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CHROM. 3546 

UBER DIE ANWENDUNG DER DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE BE1 

DER QUANTITATIVEN BESTIMMUNG POLYCYCLISCHER AROMATISCHER 

KOHLENWASSERSTOFFE 

G. BIERNOTH 

Unilever Forsclramn~slaborato~~~lm, Hambwg (Deutscidand) 
(Eingegangen den 8. April 1968) 

SUMMARY 

TJ&+layer chromatogm@i’zy iti the quantitative determistatioti of ~olycyclic aromatic 
hydrocarbbns 

A mixture of polycyclic aromatic hydrocarbons can be separated 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 : antliracene, 
phenanthrene, pyrene, fluoranthene, benzo [alanthracene, chrysene, benzo [alpyrene, 
benzo [e]pyrene, perylene, benzo [g,h,i]perylene, anthanthrene, dibenzo [a,h] anthracene 
and coronene. The TLC-fractionation is carried out after a liquid-liquid distribution 
and a purifying step with a silica column. 

EIN&EITUNG 

Chromatographische Trennprozesse sind ein notwendiger Bestandteil bei 
Analysen zur qualitativen und quantitativen Bestimmung kleinster Merigen poly- 
cyclischer aromatischer Kohlenwasserstoffe (KW) in Rauchkondensaten, Luftproben; 
Lebensmitteln und dergleichen. Dabei besitzt die Anwendung derGaschromato&aphie 
(2.13. Lit. 1-4) den Vorteil, dass Trennung und Identifizierung in einem Schritt er- 
folgen. Die Methode erreicht aber in der Mehrzahl der Falle nicht die angestrebte 
Empfindlichkeit6. Der qualitative und quantitative Nachweis der KW erfolgt daher 
me&t mittels U.V.-Spektralphotometrie (z.B.- Lit. 6-11) und/oder Fluoreszenz- 
messungen (z.B. Lit. 12-17) nach vorangehender Anreicherung durch fliissig-fltissig- 
Verteilung und chromatographischer Auftrennung. Dabei ist der fluorometrische 
KW-Nachweis empfindlicher. als der U.V.-spektralpl~oton~etrisclle18, aber aufgrund 
von L8schungseffekten durch nicht abgetrennte Substanzen st2jranfalligern-‘. 

Die chromatographische,n Reinigungs- und Trennprozessk sind zeithch auf- 
wendig. Eine KW-Spurenanalyse dauert deshalb mehrere Tage, und eine Verkiirzung 
der Analysendauer ist wtinschenswert. Bisher wurden fast ausschliesslich die Methoden 
der Saulen-78 09 11 und Papierchromatographie %*e 10~12~16~17 ftir die Auftrennung des 
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angereicherten KW-Gemisches herangezogen. Die schnellere Diinnscl~ichtchron~ato- 
graphic wurde im allgemeinen nur zu Vortrennungen benutzt. 

Auf Kieselgel- und Aluminiunloxid-Schichten lassen sic11 KW unterschiedlicher 
Molekiilgriisse und Ringanellierung trennena0-2”. KW init weniger aromatischen 
Kernen laufen weiter als solche mit einer grijsseren Zahl von Kernen; gestreckte 
Molekiile, wie z.B. die von r,z-Benzanthracen, laufen weniger weit als lcompakte 
Molekiile, wie die von Pyren. Die Uberlagerung des Effekts der Molekiilgestalt iiber 
den der Molekiilgriisse bedingt 2.13. den kleineren Rp-Wert des langgestreckten 5- 
kernigen 1,2,5,6-Dibenzanthracens gegeniiber den1 des 6-kernigen r,rz-Benzperylens 
(vgl. such Lit. 24). Ahnliche Ergebnisse wurden auf entsprechenden mit Trinitro- 
benzol26, Coffein”o oder Pikrinsaure~7 impragnierten Schichten erzielt. Auf Cellulose- 
und besonders Celluloseacetat-Schicl~ten23~28-30 sind eine Vielzahl von KW zu trennen, 
wenn such nur meist mit geringen Xp-Wert-Unterschieden zwischen den einzelnen 
KW. Es gibt aber kein allgemein anwendbares diinnscl~ichtchron~atograpl~iscl~es 
System zur Trennung von K W. Je nach vorliegendem KW-Gemisch sind verschiedene 
l?liessmittelsysteme und Adsorbentien zu testen. Die Vorteile der Adsorptions- und 
Verteilungseffelcte niitzt die zweidirnensionale Mischdiinnschichtcl~ron~atograpl~ie31, 
und man versucht, die so getrennten KW direlct auf der Platte durch Fluoreszenz- 
messungen zu’bestin~nen3~. 

Die fur den U.V.-spektralphoton~eti2scl~en Nachweis notwendigen KW-Mengen 
miissen in eindimensionalen Systemen, wegen des hier mijglichen bandfiirmigen 
Auftragens der Substanzldsung entlang der Startlinie, di.innschichtchromatographisch 
getrennt werden. HOWARD und Mitarb. 13 chromatographieren erst auf Cellulose- und 
dann auf Celluloseacetat-Diinnschichtplatten. 

METHODISCWES 

Durch Anwendung der Mehrfachentwicklung lasst sich auf Aluminiumoxid- 
Schichten eine fiir die U.V.-spektralpl~otometrische Auswertung ausreichende KW- 
Fralitionierung erreichen. 

Die von uns mit Isooctan auf Aluminiulnoxid-Diinnschichtplattcn durch 
Vierfachentwicklung erzielte KW-Fraktionierung (&-Werte s. Tab. I) entspricht 
der von GRIMI&R UND HILDEBRANDT~ auf einer Aluminiumoxid-Saule erreichten 
Trennung. Sie kann daher zur Vereinfachung dieser I~W-Bestimmungsn~etl~odell 
herangezogen werden. 

TABIZLLE I 
RB-WERTB (BE:ZOGEN AuP 3,qmz~zrY~EN) UND FLUORESZENZFARBI~N (UNTI~R u.v.-LICI-ITVON 366 
nm)nsIDER I~W-FRAICTIONIERUNGDURCH~~~:HRFACWENTWICICLUNGAU~ALUMI.NIUMOXID-PLATTEN 

Anthracen + Phenanthrcn I.91 
Pyren 
Fluoranthen 

X.71 
I .56 

Chrysen + r,a-Benzanthracen I.20 

3,4-Benapyren, I,a-Benzpyren +'l?erylen 1.00 

I,IL?-Bcnzperylen + Anthanthren 0.66 
1,2,5,6-Dibenzanthracen 
Coronen 

0.51 

0.40 

blauviolett 
hellgriin 
liellblau 
blau 
violett 
blau 
blauviolctt 
hellgelb 
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GRIMMER UND HILDEBRANDT 11 bcschr~nken sich auf den qualitativen und 
quantitativen’Nachweis von Phenanthren, Anthracen, Pyren, Fluoranthen, Chrysen, 
r,z-Benzanthracen, S,+Benzpyren, I,z-Benzpyren, Perylen, I,rz-Benzperylen, 
Anthanthren, 1,2,5,6-Dibenzantllracen und Coronen. Diese Substanzen lassen sich 
namlich nach chromatographischer Fralrtionierung innerhalb der Fralctionen an 
Hand chhrakteristischer U.V.-Absorptionsbanden bestimmen. Die iibrigen mbglicher- 
weise im Gemisch vorliegenden KW werden nicht erfasst, stijren aber such nicht die 
Analyse der genannten Verbindungen. Da die meisten dieser 13 KW zu den haufigst 
vorkomn~enden und interessantesten Vertretern dieser Stofflclasse gehiiren, stellt 
ihre Analyse eine hinreichende Charakterisierung des KW-Gehalts eines zu priifenden 
Materials dar. Die zu prtifende Substanz wird mit Cyclohexan extrahiert oder darin 
gel&t, Durch fliissig-fliissig-Verteilung zwischen Cyclohexan und wassrigem Dimethyl- 
formamid werden die KW angereichert. Auf einer Saule von desalctiviertem Kiesel- 
gel und anschliessend papierchromatographisch werden sie weitgehend von Nicht- 
KW befreit und dann auf einer Saule von desaktiviertem Aluminiumoxid fraktioniert. 
Die eingeengten Saulenfraktionen werden schliesslich U.V.-spel&alphoton~etrisch 
ausgewertet. 

Durch Weglassen des papierchromatographis&en Reinigungsschritts und Aus- 
tausch der Aluminiumoxid-SZule durch eine Aluminiumoxid-Dtinnschichtplatte 
lconnten wir den ftir Routine-Analysen wichtigen Zeitbedarf urn nahezu die Halfte 
reduzieren. Z.B. lcann eine Doppelbestinlmung von KW in C)len und F&ten nunmehr 
in drei Tagen ohne Schwierigkeiten ausgefiihrt werden. 

ERC;EBNISSE UND DISKUSSION 

Das Wcglassen des papierchromatographischen Reinigungsschritts hatte 
unseren Arbeiten keinen nachteiligen EinRuss auf die Resultate. Innerhalb 
Fehlergrenze lieferte die KW-Analyse eines Petts mit und ohne Ausfiihrung 
Papierchromatographie dieselben Ergebnisse (s. Tab. II). 

TABELLE II 
ICW-ANALYSE VON FETTEN 

bei 
der 
der 

a uncl 2, = KW-Gchalt eines Rohfetts (~~/lr&, bestinnnt (a) mit uncl (b) ohac papierchromato- 
graphische Zwischenreinigung (Mittelwert aus zwei Bcstimmungen). c uncl cl = KW-Gehalt ekes 
verunreinigten Cocosfetts (,ug/l@, bestinxnt mit (c) s~ulenchron~ato~rapl~ischer KW-Fralctio- 
nierung (Mittelwert aus 4 Bestimmungen) uncl (cl) clfinnscl~ichtcl~ron~atographiscl~er FralrtionierunE: 
(Mittelwert aus f 0 Bestiinmungen). 

a I C c-2 

Phenanthren 0 

Anthracen 
24 

3: 
1org IOIfj 

719 683 
Pyren 5s 445 441 
Fluoranthen 81 7S 4 I I 40s 
x,2-Benzanthraccn 6 6 90 10s 
Chrysen 9 II IIG 127 
3;4-Benepyren 

; 
3 29 3 2 

I, 2-Benzpyren 9 23 26 

Perylen 0.6 0.5 0.9 4.5 
I, x2-Bcnaperylen I I II II 
Anthanthren 0 0 N 0.5 CO.5 
1,2,5,6-Dibenzanthracen ‘0 0 I I.5 
Coronen I I 2 I.2 

zo4.6 203.5 ; 2867.4 2858.7 
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Beim Austausch der Aluminiumoxid-Saule durch die Diinnschichtplatte Zndert 
sich die U.V.-spektralphotometrische Auswertung nicht, Das Aluminiumoxid der 
unter der U.V.-Lampe markierten Zonen der Platte wird mit hithanol in der Kalte 
eluiert. Die athanolischen Lijsungen werden ohne jede Konzentrierung direkt im 
U.V.-Spektrophotometer vermessen. Die U.V.-Spektren der KW in Athanol stimmen 
mit den in Cyclohexan gemessenen hinsichtlich Bandenlage und Extinktionshdhe 
vdllig tiberein. ,. 

Der Austausch der Aluminiumoxid-Saule durch die -Dtinnschichtplatte be- 
deutet Zeit- und Materialersparnis. Die umstandliche Vorbehandlung des Aluminium- 
oxids fur die Saule entfgllt. Zur Chromatographie benbtigt man fiir eine Probe als 
Elutionsmittel statt 2 ‘1 “Cyclohexan, spektralrein” nur ISO ml “Isooctan, zur Chro- 
matograpliie’ ’ , Die Aluminiumoxid-Saule lauft 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 di.innscl~icl~tcl~romatograpl~ischen Fraktionierung wurden 
an einem KW-Modellgemisch und bei KW-Analysen von t)len und Fetten iiberpriift. 
Tab. I.11 fasst die Ergebnisse von je vier Analysen eines Modellgemisches von 12 KW 
(I++Benzperylen stand uns zur Zeit der Untersuchung noch nicht zur Verftigung) 
iiber eine Aluminiumosid-%iulell und iiber eine Aluminiumoxid-Dtinnschichtplatte 
zusammen. Die relativen Standardabweichungen liegen bei der Dtinnschicht-Frak- 
tionierung zwischen .0.4 und 8.4 yO und bei der S&.rlenchromatographie zwischen 2.5 
und 17.9 o/0. Die Substanzverluste sind bei beiden Methoden von der gleichen GrBssen- 
ordnung. Die KW-Verluste auf der Platte nehmen zu, wenn sich die, KW kingere’ Zeit 
auf der trockenen Dtinnschichtplatte 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 Aluminimnoxids muss daher schnell, d.h. in, ro-15 
Min. erfolgen. Nach Zugabe von Ethanol tritt, laut U.V.-Spektroskopie, keine weitere 
Zersetzung ein. 

Ein Vergleich der KW-Analyse eines Cocosfetts nach GRIMMER UND HILDE-’ 
DRANDT~~ 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 stiirender Begleitsubstanzen bei der Analyse eines Fetts grijsser als 
bei der eines KW-Modellgemisclies. Diese Begleitsubstanzen konnen die Markierung 
der Substanzzonen auf der entwickelten Dtinnschichtplatte unter der U.V.-Lampe 
erschweren. Daher wird neben der Startzone der zu analysierenden Losung ‘das 
Gemisch der 13 KW zum Vergleich aufgetragen und mitchromatographiert. 

EXPERIMENTELLES 

Zum Chromatographieren und Eluieren werden benutzt : Aluminiumoxid 

PFBfX, fiir die praparative Schichtchromatographie; Isooctan, zur Chromatographie; 
dithanol, etwa g’s %’ Uvasol (I-Iersteller : E. Merck, Darmstadt) . ,’ 

Die 250 t.~ dicken 20 x 20 cm-Aluminiumoxid-Dtinnschichtplatten werden nach 
STAWL~” angefertigt und aktiviert. Das im zs-ml-Spitzkijlbchen auf 0.5 ml eingeengte 
Eluat der ICieselgel&iulell wird mit Hilfe qiner o+ml-Pipette tind einer Fiilyungs- 
schiene oder mit einem Auftragsgergt (~3. Carnag-Chromatocharger nach .Firmenich) 
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portionsweise in Porn1 einer mijglichst schinalen, ca. 12 cm langen Startzone 2 cm 
vonl Plattenrand entfernt aufgetragen. Zwischen den1 Aufbringen der Einzclportionen 
wird mit einern Kaltluftfijn das Lijsungsrnittel vertrieben, 0.5 ml Cyclohexan werden 
mm Nachspiilen des 25-ml-Spitzkolbens benutzt und in gleicher Weise aufgetragen. 
Daneben werden 0.1 ml ciner Cyclohexanldsung der 13 KW (ca; 5 kg KW/ml) zunl 
Vcrgleich auf eine 2 cm lange Startzone aufgebracht. Die aufsteigende Dtinnschicht- 
chromatographie erfolgt in mit 150 nil Isooctan gefiillten und Fliessmittel-gesattigten, 
vor Licht geschtitzten Desaga-Chronlatographiekanmlern. Bei einer SteighBhe des 
Laufnlittels von ca. 15 cm wird die Diinnschichtplatte der Trennkanuner entnommen, 
im schwachen Stickstoffstrom getrocknet und erneut der Chromatographie unter- 
worfen. Die Mehrfachentwiclclung wird wiederholt, bis die gelben KW Anthanthren 
und Perylen eine Laufstrecke von 4 bzw. 6 cm erreicht haben. Dies ist ini allgerneinen 
nach ciner Vierfachentwicldung der F,all. Unter U.V.-Licht (366 mm) werden unter 
Beachtung der Vergleichssubstanzen die fluoreszierenden Substanzzoncn markiert. 
Ihr Aluminiumoxid wird jeweils quantitativ in ein ro-ml-Zentrifugenglas iiberftihrt, 
sofort nlit 5 ml Athanol Uvasol versetzt, 5 Min geschiittelt und IO Min zentrifugiert. 
Die iiberstehende lclare LGsung wird in I- bzw. 2-cm-Kiivetten von 200-450 nm 
U.V.-spel~tralpl~otonietriscl~ gegen Athanol Uvasol verniessenll. 

DANK 

Fraulein M. KR~~PELIN danke ich sehr fur ihre wertvolle Mitarbeit bei der Ent- 
wicklung und Ausftihrung der chromatographischen Methode. 

ZUSAMMENPASSUNG 

Durch Mel~rfacl~entwicl&mg auf Alunliniumoxid-Diinnschichtplatten mit Iso- 
octan la& sic11 ein Gernisch polycylischer aromatischer Kohlenwasserstoffe nach 
Zahl und Anordnung der aromatischen Ringe in Gruppen auftrennen. Diese Frak- 
tionierung reicht zur U.V.-spektralphoton~etrischen Auswertung der einzelnen 
Kohleuwasserstoffe aus, wenn man sich auf die Bestinnnung von folgenden dreizehn 
polycyclischen Kohlenwasserstoffen beschrankt : Anthracen, Phenanthren, Pyren, 
Fluoranthen, 1,2-Benzanthracen, Chrysen, 3,4-Denzpyren, r,2-Benzpyren, Perylen, 
I,I~-Benzperylen, Anthanthren, 1,2,5,6-Dibenzanthracen und Coronen. Die DC- 
Fraktionierung wird ,ausgefiihrt nach einer fliissig-fltissig-Verteilung 
saulenchron~atographischen Reinigungsschritt. 

und &em 
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