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CHROM. 4668

Diinnschichtchromatographische T rennung von Aflatoxinen auf
Kieselgel-Fertigplatten

Bei den iiblichen Nachweisverfahren werden die Aflatoxine (toxische Stoff-
wechselprodukte von Aspergilius flavus und verwandten Schimmelpilzen!) auf Kiesel-
gel-Platten diinnschichtchromatographisch getrennt. Fiir Routineuntersuchungen in
kleinen Laboratorien ist die Herstellung der erforderlichen Kieselgel-Platten zu zeit-
raubend und kostspielig. Es wurde daher die Brauchbarkeit von fiinf gebrauchs-
fertigen Kieselgel-Platten bei verschiedenen Steigmitteln vergleichend untersucht.
Uber die Verwendung solcher Platten wurde bereits von anderen Autoren?.3 berichtet.

M aterial und Methodil

Verwendete Kieselgel- Fertigplattenn. Die Tabelle I gibt eine kurze Beschreibung
der untersuchten Fertigplatten. Die Dicke der Kieselgel-Schicht betrdgt 0.2 mm
(Platten 1, 2, 3, 5) und 0.25 mm (Platte 4).

Steigmittel. FFolgende Steigmittel wurden verwendet: (a) Methanol-Chloroform
(1.1:98.9)%, (b) Methanol-Chloroform (1.5:98.5)4, (c) Methanol-Chloroform (3:97)3.5:¢,
(d) Methanol-Chloroform (5:95)7:8, (e) Methanol-Chloroform (7:93)%9, (f) Methanol-
Chloroform (9:91)10:11, (g) Aceton—Chloroform (1:9)12-14, (h) Benzol-Athanol-Wasser
(Oberphase) (46:35:19)1%1¢, (i) Benzol-Methanol-Eisessig (48:4:2)'7, (k) Methanol-
Eisessig—Benzol (5:5:90)1%, (1) Toluol-Athylacetat—Ameisensiure (5:4:1)17, (m) Ben-
zol-Athylacetat—Ameisensiure (5:4:1)® und (n) Athylacetat-10%, NHOH (Ober-
phase) (1:1)18,

Durchfiihrung der Vergleichsuntersuchungen. Auf entsprechende Zuschnitte der
einzelnen Streifen wurden 0.001 ml einer Standard-Aflatoxin-Lésung (0.02%, B, und
0.0038%, G; in Chloroform; C. Roth, Karlsruhe, B.R.D.) aufgetragen. Die Entwick-
lung wurde bei 20~-22° in Tanks durchgefiihrt, die mit TFiltrierpapier ausgekleidet
waren und an jedem Tag mit neuem Steigmittel beschickt wurden. Die fluoreszieren-

TABELLLET

BESCHREIBUNG DER UNTERSUCHTEN FERTIGPLATTEN

Ny Hersteller Bezerchnung der Platlen Tragermaterial

I Macherey, Nagel & Co , Polygram Sil N-HR Polyterephthal-
Dtiren (B.R.D.) sdureester

2 LEastman Kodak Co., LEastman Chromagram Polyathylen-
Rocghester, N.Y (U.SA) K301 V terephthalat

3 Riedel-de Haén A.G,, DC-Karte SI Alumimium
Scelze (B.R.D.)

4 T© Merck A G,, DC-Alufolic Kiesclgel Aluminium
Darmstadt (B R D) (Artikel-Nr. 5553)

5 M Woelm, Lschwege DC-Folie Woelm Aluminium
(B.R.D) Kiesclgel
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den Flecke wurden unter langwelligem UV-Licht (Blak-Ray, UVL-21; Hormuth-
Vetter, Heidelberg, B.R.D.) lokalisiert.

Beobachtungen

Aktivierte (30 min/105°) und nicht aktivierte Platten reagierten gleichartig,
weswegen im folgenden die Beobachtungen an den nicht aktivierten Platten beschrie-
ben werden sollen.

Platten 1 und 2. Die Aflatoxine werden getrennt durch die Steigmittel (a), (L),
(c), (d), (e), (f), (g) und (n), nur unzulinglich durch (h), (i), (I) und (m), tiberhaupt
nicht durch (k). Innerhalb der Reihe (a)—(f) steigen die Rp-Werte mit zunehmendem
Methanol-Gehalt.

Platten 3 und 4. Bei Einsatz der Steigmittel (c), (d), (e), (f), (h) und (n) wandern
die Aflatoxine vom Startpunkt weg, erreichen allerdings nur geringe Rp-Werte und
kénnen nur als kompakte Flecke lokalisiert werden, d.h. B, und G, trennen sich nicht
voneinander. Bei (a), (b), (g), (k), (I) und (m) bleiben die Aflatoxine am Auftragungs-
ort. Das Verhalten bei (i) wurde nicht untersucht.

Platte 5. Lediglich bei Steigmittel (n) legen die Aflatoxine einen geringen Weg
zurlick, werden jedoch nicht aufgetrennt. Bei Verwendung der ilibrigen Fliessmittel
bleiben die Substanzen am Startpunkt.

Diskussion

Das Trigermaterial der Kieselgel-Schicht sowie das Steigmittel beeinflussen
Wanderung und Auftrennung des Aflatoxin-Gemisches. Wihrend bei Kunststoff-
Folien als Unterlage (Platten 1 und 2) die Aflatoxine wandern, bleiben sie bei Alumi-
niumfolien-Unterlage (Platten 3-5) meist ganz am Startpunkt zuriick. Als Ursache
ist hierfiir wohl eine spezifische Beeinflussung des Kieselgels durch das Metallgitter
des Aluminiums zu nennen, wodurch die Wanderung der Aflatoxine verhindert wird.
Platte 1 besitzt einen stidrkeren Trenneffekt als Platte 2, ausserdem ist auf der ersten
Platte im UV-Licht der Kontrast zwischen Kieselgel und schwachen Aflatoxin-
Flecken deutlicher als bei Platte 2, was wohl auf Unterschiede in den einzelnen Kiesel-
gel-Typen beruht. Die Polygram Sil N-HR-Fertigplatte (Macherey, Nagel & Co.) kann
daher zur Auftrennung von Aflatoxinen empfohlen werden.

Als Steigmittel kénnen alle untersuchten Kombinationen von Methanol und
Chloroform (a—f) verwendet werden; wegen eines gering besseren Trenneffektes ist
Methanol-Chloroform (3:97) vorzuziehen. Mit diesem Gemisch konnten auf Platte 1
fiir Aflatoxin B, ein Rp-Wert von 0.49, fiir G, ein solcher von 0.40 ermittelt werden.
Die urspriinglich fiir die Identifizierung von Ochratoxinen entwickelten Steigmittel
(i), (k) und (1) sind fiir die Trennung von Aflatoxinen unter den vorliegenden Bedin-
gungen unbrauchbar.
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CHROM. 4663

Specific gas chromatographic determination of amitriptyline in human
urine following therapeutic doses

The tricyclic antidepressant amitriptyline is widely prescribed in the treatment
of mental disease. Spectrophotometric methods for the analysis of amitriptyline in
blood and urine have been described!-3, but these do not differentiate the parent drug
from its demethylated metabolite, nortriptyline. Other spectrophotometric proce-
dures, involving prior separation of these compounds by thin-layer chromatography?.®
are prohibitively time-consuming. Further, these methods are insensitive in the
concentration range encountered after therapeutic dosage.

HuckKER AND MILLER® have reported the gas chromatographic separation of
amitriptyline and several related tertiary amines after exhaustive methylation to the
corresponding olefinic derivative. The formation of a common product by amitrip-
tyline and nortriptyline mitigates against the application of such a procedure to
biological studies.

The present paper describes a gas—liquid chromatographic procedure for the
separation of several tricyclic antidepressants and its application to the determination
of therapeutic levels of amitriptyline in human urine.

Experimental

Reagents. The following reagents were used: Analar petroleum spirit (40-60°)
(Hopkin & Williams Ltd., Chadwell Heath, Essex) purified by re-distillation; x N
sulphuric acid and 2 N sodium hydroxide washed with re-distilled petroleum spirit;
anhydrous sodium sulphate (Analar). The internal standard was a 0.15 mg?%, solution
of triphenylamine (Koch-Light Laboratories Ltd., Colnbrook, Bucks.) in re-distilled
petroleum spirit.

Gas chromatography. A Pye 104 Model 24 dual column gas chromatograph,
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