeten Glasréhrchen (,,Tubes®) sind 125 mm
lang, Durchmesser 24 mm, innen mit 1,8 g Silicagel G beschichtet, Schichtdicke
0,25 mm. Der obere und untere Rand der Schicht ist etwa 5 mm abgeschliffen. Die
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Experimentelle Priifung

tubes sind durch Gummikappen Iuftdicht verschlossen.

2. Wassergehalt und Aktivitit. Die Abhingigkeit des Wassergehaltes der Schicht
von der Aktivierungstemperatur wurde gepriift. Es wurden jeweils sechs luft-
trockene Tubes bei den in Tabelle 1 angefiihrten Temperaturen bis zur Gewichts-
konstanz im Trockenschrank gehalten, dann sofort verschlossen, auf Zimmer-
temperatur (etwa 20°C) abgekiihlt, kurz entliftet und die wieder verschlossenen
tubes gewogen (). Von den 6 Tubes wurden 2 zuriickgehalten, 4 bei 110°C bis zur

Tabelle. Einzelbestimmungen: Trocknungstemperatur, Schichtdicke, B;-Werte

°¢ % H,0 R+ 100 oQy % H,0 R+ 100
Indo- Sudan- Butter- Indo- Sudan- Butter-
phenol rot zelb phenol rot gelb
18 31,1 59,0 74,0 89,7 80 3,25 1,2 6,7 19,6
30,6 2,717 1,2 68 19,0
3,31
26 16,0 173 31,2 66,7 3’26 10 60 13,0
15,7 16,5 31,1 63,5 3’20
32,5 10,02 74 18,8 50,6 85 1,44 08 68 190
9,88 7,7 19,0 50,5 1,51 1,0 68 19,0
9,91 1,61 L0 68 19,2
9,56 1,52
10,15 1,72
40 8,53 46 152 436 90 1,44 09 6,3 17,9
8,15 43 142 428 1,35 0,9 6,1 174
8,47 1,48 0,8 6.2 17,5
8,17 141
8,50 1,58
48 6,80 32 13,1 373 9% 1,01 09 62 178
6,52 3,2 128 474 0,99 09 53 178
6,96 1,08
6,72 1,17
7,08 1,18
100 0,47 0,8 49 15,8
60 5,58 2,0 86 280 0.45 07 52 15.6
5,21
55 0,68
5’1 0,75
5.44 0,72
105 0,32 0,7 5.2 15,6
70 4,58 18 81 235 0,25 08 51 158
4,18 1,2 7.2 23,0 0,33
4,50 1,2 7.5 22,5 0,47
4,82 0,44
110 0 0,5 4,5 12,2
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Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen (b). Nach Entfernung der Schicht wur-
den die sauberen getrockneten tubes verschlossen und wieder gewogen. Wenn der
Wassergehalt bei 110° mit 0% angenommen wird (@), ist der Wassergehalt der
Schicht bei der jeweiligen Temperatur bestimmbar aus §=100 - % . Zwischen
75° und 85°C ist die Wassergehaltskurve unregelmifig, da der dem Silicagel G zu-
gesetzte Gips bei dieser Temperatur pro Mol 1,5 Mol Kristallwasser abgibt (Abb. 1).

iz
o */af-
24:"
20:‘
%+ =
122+
IS
L f =
4: -
L N 1 X 1 L L ®= T x x g
20 40 60 60 °C 1m0
Abb. 1. Beziehung zwischen Wassergehalt und Trocknungstemperaturen (Kurvenverlauf: Text)
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Abb. 2. Beziechung zwischen 8 Ry+Werten und Trocknungstemperatur

3. Schichiaktivitit, Wassergehall, E;-Wert. Von den bei verschiedenen Tempera-
turen getrockneten Tubes wurden, wie angegeben, zwei zuriickbehalten. Zur Be-
stimmung des Ry-Wertes wurde das Desaga-Testgemisch nach STAHL mittels geeich-
ter Mikrocapillaren von 2 mm? Inhalt aufgetragen. Die Tubes wurden mit einer
Entliiftungskappe abgedeckt und in den mit 10 cm® Benzol gefillten Behdlter ein-
gestellt. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 1. In Abb. 1 sind die Beziehungen zwischen
Trocknungstemperatur und Wassergehalt der Schicht ebenso deutlich wie in Abb. 2
die zwischen R¢-Werten und Aktivitidtsgrad der Schicht.

4. Auftragung: Mikrocapillaren. Es wurden 2 mm?® Mikrocapillaren benutzt. Die
Auftragung erfolgt mit einem Halterstift. Der Anschlag des Stiftes ist so ein-
gerichtet, dafl die Substanz in 15 mm Entfernung vom Rand des Tubes auf-
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getragen wird. Die Laufstrecke betragt bis zum unteren Rand der Entliftungskappe
100 mm. Die R¢-Werte konnen unmittelbar abgelesen werden.

Durch die experimentelle Prifung kénnen die unter a—d gestellten
einzelnen Voraussetzungen als bestétigt angesehen werden. Die Ansatze
zur Entwicklung der beschriebenen Methode sind bereits durch die
Untersuchungen von Lie und Nyc (1962) gegeben: Durch zylindrische
Auftragung der Dinschicht — meist in einem Reagensglas — war die
Front der Laufmittel weniger verzerrt, durch Verwendung von zwei oder
mehr Laufmitteln konnten bei komplexen Fettgemischen bessere Tren-
nungen erreicht werden. Eine Erorterung theoretischer Grundlagen
(ausfiithrlich: BRENNER, NIEDERWIESER, PATART u. WEBER, 1962) der
Tube-Methode erscheint zweckméBiger, wenn weitere experimentelle
Erfahrungen vorliegen (Pocacar 1967).

Zusammenfassung

Es wird eine einfache Methode der Diinnschichtchromatographie in
Glasrohren (Tubes) mit folgenden Vorteilen beschrieben:

1. Durch die exakte Einstellbarkeit des Wassergehaltes der Schicht
sind die R-Werte besser als mit den bisher iblichen Methoden repro-
duzierbar.

2. Die vorgefertigten beschichteten Roéhrchen (inaktive Tubes) er-
moglichen, bei verschiedenen Temperaturen aktiviert, die Auswahl je-
weils giinstigster Trepnungsbedingungen.

3. Die standardisierten Bedingungen erlauben den unmitteibaren
Vergleich der Ergebnisse verschiedener Untersuchungen.

Die beschichteten, aktivierten und lufttrockenen tubes sowie das nétige Zu-
behor kénnen jetzt von C. Desaga (Heidelberg) bezogen werden.

Summary

A simplified method for thin-layer chromatography (T.L.C.) in glass
tubes iy described, showing the following advantages:

1. Due to the accurate adjustment of the water content of the layer,
the R; values are better reproducible than with the conventional techni-
ques.

2. Activated at the desired temperatures the ready-coated tubes
(inactive tubes) allow the selection of the most favorable separating
conditions.

3. Owing to the standardized conditions it is possible to directly
compare the results of different tets.

Both the coated, activated, and air-dry tubes and the necessary
accessories are available from C. Desaga, Heidelberg, Germany.
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