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SUMMARY 

S~ectro@4oronzetric in situ analysis of ~olycyclic aromatic comj+ounds after sefiaration 
on acetylated celldose layers. ,I. Qzcalitative ad qzcantitative evahation 

The evaluation of polycyclic aromatic compounds, separated by thin-layer 
chromatography on acetylated cellulose, is described, In situ measurements of the 
fluorescence, excitation and emission spectra on thin-layer plates by means of a 
spectrofluorometer allow the identification as well as the determination of most of 
these substances. The limit of detection depends on the intensity of fluorescence of 
the aromatic compounds, and was estimated to be 0.1 to 0.001 ,ug on average. The error 
in the reproducibility in spotting the sample on the thin-layer plate is in the order of 
IoO/~. Standard curves show a fairly good linearity up to 0.2 pg of the substance. The 
results obtained from the standard curves, corrected by an external standard, are 
independent of the adjustment of the instrument. 

EINLEITUNG 

Die Bestimmung polycyclischer Aromaten gewinnt ein immer grijsseres Inter- 
esse, denn viele dieser Substanzen sind krebserregend. Ihre Identifizierung wird 
htiufig mit Hilfe der Fluoreszenzspektroslcopie durchgeftihrt, da die meisten Poly- 
cyclen eine charakteristische Fluoreszenz zeigen. Die Nachweisempfindlichkeit liegt 
bei 10-8-10-0 g/ml, daher ist ein sicherer Nachweis von mindestens 0.1 ,ug dieser Stoffe 
in der Probe mtiglich. Voraussetzung ftir die Anwendung der Fluoreszenzspektroskopie 
ist allerdings, dass nicht mehrere polycyclische Aromaten in der Messliisung vorliegen, 
da sie sich in ihrer Fluoreszenz durch Liischung, Uberlagerung usw. stark gegenseitig 
beeinflussen. Die daher notwendige Trennung einer Vielzahl von polycyclischen 
Aromaten, wie sie z.B. im Rauch vorkommen, erfolgt mit Hilfe der kombinierten 
Anwendung verschiedener chromatographischer Trennsysteme. Der durch Aus- 
schiitteln mit ,Llisungsmitteln gereinigte Extrakt lasst sich sYulenchromatographisch 

l Dicsc Arbeit wurdc mit Mitteln dcr Dcutschen Forschungsgemeinschsft untcrsttitzt. 
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an aktivem Aluminiumoxidl-3 oder diinnschicl~tchromatograpl~iscl~ auf Silicagel- 
platten* in mehrere Gruppen auftrennen. Da die einzelnen Gruppen in der Regel 
mehrere Aromaten enthalten, ist ihre simultane fluorometrische Auswertung nur in 
wenigen Fallen mijglich. Zur weiteren Trennung eignet sich acetylierte Cellulose in 
Form von Papier oder Diinnschichtb. Auf diesem Material werden die Aromaten gut 
getrennt, Sie zeigen ausserdem eine wesentlich intensivere und differenziertere Fluores- 
zenz als auf Silicagel oder Aluminiumoxid. Es war daher zu erwarten, dass eine direkte 
qualitative und quantitative Auswertung solcher Dtinnschichtchromatogramme in 
sit24 mijglich ist. 

Zur sicheren Identifizierung der Dtinnschichtflecken ist die Aufnahme der 
Fluoreszenz-Anregungs- und Emissionsspektren erforderlich, wie sie SAWICKI und 
Mitarbeitero bei gaschromatographisch vorgetrennten und auf Dtinnschichtplatten 
kondensierten Substanzen vornahmen. BORNEFF UND FISCHER” konnten bereits 1961 
einige Aromaten durch direkte Aufnahme ihrer Emissionsspektren von acetyliertem 
Papier identifizieren. Die quantitative Auswertung fluoreszierender Diinnschicht- 
flecken wurde schon bei mehreren Substanzgruppen unter Anwendung verschiedener 
Dlinnschichtauswertegerate7-lo mit Erfolg durchgeftihrt. 

APPARATUR 

Zur Ausftihrung der fluorometrischen Analysen stand ein Aminco-Bowman- 
Spectrophotofluorometer (American Instrument Co., Silver Springs, Md., U.S.A.) zur 
VerftigungllJs. Ein aufsetzbares Diinnschichtauswertgerat erlaubt die Aufnahme der 
Spektren direkt von einer Dtinnschichtplatte. 

Zur Erzeugung eines kontinuierlichen Lichtes (ab zoo nm) dient eine Xenon- 
Hochdruck-Lampe. Die Anregungs- und Emissions-(Gitter)-Monochromatoren (zoo- 
800 nm) sind horizontal im go”-Winkel zueinander angeordnet. Zur linearen Ver- 
Ynderung der Wellenlgnge dienen zwei mit den Gittern gekoppelte Synchronmotoren. 
Bei Bentitzung des Dtinnschichtauswertger~tes wird mit Hilfe eines an Stelle des 
Kiivettenhalters angebrachten Spiegel- und Linsensystems der zur Fluoreszenz- 
erzeugung dienende Lichtstrahl im Winkel von go0 nach oben geleitet. Die zur Aus- 
wertung vorgesehene Diinnschichtplatte liegt mit der Schicht nach unten auf einem 
horizontal angebrachten Kreuztisch. Trifft das durch einen engen Spalt (0.5 x 5 mm) 
austretende Anregungslicht auf einen Substanzfleck, so durchdringt das erzeugte 
Fluoreszenzlicht Adsorbensschicht und Glasplatte und wird durch eine Glasfaseroptik 
zum Emissionsmonochromator geleitet. Mit Hilfe eines Elektromotors kann der 
Kreuztisch mit konstanter Geschwindigkeit bewegt werden, wodurch die quantitative 
Auswertung der Dtinnschichtflecken ermoglicht wird. Der Kreuztisch und die optischen 
Systeme befinden sich in einem lichtdicht verschliessbaren Kasten. 

Da die Aufliisung der Fluoreszenz-Anregungs- und Emissionsspektren von der 
Spaltbreite entlang des Anregungs- und Emissionslichtweges abhangig ist, sind be- 
sonders angeordnete diskontinuierliche Spaltsysteme (von 0.5-s mm) eingebaut. Als 
Photomultiplier wenden wir den IP-28 mit einer maximalen Empflndlichkeit bei 
350 nm (Messbereich von 230 bis 600 run) an. Der verstarkte Messstrom wird an 
einem Galvanometer angezeigt und von einem Schreiber (“Servogor” der Fa. Metra- 
watt, Ntirnberg) registriert. Der Anschluss eines XY-Schreibers oder Oszillographen 
ist mijglich. 
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VORBEREITUNGDERPROBE 

Zur Isolierung und Reinigung der in verschiedenen Lebensmitteln, Wasser, 
Luftstaub, Rauchkondensat usw. vorkommenden polycyclischen Aromaten sind 
verschiedene Methoden beschrieben worden1-0v13. Als besonders geeignet erwies 
sich ein von GRIMMER UND HILDEBRANDT~~~ ausgearbeitetes und auf verschiedene 
Lebensmittel angewandtes Verfahren. Die Aufarbeitung der von uns untersuchten 
Proben (Raucherkammerruss, -teer, Rauchkondensat, geraucherte Fleischwaren usw.) 
erfolgt nach dieser Methode, die wie folgt durchgeftihrt wird: 

(a) Extraktion der zerkleinerten Proben mit Methanol und Cyclohexan, 
(b) Fltissig-fltissig-Verteilung zwischen Cyclohexan und N,N-Dimethylforma- 

mid (90% + 10% Wasser) und Riickftihrung der Aromaten in Cyclohexan, 
(c) Reinigung durch Saulenchromatographie an Silicagel. 
Die Vortrennung der polycyclischen Aromaten in sechs Fraktionen ftihren wir 

bei Vorhandensein griisserer Mengen (>o.spg je Komponente) iiber einer Aluminium- 
oxidsaule nach dem VOX-I GRIMMER UND HILDEBRANDT~ beschriebenen Verfahren aus ; 

bei geringeren Mengen verwenden wir Silicagel-Platten, wie sie von FRITZ~ empfohlen 
wurden. Beide Methoden ergeben eine ausreichende Vortrennung des Gernisches zu 
der nachfolgenden Feintrennung, 

EEINTRENNUNG DER POLYCYCLISCHEN AROMATEN 

Zur weiteren Auftrennung der einzelnen Fraktionen benutzen wir eine von 
K~HLER UND EICHHOF+ empfohlene Mischdtinnschicht aus Aluminiumoxid und 
acetylierter Cellulose zur zweidimensionalen Chromatographie. Obwobl wir ,+lie 
Feintrennung der Aromaten nur eindimensional vornehmen, hat sich die Anwendung 
der Mischdtinnschicht im Hinblick auf die Trennscharfe als vorteilhaft erwiesen. 
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Fig. I. Schematische Darstellung der Trcnnung cinzelncr aus Al,O,-Sjiulc gcwonnenc Fraktionen 
(I-VI) eincs Testgcmisches auf Al,O,-wxtyliertcn Ccllulosc-Mischplattcn (I-I 3, siellc Tabcllc I ; 
Sta = Standard, 0.1 ,ug 3,4-Benzpyren). 

. . 
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Zur Herstellung der Mischplatten dient eine Mischung aus acetylierter Cellulose 
(MN 300 G/AC 40% der Fa. Macherey, Nagel und Co.) und Aluminiumoxid (zur DC, 
neutral, Woelm) im Gewichtsverhtiltnis 2 : I. Von diesem Gemisch werden 24 g in 30 ml 
Wasser und 30 ml Methanol mit einem Ultra-Turrax homogenisiert (60 set) und zur 
Beschichtung von fiinf Glasplatten (20 x 20 cm) mit einer Schichtdicke von 0.25 mm 
verwendet. Die vorerst an der Luft getrockneten Platten werden im Umlufttrocken- 
s&rank 18 11 bei 60” nachgetrocknet. Mit Hilfe eines Lineals und eines 3 mm breiten 
Spatels teilt man die Beschichtung in 2 cm breite Streifen auf (Fig. I). Aliquote Anteile 
der eingeengten Fraktionen aus der Aluminiumoxids&Ilel oder aus der Silicagel- 
Platte4 und 0.1 ,ug 3,4-Benzpyren (Standard) werden in 2 cm Breite strichfiirmig auf 
die Startlinien aufgetragen. 

Fig. I zeigt die Verteilung und Trennung des von GRIMMER UND HILDEBRANDT~ 
vorgeschlagenen Testgemisches (bestehend aus dreizehn der am hsufigsten vorkom- 
menden polycyclischen Aromaten) auf der von uns benutzten Dtinnschichtplatte, 
nach der vorangehenden Auftrennung in sechs Fraktionen (I-VI) auf einer Al,O,- 
Sgule. 

Ein gleichm&ssiges Auftragen ist hinsichtlich der Trennsch&rfe und Genauigkeit 
der Auswertung sehr wichtig. Als Laufmittel dient eine Mischung aus Methanol- 
Toluol-Essigs~ure~tl~ylester-Isobutylall~ol~ol-Wasser (60 : 5 : IO : 5 : IS). Die Hijhe des 
ersten Laufes betrggt cu. 18 cm. Eine zwei- oder dreimalige Entwicklung der Platte 
nach Zwischentrocknen verbessert die Trennung wesentlich. 

Die einzelnen Substanzzonen werden unter der UV-Lampe (lang- und kurz- 
wellig) an beiden Enden mit kurzer) Strichen markiert (Fig. I). 

AUPNAHME D@R FLUORIZSZENZ-ANRIZGUNGS- UND IZMISSIONSSPEI~TRI~N 

Die Diinnschichtplatte wird mit der Schicht nach unten auf den I<reuztisch des 
Diinnschichtauswertger5tes gelegt. Der durch einen 0.5 mm breiten und 5 mm langen 
Spalt begrenzte Anregungslichtstrahl sol1 die Substanzbande in der L&ngsrichtung 
und in ihrer Mitte treffen. Die Glasfaseroptik sol1 wegen der erreichbaren hijheren 

ANREGUNGS- UND ~~IISSIONSW~LL~~L~~G~~ POLYCYCLISCI~IER AROMATEN ZUR AUl’NAHhlIS II4RER 

ORTSKURVEN 

NY. Polycyclischc Aromate~k~ Awrgmag Emission 
bei (*tnr) lmi (-am) 

_______ . . _ __.._._..._ -- .__._ --_- -- ._.._._-- . . .-.. 

I 

2 

3 
4 

2 
7 
8 
9 

IO 

II 

12 

13 

Phcnanthrcn 295 4’0 
Anthracen 375 430 
l?yrcn 338 4 IS 
Fluomnthcn 360 465 
Chryscn 322 408 
I ,a-Rcnzanthrnccn 354 412 
3,4-Bxizpyrcn 388 430 
3,4-Bcnzfluoranthcn 355 452 
Pcrylcn 414 446 
I ,2-Bcnzpyrcn 332 408 

I, I 2-Benzperylen 338s 430 
1.2 :5,6-Dibcnzntltl~mccn 351 420 
Coronen 308 452 
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Empfindlichkeit in go0 (Stcllung fiir Messung der Transmission) und nicht in der vom 
Hersteller angegebenen 45”-Stellung zur Platte eingesetzt werden. Die Einstellung der 
Wellenlgnge an den Anregungs- und Emissionsmonochromatoren ist von der zu 
messenden Substanz abhgngig (Tabelle I). Durch wechselndes Verstellen der Wellen- 
lange wird bei unbekannten Substanzen die maximale Fluoreszenzintensit&t ermittelt. 

Vor der Aufnahme der Anregungsspektren mtissen die Spalten im Strahlengang 
des Anregungslichtes m8glichst eng (0.5 mm) eingestellt werden, urn eine ausreichende 
Aufliisung der Spektren zu erreichen. Die Spaltsysteme des Emissionsmonochromators 
sollen mijglichst weit gedffnet sein, urn gut messbare FluoreszenzintensiUiten zu 
erhslten. Die Anregungsspektren werden durch kontinuierliche Vergnderung der 
Wellenlgnge (ab zoo nm) des Anregungslichtes bei der fiir eine maximale Fluoreszenz- 

Emission Anregung 
bei 430 nm bei 390 nm 

Anregung 
bei 370 nm 

Fig. 2. Anregungs- und Emissions-Spclctrum von 3,4-Bcnzpyrcn an acctylicrtcn Ccllulosc-Misch- 
plattcn (Konz. 0.01 ,ug/B:rnclc). 

ausbeute notwendigen Einstellung des Emissionsmonochromators aufgenommen 
(Fig. 2). An Hand des Anregungsspektrums bestimmt man nun den zur Erzeugung 
der maximalen Fluoreszensintensit5t notwendigen WellerGingenbereich genaucr. 
Dieser wird dann am Anregungsmonochromator eingestellt. 

Vor der Aufnahme des Emissionsspektrums wird durch Vergrijsserung des Aus- 
trittsspaltes am Anregungsmonochromator (auf 3-5 mm) ftii- ein intensiveres An- 
regungslicht und durch Einstellung sehr enger Eintritts- und Austrittsspalte am 
Emissionsmonochromator fiir eine gute Aufliisung des Spektrums gesorgt. Falls nicht 
zu starkes Streulicht auftritt, stellt man die Anfangswellenl5.nge am Emissionsmono- 
chromator niedriger als die des Anregungsmonochromators ein, andernfalls sollte die 
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Wellenkinge so niedrig eingestellt werden, wie es das Strerilicht zulgsst (Fig. 2). Durch 
kontinuierliche Veranderung der Wellenl&ngeneinstellung des Emissionsmono- 
chromstors bei konstanter Anregungswellenl2nge und gleichzeitiger Registrierung 
der FluoreszenzintensiCitsCinderungen &hUt man das Emissionsspektrum der Sub- 
stanz (Fig. 2). 

AUFNAHME DER FLUORESZENZ-ORTSKURVEN 

Das strichfijrmige Auftragen der einzelnen Fraktionen bewirkt, dass nach der 
Entwicklung der Platte die einzelnen Substanzen bandenfijrmig getrennt vorlie’gen. 
Das Auswertungsprinzip ist das gleiche wie bei der Elektrophorese’. Die Diinnschicht- 
Platte wird mit konstanter Geschwindigkeit’ durch den Anregungslichtstrshl des 
huswertger&tes gefahren. Hierbei wird ein aliquoter Anteil der Substanzbande von 
dem 0.5 mm breiten und 5 mm langen Anregungslichtstrahl kontinuierlich erfasst. 
Bei laufender Registrierung der Pluoreszenzintensit&tstinderung mit einem Linear- 
schreiber erhglt man die entsprechenden Ortskurven (Fig. 3). 

Bei der quantitativen Auswertung stellt man an dem Monochromator die zur 
Erzeugung der maximalen Fluoreszenzintensit8t erforderlichen stoffspezifischen 
Anregungs- und Emissionswellenl5ngen ein. Falls zu starlces Streulicht stiirend wirkt, 
w5hlt man eine heher liegende Emissions- oder eine niedrigere Anregungsbande 
(Tabelle I). Da praktisch jeder der zu untersuchenden polycyclischen Aromaten eine 
andere ideale Anregungs- und EmissionswellenlZinge besitzt, wird eine Trennungs- 
reihe so oft und bei so vielen Monochromatoreneinstellungen durchfahren, wie Sub- 
stanzen quantitativ zu bestimmen sind. 

3,4-Benrpyren 
(390/430) 

3.4-Benrfiuoranthen 
(354 1457 

Chrysen / (322 408) 
Pyren (3381415) 

Fluoranthen (3601465) 
unbekannt (34W424) 

Trennrichtung 

Fib’, 3. liegistricrung clcr l~luorcszcnzortskurverl cincr Trcnnrcihc (cu. 0.01 his 0.3 fcg jc ICon~po-a 
ncnte) bci substanzspczifishcr Anrcgungs- untl l~~nissionswcllcnl!ingcn (AA I Anregungs- : 1~ = 
EtnissionswellcnlBnge). 

J. Cltronratog., 50 (1970) .72--82 
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Wie Fig. 3 zeigt, gelingt auf diese Weise eine fast stdrungsfreie und sehr empfind- 
lithe Aufnahme der Ortskurven au& bei nicht vollstandig getrennten Substarrzbanden, 
wie es z.B. bei 3,+Benzpyren und 3,+Benzfluoranthen oder Pyren und Fluoranthen 
der Fall sein kann. 1st die Konzentration entlang den z cm langen Banden nicht ganz 
gleichmassig verteilt, so empfiehlt es sich, die Messung der einzelnen Substanzbanden 
an drei Stellen der Zone zu wiederholen und bei der Auswertung den Mittelwert zu 
bilden . 

Bei der Aufnahme der Ortskurven miissen alle Messbedingungen ,konstant ge- 
halten werden, da nur so vergleichbare Messgrijssen zu erwarten sind. Man halt daher 
Spa&system, Photomultiplier, Empfindlichkeits- und Schreibereinstellung konstant, 
so dass nur die elektronische Abschwachung des maximalen Versttirkungsgrades in 
konstanten Proportionen (z;B. I :3.0; I : IO; I :30 usw.) mit Hilfe des Meter-Multipliers 
stattfindet. Bei der Aufnahme der Ortskurven wenden wir folgendes Spaltsystem an : 

5 ; 0.5 ; o.s-Platte-o.5 ; 0.5 mm. Bei dieser engen Spalteinstellung ist die Registrierung 
von 0.01 ,ug 3,+Benzpyren, verteilt auf einer 2 cm langen Bande, mit einem 70-80~/~- 
igem Skalenausschlag bei maximaler Versttirkereinstellung (Meter-Multiplier : 0.001; 

Sensitivity: 20) miiglich. Bei konstantem Kreuztischvorschub von 7.5 cm/min und 
Papiervorschub von 12 cm/min erhalt man gut auswertbare Ortskurven. 
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Fig. J, ProportionalitKt zwischen Mcngen von 3,4-Benzpyren und ihre Fluorcszcnzortskurven (hei 
IO-' g/Bade wurdc die Versttlrkung verclreifacht). 
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AUSWERTUNG DER ORTSKURVEN 

Zur quantitativen Auswertung der Ortskurven ist die Kenntnis der Beziehungen 
zwischen Substanzmenge und GrBsse der Ortskurven unerl&slich. Fig. 4 zeigt die 
Ortskurven unterschiedlicher Mengen an 3,4-Benzpyren. Eine lineare Beziehung 
zwischen H&e der Ortskurven und Substanzmenge ist nur im Bereich von 0.01 bis 
0.1 ,ug/Bande zu beobachten. Ab 0.2 ,ug wird der Hijhenunterschied immer kleiner, 
die Breite der Ortskurven nimmt dagegen zu. Da sich die Breite der einzelnen Banden- 
und somit der Ortskurven-such von Platte zu Platte vergndert, wobei Durchmesser 
der Auftraglinie, Laufstrecke, Zahl der Entwicklungen usw. eine Rolle spielen, muss 
die Breite der aufgezeichneten Ortskurven zur Auswertung herangezogen werden. 

Wir fanden, dass durch Multiplikation der gemessenen Fluoreszenzintensit%.ts- 
maxima (in Skalenteilen) und der korrigierten Fussbreite der Ortskurven B (in cm; 
Fig. 5) ein zur quantitativen Berechnung geeigneter Fl%.chenwert (FIW) entsteht. Urn 
die durch unterschiedliche Dicke der Schicht und der Glasplatte und durch unvermeid- 

Fig. 5. Auswertung tlcr ~luorcszcnzortslturvcrl nach Htjhc (in SICT = Slcalcntcilcn) uncl ltorri- 
gicrtcr Fussbrcitc (R, in cm). 

lithe apparative VerZnderungen (2.13. bei der Xenonlampe, Photomultiplier usw.) 
bedingten Abweichungen zu kompensieren, miissen die Fl&chenwerte mit einem aus 
dem auf derselben Platte mitchromatographierten Standard (0.1 ,ug 3,4-Benzpyren) 
berechneten Faktor (F) multipliziert werden. 

” = FlW dezgandI.rds c 

Bei 15 Messungen schwankte dieser Faktor 2.13, zwischen 0.96 und 1.31 (Mittel 1.08). 

Bei den von uns gew5hlten Messbedingungen ist zur Registrierung der Fluores- 
zenzintensitst des Standards eine Abschw$chung der maximalen Versttirkung von 
I zu IO erforderlich. Zur Berechnung der Gesamtfluoreszenzintensitzt (GFI = In- 
tensitgt bei maximaler VersCirkung) fiir 0.1 ,ug 3,4-Benzpyren muss der auf IOO korri- 
gierte Fl~chenwert mit IO multipliziert werden. Somit weist er eine GFI von 1000 auf 
(Fig. 6). 

Die Berechnung der GesamtfluoreszenzintensiCit aus den Ortskurven unbekann- 
ter Mengen erfolgt wie beim Standard: 

GFI = SKT x B x F x Abschwtichung. 

,I. Clwowzatog., 50 (1970) 72-82 
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Zur Ermittlung der Substanzmengen, welche auf der Dtinnschicht vorliegen, 
werden die Eichkurven verwendet (Fig. 6). 

Zur Atlfstellung der Eichkurven haben wir die einzelnen Substanzen in ver- 
schiedenen Mengen nach der beschriebenen Methode mehrfach chromatographisch 
ausgewertet und die Ergebni.sse in ein doppeltlogarithmisches System eingetragen. 
Je nach FluoreszenzintensitBt der einzelnen polycyclischen Aromaten verlaufen die 
Kurven zwar in unterschiedlichen Messbereichen, aber alle mit einer Neigung von 
cu. 45”, wenn ihre Menge unterhalb der 0.1 pg/Bande liegt. Bei grijsseren Mengen 
flachen die Kurven ab, wie es nach Angaben von DANCXWORTT UND EISENBRAND~* 
bei Messungen in Lijsungen zu erwarten ist. ‘Eine quantitative Auswertung ist bei 

J’Perylen 4141446 

3,4-Benzpyren 390 1430 

Benzperylen 3831430 

Pyren 33el415 
34-Benzfluoronthen XS/~ 
Coronen 30.3~4s~ 

Nuor&Vhen 3601465 
Oibenron thrac en 3511426 
!2-Benzon thracen 35414~ 

An thr acen 3761430 

GWentpyren 3321408 

Chrysen 322 I4ooe 

‘hdi__.--‘_. _-.._ __.__ 
a7 ~~~_~~~ronr,~--tli-.____.~______. _. . _ . . . ..--- -- 

auf Pcm 

;2 

Fig. 6. Eichkurvcn verschicclencr polycyclischer Aromcztcn im cloppcltlogarithmischcn System 
zur Ermittlung ihrer Mcngc auf clcn AI,O,--acctylierten Cellulose-Mischplattcn, bci z cm B-cite 
strichf6rmiger Auftragung uncl den angcgcbcncn hnrcgungs- uncl Emissionswcllenl~ngcn. 
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Mengen tibcr z-3 ,ug nicht mehr mBglich, Falls Substanzmengen unterhalb von 0.01 
&Bande vorliegen sollten, erfolgt ihre Berechnung au.3 p der in diesem Mengenbereich 
linearen Beziehung zwischen Gesamtfluoreszenzintensitat und Menge. Bei Substanz- 
mengen iilxr I pg ist die Trennung mit kleineren Mengen zu wiederholen oder nach 
Extraktion des Pleckes durch UV- oder Fluoreszenz-Spektroskopie quantitativ zu 
ermitteln1~4. 

GENAUIGKEIT I)@R METHODE 

Die Nachweisempfindlichkeit einzelner polycyclischer Aromaten ist durch ihre 
Fluoreszenzintensit%t begrenzt. Aromaten, die auf acetylierter Cellulosesclncht sehr 
intensiv fluoreszieren, wie z.B. Perylen, 3,4-Benzpyren, I, Iz-Bcnzperylen, Pyren 
usw., sind noch in ng-Mengen sebr gut nachzuweisen. Crysen, I,z-Benzpyren, Anthra- 
ten, die nur schwach fluoreszieren, sind erst in Mengen tiber 0.1 pg, Phenanthren erst 
ab I pg zu erfassen. 

Diese sehr unterschiedlicbe Nachweisempfindlichkeit beeinflusst die Genauig- 
keit der quantitativen Auswertung in sitzt sehr wesentlich. Die Reproduzierbarkeit 
der Messung und Auswertung bei der Chromatographie belcanntcr Mengen wies eine 
& Io%ige Abweichung auf. Dies ist auf die Schwierigkeit der Auftragung quanti- 
tativer Mengen von Testgemischen mit Hilfe der von uns benutzten Mikropipetten 
zurtickzuftihren. 

Mit der bier beschriebenen Methode konnten 75435% der eingesetzten poly- 
cyclischen Aromateri (0.1 rug je IComponente) wiedergefunden werden. GRIMMER UND 

HILDEBRANDT~ geben einc qj-xoo%ige Wiederfindung bei Anwendung der simultanen 

UV-spektrosltopiscllen Methode an. Die eingesetzten Substanzmengen betrugen aller- 

dings im Gegensatz zu unseren Versuchen mehrere ,LJ~ je Komponente. Die von uns 
gefundenen hijheren Verluste sind weitgehend mit der Schwierigkeit der quantitativen 
Ubertragung der einzelnen Fraktionen auf die Dtinnschicht zu erkkiren. Bei Anwen- 
dung eines automatischen Auftragegerates dtirften sowohl die Reproduzierbarkeits- 
als such die Wiederfindungsfehler wesentlich gemindert werden. 

ZUSAMMENFASSUNCI 

Die Auswertung der auf Dtinnschicht (acetylierten Cellulose) getrennten poly- 
cyclischen Aromaten mit Hilfe eines Spektralphotofluorometers Z’YZ sitti erlaubt die 
Aufnahme der Fluoreszenz-Anregungs- und Emissionsspektren und somit ihre sichere 
Identifizierung, sowie die simultane quantitative Bestimmung einer Grosszabl von 
Substanzen. Die Nachweisbarkeitsgrenze liegt je nach Fluoreszenzintensit2.t der 
Aromaten zwischen 0.1 und 0.001 pg. Die Reproduzierbarkeit bei bandenfijrmiger 
Auftragung weist x00/O Fehler auf. Die angegebenen Eichkurven verlaufen bis cn. 
0.2 pg Substanz/Bande weitgehend linear und kijnnen bei Benutzung eines externen 
Standards unabhangig von apparativen Vertinderungen verwendet werden. 
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