Teil 1: Dlinnschichtchromatografie

1 Einfliihrung

2 Theoretische Grundlagen

In der chemischen Analytik ist es hiufig erforderlich,
Stoffgemische aufzutrennen und einzelne Bestandteile zu
identifizieren oder zu isolieren oder die Identitit einer
Substanz mit einer Vergleichssubstanz zu bestitigen.

Die Diinnschichtchromatografie zihlt nach wie vor zu
den géngigen und auch leistungsfdhigen Methoden.

Der Begriff Chromatografie ist aus den griechischen
Begriffen ypwpa = chroma fiir ,,Farbe und ypagetv = gra-
phein fiir ,,schreiben” gebildet worden. Diese Wortfindung
koénnte auf die ersten Versuche zuriickgehen, pflanzliche
Blattextrakte auf Papier mit einem Losungsmittel in die
verschiedenen Farben der Chlorophylle und Xanthophylle
aufzutrennen.

Zunichst entwickelten sich die chromatografischen
Trennungen auf Papier (Cellulose) aufgrund empirischer
Erfahrungen und Ergebnisse. Spiter erfolgte eine Ubertra-
gung auf Kieselgel(platten) und anschlieflend die zwin-
gend erforderlichen Uberlegungen zur Theorie der ablau-
fenden Trennvorginge.

Je nach anfallendem Trennproblem wurden die weite-
ren chromatografischen Methoden nach Trennvorgang
und Aggregatzustand der Phasen entwickelt: Saulenchro-
matografie mit ihrer Hochleistungsvariante HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) und Gaschromato-
grafie (GC), wenn eine Phase gasformig ist. GC und HPLC
stellen Systeme mit einem ,,geschlossenen” chromatografi-
schen Bett dar, bei denen der Fluss der mobilen Phase iiber
eine Pumpe gesteuert wird.

Die Dinnschichtchromatografie stellt hingegen ein
System mit einem ,,offenen chromatografischen Bett dar,
bei dem das Fliefiverhalten der mobilen Phase durch zahl-
reiche Faktoren beeinflusst wird.

Nach Kenntnis der Einflussfaktoren ist die Diinn-
schichtchromatografie zu einer HPTLC (High Perfor-
mance Thin Layer Chromatography) weiterentwickelt
worden. Die HPTLC erfordert - analog zu den beiden
technischen Methoden (HPLC und GC) - einen grof3eren
apparativen Aufwand sowohl fiir die Entwicklung als auch
fiir die Detektion.

Dennoch ist die Diinnschichtchromatografie die ein-
zige Methode, die mit geringem apparativem Aufwand
gute und auch reproduzierbare Ergebnisse liefern kann.

Definition: Als Chromatografie bezeichnet man ein
physikalisches Trennverfahren fiir Stoffe, bei dem die
Trennung auf der unterschiedlichen Verteilung zwischen
einer stationdren und einer mobilen Phase, die nicht mit-
einander mischbar sind, beruht.

Das diinnschichtchromatografische System besteht
aus einer Trigerplatte (z. B. aus Glas oder Aluminiumfo-
lie), auf der sich eine diinne Schicht eines Sorptionsmittels
(z. B. Kieselgel) als ruhende, stationdre Phase befindet,
iiber die sich die mobile Phase bewegt.

Die physikalisch-chemischen Vorgéange des chromatografi-
schen Trennverfahrens beruhen auf zwei Prinzipien, der
Adsorption auf der stationdren Phase (»Kap.2.1 Adsorp-
tionschromatografie) und der Verteilung in der bewegli-
chen Phase (» Kap. 2.2 Verteilungschromatografie).

21 Adsorptionschromatografie
Bei der Adsorption lagert sich die in der mobilen Phase
geloste zu trennende Substanz an der Oberfliche der festen,
stationdren Phase an, wofiir zum einen physikalische Krifte
(Van-der-Waals-Krifte) verantwortlich sind, zum anderen
fithren Wasserstoff-Briickenbindungen zur chemischen
Adsorption (Langmuir). Die Bindung ist reversibel.
Voraussetzung fiir eine chromatografische Trennung
ist, dass die Vorgiange umkehrbar sind.

2.2 Verteilungschromatografie

Dieses Verfahren basiert auf dem Nernst'schen Vertei-
lungssatz, der die Verteilung einer Substanz zwischen zwei
begrenzt miteinander mischbaren Phasen beschreibt. Die
Verteilung geschieht in einem reproduzierbaren, fiir die
Substanz charakteristischen Verhaltnis, das mit dem Ver-
teilungskoeftizienten o beschrieben wird.

Es gilt fiir diese Stoffkonstante:

a=cm/cs

Wobei cm und cs die Konzentrationen der Substanz in der
mobilen und in der stationdren Phase angeben.

3 Chromatografische
Trennprozesse

Als wichtiges Kriterium im chromatografischen Prozess
wird der Fluss der mobilen Phase durch und iiber die Sor-
benspartikel der stationdren Phase gesehen.

Der Fluss der mobilen Phase wird von verschiedenen
Faktoren beeinflusst. Zwischen den Sorbenspartikeln ent-
stehen durch die Schichtung auf der Platte enge Kanile, die
sich wie Kapillaren verhalten. Das FliefSmittel bewegt sich
aufgrund des entstehenden Kapillardrucks, der durch die
Wechselwirkung zwischen der Oberflachenspannung der
Flussigkeit (Kohésion) und der Grenzflichenspannung
zwischen der Flussigkeit und der festen Oberfldache (Adha-
sion) hervorgerufen wird, iiber die Schicht.

Die Fliefigeschwindigkeit ldsst sich mit der Berechnung
des Kapillardrucks allein nicht erfassen, da die Abstinde
zwischen den einzelnen Sorbenspartikeln aufgrund ihrer
unterschiedlichen Korngréfle nicht gleich sind und die
Poren im Sorbensmaterial, in die das Fliefmittel hinein-
gelangt und unterschiedlich schnell wieder herauskommt,
ebenfalls keinen einheitlichen Durchmesser aufweisen.
Fir die im FlieBmittel geldsten Substanzen gilt das ent-
sprechend: ihre chemische und physikalische Beschaffen-
heit entscheidet tiber die Geschwindigkeit, mit der sie die
Poren des Sorbens durchwandern und dem FliefSmittel
folgen.
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Beclometason-17,21-dipropionat

Beclometason-17,21-dipropionat

Beclometasoni dipropionas

Nomenklatur/Synonyme

(Wasserfreies) Beclometasondipropionat, 9-Chlor-11p-
hyroxy-163-methyl-3,20-dioxopregna-1,4-dien-17,21-
diyldipropanoat

Eigenschaften

Weifles bis fast weifles, kristallines Pulver, praktisch un-
16slich in Wasser, leicht l6slich in Aceton, wenig 16slich in
Ethanol 96 %

Verwendung

Beclometason-17,21-dipropionat zihlt zu den Glucocorti-
coiden mit pulmonaler Applikation zur Behandlung von
Asthma und COPD (chronisch obstruktive Lungen-
erkrankung) oder als Nasenspray zur Behandlung allergi-
scher Rhinitis; es wirkt entziindungshemmend, immun-
suppressiv und antiallergisch, es reduziert die Schleimbil-
dung, fordert den Transport des gebildeten Schleimes aus
den Atemwegen und hemmt die Wassereinlagerung in
das Gewebe der Bronchien.

Pharmakodynamik und/oder -kinetik
Beclometason-17,21-dipropionat wird im Lungengewebe
schnell in die eigentliche Wirkform, das Beclometason-
17-propionat, iberfithrt, die weitere Metabolisierung
fihrt zum schwécher wirksamen Beclometason.

Arbeitsvorschrift

Sorptionsschicht
Kieselgel 60 F,s,4

FlieBmittel
Ethylmethylketon, Toluol (40:60 V/V); ohne Kammersit-
tigung

Untersuchungslosung
5mg Beclometason-17,21-dipropionat in 3ml Methanol
(evtl. unter Zugabe einiger Tropfen Aceton)

CysH3,CIO;
M, 521,05
Smp. ca. 210°C (unter Zersetzung)

CAS Nr. 50-81-7
Ph.Eur. 11.0/0654

GHS08
Gefahr

Referenzlosung

Je 5mg authentisches Beclometason-17,21-dipropionat
(aus Bestand) und Desoxycortonacetat in 3 ml Methanol
(evtl. unter Zugabe einiger Tropfen Aceton)

Auftragevolumen
Je 5ul auf 10mm

Laufstrecke/Laufzeit
10-15¢cm in 55min

Detektion

1. UV,

2. Ethanolische Schwefelsdure [20% (V)] als Sprithrea-
genz

3. Erhitzen auf 110°C fiir 5min

4. UV

Hinweise zur Auswertung

Die Untersuchungslosung darf nur eine Zone mit glei-
chem RiWert und gleicher Farbung wie authentisches
Beclometason-17,21-dipropionat (aus Bestand) ergeben.
Die Zone der Vergleichssubstanz Desoxycortonacetat
muss deutlich hoher liegen. Nach Besprithen mit etha-
nolischer Schwefelsdure und Erhitzen erscheint unter
UV3¢5 Beclometason-17,21-dipropionat grauviolett, wéh-
rend Desoxycortonacetat leuchtend orange fluoresziert
(Abb.2). Im Tageslicht ist dann die Zone von Beclometa-
sondipropionat blau, die von Desoxycortonacetat rotvio-
lett (Abb. 3).
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Beclometason-17,21-dipropionat

DC-Abbildungen

Abb.1: DCvon Beclometason-17,21-
dipropionat auf einer Kieselgelplatte;
Betrachtung unter UV;s5,,

Bahn 1: Beclometason-17,21-dipro-
pionat und Desoxycortonacetat
Bahn 2: Beclometason-17,21-dipro-
pionat (R; ca. 0,63)

Bahn 3: Desoxycortonacetat

Abb. 2: DC von Beclometason-17,21-
dipropionat auf einer Kieselgelplatte;
Betrachtung nach Bespriihen mit etha-
nolischer Schwefelsdaure und Erhitzen
unter UVsg5

Bahn 1: Beclometason-17,21-dipro-
pionat und Desoxycortonacetat
Bahn 2: Beclometason-17-21-dipro-

Abb. 3: DCvon Beclometason-17,21-
dipropionat auf einer Kieselgelplatte;
Betrachtung nach Bespriihen mit etha-
nolischer Schwefelsdaure und Erhitzen
im Tageslicht

Bahn 1: Beclometason-17,21-dipro-
pionat und Desoxycortonacetat
Bahn 2: Beclometason-17-21-dipro-

(Rs ca. 0,70) pionat (R; ca. 0,63) pionat (R; ca. 0,63)
Bahn 3: Desoxycortonacetat Bahn 3: Desoxycortonacetat
(Rf ca. 0,70) (Rf ca. 0,70)
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Cannabissamen

Cannabissamen/Hanfsamen
Cannabissamenol/Hanfsamenol

Fructus (Semen) cannabis

Oleum cannabis

Stammpflanze
Cannabis sativa L.

Nomenklatur/Synonyme
Hanffriichte, Hanfkorner; Hemp seed; Chénevis, Graine
de chanvre, Semence de chanvre; Canamon

Eigenschaften

Die reifen Friichte (Achédnen, einsamige nussihnliche
Schliefifriichte) sind breit-eiférmig, leicht abgeflacht, glatt
und graugriin. Der Geschmack ist stif3-6lig.

Verwendung

Durch den hohen Gehalt an ungesittigten Omega-3-Fett-
sduren und Aminosduren werden die Samen als ,,Super-
food“ ausgelobt, das fette Ol wird duflerlich zur Hautpfle-
ge verwendet.

Innerlich wird das Samendl als Nahrungsergdnzungsmit-
tel aufgrund des Cannabidiolgehalts zur Beruhigung,
Entspannung und Schlafverbesserung angewendet.
Beispiele fiir die frithere, iiberwiegend duflerliche thera-
peutische Anwendung der Samen oder ihres Ols sind die
Verwendung bei Gicht, Rheuma, als Expectorans bei
Bronchitis, bei Leiden der Urogenitalorgane und des Ma-
gen-Darm-Traktes sowie bei Gallebeschwerden.

Pharmakodynamik und/oder -kinetik
Wissenschaftliche Nachweise zur Wirksamkeit fehlen,
eine (bewerbende) Aussage zur Gesundheitswirkung ist
nicht zugelassen.

Hinweis

Cannabissamen und -samenole, deren Tetrahydrocanna-
binol-Gehalt unter 2% liegt und die als Lebensmittel in
Verkehr gebracht werden, unterliegen nicht dem Betéu-
bungsmittelgesetz.

Arbeitsvorschrift

Sorptionsschicht
HPTLC Kieselgel 60 F,s,
HPTLC Kieselgel 60 RP-18 WF,5,

Vorbehandlung
Platten vor Gebrauch in einem Gemisch aus Methanol
und Dichlormethan reinigen (,entwickeln) und bei
100°C trocknen

Inhaltsstoffe (Hauptbestandteile)
Fettes Ol

FlieBmittel

I.  Aceton, Essigsdure 99 %, Dichlormethan
(50:40:20 V/V/V) (Fette); ohne Kammersittigung

II. Toluol, Ethylacetat (90:10 V/V) (Sterine); ohne Kam-
mersattigung

Untersuchungslosung
Cannbissamen-Dichlormethanextrakt; Cannbissamen-
Methanolextrakt; 20 ul Cannabissamendle des Handels in
4ml Dichlormethan

Dichlormethanextrakt: 5g gemahlene Samen in 5ml Di-
chlormethan 30min unter Wiarmeanwendung auf dem
Magnetriihrer extrahieren, nach dem Abkiihlen filtrie-
ren, auf 5ml auffiillen.

Methanolextrakt: 1 g gemahlene Samen mit 5 ml Metha-
nol unter leichter Warmeanwendung extrahieren, filtrie-
ren und auf 5 ml einstellen.

Referenzlosung

20 ul Nachtkerzenél in 4 ml Dichlormethan; 2 mg Canna-
bidiol (CBD) in 2ml Methanol; ca. 2mg (1 Tropfen) Dro-
nabinol (THC) in 2ml Methanol; je 1 mg Sitosterin (Des-
methylsterin) und Lupeol in je 2,5ml Methanol.
Bockshornsamen-Dichlormethanextrakt: 1g pulverisier-
te Droge mit 20ml Dichlormethan ca. 5min auf dem
Wasserbad (65°C) erwarmen, nach dem Erkalten abfilt-
rieren, auf 20 ml ergdnzen.
Bockshornsamen-Methanolextrakt: 1 g pulverisierte Dro-
ge in 5ml Methanol ca. 5min auf dem Wasserbad (65 °C)
erwirmen, nach dem Erkalten abfiltrieren (ergibt 4 ml).
Sesamsamen-Methanolextrakt: 1 g fein gemahlene Samen
mit 5ml Methanol bei 65°C auf dem Wasserbad erwir-
men, nach dem Erkalten zentrifugieren oder filtrieren
und mit Methanol auf 5 ml auffiillen.

Auftragevolumen
3plauf 8-10mm oder 1-4 pul auf 6 mm

Laufstrecke/Laufzeit
I. 6cmin 15-17min
II. 4cmin 5min

Detektion

1. Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz
2. Molybdatophosphorsdure-Reagenz
3. Erhitzen auf ca. 100°C
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Cannabissamen

Hinweise zur Auswertung

Nachtkerzendl gilt als Ol mit einem groflen Anteil an
mehrfach ungesittigten Fettsduren, die zusdtzlichen Ban-
den der Cannabissamenéle konnen auch von anderen un-
gesdttigten Inhaltsstoffen oder Zusatzstoffen herrithren
(Abb. 1).

DC-Abbildungen

THC und CBD lassen sich in den Cannabissamendlen
nicht nachweisen (Abb.2). Dazu wurde die 2. Halfte der
DC-Platte mit dem Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz
detektiert, um die Cannabinoide zu markieren.

Im Methanolextrakt der Cannabissamen lassen sich zwei
Sterine nachweisen, wobei das eine als Sitosterin identifi-
ziert werden kann (Abb. 3).

Abb.1: DC von Cannabissamen-Dichlormethanextrakt auf
einer HPTLC RP-18-Platte von 10x10 cm im FlieRmittell
(Fette); Betrachtung nach Detektion mit dem Molybdato-
phosporsaure-Reagenz im Tageslicht

Bahn 1: Nachtkerzendl 3 pl auf 8mm

Bahn 2: Bockshornsamen-Dichlormethanextrakt 3 pl auf
8mm

Bahn 3: Cannabissamen-Dichlormethanextrakt 3 pl auf
8mm

Bahn 4: Cannabissamen®l | (Firma Sunday) 3 pl auf 8 mm

Bahn 5: Cannabissamendl Il (Firma Taoasis) 3 pl auf 8mm

Abb. 2: DC von Cannabissamendlen auf einer HPTLC-RP-
18-Platte von 10x10cm im FlieBmittell (Fette); Betrach-
tung nach Detektion der Bahnen 1-3 mit dem Molybdato-
phosporsdure-Reagenz und der Bahnen 4-6 mit dem Anis-
aldehyd-Schwefelsdure-Reagenz im Tageslicht

Bahn 1: Nachtkerzendl 3 pl

Bahn 2 und 4: Cannabissamendl Il (Firma Taoasis) je 3 pl
Bahn 3 und 5: Cannabissamen-Dichlormethanextrakt aus
Samen je 3yl

Bahn 6: THC und CBD je 3 pl
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Cannabissamen

Abb. 3: DC von Cannabissamen-Methanolextrakt auf einer
HPTLC-Kieselgelplatte von 5x5cm im FlieRmittelll (Sterine);
Betrachtung nach Detektion mit dem Anisaldehyd-Schwe-
felsdaure-Reagenz im Tageslicht

Bahn 1: Sesamsamen-Methanolextrakt 3 pl auf 6 mm
Bahn 2: Bockshornsamen-Methanolextrakt 3 pl auf 6 mm
Bahn 3: Cannabissamen-Methanolextrakt 3 pl auf 6 mm
Bahn 4: Sitosterin und Lupeol je 1pl auf 6 mm (R;0,27);
(R:0,45)

IR-Spektroskopie
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IR-Spektrum von Cannabissamendl: Die v ((-H)-Valenzschwingungen der CH,-Gruppen sind bei 2916 bis 2848 cm™ zu erken-
nen. Die entsprechenden & ((-H)-Deformationsschwingungen der Methyl- und Methylengruppen treten bei 1462 cm™ auf.
Die v ((-H)-Valenzschwingung an der Doppelbindung zeigt sich bei 3009 cm™t und die y Deformationsschwingungen kdnnen
bei 719 und 729 cm™erkannt werden.

Die v ((=0)-Valenzschwingung des Esters erkennt man bei 1743 cm™ und die zugehorige v ((-0)-Valenzschwingung der Glyce-
ride kann der Absorption bei 1166 cm™™ als relativ intensive Bande zugeordnet werden.

Die IR-Spektren von Fetten Olen dhneln sich weitestgehend, es sind haufig nur minimale Lageverschiebungen der charakte-
ristischen Banden zu erkennen.
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