Direkte quantitative Photometrie an Diinnschicht-Chromatogrammen

Von Ute Hezel™

Anhand von Anwendungsbeispielen werden die wichtigsten MeBmethoden zur direkten
photometrischen Auswertung von Diinnschicht-Chromatogrammen diskutiert. Da das Licht
an den DC-Sorbentien stark gestreut wird, ist die Absorptionsmessung in Remission der
Transmissionsmessung vorzuziehen. Bei der Remissionsmessung flihrt ein Niherungsver-
fahren fiir die Kubelka-Munk-Funktion zu einwandfreien Eichgeraden. Der Arbeitsbereich
fiir quantitative Remissionsmessung liegt im pg-Bereich, die Nachweisgrenze in der GréBen-
ordnung von 10~ 8 g. Die Standardabweichung fiir Flecken gleicher Konzentration ist kleiner
als 1%, - Durch eine simultane Remissions- und Transmissionsmessung wird das Signal-
Untergrund-Verhdltnis verbessert. — Gegeniiber der Remission im Absorptionsmaximum er-
weist sich die Messung der Fluoreszenzminderung (,Fluoreszenzldschung®) als weniger
empfindlich. Gleichzeitige Messung der Remission und Fluoreszenzminderung ergibt jedoch
eine Empfindlichkeitssteigerung gegeniiber der reinen Remissionsmessung. — Die Fluoreszenz-
messung ist analog zur Losungsphotometrie im allgemeinen wesentlich empfindlicher als die
Absorptionsmessung. Der Arbeitsbereich liegt normalerweise im ng-Bereich, die Nachweis-
grenze bei 10~ "' g, — Simtliche Untersuchungen wurden am Zeiss-Chromatogramm-Spek-

tralphotometer durchgefiihrt.

1. Einleitung

Nachdem sich die Diinnschicht-Chromatographie (DC)
zu einer im gesamten Gebiet der Chemie weit verbreiteten
Mikrotrennmethode entwickelt hat, wird immer mehr eine
quantitative Untersuchung von DC-Flecken erforderlich.
Der blof3 visuelle, subjektive Vergleich der Flecke unter-
einander — sei es nach der Farb- oder Leuchtintensitzt!! =4
oder gar nur der FleckprofBe!®! — 148t lediglich eine Genau-
igkeit von 10-209%, erreichen. Als objektive MeBmethode
bietet sich an, die einzelnen Flecke von der Platte abzu-
kratzen, die Substanzen von der stationdren Phase zu
eluieren und dann absorptionsphotometrisch oder fluori-
metrisch zu bestimmen. Diese Methode 148t wohl eine
Genauigkeit von ca. 3% zu'®., Nachteilig ist jedoch, daB3
man zum einen — um diese Genauigkeit zu erreichen — ca.
50-100 pg Substanz pro Fleck auftragen muB; dabei wird
die Platte oft bereits iibersittigt, und man erhélt schlecht
getrennte, verschleppte Flecke. Zum anderen ist das Aus-
kratzen und Eluieren zeitraubend, storungsanfillig und
bei sich iiberlappenden Flecken nur fehlerhaft méglich!”),
Diese Schwierigkeiten kann man umgehen, indem man die
Flecke aul der Platte direkt absorptionsphotometrisch
oder fluorimetrisch auswertet, man spricht dann von ,,in-
situ“-Messung!® 3],

2. Absorptionsmessung im Auflicht (Remission)

DC-Flecke erscheinen deshalb farbig, weil sie aus der auf-
fallenden polychromatischen sichtbaren Strahlung Licht
eines bestimmten, fiir sie charakteristischen Wellenldngen-
bereiches absorbieren. Dadurch wird im Vergleich zum
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weiflen, nicht absorbierenden Untergrund weniger Licht
remittiert (=diffus reflektiert). Diese Remissionsminderung
durch Absorption im sichtbaren sowie auch im ultravio-
letten Bereich kann flir die quantitative Auswertung der
DC-Flecke herangezogen werden. Der Remissionsgrad
hingt nicht linear mit der Konzentration zusammen, son-
dern wird am besten beschrieben durch die Kubelka-Munk-
Funktion{4~171;

(1-R,,)* _

s

go _k
2R, $

R, =absoluter Remissionsgrad
e =Extinktionskoeffizient

¢ =Konzentration

s = Streukoeffizient

k  =Absorptionskoeffizient

Die Theorie fordert fiir solche Remissionsmessungen eine
homogene Verteilung der Probe innerhalb der MeBfliche.
Um bei der Messung an DC-Flecken, deren Konzentration
ja in der Fleckmitte am groBten ist, diese Bedingung zu
erfiillen, kann man eine im Vergleich zur FleckgréBe kleine
MeBfliche (z. B. 1 mm?) wihlen. Die gesamte Substanz-
menge eines Flecks wird dann erfa3t, wenn man den Fleck
in einer méanderformigen Bewegung an der MeBfliche
vorbeifihrt. Dabei muB darauf geachtet werden, daB jeder
Teil des Flecks tatsdchlich genau einmal gemessen, d. h.
kein Teil doppelt oder iiberhaupt nicht erfaBt wird. Nach
dem miander{formigen Abtasten werden die Mef3werte in
Kubelka-Munk-Werte umgerechnet und addiert. Auf diese
Weise erhilt man eine einwandfreie Eichgerade, wie am
Beispiel von 0.1-2.0 pg Sudanrot in Abbildung 1, Kurve 1,
gezeigt sei.

Dieses Verfahren ist allerdings recht zeitaufwendig, und es
wurde deshalb nach einer fiir die Praxis brauchbaren Ver-
einfachung gesucht: Fihrt man die DC-Flecke mit einer
spaltférmigen MeBilidche ab, welche den Fleckdimensionen
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Abb. 1. Eichreihe fiir Sudanrot, Absorptionsmessung bei A =500 nm.
Kuive 1: Remission, punktweise Messung und Auswertung iiber die
Kubelka-Munk-Funktion; Kurve 2: Remission, Abfahren mit MeB-
spalt und Auswertung iiber das Flichenquadrat; Kurve 3: Transmis-
sion, Abfahren mit MeBspalt und Auswertung iiber die Fliche in
Extinktionseinbeiten.

in der Breite angepaBt ist, so wird z. B. die in Abbildung 2
dargestellte Remissions-Orts-Kurve registriert. Die Fliache
zwischen dieser Kurve und der Basislinie wird quadratisch
gegen die Konzentration aufgetragen. So sind im pg-Be-
reich gute Eichgeraden (z. B. Abb. 1, Kurve 2) zu erhal-
ten!'®~ 231 Der Konzentrationsbereich, fiir den diese Niihe-
rung gilt, ist in praxi véllig ausreichend und umfaBt im
allgemeinen ca. eine Zehnerpotenz. Man hat damit ein
Verfahren gefunden, dessen Abweichungen von der Linea-
ritdt (Korrelationskoeffizienten im allgemeinen >99.5%)
geringer sind als die Schwankungen, welche durch das
Auftragen und die chromatographischen Parameter be-
dingt sind. Als Gesamtfehler des Verfahrens werden 349
angegeben!?*l. — Die Flidche zwischen der Remissions-
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Abb. 2. Remissions-Orts-Kurve mit Dreiecksndherung und Unter-
grundkorrektur.

Angew. Chem. | 85. Jahrg. 1973 /[ Nr. 8

Orts-Kurve und der Basislinie 1d8t sich in den meisten Fil-
len gut durch ein Dreieck nahern. Wie man in Abbildung 2
erkennt, ist diese graphische Integration auch noch bei
schrigen Basislinien sinnvoll. Auch der von Fleck zu
Fleck leicht variierende Remissionsuntergrund kann ein-
fach rechnerisch dadurch korrigiert werden, daB3 man den
interpolierten mittleren Remissionsuntergrund R, am
Fleck auf 1009, Remission normiert :

Hohe (b) - Halbwertsbreite (b)
Mittlerer Remissionsuntergrund (R,)

Fléiche (F) =

Wesentlich ist, daB} hierbei im Gegensatz zu dem im folgen-
den diskutierten Zweistrahl-Verfahren der interpolierte
Remissionsuntergrund am Fleck selbst beriicksichtigt wird.
Dadurch lieB sich mit dieser Methode eine Standardab-
weichung fiir den Einzelwert von 0.8 9 erreichen (Tabelle 1).

Tabelle 1. Reproduzierbarkeit von acht Sudanrot-Flecken zu je 2 pg,
auf Kieselgel-Merck-Fertigplatten, FlieBmittel: Benzol, MeBwellen-
linge 500 nm.

h [mm] b {mm] R, [%] F = 52 [mm’]
107 36.5 945 41.3
107 36.5 94.5 4.3
107 36.5 935 418
108 36.5 94.5 41.7
107.5 36.5 94.5 41.5
105.5 36.5 93 414
106 36.5 93.5 414
104 36.5 93 40.8
Mittelwert 41.4
Standardabweichung des Einzelwerts 0.3=0.73%
Standardabweichung des Mittelwerts  0.1=0.25%

Um Untergrundschwankungen zu eliminieren, hat man
versucht, das fiir die Losungsphotometrie zweckmiBige
Zweistrahl-MeBprinzip auch bei Messungen an DC-Plat-
ten zu verwenden!?® 27!, Dies ist aber nur dann sinnvoll,
wenn wirklich der Untergrund in der Fleckspur und in der
Vergleichsspur identisch ist. Diese Forderung ist besonders
am Plattenrand nicht erfiillt, Unterschiede in der GréBen-
ordnung von 2-39% sind keine Seltenheit. Solche Abwei-
chungen gehen in den MeBwert voll als systematische Feh-
ler ein und verschlechtern die Reproduzierbarkeit gegen-
tiber der Einstrahl-Messung. Hinzu kommt, daBl MeB- und
Vergleichsspur voneinander durch Léngsrillen in Trenn-
richtung abgegrenzt werden miissen. Damit soll verhindert
werden, daB bei groBeren R.-Werten die DC-Flecke in die
Vergleichsbahn diffundieren. Dies bedeutet eine wesent-

- liche Verdinderung der chromatographischen Bedingun-

gen: erstens werden die Flecke linglicher, was die Trenn-
fahigkeit verschlechtert; zweitens entstehen leicht un-
symmetrische und hantelformige DC-Flecke, welche wahr-
scheinlich auf Verdampfungsst6rungen an den Rillen zu-
riickzufiihren sind, — die Reproduzierbarkeit und die Trenn-
fahigkeit werden dadurch weiter vermindert. Auflerdem
wird durch die zusitzlichen Vergleichsspuren die Proben-
kapazitit pro Platte herabgesetzt.

Bei der Finstrahl-Remissionsmessung konnen z. B. 10ng
Coffein bei A=275nm noch ohne weiteres nachgewiesen
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Abb. 3. Nachweisgrenze fiir Coffein auf Kieselgel-Merck-Fertigplatte
(ohne Fluoreszenzindikator). FlieBmittel : Benzol/Ather/Eisessig
(40:50:10) NS; Steighohe 10 cm; Remissionsmessung, A=275nm,
MeBfliche 2 x 3.5 mm?.

werden (Abb. 3). Das Signal entspricht einer Remissions-
inderung von 1009, auf ca. 99%;,. Beim Zweistrahl-Ver-
fahren kann dieser geringe Effekt aufgrund der Unter-
schiede in MeB- und Vergleichsstrahl, die in der gleichen
GroBenordnung liegen, verlorengehen.

3. Absorptionsmessung im Durchlicht
(Transmission)

Es lag nahe, die in der Ldsungsphotometrie gebrduchliche
Transmissionsmessung — moglichst auch als Zweistrahl-
Anordnung — ebenfalls bei der quantitativen Auswertung
von . DC-Platten anzuwenden'?*~27, Im Gegensatz zu
echten Losungen sind aber DC-Platten stark streuende
Medien, fiir welche das Lambert-Beer-Gesetz keineswegs
auch nur annihernd erfiillt ist. Abbildung 1, Kurve 3,
zeigt am Beispiel von Sudanrot deutlich, daB besonders im
Bereich geringer Konzentrationen die Extinktions-Kon-
zentrations-Kurve stark gekriimmt ist und nur in engen
Konzentrationsbereichen durch Geraden angendhert wer-
den kann, die jedoch keine Nullpunktsgeraden sind und
somit auch nicht den bei Giiltigkeit des Lambert-Beer-
Gesetzes (E=¢-c¢-d) zu erwartenden direkten linearen
Zusammenhang zwischen Extinktion E und Konzentra-
tion ¢ wiedergeben. Aus der Kubelka-Munk-Theorie 1483t
sich eine Niherungsformel herleiten, welche diese Kriim-

mung begradigt’>’. Die dazu empirisch ermittelten Kor-
rekturparameter gelten aber nur fiir Kieselgel bestimmter
Qualitdt und sind daher nicht universell anwendbar. —
Im Gegensatz dazu ergibt die Remissionsmessung mit Aus-
wertung des Flichenquadrats in demselben Konzentra-
tionsbereich eine einwandfreie Eichgerade (Abb. 1, Kurve 2).
— Vor allem aber sind solche Transmissionsmessungen an
DC-Platten nur im sichtbaren Bereich méglich, da zum
einen die meist verwendeten Triagermaterialien wie Glas
oder Aluminiumfolien das Meflicht im UV véllig absor-
bieren und zum anderen die Schicht selbst besonders im
kurzwelligen UV-Bereich erheblich absorbiert.

Ein weiteres hervorzuhebendes Argument fiir die Remis-
sionsmessung liefert der Vergleich des Signal-Untergrund-
Verhiltnisses fiir Auflicht- und Durchlichtmessung: We-
sentlich ist, daB bei Transmissionsmessungen Plattenfehler
wie KorngréBen- und Schichtdickenunterschiede die Un-
tergrundschwankungen gegeniiber der Remissionsmes-
sung erhShen!”! (Abb. 4). Hinzu kommt, daB beim Ent-
wickeln der DC-Platte durch das Abdampfen des FlieB-
mittels von der Plattenoberfliche eine FlieBmittelstro-
mung entsteht, welche den Flecken an die Oberfliche
schiebt!?®! (Abb. 5). Bei Remissionsmessungen geht fast
ausschlieBlich die Oberflichenschicht ein, so da8 die rela-
tive Substanzkonzentration in der MeBfliche groBer ist als
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Abb. 5. Schematische Darstellung der Fleckeindringtiefe in Abhéngig-
keit von der Laufstrecke der Flecken [28].
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Abb. 4. Vergleich des Platten-Untergrundes fiir Remission und Transmission, Messungen an der gleichen Bahn, Kieselgelschicht auf

Quarz-Trigerplatte,
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bei Transmissionsmessungen, bei denen ja die gesamte
Schichtdicke des Adsorbens in die Messung einbezogen
wird. Darauf ist es zuriickzufiihren, dafl im Gegensatz zu
theoretische Uberlegungen!?3-271 das MeBsignal im Durch-
licht gegeniiber der Auflichtmessung nur unwesentlich
groBer ist. Durch das geringere Untergrundrauschen er-
hilt man aber stets fiir Remissionsmessungen ein giinsti-
geres Signal-Untergrund-Verhiltnis als fiir Transmissions-
messungen. Aus Abbildung 6 geht hervor, daB z. B. fir

Transmission Remission
eraterauschen =~~~
i
Absorptionssignat s
h
Signal - Untergrund
Verhaltnis: h/2s 15 25

Abb. 6. Vergleich des Signal-Untergrund-Verhiiltnisses in Remission
und Transmission fiir 1.25 pug Buttergelb bei A =440 nm.

Buttergelb bei A=440nm an Kieselgel-Fertigplatten das
Signal-Untergrund-Verhiltnis in Remission um den Fak-
tor 1.7 besser ist als in Transmission.

Die starke Untergrundschwankung bei Transmissions-
messungen macht eine Untergrundkorrektur dringend
erforderlich. Aber gerade hierfiir ist das Zweistrahl-Ver-
fahren wenig geeignet, weil die Untergrundschwankung im
MeB- und Vergleichsstrahlengang keineswegs identisch ist.
Hat man bei einer Zweistrahl-Messung z. B. einen durch-
aus moglichen Unterschied von 2% Transmissions-Unter-
grund im MeB- und Vergleichsstrahlengang, so geht diese
Abweichung additiv und damit absolut als AE =0.009 ein.
Dies fiihrt besonders bei kleinen Konzentrationen zu er-
heblichen relativen Fehlern. Fiir 0.2 pg Sudanrot erhiilt
man eine maximale Extinktion von ca. 0.1 und wiirde dabei
beispiclsweise bereits einen Fehler von 9% in Kauf nehmen
miissen.

4. Absorptionsbestimmung durch simultane
Remissions- und Transmissionsmessung!>®!

Wie Abbildung 7 zu entnehmen ist, wird die Nachweis-
grenze bei der photometrischen Direktauswertung von
Diinnschichtplatten nicht durch das Geriiterauschen be-
stimmt, sondern durch die Inhomogenititen in der Sor-
bensschicht, welche in Abhédngigkeit von der MeBstelle
unterschiedliche Streuungen erzeugen. Man erkennt jedoch
deutlich, daB sich diese MeBwertschwankungen in Abhiin-
gigkeit von der MeBstelle fiir Remission und Transmission
exakt komplementir verhalten — auf dem fleckfreien und
damit nicht absorbierenden Plattenuntergrund bedeutet
eine durch Streuung verringerte Transmission einc ver-
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stirkte Remission. Eine echte Absorption hingegen — z. B.
hervorgerufen durch einen DC-Fleck — verringert im Auf-
licht wie im Durchlicht den MeBwert. Addiert man also das
Remissions- und das Transmissionssignal, so wird bei
einem bestimmten Grofenverhdltnis dieser beiden Signale
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Abb. 7. Absorptionsmessung von 10 ng Sudanrot, auf Kieselgel-Merck-
Fertigplatte, FlieBmittel: Benzol; MeBwellenlinge 500nm, Spalt:
0.1 x 10 mm?2.
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Abb. 8. Simultane Remissions- und Transmissionsmessung an
10-100 ng Sudanrot ; MeBwellenlinge 500 nm ; Verstirkungsverhiitnis
Remission : Transmission =10:4, Spalt: 0.1 x 7 mm?.
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die Basislinie geglittet und zugleich der Absorptionsme8-
wert fiir die DC-Flecke gegeniiber der reinen Remissions-
messung vergroBert (Abb. 7). Dadurch wird das Signal-
Untergrund-Verhiltnis wesentlich verbessert; so lassen
sich mit dieser Methode noch ohne weiteres 5 ng Sudanrot
nachweisen.

Die quantitative Auswertung von 10-100ng Sudanrot ist
in Abbildung 8 dargestellt. In diesem Bereich sehr kleiner
Absorptionen hingt die Flache zwischen der Absorptions-
Kurve und der Basislinie linear von der Konzentration ab.
Die Simultan-Messung ist besonders im sichtbaren Spek-
tralbereich wirksam, da hier die MeBstrahlung merklich
in das Plattenmaterial eindringt.

Wesentlich ist an diesem Verfahren, daB fiir die simultane
Remissions- und Transmissionsmessung — im Gegensatz
zum Zweistrahlverfahren — durch die Beibehaltung des
Einstrahlsprinzips tatsichlich der Untergrund an der Mef3-
stelle selbst korrigiert wird.

5. Indirekte Absorptionsmessung durch Fluoreszenz-
minderung im Auflicht und Durchlicht

Die Fluoreszenzminderung — irrefithrend oft auch Fluo-
reszenzloschung (Quenching) genannt — wird bei der
visuellen Untersuchung von DC-Flecken verwendet, wel-
che nur im UV-Bereich absorbieren. Diese Fluoreszenz-
minderung ist kein Loschphinomen sondern ein Absorp-
tionseffekt!3%3!1 im allgemeinen fiir die 254nm-Queck-
silberlinie. Der Effekt soll im folgenden fiir die {iblichen
F,s4-Platten diskutiert werden (Abb. 9).

———=—=Anregungsstrahlung, 254 nmHg
grune Emissionsstrahlung

'
|
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|
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Substanz- _
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Adsorbens +-~ W
Indikator /,% A % 7
Tragerglas

Abb. 9. Schematische Darstellung der Fluoreszenzminderung.

Die Sorbensschicht enthiilt einen Fluoreszenzindikator,
der bei Anregung mit der 254nm-Quecksilberlinie griin
fluoresziert. Befindet sich auf der DC-Platte ein Fleck, wel-
cher die 254nm-Strahlung bereits selbst absorbiert, so wirkt
dieser als Filter; das bedeutet, dal weniger Anregungslicht
auf den Indikator fillt und somit an dieser Stelle weniger
Fluoreszenzlicht entsteht. Daher erscheint der UV-absor-
bierende Fleck im Vergleich zum intensiv griin fluores-
zierenden Untergrund dunkler. Mit steigender Substanz-
konzentration wird der Filtereffekt verstdrkt, so daB die

Flecken zunehmend dunkler erscheinen. Dieser Effekt

kann auch fuir die quantitative Direktbestimmung von UV-
absorbierenden Substanzen genutzt werden:
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An nicht-streuenden Objekten wiirde in Transmission fiir
die Minderung der griinen Fluoreszenzstrahlung das Lam-
bert-Beer-Gesetz gelten. Der Glastriger der Diinnschicht-
platte wirkt bei der Transmissionsmessung im allgemeinen
als Kantenfilter fiir die Anregungsstrahlung. Das Ergebnis
einer solchen Messung ist in Abbildung 10, Kurve 1, wie-
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Abb. 10. Eichreihe fiir Coffein, Absorptionsmessung.

Kurve 1: Fluoreszenzminderung bei 254 nm Hg in Transmission, Aus-
wertung iiber die Flidche in Extinktionseinheiten ; Kurve 2: Fluoreszenz-
minderung bei 254 nm Hg in Remission, Auswertung iiber das Flichen-
quadrat; Kurve 3: Remission bei 275 nm, Auswertung iiber das Fli-
chenquadrat; Kurve 4 : gleichzeitige Remission und Fluoreszenzminde-
rung bei 275 nm, Auswertung iiber das Flachenquadrat.

dergegeben. Dabeiist [ E dy fiir die einzelnen Flecken gegen
die Konzentration aufgetragen. Man erkennt auch hier —
wie bei Transmissionsmessungen im sichtbaren Spektral-
bereich (Abb. 1, Kurve 3) —, daBl das Lambert-Beer-Gesetz
aufgrund der Streuung keineswegs erfiillt ist: man erhilt
gekriimmte Eichkurven. Wird hingegen das diffus zuriick-
gestrahlte Fluoreszenzlicht gemessen, so ergibt sich wieder-
um iber das Flichenquadrat eine korrekte Eichgerade
(Abb. 10, Kurve 2). Die gestreute Anregungsstrahlung wird
dabei durch ein Sekundirfilter abgeschnitten. Wie zu er-
warten, bringt die Transmissionsmessung also auch fiir die
Auswertung tiber die Fluoreszenzminderung gegeniiber der
Remissionsmessung keinerlei Vorteile. Zu priifen ist noch,
ob die Messung der Fluoreszenzminderung vorteilhaft ist
im Vergleich zur Absorptionsmessung in Remission :

Mit der Fluoreszenzminderung erfa3t man lediglich die
Absorption der DC-Flecken bei der Wellenldnge der An-
regung des Indikators, im allgemeinen 254nm. Im nor-
malen Fall, fiir Substanzen, deren Absorptionsmaximum
nicht zufillig dieser Wellenldnge entspricht, verliert man
deshalb bei der Fluoreszenzminderungsmessung gegeniiber
der Messung bei der Wellenlinge maximaler Absorption
an Empfindlichkeit. Der Effekt seiin Abbildung 11, Kurve 1

Angew. Chem. | 85. Jahrg. 1973 / Nr. 8



bis 4, an einem Arzneimittelgemisch demonstriert, dessen
Hauptkomponenten Coffein (A,,,,=275nm), Phenacetin
(Amax=250nm) und Salicylamid (A,,,,= 305nm) sind (Spek-
tren: Abb. 12). Es sind die Remissions-Orts-Kurven, ge-

Fluoreszenzminderung bei 7

254 nm Hg

Remissian bei 254 nro ~ 2
Remission bei 275 nm A

Remission bei 305 nm 4

gleichzeitige Remission und
Fluoreszenzminderung ber
254 nm

v
v

Phenacetin  Salicylamid

gleichzeitige Remission und
Fluoreszenzminderung bei
275 nm

BN R S |
2 ) 3

Auftragepunkt  Coffen

Abb. 11, Absorptions-Orts-Kurven eines Arzneimittelgemisches in
Remission, Fluoreszenzminderung sowie gleichzeitiger Remission und
Fluoreszenzminderung.

messen bei verschiedenen Wellenldngen, der Ortskurve
gegeniibergestellt, die durch Messung der Fluoreszenz-
minderung erhalten wird. Besonders ausgeprigt ist der
Empfindlichkeitsverlust fiir Salicylamid. Der MeBwert be-
trigt fiir die Messung der Fluoreszenzminderung mit An-
regung bei 254nm nur ein Sechstel des Wertes, welcher bei
der Remissionsmessung im Absorptionsmaximum bei
305nm registriert wird.

Bestimmungen anhand der Fluoreszenzminderung sind
demnach zu vergleichen mit der Messung mit einem Filter-
photometer, welches alle farbigen Substanzen nur bei einer
Wellenlidnge, z. B. bei 365 nm, messen konnte.

00 - ——.
N\
\
¢ N
ekl
70t

Salicylamid

601 \ / Phenacetin

50 Coffein
30 30 326 300 280 260 240 220 200
< A [nm]

Abb. 12. Remissionsspektren fiir je 4 pg Coffein, Phenacetin und Sali-
cylamid, bezogen auf Kieselgel.
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Wenn auch die Messung der Fluoreszenzminderung als
solche keine Vorteile bringt, so werden in der Praxis doch
bevorzugt F,,,-Platten verwendet, weil hier eine visuelle
Schnell-Kontrolle der Chromatographie moglich ist. Sol-
che Proben kann man auBer mit der eben diskutierten un-
giinstigeren Fluoreszenzminderungsmethode (Abb. 10,
Kurve 1) nach zwei Verfahren quantitativ auswerten :

Zum einen kann man bei polychromatischer Bestrahlung
die Remission monochromatisch erfassen. Dabei wird der
MeBwert praktisch nicht durch die Fluoreszenz des Indi-
kators beeinfluBt. Diese reine Absorptionsmessung in
Remission geniigt dem Kubelka-Munk-Gesetz und wird —
wie schon erldutert — iiber das Flichenquadrat ausgewer-
tet (Abb. 10, Kurve 3, Abb. 11, Kurve 2-4).

Zum anderen kann man die Platte monochromatisch mit
der fiir die jeweilige Substanz charakteristischen UV-Ab-
sorptionswellenliinge bestrahlen. Dieses Licht wird remit-
tiert. Da die F,,-Platten nicht nur Fluoreszenz bei An-
regung mit 254 nm-Licht zeigen, sondern im gesamten UV-
Bereich bis hinab zu ca. 235nm angeregt werden konnen,
entsteht bei dieser MeBanordnung auch langwellige Fluo-
reszenzstrahlung, welche ebenfalls auf den Empfiinger ge-
langt. Remittiertes Licht wie Fluoreszenzlicht werden nach
dem Gesetz von Kubelka-Munk durch die Absorption im
Flecken geschwicht. Da die Absorption in beiden Fillen
bei der gleichen Wellenldnge stattfindet, sind die Extink-
tionskoeffizienten & identisch, die Streukoeffizienten s
unterscheiden sich allerdings fiir die kurzwellige Remis-
sions- und die langwellige Fluoreszenzstrahlung. Darauf
ist es zuriickzufiihren, daB bei der gleichzeitigen Messung
der Remission und der Fluoreszenzminderung das MeB-
signal gegeniiber der reinen Absorptionsmessung in Re-
mission verstdrkt ist (Abb. 11, Kurve 5, 6). Theoretisch ge-
niigen diese aus Remission und Fluoreszenz zusammenge-
setzten MeBwerte nicht der Kubelka-Munk-Funktion. Wie
die Praxis zeigt, bringt aber auch fiir diese MeBmethode
die Niherung iiber das Flichenquadrat einwandfreie Eich-
geraden (Abb. 10, Kurve 4).

6. Fluoreszenzmessung

Fluoreszierende Substanzen kénnen ebenfalls direkt auf
der DC-Platte untersucht werden. Dabei ist genau wie in
Losung bei hinreichend geringer Absorption die Fluores-
zenzintensitit direkt proportional zur Substanzmenge im
Fleck. Man muB nun nicht mehr eine homogene Sub-
stanzverteilung voraussetzen und kann die Gesamtfluo-
reszenz des Flecks auf einmal erfassent®2!, Dies ldBt sich
mit einer kreisférmigen MeBfliche erreichen, deren Aus-
dehnung etwas groBer gewihlt wird als die zu untersuchen-
den DC-Flecke.

Die Fluoreszenzintensitdt geniigt in Analogie zur Lo-
sungsfluoreszenzphotometrie dem Gesetz!!3!:

Ty~To( =107

1¢;=Fluoreszenzintensitit

I, =eingestrahlte Lichtintensitit

¢ =Extinktionskoeffizient

¢ =Konzentration

d =wirksame Substanz-Schichtdicke
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Fiir kleine Extinktionen E=¢-c-d (ungefihr ab E <0.02)
148t sich die obige Gleichung innerhalb der MeBgenauig-
keiten annihern!!'3-3273% qurch

Iy~E~c

Dieser lineare Zusammenhang zwischen Fluoreszenzinten-
sitdt und Konzentration wird in der quantitativen Fluori-

100 - ol

/oz

3/
| J
/
— 1 i J
1 2 3 4
A53613 ¢ {ug/Fleck] =

Abb. 13. Eichreihe fiir groBe Konzentrationen von Rhodamin B bei
Anregung mit 546 und 365 nm Hg, Emission bei 600 nm, kreisformige
MeBfldche.

Kurve 1: Anregung mit 546 nm Hg; Kurve 2: Anregung mit 365 nm Hg.

metrie verwendet. Die Giiltigkeit der Gesetze kann man
z. B. an Rhodamin B demonstrieren : Das Anregungsmaxi-
mum liegt bei 546nm Hg, das Emissionsmaximum bei
580 nm. In Abbildung 13 sind fiir 0.02—4 ug Rhodamin B

—L i L] -l
02 04 06 08
clng/Fleck] —»

Abb. 14. Eichreihe fiir kleine Konzentrationen von Rhodamin B bei
Anregung mit 546 nm Hg, Emission bei 600 nm, kreisformige MeB-
fliche.

Eichkurven fiir Anregung mit verschiedenen Quecksilber-
Linien dargestellt. Bei Anregung mit 546nm-Licht reicht
der lineare Eichbereich bis ca. 0.1 pg pro Fleck. Fiir 365nm-

340

Licht ist der Extinktionskoeffizient und damit auch die
Extinktion von Rhodamin B um ca. den Faktor 10 kleiner
als bei 546 nm. Dementsprechend ist bei Anregung mit
365 nm die MeBempfindlichkeit um den Faktor 6 geringer,
jedoch ist nun bereits bei 1 pg die Extinktion so klein, daf3
der lineare Zusammenhang bis zu dieser Konzentration
gilt. — In der Praxis wird man die kleinere Absorption mit
kleinen Konzentrationen verwirklichen. So erhélt man
z. B. bei Anregung mit 546nm-Licht fiir 0.1-0.8 ng Rhod-
amin B eine ausgezeichnete Eichgerade (Abb. 14). Die Nach-
weisgrenze liegt bei ca. 10~ 2 ng Rhodamin B (Abb, 15).

2107 ng
80
l 11072ng
< ol
60
0 W 50 0 40 50

y(mm] —=

Abb. 15, Nachweisgrenze fiir Rhodamin B; Fluoreszenzmessung auf
Kieselgel-Merck-Fertigplatte. FlieBmittel: n-Butanol/Eisessig/Wasser
(40:10:50) NS; Laufstrecke 7 cm; Anregung bei 546 nm Hg, Emission
bei 590 nm, MeBiliche: 0.3 x 6 mm?2,

Die Ortsaufldsung bei kreisformiger MeBfldche ist durch
deren Durchmesser begrenzt. Bei sich iiberlappenden
Flecken ist deswegen die Messung mit einem MeBspalt
vorzuziehen. In Abbildung 16 ist die Fluoreszenz-Orts-
Kurve der Aflatoxine By, B,, G, und G, mit einer spalt-
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Abb. 16. Fluoreszenz-Orts-Kurve der Aflatoxine B,, B,, G, G,; An-
regung mit 365 nm Hg, Emission bei 435 nm, spaltférmige MeBfliche.

formigen MeBfliche registriert. Die quantitative Auswer-
tung muB dann natiirlich iiber die Flidche unter der Kurve
durchgefiihrt werden. Auf diese Weise erhilt man die in
Abbildung 17 dargestellte Eichgerade fir Aflatoxin B,,
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anhand der 1.22ng Aflatoxin B,/ul Probenlosung mit
einer Genauigkeit von 4%, bestimmt werden konnten'*!,

ul Probelésung ng Aflatoxin B,

3 3.5
5 6.4
8 9.8

Mittelwert (1.22 +0.05) ng/ul Probeldsung.

F:ij[ dy
2
wh [em?]
Bl 9
B+
20+
0r

? 4 b 8 10
A 5317 clng/Fleck] —

Abb. 17. Eichreihe fir Aflatoxin B, und Gehalts-Bestimmung einer
Probeldsung ; Anregung mit 365 nm Hg, Emission bei 435 nm, spalt-
férmige MeBfldche.

7. Apparatives

Sdmtliche Messungen wurden an einem Zeiss-Chromato-
gramm-Spektralphotometer in Kombination mit einem
Servogor-Schreiber (Metrawatt) oder einem elektronisch
integrierenden und logarithmierenden Schreiber W+ W
3218 (Kontron) durchgefiihrt.

Fiir die Remissionsmessung wird im allgemeinen die fol-
gende Geriteaufstellung gewéhlt (Abb. 18a): Licht der
Wolfram- oder Wasserstoff-Lampe gelangt durch einen
Quarz-Monochromator iiber eine achromatische Abbil-
dungsoptik auf die Probe. Das hier gestreute Licht wird
unter 45° mit einem Photomultiplier gemessen. Der Mef3-
wert wird {iber einen Verstidrker auf einem Schreiber regi-
striert. Die spaltformige MeBflache wird durch eine 1:1-
Abbildung des Monochromatoreintrittspaltes auf die Pro-
be erzeugt. Die Anpassung an die Fleckbreite geschieht
am Monochromator durch Einsteckblenden (3.5-14 mm).
Die DC-Platte liegt auf einem motorisierten Kreuztisch;
damit kann die Chromatogrammbahn an der spaltformigen
MeBfliche vorbeigefithrt werden, und man erhilt so die
Remissions-Orts-Kurve fiir die quantitative Auswertung.
Mit dieser Anordnung sind Remissionsmessungen bis
herunter zu A =190 nm moglich.

[*] Herrn Lorenzen, Landwirtschaftliche Untersuchungs- und For-
schungsanstalt, Bonn, danke ich sehr fiir die Uberlassung der Aflato-
xin-Proben.
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Fiir Remissionsmessungen, bei denen man Fluoreszenzen
ausschlieBen will — z. B. eine Eigenfluoreszenz des Flecks
oder die Fluoreszenz des Plattenuntergrundes — kehrt man
den Strahlengang um (Abb. 18b): Die Probe wird nun
polychromatisch bestrahlt, durch den Monochromator ge-
langt jedoch lediglich Licht der gewiinschten Remissions-
wellenlinge auf den Empfinger. Fiir Messungen der
Fluoreszenzminderung (Abb. 18c) wird der Hg-Mittel-
druckbrenner St 41 anstelle der Gliihlampe in das Lam-
pengehiuse rechts vom Monochromator eingebaut. Mit
dem Monochromator stellt man die Hg-Resonanzlinie bei
254nm ein. Um die Anregungsstrahlung auszuschalten,
wird zwischen Probe und Empfinger ein Sekundirkanten-
filter (Ag,ne 460 nm) eingeschoben.

S,

® Wolframlampe
G— Wasserstofflampe

@ Quecksitberbrenner
@ Empfanger

Abb. 18. Die wichtigsten MeBanordnungen dés Zeiss-Chromato-
gramm-Spektralphotometers.

a) Absorptionsmessung in Remission bzw. in gleichzeitiger Remission
und Fluoreszenzminderung; b) Absorptionsmessung in Remission
bei Stérungen durch Fluoreszenz; c) Absorptionsmessung in Fluo-
reszenzminderung, Anregung bevorzugt bei 254 nm Hg; d) Absorp-
tionsmessung in Transmission; ¢) Simultane Absorptionsmessung
in Remission und Transmission ; f) Fluoreszenzmessung bei Anregung
mit Hg-Linien.

Monochromator

I >

Linienfilter

Kantenfilter

N

[

Probe

Zur gleichzeitigen Messung der Remission und Fluores-
zenzminderung an F,,,-Platten wird dieselbe Anordnung
wie fiir die normale Remissionsmessung gew#hlt (Abb. 18 a).

Fiir Transmissionsmessungen wird das MeBobjekt senk-
recht von oben beleuchtet, der Empfinger befindet sich
unter der Platte (Abb. 18d).
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Fiir simultane Remissions- und Transmissionsmessung
wird die Probe ebenfalls senkrecht von oben beleuchtet;
das diffus reflektierte Licht wird unter 45°, das Transmis-
sionslicht unter 0° unterhalb der Probe gemessen (Abb.
18e).

Fiir Fluoreszenzmessungen wird die Probe mit dem Hg-
Mitteldruckbrenner St41 unter 45° bestrahlt (Abb. 18f).
Die Quecksilberlinien werden durch Primérfilter ausge-
wihlt. Mit Hilfe der Wechseloptik des Geriites, kombiniert
mit einer Irisblende, erhélt man eine kreisformige MeB-
fliche, womit die Gesamtfluoreszenz des DC-Flecks direkt
integriert gemessen werden kann. Durch den Monochro-
mator gelangt nur die Emissionsstrahlung auf den Emp-
fanger. — Bei schlecht aufgetrennten Flecken verwendet man
wegen der besseren Ortsauflosung die spaltformige MeB-
flache.

8. Priiparatives

Das Arzneimittelgemisch aus Coffein, Phenacetin und Sali-
cylamid, Sudanrot, Buttergelb sowic Rhodamin B wurden
auf Kieselgel-Merck-Fertigplatten chromatographiert. Da-
bei wurden als Losungs- und FlieBmittel Merck-Uvasole
verwendet. Die Aflatoxine wurden auf Kieselgel-Fertig-
platten von Macherey und Nagel bestimmt.

Zum Auftragen der Losungen wurde eine gasdichte 250ul-
Spritze (Hamilton) in Kombination mit einer Agla-Mikro-
meterschraube benutzt.

Herrn Dr. W. Tausch, Oberkochen, danke ich fiir Diskussio-
nen und sein Interesse bei der Zusammenstellung der Arbeit.
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