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Note 

Verfahrenstechnisches zur quantitativen Hochleistungs-Diinnschicht- 
chromatographischen Analyse nicht nur fluoreszierender Verbindun- 
gen gezeigt am Beispiel der Gallensiiuren 

R. KLAUS 
E. Merck. Analytisches Zentrallaboratorium, D-6100 Darmstadt (B.R.D.) 

(Eingegangen am 26. April 1985) 

Von den verschiedenen in der Diinnschichtchromatographie (TLC) angewand- 
ten Nachweismiiglichkeiten zeichnet sich die fluorimetrische Detektion durch einige 
wesentliche, im folgenden hier nur angedeutete Vorteile gegeniiber den anderen Ver- 
fahren aus: kleinere Nachweisgrenzen, weitgehende Unabhgngigkeit der Messgriissen 
von Fleckgriisse und Fleckform und Verbesserung der chromatographischen Tren- 
nung bei unverinderter photometrischer Empfindlichkeit beim ubergang zur Band- 
auftragung. Von diesen Verfahrensdetails verlangt zweifellos die Bandauftragung ein 
gewisses manuelles Geschick. Sowohl die Gergteindustrie (Camag, Muttenz, Schweiz, 
und Scilab, Therwil, Schweiz) als such die Hersteller von DC-Fertigplatten (E. 
Merck, B.R.D.) haben zum Teil angeregt durch diesbeziigliche Publikationenl-l3 auf 
verschiedenen Wegen versucht, diese Auftragsweise manuell unabhlngiger zu 
machen. Durch die Einfiihrung von Fertigplatten mit Konzentrierungszone fiir die 
Hochleistungs-Diinnschichtchromatographie (HPTLC) kiinnen die Komponenten 
punktfiirmig aufgetragener Substanzgemische bei der chromatographischen Entwic- 
klung zu extrem schmalen BBndern konzentriert werden. Die Gerateindustrie hat 
ihrerseits durch mehr oder weniger aufwendige mechanisch-elektronische Appara- 
turen zur automatisierten Bandauftragung beigetragen. Wtihrend nun die mecha- 
nisch-elektronische Auftragung im Vergleich zu der Chromatographie selbst einen re- 
lativ grossen Kostenaufwand verursacht, fiihrt andererseits die Verwendung von 
Schichten mit Konzentrierungszone bei einigen Substanzklassen nicht immer zum 
getiunschten Erfolg. Unter Verwertung von eigenen Erfahrungen mit der manuellen 
Kapillar-Auftragetechnik kann jetzt erglnzend ein halbautomatisches Band-Auftra- 
geverfahren vorgestellt werden, welches fiir Laboratorien mit Schreiber- bzw. Chro- 
matogrammphotometer- oder Elektrophorese-Scanner-Ausstattung keinen nennens- 
werten zusgtzlichen apparativen Aufwand verlangt. Nicht unwesentlich ist die nahezu 
problemlose Handhabung: Es existieren weder Justierprobleme Kaniile-Schicht (hier 
Kapillare-Schicht) noch Beschgdigungen der Schicht wHhrend des Auftragens. 

Die nach dem Auslaufprinzip arbeitende 5 &Auftragung ist fti einige wenige 
Lgsungsmittel, bisher nur festgestellt bei Dichlormethan und Chloroform, aufgrund 
deren Dichte und Oberflichenspannung zuntichst beeintrgchtigt. Durch eine ent- 
sprechende Mischung, z.B. im Falle Dichlormethan mit Dioxan, wird eine sachge- 
mlisse Applikation jedoch wieder erreicht. Die Anwendung des Auftrageverfahrens 
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fur die chromatographische Analyse absorbierender Verbindungen sei mit dem 
Hinweis auf den Verlust einiger methodischer Vorteile gegentiber fluorimetrischen 
Techniken erwahnt. 

Apparative Einzelheiten 
Die hier empfohlene halbautomatische Bandauftragung bedient sich zunachst 

eines im Handel erhlltlichen Auftragegerates (E. Merck) fur manuelle Bandauftra- 
gung. Dieses besteht aus dem eigentlichen Kapillarhalter und einer Vorrichtung zu 
dessen Abstandsfixierung zur HPTLC-Platte wahrend des Auftragens. Die einiges 
Geschick verlangende Prozedur wird nun tibernommen von dem in jedem der ein- 
gangs genannten Gerate eingebauten Papier- oder Messtischtransport. So erlaubt 
z.B. das fur diese Arbeiten zur Verfiigung stehende Chromatogramm-Spektralpho- 
tometer (Zeiss) Tischgeschwindigkeiten und damit Auftragegeschwindigkeiten u.a. 
von 300, 200, 120, 100 und 50 mm/set. 

Fig. la zeigt einen Photometerausschnitt mit den fiir den Auftragevorgang 
erforderlichen Erginzungsteilen. Fig. 1 b dokumentiert die Auftragemiiglichkeit unter 
Verwendung eines Servogorschreibers. 

Fig. 1. (a) Photometerausschnitt mit (1) Messtischgrundplatte, (2) Messkopf und (3) Messkopfschirm, (4) 
Alu-Schiene als Haltenmg der HPTLC-Platte, (5) HPTLC-Platte, (6) Kapillarhalter mit (7) 5-4 Kapillare, 
(8) Vorrichtung zu dessen Abstandsfixierung. (b) Adaption des Auftragegeriites an einen Servogorschrei- 
ber. 
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Auftragevorgang 
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Die Kapillare wird in den Halter eingespannt und mit der aufzutragenden 
Losung gefiillt. Beide werden auf die auf dem Messkopfschirm angebrachte Vorrich- 
tung gelegt. Nach dem Einschalten des Messtischvorschubes senkt man per Hand die 
Kapillare auf die Schicht. 1st die Auftragung beendet, wird der Messtischmotor ab- 
geschaltet. 

Reproduzierbarkeitskriterien des Verfahrens 
An Hand der Substanzklasse der Gallensiiuren, deren Analyse sowohl in den 

verschiedensten Probenmaterialien als such mit den unterschiedlichsten Methoden 
in der Literatur’ 2-1 g ausftirlich behandelt ist, werden im folgenden einige Kriterien 
zur Reproduzierbarkeit, such Giiltigkeit des Verfahrens beschrieben. 

Fiir die Kapillaren-Auftragung in der TLC sind 0,75, 2 und 5-~1 Auslauf-Ka- 
pillaren gebrauchlich20. Sowohl die von den Herstellem angegebenen Fertigungsto- 
leranzen als such eigene Erfahrungen lassen allerdings Volumina von 0,75 ~1 und 2 
~1 fur die quantitative Punkt- oder Bandauftragung weniger gee&net erscheinen. 
Allein 5~1 Kapillaren mit Fertigungstoleranzen von f 1% haben sich bei Bandauf- 
tragetechniken manuell, halbautomatisch oder durch Konzentrierungszone, aber 
such bei Punktauftragung bewlhrt. Zur Reduzierung der neben dem Volumen von 

w&l ’ I 23 4 
Fig. 2. 59~1 Bandauftragung. Bahn 1-4 Testgemisch: Cholsiiure, Desoxycholtiure, Hyodesoxycholtiure, 
GlycocholsHure, Lithocholsaure, Taurocholsiiure (Natrium-Sal@ je co. 10 mg/5 ml Methanol. S&i&: 
HPTLC-Fertigplatten Kieselgel60 OF 10 x 20 cm. Auftragemengen: Bahn 1,l pg; Balm 2,0,5 pg; Bahn 
3, 0,25 fig; Bahn 4, 0,125 pg. Auftragegeschwindigkeit 200 mm/mm, Trockmmg mit Heisshtftfiin, Kon- 
zentrierung: ohne, Fliessmittel: Isooctan-Ethylacetat-Eisessig-Diisopropylether (25:20:5:5), Normalkam- 
mer ohne Kammerslttigung, Steighiihe 2 x 5 cm. Derivatisierung: in situ, Spriihl6sung Petcblorsiiure 
5%ig in Methanol, Nachbehandlung Trockenschrank cu. 1u)‘C his gerade wahmehmbare Verfirbung, 
Nachweis: Fluoreszenz. 

Fig. 3. Konzentrierungseffekt in situ. Chromatogmmm wie Fig. 2 ausser: Auftmgegeschwindigkeit, 300 
mm/min; Konzentrierung, nach der Bandauftragung und Trocknung mit Methanol bis etwa 5 mm iiber 
Auftragung steigen lassen. 

Fig. 4.5~pl Punktauftragung, Bahn 1, Choltiure; Bahn 2, Desoxycholtiure; Bahn 3, Hyodesoxycholsiiure; 
Bahn 4, Glycocholslure; Bahn 5, Lithocholsaure; Balm 6, Taurocholtiure (Natrium-Salz) je ca. 10 mg/5 
ml Methanol. Schicht: HPTLC-Fertigplatten Ki&elgel60 OF 10 x 20 cm. Auftragemengen Bahn l-6,10 
pg. Fliessmittel: Isooctan-Ethylacetat-Eisessig-Diisopropylether (25:20:5:5), Normalkammer ohne Kam- 
mersiittigung, Steighiihe 1 x 7 cm. Derivatisierung: Tauchliisung Perchlotiure 5%ig in Methanol, Tauch- 
zeit cu. 10 set, Nachbehandlung Trockenschrank co. lZo”C, ca. 5 min. Nachweis: Absorption im Sicht- 
baren (Verkohlung). 

Fig. 5. Analog Fig. 4, jedoch nach der Auftragung und Trocknung Konzentrierung mit Fliessmittel Me- 
thanol bis cu. 5 mm iiber Auftragspunkt. 
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Fig. 6. Reproduzierbarkeit der Auftragetechnik. Testgemisch: Cholslure, Desoxycholsaure und Tauro- 
cholslure (Natrium-Salz) je co. 10 mg/5 ml Methanol. Schicht: HPT’LC-Fertigplatten Kieselge.160 OF 10 
x 20 cm. Vor dem Auftragen des Testgemisches die Platte in dem Fliessmittel vorsteigen lassen. Auftragen 
Bahn I-10: Kapillare 5 ~1 enthaltend ca. 120 ng der einzelnen Komponenten, Auftragegeschwindigkeit 
200 mm/mm, Trocknung mit einem Heissluftfon. Konzentrierung: Methanol. Fliessmittel: Isooctan- 
Ethylacetat-Eisessig-Diisopropylether (25:20:5:5), Normalkammer ohne Kammerslttigung, Steighiihe 2 
x 5 cm. Derivatisierung: in sifu, Sprilhliisung Perchlorslure 5%ig in Methanol, Nachbehandlung Trock- 
enschrank 120°C bis wahrnehmbare Verfarbung. Nachweis: Fluoreszenz. 

dem verwendeten Liisungsmittel abhangigen Startzonenausdehnung kann auf die in 
der TLC bereits praktizierte in situ Konzentrierung mit einem sehr polaren Ldsungs- 
mittel zuriickgegriffen werden. Dieser Effekt wird mit den Fig. 2 und 3 fur die Band- 
auftragung, mit den Fig. 4 und 5 fur eine Punktauftragung erganzend zu friiheren 
Darstellungen am Beispiel der Gallensauren wiederholt. 

Zur Dokumentierung der Auftragereproduzierbarkeit wird das bei Fig. 2 be- 
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Fig. 7. Substanzverteilung senkrecht zur chromatographischen Steigrichtung gemessen an den B%ndern 
von Desoxycholsaure von Chromatogramm Fig. 6. Messbedingungen: Chromatogrammspektralphoto- 
meter, Anregungsstrahlung: Hg 366 nm, Me&&he 3,5 x 1 mm, Messgrcsse: Fluoreszenzstrahlung 41 
integriert im Wellenllngenbereich 380 < I < 700, Schreibennessbereich 20 mV, Platten- und Papierge- 
schwindigkeit 30 mm/min. 
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Fig. 8. Gesamtiuoreszenz XFzI (mVs) bei konstanten Auftragemengen und Auftragegeschwindigkeiten 
gemessen an den Biindem von Desoxycholsiiure von Chromatogramm Fig. 6. Messbedingungen wie bei 
Fig. 7, jedoch Messfltihe 14 x 1 mm. 

reits erwahnte Gallensauren-Testgemisch verwendet. Einzelheiten der Chromato- 
graphie sind in der Legende der mit Fig. 6 wiedergegebenen Polaroidaufnahme eines 
Chromatogrammes angegeben. Eine photometrische Registrierung senkrecht zur 
chromatographischen Steigrichtung der Komponente Desoxycholsaure, siehe Fig. 7, 
gibt Aufschluss sowohl iiber die mit dem Verfahren erreichbare Konstanz der Band- 
langen als such der Bandbelegungen senkrecht zur chromatographischen Steigrich- 
tung. Diese konnen als ausreichend angesehen werden, ein Gesichtspunkt, auf den 
bei Bandausschnittsphotometrierungen geachtet werden muss. Mit Fig. 8 wird 
schliesslich ein Mass fur die erreichbare quantitative Reproduzierbarkeit erbracht: 
Aus der photometrischen Registrierung der Komponente Desoxycholsaure der Bah- 
nen l-10 errechnet sich eine relative Standardabweichung der Messwerte von 
f 1,9%. Aufgrund der in diesem Bereich linear verlaufenden Kalibrierfunktion ist 
dieser Wert such als entsprechendes Fehlerkriterium der Gewichtseinheiten von De- 
soxycholsliure gtiltig. 

Bei der Auftragung mittels Kapillaren hangt die Auslaufzeit und die mit ihr 
gekoppelte Bandllnge bei vorgegebener Auftragegeschwindigkeit wesentlich von den 
Eigenschaften des verwendeten Lbsungsmittels ab. Die Bedeutung dieses fur das Ver- 
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Fig. 9. Reproduzierbarkeit der Auftragetechnik analog Fig. 6 jedoch mit abgestuften Auftragegeschwin- 
digkeiten: Bahn 1, 300 mm/min/5 pl; Bahn 2 und 6, 200 mm/min/S ~1; Bahn 3 und 7, 120 mm/min/5 ~1; 
Bahn 4 und 8, 100 mm/min/5 ~1; Bahn 5 und 9, 50 mm/min/5 ~1. 

fahren zunachst als miigliche systematische Fehlerquelle zu wertenden Effekts bei 
unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften zwischen Proben- und Vergleichslii- 
sung wird mit dem Chromatogramm der Fig. 9 simuliert. Hier ist im Gegensatz zu 
Fig. 6 das Gallensluretestgemisch mit abgestuften Geschwindigkeiten zwischen 300 
und 50 mm/min/5 ~1 aufgetragen. Fig. 10 verdeutlicht wiederum die Bandbelegung 
der Komponente Desoxycholsaure senkrecht zur chromatographischen Steigrich- 
tung. Wie einleitend bereits angedeutet, zeichnet sich der photometrische Nachweis 
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Fig. 10. Substanzverteilung senkrecht zur chromatographischen Steigrichtung gemessen an den Biindem 
von DesoxycholsZure von Chromatogramm Fig. 9. Messbedingungen analog Fig. 7. 
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Fig. 1 I. Gesamtfluoreszenz I;FEI (mVs) bei konstanten Aufiragemengen jedoch abgestuften Auftragege- 
schwindigkeiten gemessen an den Biindem von Desoxycholsiiure von Chromatogramm Fig. 9. Messbe- 
dingungen wie bei Fig. 7, jedoch Messf&che 14 x 1 mm. 

fluoreszierender Substanzen bei vernachlassigbarer Plattenuntergrundfluoreszenz 
und vorgegebener Substanzmenge durch eine weitgehende Unabhangigkeit des Fluo- 
reszenz-Ortsintegrals I;Fm von der belegten Fliiche selbst aus. Achtet man nun im 
Zusammenhang mit der Bestimmung CFsI bei der Festlegung der MessflHche darauf, 
dass in einer Richtung die Messflachenbegrenzung die Fleckausdehnung des grossten 
Fleckes erreicht oder iibersteigt, so liefert die Fluoreszenz-Ortskurve in der zweiten 
Richtung integriert die Grijsse ZF 11. Fur die Komponente Desoxycholsaure des 
Chromatogrammes Fig. 9 sind die Fluoreszenz-Ortsintegrale fur verschiedene Auf- 
tragegeschwindigkeiten bei den Registrierungen Fig. 11 angegeben. Eine Zusammen- 
fassung der Werte der Bahnen 2-9 ergibt mit einer relativen Standardabweichung 
von 4% einen erhijhten Wert gegeniiber dem der reinen Auftragereproduzierbarkeit 
von 1,9% der Fig. 8. Eine wesentliche Verschiebung in der Klassihzierung als quan- 
titatives Verfahren diirfte hiermit jedoch nicht verbunden sein. 

Anwendungen des Verfahrens 
Es liegt in der Natur der such hier zur Diskussion stehenden Verbindungen, 

dass Anwendungsfalle vorwiegend in dem Bereich der biologischen Analytik zu su- 
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Fig. 12. HPTLC-Chromatogramm zur qualitativen und quantitativen Analyse von Gallensluren in Gch- 
sengallen. Schicht: HPTLC-Fertigplatten Kieselgel60 OF 10 x 20 cm. Bahn l-4, 11 und 12 Vergleichs- 
bahnen, Bahn 5-10 Probebahnen von PI-Pe. Auftragemengen: Bahn 1 und 11 Cholsaure, Desoxychol- 
slure, Hyodesoxycholslure, GlycocholsZure, Lithocholslure, Taurocholsiiure (Natrium-Sal& je 1 pg; 
Bahn 2 und 12, 0.5 pg; Bahn 3, 0,25 ng; Bahn 4,0,125 ng; Bahn S-10, je 1 pg. Auftragegeschwindigkeit 
300 mm/min/S nl. Trocknung mit einem Heissluftfijn. Konzeatrierung mit Methanol. Fhessmittel: 
Isooctan-Ethylacetat-Eisessig-Diisopropylether (25:20:5:5), Normalkammer ohne Kammersattigung, 
Steighijhe 2 x 5 cm. Derivatisierung in situ, Spriihlosung Perchlorsiiure 5%ig in Methanol, Nachbe- 
handlung Heizplatte ca. 120°C bis gerade wahrnehmbare Verfarbung. Nachweis: Fluoreszenx. 

then sind. Dem ist mit einem ersten Beispiel der qualitativen und quantitativen 
Uberprtifung der Zusammensetzung von Ochsengallen Rechnung getragen. Fur die 
Darstellung des Verfahrens handelt es sich urn ein besonders geeignetes Untersu- 
chungsmaterial: Die pulverfiirmigen Proben enthalten unterschiedliche Mengen an 
Gallensiuren, die Anreicherungsschritte, wie bei klinischen Proben haufig erforder- 
lich, nicht verlangen. 

Auf den beiden mit den Fig. 12 und 13 wiedergegebenen Chromatogrammen 
ist auf den Bahnen l-4 sowie 11 und 12 das bereits erwahnte Testgemisch in unter- 
schiedlichen Mengen auf den Bahnen 5-10 die Proben PI-P6 chromatographiert. Als 
Auftragegeschwindigkeiten sind bei Chromatogramm Fig. 12 300 mm/min/5 ~1 und 
bei Fig. 13 50 mm/min/5 ~1 gewiihlt. 

Die chromatographischen Bedingungen sind fur Chromatogramm Fig. 13 in 
der Weise geandert, dass bei Fig. 12 nicht auszuschliessende Koinzidenzen im HRF- 
Bereich c 10 aufgeltist werden. Qualitativ konnten in den Proben neben nicht iden- 
tifizierten Bestandteilen Taurocholslure, Cholsaure und Desoxycholsaure sowei bei 
Auftragemengen im lOO-pg Bereich Spuren von Lithocholsiiure und Hyodesoxy- 

l-wm .__.! 2 .3 4.5 6 7 8 9% tl 12 

Fig. 13. Analog Fig. 12, jedoch Auftragegeschwindigkeit 50 mm/min/5 ~1, Fliessmittel: Chloroform- 
Methanol-Wasser (70:25:3) und Derivatisierung 2-3 set tauchen. 
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TABELLE I 

QUANTITATIVE ANALYSE VON TAURQCHOLSAURE, CHOLSAURE UND DESOXYCHOL- 
SAURE IN OCHSENGALLEN 

Taurocholsiiure (% ) Cholsiiure (%) Desoxycholstiure (%) 

PI 23,l 16,0 3,2 
P2 24,3 896 193 
P3 21,3 13,6 2,9 
P2 18,9 14,l 490 
Ps 20,9 771 193 
P6 20,8 7,2 173 

cholsaure nachgewiesen werden. Die quantitative Analyse von Taurocholsaure und 
CholsHure unter den in der Legende von Fig. 13 und fur Desoxycholsiiure unter den 
in der Legende von Fig. 12 angegebenen Bedingungen ist in Tabelle I zusammenge- 
fasst. Mit Fig. 14 werden zur Veranschaulichung der photometrischen Trennung die 
Fluoreszenz-Ortskurven der Bahnen 1-12 des Chromatogrammes von Fig. 13 gezeigt. 
Eine Fehlerrechnung der jeweils aus 4 Einzelwerten resultierenden Mittelwerte ergibt 
eine gemittelte relative Standardabweichung von 34% bzw. eine relative Standard- 
abweichung der Mittelwerte fir n = 4 von l,S-2%. 

D@SOX~CkClS&WS 

nyodesoxpa&&.rre 
Cholsgiure 
Tawochoisiiura’ 

., 
B&U I 2 3 4 5 6 7 6 9 70 11 12 

Fig. 15. HPTLC-Chromatogramm zur qualitativen Analyse von Tauroglycocholsiiure und Chenodesoxy- 
cholsaure. Schicht: HPTLC-Fertigplatten Kieselgel60 OF 10 x 20 cm. Bahn l-4 und 9-12 Gallen&uen- 
Vergleichsbahnen, Bahn 5 und 6 Tauroglycocholsiiurc, Bahn 7 und 8 Chenodesoxycholsiiure. Auftrage- 
mengen: Bahn 1 und 9, je cu. 10 pg (Losung cu. 2 Monate alt); Bahn 2 und 10, je cu. 1 pg (Liisung cu. 2 
Monate alt); Bahn 3 und 11, je cu. 10 pg; Bahn 4 und 12 je cu. 1 pg; Bahn 5, cu. 100 pg; Bahn 6, cu. 50 
pg; Bahn 7, cu. 250 pg; Bahn 8, cu. 50 pg. Auftragegeschwindigkeit 200 mm/mm/5 pl, Trockmmg mit Heiss- 
htftfiin, Konzentrierung mit Methanol. Fliessmittel: Isooctan-Ethylaceta-Eisessig-Diisopropylether 
(25:20:5:5), Normalkammer ohne Kammersiittigung, Steighiihe 2 x 5 cm. Derivatisierung in situ, Sprilh- 
losung Perchlorsaure 5%ig in Methanol. Nachbehandlung Heizplatte oder Trockenschrank cu. 100°C bis 
gerade wahmehmbare VerWrbung. Nachweis: Fluoreszenz. 

Bei einem zweiten ausgewiihlten Anwendungsfall des Auftrageverfahrens han- 
delt es sich im Gegensatz zu dem Versuch mit Ochsengallen urn Reinheitsuntersu- 
chunge+ l definierter GallensHuren mit relativ grossen Auftragemengen. Das mit Fig. 
15 wiedergegebene Chromatogramm zeigt auf den Bahnen 5 und 6 die Zusammen- 
setzung von Tauroglycochols%rre, auf den Bahnen 7 und 8 die Trennung von Matrix 
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und Nebenbestandteilen von Chenodesoxycholslure. Auf den Bahnen 3,4 sowie 11 
und 12 sind zur Identifizierung einzelner Komponenten Gallensiiurestandardlosung- 
en aufgetragen. Im Vergleich zu den fiir die Bahnen 1, 2, 10 und 11 verwendeten cu. 
2 Monate alten Standardlosungen gleicher Zusammensetzung geben diese dariiber- 
hinaus Hinweise auf die Haltbarkeit methanolischer Liisungen von Gallensiiuren. 
Fig. 16 zeigt die Fluoreszenz-Ortskurven der Bahnen 3-8. Bei der Zuordnung der 
Vergleichs- und Probebahnen zum Zwecke einer hier nur beabsichtigten qualitativen 
Analyse ist auf den Effekt der Konzentrationsloschung bei einigen Komponenten zu 
achten. 

LITERATUR 

1 F. Pavelka, Mikrochim. AC@ (1965) 1058. 
2 A. Achaval und R. D. Ellefson, J. Lipid Res., 7 (1966) 329. 
3 F. A. Vandenheuvel, J. Chromutogr., 25 (1966) 102. 
4 J. S. Chahl und C. C. Kratzing, Clin. Chim. Acm, 26 (1969) 177. 
5 F. K. Klein und H. Rapoport, J. Chromotogr., 47 (1970) SOS. 
6 C. B. Mankinen und R. M. Sachs, J. Chromutogr., 47 (1970) 509. 
7 D. Shapcott, B. Lemieux und A. Sahapoght, J. Chromatogr., 70 (1972) 174. 
8 J. W. Boag, P. S. Bond, E. M. Fielden, H. Hodt und Z. Tramer-Zaqbska, J. Chromotogr., 73 (1972) 

265. 
9 J. M. Beattie und J. A. Demetriou, .I. Chromatogr., 92 (1974) 87. 

10 0. Sudilovsky und A. Kovach, Anal. Chem., 47 (1975) 1725. 
11 U. Pohl und W. Schweden, Z. And. Chem., 274 (1975) 269. 
12 W, Schmidt und A. Nemes, Rev. Chim. (Bukarest), 27 (1976) 168. 
13 M. T. Wu und D. K. Salunkhe, J. Chromotogr., 147 (1978) 429. 
14 N. Kaplowitz und N. B. Javitt, J. Lipid Res., 14 (1973) 224. 
15 R. Beke, G. A. De Wee&, J. Parijs, W. Huybrechts und F. Barbier, Clin. Chim. Acta, 70 (1976) 197. 
16 S. A. Hansen, J. Chromatogr., 124 (1976) 123. 
17 M. Nakagaki und F. Nakayama, J. Chromatogr., 177 (1979) 343. 
18 A. K. Batta, G. Salen und S. Shefer, J. Chromatogr., 168 (1979) 557. 
19 A. van den Ende, C. E. Riidecker und W. M. Mairuhu, Anal. Biochem., 134 (1983) 153. 
20 C. E. Emanuel, Anal. Chem., 45 (1973) 1568. 
21 G. Szepesi, K. Dudis, A. Pap, 2. V&h, E. Mincsovics und T. Tyihlk, J. Chrwmutogr., 237 (1982) 137. 


