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SUMMARY v
Thin-layer chromatography in the quantitative determination of polycyclic aromatw
hydrocarbans

A m1xture of polycyclic aromatic hydrocarbons can be separa.ted into groups
according to the number and arrangement of the aromatic rings by repeated devel-
opment with isooctane on alumina thin-layer plates. This fractionation allows the
determination of the individual hydrocarbons by U.V.-spectroscopy if the analysis
is limited to. the following thirteen polycyclic aromatic hydrocarbons: anthracene,
phenanthrene, pyrene, fluoranthene, benzo[a]anthracene, chrysene, benzo[a]pyrene,
benzo[e]pyrene, perylene, benzo[g,4,¢]perylene, anthanthrene, dibenzo[z,2]anthracene
and coronene. The TLC-fractionation is carried out after a liquid-liquid distribution
and a purifying step with a silica column.

EINLEITUNG

Chromatographlsche Trennprozesse sind ein notwendiger Bestandteil bei
Analysen zur qualitativen und quantitativen Bestimmung kleinster Mengen poly-
cyclischer aromatischer Kohlenwasserstoffe (KW) in Rauchkondensaten, Luftproben,
Lebensmitteln und dergleichen. Dabei besitzt die Anwendung der Gaschromatographle
(z.B. Lit. 1—4) den Vorteil, dass Trennung und Identifizierung in einem Schritt er-
folgen. Die Methode erreicht aber in der Mehrzahl der Fdlle nicht die angestrebte
1'.‘mpﬁndhchkelt5 Der qualitative und quantitative Nachweis der KW erfolgt daher
meist mittels U.V.-Spektralphotometrie (z.B.  Lit. 6-11) und/oder Fluoreszenz-
messungen (z.B. Lit. 12-17) nach vorangehender Anreicherung durch fliissig-fliissig-
Verteilung und chromatographischer Auftrennung. Dabei ist der fluorometrische
KW-Nachweis empfindlicher als der U.V.-spektralphotometrische!8, “aber aufgrund
von Loschungseffekten durch nicht abgetrennte Substanzen storanfélliger??

Die chromatographischen Reinigungs- und Trennprozesse sind zeitlich auf-
wendig. Eine KW-Spurenanalyse dauert deshalb mehrere Tage, und eine Verkurzung
der Analysendauer ist wiinschenswert. Bisher wurden fast ausschliesslich die Methoden
der Siulen-7»9%11 und Paplerchromatographle“ 8, 10,12, 16,17 fur die Auftrennung des
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326 G. BIERNOTH
angereicherten KW-Gemisches herangezogen. Die schnellere Diinnschichtchromato-
graphie wurde im allgemeinen nur zu Vortrennungen benutzt. |

Auf Kieselgel- und Aluminiumoxid-Schichten lassen sich KW unterschiedlicher
Molekiilgrésse und Ringanellierung trennen?—2, KW mit weniger aromatischen
Kernen laufen weiter als solche mit einer grosseren Zahl von Kernen; gestreckte
Molekiile, wie z.B. die von 1,2-Benzanthracen, laufen weniger weit als kompakte
Molekiile, wie die von Pyren. Die Uberlagerung des Effekts der Molekiilgestalt tiber
den der Molekiilgrésse bedingt z.B. den kleineren Rp-Wert des langgestreckten 5-
kernigen 1,2,5,6-Dibenzanthracens gegeniiber dem des 6-kernigen 1,12-Benzperylens
(vgl. auch Lit. 24). Ahnliche Ergebnisse wurden auf entsprechenden mit Trinitro-
benzol?3, Coffein?® oder Pikrinsdure?? imprignierten Schichten erzielt. Auf Cellulose-
und besonders Celluloseacetat-Schichten?3,28—30 sind eine Vielzahl von KW zu trennen,
wenn auch nur meist mit geringen Rp-Wert-Unterschieden zwischen den einzelnen
KW. Es gibt aber kein allgemein anwendbares dtinnschichtchromatographisches
System zur Trennung von KW. Je nach vorliegendem KW-Gemisch sind verschiedene
Fliessmittelsysteme und Adsorbentien zu testen. Die Vorteile der Adsorptions- und
Verteilungseffekte niitzt die zweidimensionale Mischdiinnschichtchromatographie?!,
und man versucht, die so getrennten KW direkt auf der Platte durch Fluoreszenz-
messungen zu bestimmen32,

Die fiir den U.V.-spektralphotometrischen Nachweis notwendigen KW-Mengen
miissen in eindimensionalen Systemen, wegen des hier méglichen bandférmigen
Auftragens der Substanzldsung entlang der Startlinie, diinnschichtchromatographisch
getrennt werden. HowArD und Mitarb.13 chromatograplneren erst auf Cellulose- und
dann auf Celluloseacetat-Diinnschichtplatten.

METHODISCHES

Durch Anwendung der Mehrfachentwicklung lédsst sich auf Aluminiumoxid-
Schichten eine fiir die U.V.-spektralphotometrische Auswertung ausreichende KW-
Fraktionierung erreichen. ' _

Die von uns mit Isooctan auf Aluminiumoxid-Diinnschichtplatten durch
Vierfachentwicklung erzielte KW-IF ral».tlomerung (Rp-Werte s. Tab. I) entspricht
der von GRIMMER UND HILDEBRANDT! auf einer Aluminiumoxid-Sidule erreichten
Trennung. Sie kann daher zur Vereinfachung dieser KW- Bes’ummungsmethocle:11

herangezogen werden.
TABELLE I

Rp-WERTE (BEZOGEN AUF 3,4-BENZPYREN) UND FLUORESZENZFARBEN (UNTER U.V.-LICHT VON 366
nm) BE1 DER KW-FRAKTIONIERUNG DURCH MEHRFACHENTWICKLUNG AUT ALUMINIUMOXID-PLATTEN

Rp-Wert Farbe

Anthracen + Phenantln en 1.91 " blauviolett

Pyren’ 1.71 " hellgriin

Fluoranthen . .1.56 hellblau

Chryaen + 1, 2-Benzanthracen - 1.20 blau

3.4 Benzpyren, 1,2-Benzpyren - Perylen 1.00 ‘violett

1, 12-Ben4perylen 4 Anthanthren 0.66 - blau.

1,2,5,6-Dibenzanthracen . 0.5 blauviolett
hellgelb

Coronen‘ . 0.40
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GRIMMER UND HILDEBRANDT!! beschrinken sich auf den qualitativen und
quantitativen Nachweis von Phenanthren, Anthracen, Pyren, Fluoranthen, Chrysen,
1,2-Benzanthracen, 3,4-Benzpyren, 1,2-Benzpyren, Perylen, 1,12-Benzperylen,
Anthanthren, 1,2,5,6-Dibenzanthracen und Coronen. Diese Substanzen lassen sich
niamlich nach chromatographischer Fraktionierung innerhalb. der Fraktionen an
Hand charakteristischer U.V.-Absorptionsbanden bestimmen. Die iibrigen moglicher-
weise im Gemisch vorliegenden KW werden nicht erfasst, stéren aber auch nicht die
Analyse der genannten Verbindungen. Da die meisten dieser 13 KW zu den hiufigst
vorkommenden und interessantesten Vertretern dieser Stoffklasse gehoren, stellt
ihre Analyse eine hinreichende Charakterisierung des KW-Gehalts eines zu priifenden
Materials dar. Die zu priifende Substanz wird mit Cyclohexan extrahiert oder darin
gelost, Durch fliissig-fliissig-Verteilung zwischen Cyclohexan und wéssrigem Dimethyl-
formamid werden die KW angereichert. Auf einer Sidule von desaktiviertem Kiesel-
gel und anschliessend papierchromatographisch werden sie weitgehend von Nicht-
KW befreit und dann auf einer Siule von desaktiviertem Aluminiumoxid fraktioniert.
Die eingeengten Siulenfraktionen werden schliesslich U.V.-spektralphotometrisch
ausgewertet. ‘

Durch Weglassen des papierchr omatographlschen Reinigungsschritts und Aus-
tausch der Aluminiumoxid-Sdule durch eine Aluminiumoxid-Diinnschichtplatte
konnten wir den fiir Routine-Analysen wichtigen Zeitbedarf um nahezu die Hilfte
reduzieren. Z.B. kann eine Doppelbestimmung von KW in Olen und Fetten nunmehr
in drei Tagen ohne Schwierigkeiten ausgefiihrt werden. :

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Das Weglassen des papierchromatographischen Reinigungsschritts hatte bei
unseren Arbeiten keinen nachteiligen Einfluss auf die Resultate. Innerhalb der
Fehlergrenze lieferte die KW-Analyse eines FFetts mit und ohne Ausfithrung der
Paplerchromatographxe dieselben Ergebnisse (s. Tab. 1I).

TABELLE II

KW-ANALYSE VON FETTEN

a und b = IKXW-Gehalt eines Rohfetts (g/kg), bestimmt (a) mit und (b) ohne papierchromato-
graphische Zwischenreinigung (Mittelwert aus zwei Bestimmungen). c und d = KW-Gehalt eines
verunremlgten Cocosfetts (ug/kg), bestimmt mit (c) siulenchromatographischer KXW-Fraktio-
nierung (Mittelwert aus 4 Bestimmungen) und (d) diinnschichtchromatographischer Fraktionierung
(Mittelwert aus 10 Bestimmungen).

a ] ¢ c a
Phenanthren o o \ 1019 1015
Anthracen 34 36 7L9 683
Pyren 61 " 58 445 441
Fluoranthen 81 78 4II 408
1,2-Benzanthracen 6 6 go 108
Chrysen 9 II 116 127
3,¢4~Benzpyren 3 3 2 32
1,2-Benzpyren 8 9 2 26
Perylen 0.6 0.5 0.9 4.5
1,12-Benzper ylen 1 I Iz Iz
Anthanthren Xel o ~ 0.5 << 0.5
I1,2,5,6-Dibenzanthracen [} o b S 1.5
Coronen N 1 2 1.2
204.6 203.5 . 2867.4 2858.7
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.Beim Austausch der Aluminiumoxid-Séule durch die Diinnschichtplatte éindert
sich die' U.V.-spektralphotometrische Auswertung nicht. Das Aluminiumoxid der
unter der U.V.-Lampe markierten Zonen der Platte wird mit Athanol in der Kilte
eluiert. Die #thanolischen Lésungen werden ohne jede Konzentrierung direkt im
U.V. Spekti ophotometer vermessen. Die U.V.-Spektren der KW in Athanol stimmen
mit den in Cyclohexan gemessenen hinsichtlich Bandenlage und Extmktlonshohe
vollig tiberein. :

Der Austausch der Aluminiumoxid-Siule durch d1e -Dunnsclnchtplatte be-
deutet Zeit- und Materialersparnis. Die umstéindliche Vorbehandlung des Aluminium-
oxids fiir die Sidule entfdllt. Zur Chromatographie bendtigt man fiir eine Probe als
Elutionsmittel statt 2 1 ‘“Cyclohexan, spektralrein’’ nur 150 ml ‘“Isooctan, zur Chro-
matographie”’. Die Aluminiumoxid-Siule liuft zwei Tage; die Mehrfachentwicklung
der Diinnschichtplatte ist in drei bis vier Stunden beendet. Die U.V.-spektrometrische
Auswertung ist verkiirzt, da es keine zu priifenden Zwischenfraktionen gibt. ‘

Die Methoden der diinnschichtchromatographischen Fraktionierung wurden
an einem KW-Modellgemisch und bei KW-Analysen von Olen und Fetten {iberpriift.
Tab. III fasst die Ergebnisse von je vier Analysen eines Modellgemisches von 12 KW
(1,12-Benzperylen stand uns zur Zeit der Untersuchung noch nicht zur Verfligung)
iiber eine Aluminiumoxid-Sdule!! und iiber eine Aluminiumoxid-Diinnschichtplatte
zusammen. Die relativen Standardabweichungen liegen bei der Diinnschicht-Frak-
tionierung zwischen 0.4 und 8.4 % und bei der Sdulenchromatographie zwischen 2.5
und 17.9 %. Die Substanzverluste sind bei beiden Methoden von der gleichen Gréssen-
ordnung. Die KW-Verluste auf der Platte nehmen zu, wenn sich die KW lingere Zeit
auf der trockenen Diinnschichtplatte befinden. In der hochverteilten Form sind sie
am aktiven Aluminiumoxid gegen Luftsauerstoff und sichtbares und U.V.-Licht33
empfindlich. Die Markierung der fluoreszierenden Zonen unter der U.V.—Lampe und
das Abkratzen des betreffenden Aluminiumoxids muss daher schnell, d.h. in 10-15
Min. erfolgen Nach Zugabe von Athanol tritt, laut U.V. -Spektroskople, keine weltere
Zersetzung ein.

Ein Vergleich der KW-Analyse eines Cocosfetts nach GRIMMER UND HILDI:-'
BRANDTM in der urspriinglichen und in der von uns modifizierten Form ergibt innerhalb
der Fehlergrenzen dieselben Resultate (s. Tab. II, c und d). Die Streuung der Ergeb-
nisse ist wegen stérender Begleitsubstanzen bei der Analyse eines Fetts grosser als
bei der eines KW-Modellgemisches. Diese Begleitsubstanzen kénnen die Markierung
der Substanzzonen auf der entwickelten Diinnschichtplatte unter der U.V.-Lampe
erschweren. Daher wird neben der Startzone der zu analysierenden Lésung das
Gemisch der 13 KW zum Vergleich aufgetragen und mitchromatographiert.

EXPERIMENTELLES

Zum Chromatographieren und Eluieren werden benutzt: Aluminiumoxid
PF 254, fiur die praparatwe Schichtchromatographie; Isooctan, zur Chromatographle
Athanol, etwa 95 % Uvasol (Hersteller: E. Merck, Darmstadt). ’

Die 250 n dicken 20 X 20 cm-Alumlmumoxxd-Dunnschlchtplatten werden nach -
STAHL3 angefertigt und aktiviert. Das im 25-ml-Sp1tzkoIbchen auf o. 5 ml eingeengte
Eluat der Kle.'-‘,elgels.amle11 wird mit Hilfe einer o.5-ml-Pipette und einer Fihrungs-
schiene oder mit einem Auftragsgerat (z.B. Camag-Chromatocharger nach- F1rmemch)
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330 G. BIERNOTH
portionsweise in Form einer moéglichst schmalen, ca. 12 cm langen Startzone z cm
vom Plattenrand entfernt aufgetragen. Zwischen dem Aufbringen der Einzelportionen
wird mit einem Kaltluftfén das Lésungsmittel vertrieben. 0.5 ml Cyclohexan werden
zum Nachspiilen des 25-ml-Spitzkolbens benutzt und in gleicher Weise aufgetragen.
Daneben werden o.1 ml einer Cyclohexanlésung der 13 KW (ca. 5 ug KW/ml) zum
Vergleich auf eine 2 cm lange Startzone aufgebracht. Die aufsteigende Diinnschicht-
chromatographie erfolgt in mit 150 1ml Isooctan gefiillten und Fliessmittel-gesédttigten,
vor Licht geschiitzten Desaga-Chromatographiekammern. Bei einer Steighthe des
Laufmittels von ca. 15 cm wird die Diinnschichtplatte der Trennkammer entnommen,
im schwachen Stickstoffstrom getrocknet und erneut der Chromatographie unter-
worfen. Die Mehrfachentwicklung wird wiederholt, bis die gelben KW Anthanthren
und Perylen eine Laufstrecke von 4 bzw. 6 cm erreicht haben. Dies ist im allgemeinen
nach einer Vierfachentwicklung der FFall. Unter U.V.-Licht (366 nm) werden unter
Beachtung der Vergleichssubstanzen die fluoreszierenden Substanzzonen markiert.
Ihr Aluminiumoxid wird jeweils quantitativ in ein ro-ml-Zentrifugenglas tiberfiihrt,
sofort mit 5 ml Athanol Uvasol versetzt, 5 Min geschiittelt und 10 Min zentrifugiert.
Die tiberstehende klare Ldsung wird in 1- bzw. z-cm-Kiivetten von 200-450 nm
U.V.-spektralphotometrisch gegen Athanol Uvasol vermessen!!, :

DANK

Frdulein M. KROPELIN danke ich sehr fiir ihre wertvolle Mitarbeit bei der Ent-
wicklung und Ausfiihrung der chromatographischen Methode.

ZUSAMMENTFASSUNG

Durch Mehrfachentwicklung auf Aluminiumoxid-Diinnschichtplatten mit Iso-
octan ldsst sich ein Gemisch polycylischer aromatischer Kohlenwasserstoffe nach
Zahl und Anordnung der aromatischen Ringe in Gruppen auftrennen. Diese Frak-
tionierung reicht zur U.V.-spektralphotometrischen Auswertung der einzelnen
Kohlenwasserstoffe aus, wenn man sich auf die Bestimmung von folgenden dreizehn
polycyclischen Kohlenwasserstoffen beschrinkt: Anthracen, Phenanthren, Pyren,
Fluoranthen, 1,2-Benzanthracen, Chrysen, 3,4-Benzpyren, I,z-Benzpyren, Perylen,
1,12-Benzperylen, Anthanthren, 1,2,5,6-Dibenzanthracen und Coronen. Die DC-
Fraktionierung wird ausgefiihrt nach einer fliissig-fllissig-Verteilung und einem
sdulenchromatographischen Reinigungsschritt. :
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