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Note 

Die Bedeutung der Fliessmittel-Temperatur in der Hochleistungs- 
Diinnschichtchromatographie vorgestellt an einigen praktischen Bei- 
spielen 

R. KLAUS 

E. Merck, Postjach 4119, D-6100 Darmstadt 1 (B.R.D.) 

(Eingegangen am 2. August 1983; geinderte Fassung eingegangen am 25. August 1983) 

Von den die Fliissigkeitschromatographie bestimmenden Parametern ist die 
Chromatographie-Temperatur wohl die einzige Variante, welche bisher vorwiegend 
im Zusammenhang mit Fehlerbetrachtungen wie unerwiinschte, RF-Wert beeinflus- 
sende Temperaturgradienten in Chromatographiegefassen bei der Diinnschichtchro- 
matographie (DC), bzw. Stabilitatskriterien bei der Refraktion der Hochleistungs- 
Fliissigkeitschromatographie (HPLC)l erwahnt wird. 

Zwar werden Versuche, die Chromatographie-Temperatur als Mittel zur 
Beeinflussung der chromatographischen Trennung heranzuziehen erstmals im Zu- 
sammenhang mit der Fraktionierung von Lipidklassen in der Argentations-Diinn- 
schichtchromatographie2, der Trennung von Phosphoglyceriden3 und Thiopurinen4 
bzw. bei der papierchromatographischen Trennung von Kationen* beschrieben, je- 
doch erst in neuester Zeit wird haufiger auf diese fliissigkeitschromatographische 
Variante hingewiese+‘. 

Nach den in der Literatur gemachten Angaben sind abhingig von der jewei- 
ligen Problemstellung verbesserte Auflosungsvermogen sowohl mit erhbhter*-’ 2 als 
such verminderter Temperaturr3-’ 7 erreichbar. Ein wesentlicher Gesichtspunkt fur 
die Ausnutzung eines solchen Effektes in der Praxis ist der hierfiir erforderliche Auf- 
wand. Besonders giinstig ist diese Relation bei der DC-“Tieftemperatur”-Chroma- 
tographie. Die in der Hochleistungs-Diinnschichtchromatographie (HPTLC) ver- 
wendeten Steiggefasse fur Plattenformate von 20 x 10 cm konnen in normalen Kiihl- 
schranken mit Gefrierfach in diesen ohne weiteres untergebracht werden. Chroma- 
tographie-Temperaturen bis - 20°C sind, Fluiditlt des Steigmittels vorausgesetzt, 
somit such fur die Routineanalytik moglich. 

ROCKSTANDSANALYTIK DES VITAMIN C-BEREICHES 

Mit einem ersten Anwendungsfall aus der Riickstandsanalytik des Vitamin 
C-Bereiches wird die Systematik des Effektes vorgestellt. Die Anwendung diinn- 
schichtchromatographischer Methoden bietet z.B. bei der Fabrikationsiiberwachung 
der Zuckerchemie sehr gute analytische Miiglichkeiten. Im vorliegenden Fall der 
Rfickstandsanalytik aus dem Ascorbinsaurebereich sind jedoch zusltzliche, iiber die 
durch Fliessmittelvariationen hinausgehende Verbesserungen der chromatographi- 
schen Trennung wiinschenswert. Neben der Bandauftragung fiihrt hier die erwahnte 
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Verminderung der Chromatographie-Temperatur zu einer wesentlichen Beeinflus- 
sung des chromatographischen Auflosungsvermiigens. Fig. 1 zeigt die im Tempera- 
turbereich + 20 bis - 20°C entwickelten Chromatogramme. 

Man beachte die ausgezeichnete Trennung selbst bei Probenauftragsmengen 
im Milligramm-Bcreich. Diesem wesentlichen Gesichtspunkt der hier zu umschrei- 
benden Analyse wird, wie eine Literaturdurchsicht zeigt, offenbar nur zu wenig analy- 
tische Bedeutung beigemessen. Dies ist urn so erstaunlicher als darin eine Starke der 
DC z.B. in der Spurenanalytik bzw. bei indirekten Gehaltsbestimmungen liegt. Fig. 
2 zeigt dann die Remissionskurten der Bahnen l-8 eines Chromatogrammes fur die 
quantitative Analyse von zwei mit A und B bezeichneten Komponenten. Den nicht 
identifizierten Komponenten ist die spezifische Absorption der Matrix zugrunde ge- 
legt, wodurch diese Bestimmung einen halbquantitativen Charakter erhalt. Ermittelt 
wurden je 5 ~1 Probel6sung 

Probe (%I 

Bahn 2 Bahn 3 Bahn 4 

Komponente A 4.7 14.0 4.0 
Komponente B 3.4 9.0 2.2 
Z (restlichen Komponenten berechnet als Matrixverbindung) 20 46 12 

AFLATOXINE IN MILCHEXTRAKTEN 

Bewertet man die Bedeutung der Aflatoxine fiir die Lebensmittelchemie nach 
der Anzahl der analytischen Publikationen, so muss deren qualitative und quanti- 
tative Bestimmung von ausserster Wichtigkeit sein 1 8--2 s. Der Nachweis erfolgt in der 
Fliissigkeitschromatographie vorwiegend iiber die Eigenfluoreszenz der Mycotoxine. 
Hierdurch diirfte eine gewisse Bevorzugung der DC-Methoden gegeniiber den 
HPLC-Verfahren zu erkllren sein. 

Die in der Literatur angegebenen DC-chromatographischen Trennungen der 
mit B1, Blr G1 und Gz bezeichneten Komponenten sind allerdings selbst nach Mehr- 
fach-Entwicklungen zum Teil nicht voll befriedigend. Eine wesentliche Verbesserung 
des Auflosungsvermogens wird such bei diesem analytischen Problem durch eine 
Verminderung der Chromatographietemperatur der allgemein verwendeten Fliess- 
mittelsysteme erreicht. Als weiteres Mittel zur Verbesserung der Trennung wird wie- 
derum mit der Banden-Auftragstechnik gearbeitet. Hierfiir eignen sich neben den 
handelsiiblichen Auftragsgeraten HPTLC-Fertigplatten mit Konzentrierungszone. 

Fig. 3 zeigt einige Chromatogramme zur Veranschaulichung. Als Fliessmit- 
telsystem ist fur alle Trennungen eine Mischung von Chloroform und Aceton im 

Fig. 1. Temperatureinfluss auf eine chromatographische Trennung bei Analysen im Vitamin C-Bereich. 
Schicht: HPTLC Kieselgel 60 OF. Auftragung: Kapillare 5 &Band: Bahn 1,2, 3. 4 und 8 Vergleichsbah- 
nen, Bahn 5, Probe 3; Bahn 6, Probe 2; und Bahn 7, Probe 1. Fiiessmittel: Chloroform-Methanol (995). 
Steighiihe: 1 x 65 mm. (a) Kammersattigung, Chromatographie-Temperatur CII. 23°C; (b) ohne Kam- 
merslttigung, Chromatographie-Temperatur cu. 23°C; (c) ohne Kammersbttigung, Chromatographie- 
Temperatur cu. 5°C; (d) ohne Kammerslttigung, Chromatographie-Temperatur cu. -20°C. Derivatisie- 
rung: in siru-Reaktion (spriihen bzw. IO set tauchen), Naphthoresorcin 0.2% (AthanoI) 100 ml, Phosp- 
horsaure 85% 10 ml. Nachbehandlung: Trockenschrank cu. 5 min, ca. 100°C. Nachweis: Absorption im 
Sichtbaren. 
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Fig. 2. Absorptionsortskurven der Bahnen I-8 eines fiir die quantitative Analyse der Komponenten A 
und B vorbereiteten Chromatogrammes. Chromatogrammspektralphotometer, Lichtftihrung: Remission, 
Wellenlange: R. = 546.1 nm. Messfllche: 0.05 x 6 mm. Schreibermessbereich: Bahn 1, 5, 6, 7 und 8, 1000 
mV; Bahn 2, 3 und 4, 500 mV. Auftragsmengen: Bahn 1 u. 8, Komponente A und B je 29.6 pg; Bahn 7, 
Komponente A und B je 16.2 pg; Bahn 5, Matrix, 10.2 pg; Bahn 6, Matrix, 25.4 pg; Bahn 2, Probeliisung 
1; Bahn 3, Probeliisung 2; Bahn 4, Probeliisung 3. 

Verhaltnis 88:12 verwendet. Im einzelnen gibt Fig. 3 Chromatogramme mit Nor- 
maltemperaturchromatographie bei Punktauftragung (Fig. 3a) bzw. Bandauftragung 
(Fig. 3b) wieder. Trennungen der VergleichslGsung mit (- 20”(Z)-Band-Chromato- 
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Fig. 3. Chromatographische Trennung von Aflatoxinen bei verschiedenen Auftragungsarten und Chro- 
matographie-Temperaturen. Schicht: (a) und (b), HPTLC Kieselgel 60 OF; (c), HPTLC Kieselgel 60 OF 
mit Konzentrierungszone. Fliessmittel: Chloroform-Aceton (88:12). Normalkammer ohne Kammersiitti- 
gung. Chromatographie-Temperatur: (a) und (b) ca. 23°C; (c) -20°C. Steighohe: (a) 1 x 50 mm; (b) 1 
x 50 mm bzw. 2 x 50 mm; (c) 1 x 55 mm. Derivatisierung: ohne. Nachweis: Fluoreszenz. Auftrags- 

mengen: (a) Punkt 1 ~1 P 10 ng Br, BZ, G1, Gz; (b) Band (manuell) 2 ~1 & 20 ng bzw. 5 ~1 ; 50 ng Br, 
B1, Gr, Gz; (c) Band (Konzentrierungszone) 5 pl ; 50 ng. 

graphie verdeutlicht Fig. 3c. Einige Registrierkurven sollen auf die quantitativen 
Moglichkeiten der erreichten Trennungen aufmerksam machen. Neben Fluoreszenz- 
ortskurven bei Bandauftragung, Normaltemperatur und Steighohen von 1 x 50 mm 
bzw. 2 x 50 mm (Fig. 4) zeigt Fig. 5 die entsprechenden Kurven bei (-2O”C)- 
Chromatographie-Temperatur. 

In der Natur wird nach Literaturangaben neben K&e, Erdnussiil und Weiss- 
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Fig. 6. Aflatoxinanalyse in Milchextrakten PI, P2 und Pa. Schicht: (a) HPTLC Kieselgel60 OF; (b) HPTLC 
Kieselgel 60 OF mit Konzentrierungszone. Fliessmittel: Chloroform-Methanol (88:12). Normalkammer 
ohne Kammersattigung. Chromatographie-Temperatur: - 20°C. Steighiihe: 1 x 55 mm. Derivatisierung: 
ohne. Nachweis: Fluoreszenz. Auftragung: Auftragsvolumen Mikrokapillare 5 ~1. (a) Manuelles Band; (b) 
Band durch Konzentrierungszone, Bahn 1,6,8, Vergleich je 50 ng; Bahn 2, 7, 9, Vergleich je 25 ng; Bahn 
3, Probe PI; Bahn 4, P2; Bahn 5, Pa. 

I 

Bahn 5 Bohn 4 

f N 

Bahn 3 

Fig. 7. Fluoreszenzortskurven der Bahnen 3, 4 und 5 des Chromatogrammes Fig. 6b. Spektroskopische 
Messbedingungen analog Fig. 4, jedoch zusltzlich IOO-fache Verstarkung. 
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brot im Besonderen Milch in unterschiedlichen Konzentrationen von Mycotoxinen 
befallen26-30. Mit Fig. 6 wird daher als praktischer Anwendungsfall eine Aflatoxin- 
Analyse in Milchextrakten unter optimierten Bedingungen erwahnt. Wahrend Fig. 
6a ein Chromatogramm mit manueller Bandauftragung zeigt, wird bei Fig. 6b hierfiir 
eine HPTLC-Platte mit Konzentrierungszone verwendet. Von diesen zeigt Fig. 7 ledig- 
lich die gegeniiber den Vergleichsbahnen mit lOO-father Verstarkung registrierten 
Fluoreszenzortskurven der Proben P1, P2 und P3. Die halbquantitative Auswertung 
ergibt fiir G2, G1 und B2 Gehalte von 50 ng/ml Extrakt Pr. In den Proben P2 und 
P3 liegen diese Anteile unter 10 ng/ml Extrakt. Die Komponente B1 ist wegen sto- 
render Koinzidenzen unter den gewahlten Bedingungen nicht bestimmbar. 

Bahn f 2 3 4 

Fig. 8. Chromatographische Trennung polycyclischer aromatischer Kohlenwasserstoffe bei verschiedenen 
Bedingungen. Schicht: HPTLC BP-18 OF mit Konzentrierungszone. Fliessmittel: Propanol-2- 
Acetonitril-Methanol (50:25:25). Normalkammer ohne Kammersattigung. Chromatographie-Tempera- 
tur: (a) ca. 23°C; (b) und (c) ca. - 20°C. Steighohe: (a) und (b) 1 x 60 mm; (c) 2 x 60 mm. Derivatisierung: 
ohne. Nachweis: Fluoreszenz. Auftragung: Auftragsvolumen: Mikrokapillare 5 ~1. Bahn 1 und 2, Ideno- 
pyren, Benzperylen, Benzpyren, Benz[k]tIuoranthen, Benz[b]fluoranthen je 10 ng, Fluoranthen 50 ng; Bahn 
3 und 4, je 5 ng bzw. 25 ng. 
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SUBSTANZKLASSE DER POLYCYCLISCHEN KOHLENWASSERSTOFFE3i.= 

Die Substanzklasse der polycyclischen Kohlenwasserstoffe erregt seit Jahr- 
zehnten das Interesse der Spektroskopiker: Neben sehr differenzierten Fluoreszenz- 
Emissions- und Anregungsspektren verringern sich die Halbwertsbreiten der Fluo- 
reszenzbanden bei Temperaturen urn 100°K betrlchtlich33,34. Unter analytischen 
Gesichtspunkten bedeutet dies eine entsprechende Erhbhung des wellenlangenbezo- 
genen Aufliisungsvermogens. Von dieser Mijglichkeit wird, wie die einschldgige Li- 
teratur zeigt, hBufiger such zu Selektivierungszwecken in der (Losungs)-Spektros- 
kopie Gebrauch gemacht. 

Wahrend die Gegebenheiten der Diinnschichtchromatographie eine Ausnut- 
zungs dieses Temperatureffektes nicht zulassen, finden die spektroskopischen Eigen- 
schaften der polycyclischen Aromaten sehr hgufig ipl situ Anwendung35,36. Weitere 
Miiglichkeiten zur Verbesserung der DC-chromatographischen Selektivitlt z.B. bei 
polycyclischen Isomeren-Analysen bieten sich durch eine sogenannte Mischdiinn- 
schichtchromatographie, such zweidimensiona13’g3 *. Differenzberechnungen aus 
quantitativen Gruppen- und Einzelanalysen3 g-41 geben ebenso wie photoakustische42 
und quenchofluorimetrische Komplementarinformationen zu Lumineszenzanaly- 
sen43,44 Anhaltspunkte auf die Probenzusammensetzung. 

b 

Fig. 9. Konstanz der in situ-Fluoreszenz chromatographisch getrennter PAK-Komponenten. (a) Fluores- 
zenzortskurve der Bahn 2 van Fig. 8,. Registrierung 2 Tage nach der Chromatographie. (b) Fluoreszenz- 
ortskurve einer entsprechenden Bahn unmittelbar nach der Chromatographie. Chromatogrammspektral- 
photometer, Anregungsstrahlung Hg 366; Fluoreszenzstrahlung Wellenlangenintegral; Messflache, 0.1 
x 10 mm; Schreibermessbereich, 20 mV. 
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Der positive Einfluss der Chromatographie-Temperatur auf den chromato- 
graph&hen Trenneffekt, dieser sol1 in Folgenden gezeigt werden, erganzt schliesslich 
die zahlreichen spektroskopisch-chemischen Variationsmijglichkeiten. Die Vergros- 
serung des ortsbezogenen Auflosungsvermiigens in der DC bei verminderten Tem- 
peraturen wird mit Fig. 8 dokumentiert. Eine im Zusammenhang mit einer Trink- 
wasserverordnung45 vom 31.01.1975 bzw. DIN 38 409 (Bestimmung von polycycli- 
schen aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAK) in Trinkwasser) im Handel erhlilt- 
lithe PAK-Standardliisung ist unter den in der Legende angegebenen Daten chro- 
matographiert. Der Gewinn an AuflSsungsverm6gen d.h. Trennfghigkeit zwischen 
den Chromatogrammen Fig. 8a und Fig. 8b ist nicht unbetrgchtlich. Fig. 9 gibt die 
Fluoreszenzortskurven zweier unter (- 2O‘QBedingungen erstellten Chromato- 
gramme mit einer zusltzlichen Interpretationsmoglichkeit wieder. Bei gleichen Auf- 
tragsmengen und gleichen Messbedingungen ergeben sich unterschiedliche Mess- 
grossen fur die Komponente Benzpyren. Verantwortlich hierfiir ist eine such in der 
Benzpyren-Liisungsfluorimetrie bekannte zeitliche Instabilitiit der Benzpyrenfluores- 
zenz. Wiihrend bei Fig. 9b Chromatographie und Registrierung unmittelbar folgen, 
betrlgt bei Fig. 9 a die entsprechende Zeitspanne ca. 2 Tage. Diesem Effekt einer 
violett-Purpur-Fluoreszenzanderung kann bei Koinzidenz-Entscheidungen eine se- 
lektivierende Bedeutung zugeschrieben werden. 

Eine weitere chromatische Selektivwirkung nach der chromatographischen 
Trennung wird bei visueller Beurteilung durch Verwendung von Gelb- bzw. Blaufil- 
tern erreicht. Dies betrifft speziell die chromatographisch ungeniigend getrennten 
Komponenten Benzperylen (blau fluoreszierend) und Indenopyren (gelb fluoreszie- 
rend). Fig. 10 zeigt eine PAK-Standardbahn photographiert mit den entsprechenden 
Filtern. 

1 iI -- 
Fig. 11. Fluoreszenzortskurve eines PAK-Chromatogramms nach DIN 38 409 (eindimensionale Technik). 
Messbedingungen analog Fig. 9. 
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Der Vollsttindigkeit halber und zum Vergleich wird mit Fig. 11 die nach den 
Angaben von DIN 38 409 erreichbare eindimensionale chromatographische Tren- 
nung der PAK-Standardmischung angefiigt. Von einer in dem DIN-Blatt vorgeschla- 
genen zweidimensionalen Chromatographie fiir die quantitative in &u-Analyse ist 
nach allen Erfahrungen mit zweidimensionalen Techniken bei dem sehr vorteilhaften 
differenzierten spektroskopischen Verhalten der Analysenkomponenten abzuraten. 

Routineanalysen von Wasserproben zeigen nicht selten in ihren Fluoreszenz- 
ortspektren mit den Vergleichsbahnen nicht korrespondierende Banden. Hier sollte 
in Ergsnzung zu DIN 38 409 fiir diese nicht identifizierten, aus dem Proceedere 

Fig. 12. Chromatographische Trennung einer Gruppe UV-absorbierender polycyclixher Kohlenwasser- 
stoffe bei Chromatographietemperaturen von ca. + 23°C (a) und ca. - 20°C (b). Schicht: Fertigplatten 
HPTLC RP 18 FtS4. mit Konzentrierungszone. Fliessmittel: Propanol-2-Acetonitril-Methanol(50:25:25), 
Normalkammer ohne Kammersgttigung, SteighBhe: 1 x 6 cm. Auftragsvolumen: 5 ~1 (Mikrokapillare), 
Auftragsmengen: Bahn 1: Anthracen 500 ng, Bahn 2: Phenanthren 500 ng, Bahn 3: Pyren 500 ng, Bahn 
4: Chrysen 500 ng, Bahn 5: Benzanthracen 500 ng. Bahn 6: M&hung der Komponenten Bahn I-5 je 500 
ng. Bahn 7: M&hung fluoreszierender Komponenten von Fig. 8 im ng-Bereich. Bahn 8: Komponenten 
Bahn l-5 je 250 ng + Komponenten von Bahn 7 (5 ~1). Bahn 9: analog Bahn 8 jedoch 2 x 5 ~1. 



NOTES 359 

Fig. 13. UV-Absorptionen und Fluoreszenzen der PAK-Gruppen von Fig. 12 und Fig. 8. Schicht Fertig- 
platten HPTLC BP-18 FZs4$ mit Konzentrierungszone. Fliessmittel: Propanol-2-AcetonitrilMethanol 
(50:25:25), Normalkammer ohne Kammerslttigung, Steighiihe 1 x 6 cm. Auftragsvolumen: 5 ~1 (Mikro- 
kapillare). Auftragsmengen: Bahn 1: Anthracen 500 ng, Bahn 2: Phenanthren 500 ng, Bahn 3: Pyren 500 
ng, Bahn 4: Chrysen 500 ng, Bahn 5: Benzanthracen 500 ng, Bahn 6: M&hung der Komponenten Bahn 
l-5 (100,250, 500,250, 250 ng), Bahn 7: analog Bahn 6 jedoch Verdiinnung 1: 10, Bahn 8: Komponenten 
Bahn l-5 (25, 62.5, 125, 62.5, 62.5 ng) + Indenopyren, Benzperylen, Benzpyren, Benz[k]fluoranthen, 
Benz[b]fiuoranthen je 1.25 ng, Fluoranthen 6.25 ng. Bahn 9: analog Bahn 8 ohne Komponenten Bahn 
l-5. Nachweis: UV-Absorption (a), Fluoreszenz (b). 

(Extraktion) von DIN 38 409 resultierende, Komponenten eine Schranke eingebaut 
werden. Geeignet ist hierfur eine halbquantitative Bewertung der unbekannten Kom- 
ponenten unter Zugrundelegung des Mittelwertes der spezifischen Fluoreszenzen aller 
sechs Komponenten der PAK-Standardmischung. 

Eine zusatzliche Miiglichkeit den Informationsgehalt DC-chromatographi- 
scher Analysen von polycyclischen Kohlenwasserstoffen zu erhiihen besteht schlies- 
sich in der Verwendung weiterer interessanter Vergleichssubstanzen. Geeignet hierfur 
erscheint besonders nach der Einfiihrung von RP- 18Schichtmaterialien mit Fluo- 
reszenzindikator und Konzentrierungszone eine UV-absorbierende Gruppe. Fig. 12 
zeigt zwei Chromatogramme einer solchen Gruppe bestehend aus Anthracen, Phe- 
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nanthren, Pyren, Chrysen und Benzanthracen in einer Gegeniiberstellung mit Chro- 
matographietemperaturen von + 23°C (Fig. 12a) und -20°C (Fig. 12b). Mit Fig. 13 
werden zwei Chromatogramme wiedergegeben, welche das UV-Absorptions-Fluo- 
reszenz-Verhalten sowohl dieser UV-Absorptionsmischung als such der Mischung 
der fluoreszierenden Komponenten von Fig. 8 dokumentieren. 
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