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Abstract and in the determination of trace com- 
ponents a high seperation power is nee- 

In the analysis of naturalcompounds, ded. A substantial improvement in se- 
which represent very complex mixtures, peration can be achieved by combina- 

tion of two or more chromato~raphic 
u 

Plenarvortrag systems with different characteristics. 

25. Jahrestagung der Gesellschaft fiir Arznei- ne possible combinations of the main 
ptIanzenfors&u&, Ziirich, 12.-16. Sept. 1977. chromatographic techniques ' such as 
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292 Kubeczka 

GLC, TLC and L C  including high per- 
formance techniques by two-dimensio- 
nal chromatography, column-switching 
(heart cutting) and other direct transfer 
techniques are described. 

Unter den modernen Analysenver- 
fahren spielen chromatographische Me- 
thoden eine dominierende Rolle. Die 
sprunghafte Zunahme unserer Kennt- 
nisse iiber die Zusammensetzung kom- 
plexer Naturstoffgemische in den ver- 
gangenten 20 Jahren ist eng mit der Ent- 
wicklung chromatographischer Verfah- 
ren verknupft. So ist es heute moglich 
mit Hilfe von Hochleistungs-Trennsau- 
len Substanzgemische gaschromatogra- 
phisch in einem Arbeitsgang in mehrere 
hundert Einzelkomponenten zu zerle- 
gen. Aber auch auf dem Gebiete der 
Fliissigkeits-Sa~lenchromato~raphie 

(FSC) und der Diinnschichtchromato- 
graphie (DC) wurden Hochleistungs- 
techniken wie die Hochdrudc-Flussig- 
keitschromatographie (HPLC) und die 
Hochleistungs-Diinnschichtchromatogra- 
phie (HPTLC) entwidrelt. 

Trotzdem ist es bei der Kompliziert- 
heit vieler Naturstoffgemische nicht 
moglich, alle Komponenten in einem 
chromatographischen System zu tren- 
nen. Dies ist im Wesentlichen auf drei 
Fakten zurudrzufiihren, die die Quali- 
tat einer Trennung mai3geblich beein- 
flussen und limitieren: 

1. Bodenhohe h und Bodenzahl n 
Sie bestimmen die Anzahl Kompo- 

nennen, die sich in einem chromatogra- 
phischen System aufgrund der diffusi- 
ven Bandenverbreitung noch trennen 
und nachweisen lassen. Aus der von Van 
DEEMTER U. a. [I] erstellten Beziehung 
(Abb. 1.1) geht hervor, dai3 h von Ar- 

EinflungroOen ouf die Trennqualltat 

B ( I )  h =  A + - + C , . u + C , . u  u 

L n = -  
h 

Abb. 1: EinfluBgroRen auf die Trennqualitat. 

beitsparametern wie der Stromungsge- 
schwindigkeit der mobilen Phase u und 
der physikalischen Beschaffenheit der 
stationaren Phase wie Teilchenforrn, 
Teilchengrofie usw., die den A- und B- 
Term beeinflussen, abhangt; hinzu kom- 
men stoffliche Eigenschaften, die den 
sog. Massentransport in der mobilen 
(C,) und stationaren Phase (Cs) bestim- 
men. 

Durch enge Klassierung hochwertiger 
Sorbentien lassen sich heute in den mei- 
sten Fallen sehr zufriedenstellende Er- 
gebnisse erzielen. In die Bodenzahl n 
geht neben der Bodenhohe h die Lange 
L des zur Verfugung stehenden Trenn- 
bettes ein, der sie direkt proportional 
ist. 

2. Selektivitiit 
Die zweite GroGe, die die Qualitat 

einer chromatographischen Trennung 
entscheidend beeinflufit ist die Selekti- 
vitat des gewahlten chromatographi- 
schen Systems. Sie ist der am stiirksten 
die Trennung beeinflussende Parameter 
und setzt die richtige Wahl von statio- 

D
ie

se
s 

D
ok

um
en

t w
ur

de
 z

um
 p

er
sö

nl
ic

he
n 

G
eb

ra
uc

h 
he

ru
nt

er
ge

la
de

n.
 V

er
vi

el
fä

lti
gu

ng
 n

ur
 m

it 
Z

us
tim

m
un

g 
de

s 
V

er
la

ge
s.



Chrornatographische Kornbinationstechniken 293 

narer und mobiler Phase fiir ein be- 
stimmtes Trennproblem voraus. Hier 
sol1 unter der Selektivitat a (= iden- 
tisch mit der ,relativen Rentention" 
bzw. der ,spezifischen Selektivitat" o )  
das Verhaltnis der Verteilungskoeffi- 
zienten K zweier Substanzen 1 und 2 
verstanden werden, das bei isokrati- 
schen und isothermen, konst. appa- 
rat, Bedingungen zahlenmaflig dem 
Verhaltnis der Netto-Retentionszeiten 
entspricht (Abb. 1.2). In der Gaschro- 
matographie sind auRerdem 2 Substan- 
Zen mit gleichen Dampfdriicken pi und 
p, zu betrachten. Abb. 2 verdeutlicht 
die Einflusse von Selektivitat und 
Bodenzahl auf dieTrennqualitat. In den 
Beispielen A und B ist eine geringere 
Bodenzahl fur die groi3eren Peakbreiten 

verantwortlich, wahrend die Peakmaxi- 
ma in den Beispielen A und C infolge 
hoherer Selektivitat weiter voneinander 
entfernt sind. Wie aus der Abbildung 
hervorgeht, wird die Trennung zweier 
Substanzen vie1 starker durch die Selek- 
tivitat als durch eine Erhohung der 
Bodenzahl beeinflui3t. 

Hierbei zeigt sich aber bereits die Pro- 
blematik der Optimierung eines chro- 
matographischen Systems bei der Ana- 
lyse von Naturstoffen, die in vielen 
Fallen in aufierst komplexen Mi- 
schungen votkommen. Hohe Selektivi- 
tat bezieht sich stets auf 2 Verbindun- 
gen, allenfalb auf 2 Gruppen von Ver- 
bindungen, nicht aber auf eine breitge- 
streute Palette verschiedenster Stoffe 
und Stoffklassen, wie sie z. B. bei atheri- 

Abb. 2: Einfluil von Bodenzahl und Selektivitat auf die Trennung zweier Substanzen. 
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Kubeczka 

schen ZTlen vorliegt. Es ist daher stets - 
selbst bei Einsatz der leistungsfahigsten, 
chromatographishen Systeme mit Sub- 
stanzuberlappung zu rechnen. 

3. Dosierqualitat 
. Eine dritte GroBe, der meist nicht die 

erforderliche Aufmerksamkeit geschenkt 
wird, die ihr gebuhrt, die jedoch die 
Qualitat einer Trennung ebenfalls stark 
beeinflussen kann, ist die sog. ,Dosier- 
qualitat" Qs (Abb. 1.3) nach KAISER 
[2, 31. Sie ist ein Maf3 fur die Ausnut- 
zung des verfugbaren Trennvermogens 
einer Saule bzw. einer Dunnschicht und 
ist vorrangig von der ,StartbreiteU b, 
der einzelnen Komponenten in einer 
Analysenmischung abhangig. b, und b,, 
konnen aus isokratischen Chromato- 
grammen leicht durch Messung der b,,,- 
Werte und anschlieflende Extrapolation 
ermittelt werden. Fur gute Trennungen 
sind demnach moglichst schmale Start- 
banden erforderlich, eine empirisch 
langst bekannte Tatsahe, die es nur zu 
beachten gilt. Spezifische Schwierigkei- 
ten der Naturstoffanalytik in diesem 
Zusammenhang sind haufig die hohe 
Verdiinnung der Untersuchungsproben 
und die damit verbundene Dosierung 
von grof3en Probenvolumina. 

Eine entscheidende Verbesserung der 
Trennqualitat und eine Minderung der 
aufgezeigten Schwierigkeiten ist durch 
die Anwendung mehrerer chromatogra- 
phischer Systeme moglich, eine Erkennt- 
nis, der bereits lange bei der Analyse 
komplizierter Gemische Rechnung ge- 
tragen wird. Vortrennung komplexer 
Gemische bzw. Anreicherung von Spu- 
renkomponenten mittels eines chroma- 
tographischen Systems wie z. B. der Ad- 
sorptions-Flussigkeits-Saulenchromato- 

graphie und Feintrennung in einem 
zweiten System wie z. B. der DC oder 
GC sind lange geiibte Verfahren; doch 
ist dieses Vorgehen sehr zeit- und ar- 
beitsaufwendig, z. T. auch Ursache von 
Analysenfehlern, wenn beide Systeme 
fiir sich ohne Anpassung aneinander 
eingesetzt werden. Hier sollen deshalb 
ausschliei3lich Kombinationen zweier 
oder mehrerer aufeinander abgestimm- 
ter Chromatographiesysteme erorten 
werden, die vor allem einer Steigerung 
der Trennleistung und Nachweisemp- 
findlichkeit dienen, aber auch die Iden- 
tifizierung der getrennten Stoffe erleich- 
tern konnen. 

Diese Kombinationstechniken werden 
im allgerneinen als zwei- oder mehr- 
dimensionale Chromatographie, bzw. 
als Kopplungs- oder Transfertechnik 
bezeidnet. Wegen der in der Literatur 
vorkommenden unterschiedlichen Ver- 
wendung dieser Termini, sollen zu- 
nachst die Begriffe knapp erlautert wer- 
den. 

Der Begriff der zweidimensionalen 
Technik wurde zuerst auf die planar- 
chromatographischen Verfahren PC und 
DC angewandt, wenn nach Entwick- 
lung in einer FlieBrichtung und Zwi- 
schentrocknung mit einer anderen, zwei- 
ten mobilen Phase senkrecht dazu, also 
in einer zweiten Dimension weiter auf- 
getrennt wird. 

Durch Hintereinanderschalten zweier 
Trennsaulen unterschiedlicher Qualitat, 
z. B. gepackte und Kapillar-Trenndule 
in der GC, lassen sich mit der zweidi- 
mensionalen Planarchromatographie 
prinzipiell vergleichbare Resultate er- 
zielen, sodaB auch hier der Begriff der 
zwei- oder mehrdimensionalen Arbeits- 
technik denkbar erscheint. Schliefllich 
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Chromatographische Kornbinationstechniken 295 

lassen sich auch hier die Resultate ,zwei- 
dimensionalu darstellen. 

Zutreffend und eindeutiger ist es je- 
doch, von einer Kopplung zweier 
Trennsaulen zu sprechen, wie es sich be- 
reits fiir die ,on lineu-Verbindung chro- 
matographischer Trennsaulen mit Spek- 
trometern eingeburgert hat. Die direkte 
Kopplung zweier chromatographischer 
Verfahren setzt voraus, da8 bei der 
ersten Trennung die Elutionstechnik an- 
gewandt wird, d a  nur bei dieser Technik 
die getrennten Verbindungen konti- 
nuierIich im Eluatstrom erhalten wer- 
den. 

Nach einer entwicklungschromato- 
graphischen Arbeitstechnik liegen die 
getrennten Verbindungen sorbiert vor 

und erfordern fur die Oberfiihrung in 
das zweite chromatographische Trenn- 
system eine besondere Transfertechnik, 
welche die Desorption der zu unter- 
suchenden Substanzen vom Sorbens mit 
einschlienen mui3. 

Die in nachfolgender Aufstellung 
(Abb. 3) enthaltenen Anordnungen stel- 
len - im Gegensatz zur geiibten Sprach- 
praxis - unseres Erachtens keine mehr- 
dimensionalen Methoden dar, wie 
durch Vergleich mit den entsprechenden 
DC-Techniken einzusehen ist: Der pa- 
rallele Betrieb zweier Trennsaulen 1 
und 2 entspricht der parallelen DC- 
Untersuchung eines Substanzgemisches 
in zwei verschiedenen Trennsystemen, 
z. B. in verschiedenen Flieamitteln FM1 

Abb. 3: Vergleich dulenchromatographischer Anordnungen mit dem entsprechenden eindimen- 
sionalen DC-Techniken. 

LTl",: 

n! H nz-M. 

in Strie 
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296 Kubeczka 

und FM2. Die Aufteilung des Saulen- 
eluates auf zwei verschiedene Detek- 
toren hat in der DC im Bespriihen mit 
zwei verschiedenen Detektionsmitteln 
1 und 2 eine Parallele. Eine Serienschal- 
tungzweierTrennsaulen kommt schliefl- 
lich in der D C  einer Zweifachentwick- 
lung oder St~fenentwicklun~ in unter- 
schiedlichen Flieflmitteln gleich. In allen 
genannten Fallen wird bei planarchro- 
matographischen Verfahren nicht von 
mehrdimensionaler Chromatographie 
gesprochen. 

Tabel le I 
Kombinationsmoglichkeiten chromatographi- 
scher Verfahren 

DC-DC DC-FSC DC-GC 
GC-GC GC-FSC GC-DC 
FSC-FSC FSC-GC FSC-DC 

Tabelle I zeigt die Kombinations- 
moglichkeiten der wichtigsten chroma- 
tographischen Verfahren, die in dieser 
Arbeit behandelt werden sollen. Dabei 
ist es aus Platzgriinden nicht moglich, 
eine vollstandige Zusammenstellung der 

in der Literatur beschriebenen Varian- 
ten zu den einzelnen Kombinationen zu 
geben; vielmehr sollen die Grundlagen 
der einzelnen Techniken an einigen aus- 
gewahlten Beispielen erlautert und die 
sich fur die Naturstoff-Analytik erge- 
benden Moglichkeiten aufgezeigt wer- 
den. 

DC - DC 
Die Kombinationen zweier diinn- 

schichtchromatographischer Entwick- 
lungsprozesse in Form der zweidimen- 
sionalen D C  kann als allgemein be- 
kannt angesehen werden. Problematisch 
hierbei ist die in der Mehrzahl der Falle 
erforderliche hohe Substanzkonzentra- 
tion zu Beginn der Trennung, die viel- 
fach zur Schichtuberladung und damit 
zu einer Trennleistungsminderung 
fuhrt, da die nach der Chromatographie 
uber die gesamt Plattenflache verteilten 
Substanzen zunachst in einem Punkt 
konzentriert sind. Eine Verbesserung 
kann durch bandenformiges Auftragen 
der Analyse erzielt werden (Abb. 4). 

lo1 I b l  

Abb. 4: Zweidimensionale DC nach bandenformiger Probenaufgabe; a) DC-Platte nach erster 
Entwicklung; b) DC-Platte na& dern Zusammenziehen der Banden vor der zweiten Entwidrlung. 
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Chromatographische Kombinationstechnik 

Die nach der ersten Entwicklung eben- 
falls bandenformig vorliegenden Stoffe 
bzw. Stoff gemische werden anschlieaend 
senkrecht zur ersten Laufrichtung durch 
Verdrangungstechnik in der emporstei- 
genden Losungsmittelfront zu schmalen 
Banden zusammengedrangt, die ihrer- 
seits nach Zwischentrocknung als Start- 
flecken fur die Entwicklung in umge- 
kehrter Richtung im eigentlichen zwei- 
ten FlieBmittel dienen. 

Leistungsfahiger, wenn auch hoher in 
Zeit- und Arbeitsaufwand, ist die Kom- 
bination der konventionellen DC als 
erster Trennmethode mit nachfolgender 
HPTLC-Trennung, wobei vor allem 
der wesentlich niedrigere Substanzbe- 
darf letzterer einen gunstigen Einflui3 
auf die Trennleistung ausubt. 

GC - GC 
Die Kombination zweier oder mehre- 

rer Trennsaulen in der Gaschromato- 
g-aphie, die sich in der Prozeflgaschro- 
matographie seit langem bewahrt hat, 
fuhrt bei der Analyse von komplizier- 
ten Stoffgemischen zu einer erheblichen 
Steigerung der Selektivitat. Durch 
Uberfiihrung einzelner ungetrennter 
Probenanteile vom Ende einer Trenn- 
saule auf eine weitere Trennsaule ande- 
rer Selektivitat laat sich auch ein kom- 
pliziertes Stoffgemisch weitgehend in 
Einzelkomponenten zerlegen. Dazu 
werden zwei oder mehrere Trennsaulen 
in Serie geschaltet. Die in Trennsaule 1 
aufgetrennten Verbindungen werden 
uber ein Umschaltventil direkt in den 
Detektor geleitet. Nicht aufgeloste 
Peaks werden durch Betatigung des 
Ventils in einezweite Trennsaule anderer 
Selektivitat geleitet und gelangen nach 
erfolgter Trennung in den Detektor. 

Auf diese Weise laat sich ein in Trenn- 
saule 1 nicht getrenntes Substanzpaar 
nach Umschalten auf eine zweite Saule 
durch Knderung der Selektivitat der 
stationaren Phase vollig trennen. 
Schwierigkeiten konnen bei dieser Ar- 
beitsweise durch die begrenzte Tempe- 
raturbestandigkeit des Umschaltventils 
und durch vorhandene Totvolumina 
auftreten, die eine Trennleistungsmin- 
derung durch Bandenverbreiterung zur 
Folge haben. 

Durch eine sog. ventillose Trennsau- 
lenschaltung nach DEANS [4] lassen sich 
diese Schwierigkeiten jedoch vollig aus- 
raumen, da  bei dieser pneumatischen 
Schaltung die Analysenprobe mit den 
Ventilen nicht in Beruhrung kommt. 

Erforderlich sind mehrere Regler und 
Ventile, deren Anordnung aus Abb. 5 
hervorgeht. Das uber das Magnetventil 
MV1 in den Einspritzblock eines Gas- 
chromatographen stromende Tragergas 
transportiert die injizierte Analysen- 
probe in die Trennsaule 1, wo eine 
partielle Trennung eintritt. Diese kann 
vom Detektor A registriert werden, 
wahrend Saule 2 iiber MV2 mit Trager- 
gas versorgt und gespiilt wird. Durch 
Schlieflen der Ventile 2 und 4 lassen sich 
ungenugend getrennte Verbindungen in 
die zweite Saule iiberfiihren und weiter 
auftrennen. Ein Beispiel fur eine der- 
artige als ,,heart-cut" bezeichnete Ar- 
beitstechnik findet sich bei SCHOMBURG 
[5] (1975), der die verschiedensten gas- 
chromatographischen Saulenschaltungen 
untersucht und auf diesem Gebiet Pio- 
nierarbeit geleistet hat. Der im Chro- 
matogramm 1 (Abb. 6) eingezeichnete 
Bereich wurde durch eine entsprechende 
Schaltung in eine zweite Trennsaule 
geleitet und dadurch weiter aufgetrennt. 
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298 Ku beczka 

Abb. I: .VentilloseU SQaltung zweier gc-Trennsaulen (na& Daens, 1968 und SCHOMB~RG 
1975). D = Detektor; MV = Magnetventil; FS = Filtersaule. 

et al., 

I I 
heart-cut 

Abb. 6: "Heart cutn einer Peakgruppe (Chromatogramm 1) und Auftrennung in einer zweiten 
Trennsaule (Chromatogramm 2). 
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Chromatographische Kombinationstechniken 299 

Eine Steigerung der Trennqualitat 
konnte derselbe Autor durch kurzfristi- 
ges Ausfrieren des ,,heart-cut's" und an- 
schliei3endes rasches Aufheizen dieser 
Zone vor bzw. am Anfang der zweiten 
Trennsaule erzielen, wodurch eine ther- 
mische ~ r o f i l k ~ m ~ r i m i e r u n ~  der Probe 
eintritt. Hierdurch wird auch fiir die 
zweite Trennsaule ein kleiner b,-Wert 
erzielt, was sich auf die Trennleistung 
giinstig auswirkt. Die Kombination ei- 
ner gepackten und einer Kapillar- 
Trennsaule erweist sich durch diesen 
Kunstgriff als ideale Anordnung bei der 
Untersuchung von Spurenkomponenten, 
ohne die empfindliche Kapillarsaule mit 
hohen Probemengen belasten zu mussen. 
Das Ausfrieren bzw. Aufheizen der 
interessierenden Probenanteile geschieht 
durch Einleiten von kalten bzw. heii3ern 
Stickstoff in ein iiber den Kapillardu- 
lenanfang gestiilptes kurzes Rohr. Un- 
interessante Probenanteile werden uber 
ein Magnetventil entfernt. 

Mit der ,,heart-cut"-Methode lassen 
sich auch Spurenkomponenten von s t 6  

renden Haupt- oder Losungsmittelpeaks 
durch ,,Anschneiden" derselben abtren- 
nen, wie Abbildung 7 zeigt. Im linken 
Chromatogramm, das die Trennung ei- 
ner Probe nach Passage zweier, hinter- 
einandergeschalteter Trennsaulen dar- 
stellt, lassen sich neben dem Losungs- 
mittel zwei Komponenten registrieren. 
Durch Anschnitt des Losungsmittel- 
peaks, d. h. durch Ableiten eines Teils 
des Losungsmittels nach der ersten 
Trenndule, lassen sich drei Komponen- 
ten (1-3) registrieren, die im normalen 
Chromatogramm vom Losungsmittel- 
peak iiberdeckt und damit nicht nach- 
weisbar sind. Spurenkomponenten, die 
unmittelbar nach Hauptkomponenten 
eluiert werden, lassen sich rnit dieser 
Technik iiberhaupt erst erfassen und 
quantitativ exakt bestimmen. 

FSC - FSC 
Trennsaulenschaltungen in der Fliis- 

sigkeitschromatographie sind sowohl in 
der Niederdruck- [6] als auch in der 
Hochdruck-Saulenchromatographie [7] 

Abb. 7: Anscfinitt eines Lijsungsmittelpeaks nach der ,heart cutn-Methode. 
a) normale Trennung iiber Vor- und Trennsaule; b) Trennung nach Anshnitt des Losungsmittels. 

D
ie

se
s 

D
ok

um
en

t w
ur

de
 z

um
 p

er
sö

nl
ic

he
n 

G
eb

ra
uc

h 
he

ru
nt

er
ge

la
de

n.
 V

er
vi

el
fä

lti
gu

ng
 n

ur
 m

it 
Z

us
tim

m
un

g 
de

s 
V

er
la

ge
s.



Ku beczka 

bekannt. Voraussetzung fur den analy- 
tischen Einsatz dieser Technik im Hoch- 
druckbereich war die Entwidrlung eines 
geeigneten Schaltventils mit geringem 
Totvolumen, eine Aufgabe, die heute als 
weitgehend . gelijst betrachtet werden 
kann [7, 81. 

Die Serienschaltung von zwei Trenn- 
siulen gleicher Packung aber unter- 
schiedlicher Lange, wovon die kurzere 
vorzuschalten ist, dient der Abkurzung 
der Elutionsdauer langsam in einem 
Trennsystem wandernder Komponen- 
ten. Dazu werden die zuerst aus der 
Trennsaule 1 austretenden Komponen- 
ten in die zweite Trennsaule eingeleitet 
und dort zwischenzeitlich gespeichert, 
wahrend die langsam wandernden und 
bereits genugend aufgelosten Kompo- 
nenten direkt dern Detektor zugeleitet 
werden. Nach vollstandiger Elution der 
Probe aus Trennsaule 1 erfolgt Um- 
schaltung und Trennung bzw. Elution 
der in Trennsaule 2 gespeicherten Ver- 
bindungen. Diese Arbeitstechnik ist in 
der H P L C  aufgrund der um den Faktor 
lo4 niedrigeren Diffusionskoeffizien- 
ten in Flussigkeiten gegenuber Gasen 
moglich, so dai3 selbst nach einigen Stun- 
den no& keine mefibare Bandenverbrei- 
terung der gespeicherten Komponenten 
auftritt. 

Durch Kombination mehrerer Trenn- 
saulen unterschiedlicher Selektivitat 
werden auch komplexe Stoffgemische 
bei angemessenem Zeitaufwand in ihre 
Komponenten zerlegbar (Abb. 8). Chro- 
matogramm 1 ist das Resultat einer 
Trennung zweier in Serie geschalteter 
unterschiedlicher Trennsaulen. Die 
Komponenoen 7-10 werdin nur sehr 
langsam eluiert und lassen sich infolge 
der Bandenverbreiterung nur noch sehr 

unempfindlich detektieren. Leitet man 
dagegen nur die sehr unvollkommen in 
Trennsaule 1 getrennten Komponenten 
1-6 (Chromatogramm 2) in die zweite 
Trennsaule und eluiert die restlichen 
Verbindungen nach Umschaltung direkt 
in den Detektor (Chromatogramm 3), 
so werden wesentlich schmalere, und da- 
mit empfindlicher detektierbare Peaks 
erhalten. Die in der zweiten Trennsaule 
gespeicherten Komponenten lassen sich 
anschlieflend eluieren. Neben einer Emp- 
findlichkeitssteigerung wird so eine dra- 
stische Verkurzung der Analysenzeit er- 
reicht und haufig eine Gradientenelution 
urngangen. 

Die direkten Kombinationen D C  - 
FSC, GC - FSC und FSC - G C  werden 
nach unserer Kenntnis nicht angewandt; 
doch erscheint zumindest die Verknup- 
fung der D C  mit der FSC interessant, 
hatte sie doch gegenuber der zuvor er- 
orterten Kombination den Vorzug, eine 
Variation von mobiler und stationarer 
Phase zu gestatten. Hierdurch liefie sich 
ein weiter Bereich unterschiedlicher Ver- 
teilungsverhaltnisse abdecken und eine 
hohe Selektivitat erzielen. So ware im 
Anschlua an eine adsorptions-dunn- 
schichtchromatographische Vortrennung 
in Stoff gruppen eine verteilungschro- 
matographische Feintrennung denkbar 
und in vielen Bereichen der Naturstoff- 
analyse von Nutzen. 

Die flussigkeits-saulenchromatogra- 
phische Vortrennung komplexer Natur- 
stoffgemische in mehrere Fraktionen vor 
einer GC-Trennung wird bereits seit 
langem durchgefiihrt [9] ,  setzt jedoch 
zeitaufwendige Probenanreichergungs- 
schritte zwischen den beiden Trennver- 
fahren voraus, da die erhaltenen Frak- 
tionen in relativ hoher Verdiinnung im 
Sauleneluat erhalten werden. 
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1 
1. scholtung 

2. Schaltung 

Abb. 8:  Schaltung zweier HPLC-Trennsaulen. 
1 .  Chromatogramm nach Serienshaltung beider Saulen. 
2. Chromatogramm nach Passage der ersten Saule (Komponenten 1-6 ungetrennt). 
3. Chromatogramm nach Passage der ersten Saule (Komponenten 7-10) und beider Saulen (Kom- 

ponenten 1-6). 
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Eine merkliche Verbesserung, verbun- 
den mit einer erheblichen Arbeitszeit- 
verkurzung 1ai3t sich durch Anwendung 
der ,Trockensaulenchromatographie" 
erreichen [lo]. 

GC - DC 
Die direkte Kopplung der G C  mit 

der D C  ist bereits seit geraumer Zeit 
bekannt [ I I ,  121. Sie bietet eine Reihe 
interessanter Moglichkeitem und fuhrt 
zu sehr effektiven Trennungen, wenn 
man davon ausgeht, daf3 in der G C  - 
zumindest in apolaren Trennflussigkei- 
ten - Unterschiede im Dampfdruck der 
einzelnen Komponenten zu ihrer Tren- 
nung fiihren, wahrend die diinnschicht- 
chromatographische Trennung im we- 
sentlichen von Stoffpolaritat und damit 
von den funktionellen Gruppen der 
Verbindungen beeinflufit wird. 

Bei der direkten Kopplung eines Gas- 
chromatographen mit der Diinnschicht- 
chromatographie wird eine DC-Platte 
unmittelbar unter dem Ausgang einer 
GC-Trennsaule vorbeigefuhrt und das 
austretende heifle, gasformige Eluat auf 
der kalten Schicht kondensiert. Dabei 
kann der Plattenvorschub entweder 
kontinuierlich erfolgen - dies geschieht 
am zweckmai3igsten mit der gleichen 
Geschwindigkeit wie die Registrierung 
des Gaschromatogramms, um eine di- 
rekte Zuordnung der einzelnen Konden- 
satflecken zum Gaschi-omatogramm zu 

erleihtern - oder man bewegt die DC- 
Platte schrittweise unter dem GC-Sau- 
lenende vorbei. Uber ein T-Stuck ist die 
Saule mit dem Detektor - z. B. einem 
FID - verbunden, dem etwa des 
Sauleneluats zugeleitet werden, wah- 
rend die verbleibenden 90010 iiber ein 
beheiztes Dosierrohr auf die DC-Platte 
geleitet werden (Abb. 9). Die konti- 
nuierlich aufgetragenen Flecken, die 
langgezogene Ellipsen darstellen und 
die daraus resultierenden Dunnschicht- 
bahnen lassen sich direkt den einzelnen 
Peaks im Gaschromatogramm zuord- 
nen. 

Etwas aufwendiger ist die schritt- 
weise Dosierung auf die DC-Platte, wo- 
bei das Detektorsignal zur Steuerung 
des Weitertransportes benutzt werden 
kann [I 21. Spurenkomponenten lassen 
sich bei diesem Vorgehen unterdriicken 
bzw. in einem Fleck gerneinsam konden- 
sieren, wodurch eine giinstigere Ausnut- 
zung der DC-Platte erzielt wird. 
Auflerdem ist durch das punktformige 
Kondensieren der einzelnen GC-Peaks 
eine lokal hohere Stoffkonzentration 
auf dem DC-Startfleck vorhanden 
(Abb. 10). 

Durch die GC-DC-Kopplung lafit 
sich die Vollstandigkeit der GC-Tren- 
nung iiberpriifen und gegenenfalls un- 
getrennte Peaks weiter auftrennen. Um- 
gekehrt konnen D C  nicht trennbare 
Substanzen auf diese Weise getrennt er- 

S t a r t  

- 
von der GC-Trennsiiule 

DC - Platte 

Abb. 9: Kopplung eines Gascfiromatographen mit einer DC-Platte. 
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Abb. 10: Gaschromatogramm eines Salbeiols und das entsprechende durch GC-DC-Kopplung 
erhaltene Diinnschichtchromatogramm. 

halten werden. Ein Vergleich des Diinn- 
schichtchromatogramms der gesamten 
Analysenprobe mit den durch Konden- 
sation erhaltenen Flecken zeigt aufler- 
dem an, ob die gesamte Analysenprobe 
die GC-Trennsaule passiert hat oder 
sich eventuell einzelne Komponenten 
verandert bzw. zersetzt haben; eine 
speziell bei der qualitativen und quan- 
titativen GC-Analyse von Naturstoff- 
gemischen auflerst wichtige Fragestel- 

lung, der nur selten die ihr gebuhrende 
Beachtung geschenkt wird. Durch Farb- 
reaktionen auf der Diinnschicht konnen 
aui3erdem Hinweise auf die chemische 
Natur einzelner Komponenten des Ge- 
misches erhalten werden. Unter Einsatz 
von HPTLC-Platten kann auch eine 
direkte Kombination mit gaschromato- 
graphischen Kapillarsaulen erfolgen. 
Die von uns dafur benutzte Anordnung 
ist in Abb. 11 wiedergegeben. Dabei 

D
ie

se
s 

D
ok

um
en

t w
ur

de
 z

um
 p

er
sö

nl
ic

he
n 

G
eb

ra
uc

h 
he

ru
nt

er
ge

la
de

n.
 V

er
vi

el
fä

lti
gu

ng
 n

ur
 m

it 
Z

us
tim

m
un

g 
de

s 
V

er
la

ge
s.



Kubeczka 

G C  - Kopillare U 

Abb. 11: Kopplung dner gc-Kapillarsaule mit 
einer HPTLC-Platte. 

wird auf jegliche Leitungswege zur Ver- 
meidung von Totvolumina vollig ver- 
zichtet und direkt aus einer Trennka- 
pillare auf die DC-Platte kondensiert, 
deren Abstand vom Saulenende etwa 
0,5-1 mm betragen mu13. Der gunstigste 
Abstand ist empirisch zu ermitteln, da  
er auf die Ausbeute einen starken Ein- 
fluf3 ausubt. Durch Kuhlung des Kon- 
denst ion~~unktes mit kaltem Stickstdl 
auf der Ruckseite der HPTLC-Platte 
lassen sich insbesondere bei relativ fluch- 
tigen Verbindungen wie z. B. Monoter- 
penen bessere Ausbeuten erzielen und 
damit die Nachweisempfindlichkeit er- 
hohen. Ein schrittweiser Plattenvor- 
schub ist hier aus den bereits zuvor dar- 
gelegten Griinden vorteilhaft. 

DC - GC 
Die Kombination D C  - GC hat 

gegeniiber der G C  - DC-Kopplung den 

Vorzug, dai3 die ernpfindlichere G C  der 
weniger empfindlicheren D C  nachge- 
schaltet ist und somit die Leistungsfahig- 
keit beider Verfahren voll ausgeschopft 
werden kann. Fur einen direkten Trans- 
fer dc-getrennter Verbindungen ohne 
gesonderte Elution der einzelnen DC- 
Flecken vom Sorbens verwenden wir ei- 
nen speziellen GC-Probengeber, mit 
dem sich an Kieselgel sorbierte Substan- 
Zen direkt in einen Gas~hromatograph~en 
dosieren lassen [I 31. Am Gaschromato- 
graphen sind hierfur keine apparativen 
Verinderungen erforderlich. 

Zur Dosierung wird die in einer Glas- 
kapillare eingeschmolzene Probe mit 
einem Schubrohr in die hei13e Zone des 
Injektorblockes gebracht (Abb. 12). 
Nach kurzer Aufheizzeit lassen sich die 
fluchtig gewordenen Anteile der Probe 
durch Zerdriicken der Kapillare mo- 
mentan freisetzen und gelangen mit dem 
Tragergasstrom verlustfrei in die GC- 
Trennsaule. Die nichtfluchtigen Proben- 
anteile sowie Glasreste der Kapillaren 
konnen unmittelbar danach ohne Unter- 
brechung des Tragergasstromes entfernt 
werden. 

Bei dieser Arbeitstechnik werden im 
allgemeinen nur Bruchteile eines DC- 
Fleckens, namlich ca. 1-2 mg Kieselgel 
(eine genugend hohe Substanzbelegung 
vorausgesetzt) benotigt, um gut aus- 
wertbare Gaschromatogramme zu er- 
halten. Die Temperatur im Injektor- 
block richtet sich nach den zu untersu- 
chenden Substanzen und mu13 in der 
Regel nicht hoher als bei der konventio- 
nellen Verdampfungstechnik gewahlt 
werden. Die erforderliche Aufheizdauer 
der Probe betragt 90 Sekunden; an- 
schlie13end erfolgt die Dosierung durch 
Zertrummern der Glasampulle. Na& 
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Abb. 12: gc-Probengeber fiir die direkte Dosierung eines DC-Fleckens. 
1 = Metallfritte; 2= Metallstab; 3 = Probenarnpulle; 4 = Einspritzblock; 5 = TragergaseinlaR; 
6 = Drehkorper; 7 = Bolzen; 8 = perforiertes Schubrohr; 9 = Halterung; 10 = Stofiel. 

weiteren 10 sec. kijnnen die Probenreste bindung mit einem Massenspektro- 
mit dem Schubrohr aus dem heiflen Be- meter. 
reich des Injektorblockes ohne Unter- 4. Chemische Veranderung bestimmter 
brechung des Tragergasstromes entfernt Stoffe nach der DC-Trennung und 
werden. anschlieflende GC-Untersuchung der 

Auf diese Weise liei3en sich die ver- Reaktionsprodukte. 
schiedensten Substanzen vom Kieselgel Am Beispiel eines athwischen Ules 
thermisch desorbieren und gc weiterun- IaBt sich zeigen, dafl nicht jeder Fleck 
tersuchen. Allerdings sind an Sorbens des Diinnschichtchromatogramms eine 
und FlieBmittel besonders hohe Rein- Einzelsubstanz representiert, sondern 
heitsforderungen zu stellen. bisweilen aus einer mehr oder minder 

Bei Beachtung dieser Kriterien erge- groi3en Gruppe ahnlich polarer Ver- 
ben sich durch die Kombination der D C  bindungen besteht. So ist der Haupdeck 
mit der G C  eine Reihe neuer analyti- 
scher Moglichkeiten: 
1. Unmittelbare GC-Oberpriifung einer 

DCTrennung. 
2. Weitere Auftrennung dc nicht ge- 

trennter Substanzen durch GC. 
3. GC-Identifizierung dc abgetrennter 

Verbindungen, gegeben,enfalls in Ver- 

des ~~nnschichtchromato~ramrnS von 
Fenchelol (Abb. 13) in der Hauptsache 
aus trans-Anethol, enthalt daneben aber 
auch die ahnlich gebauten Stoffe cis- 
Anethol und Methylchavicol. Der eben- 
falls in diesem Fleck nachweisbare Anis- 
aldehyd ist auf eine Oxydation des 
Anethols auf der Schicht nach erfolgter 
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OCH, 

o 5' a 20 25 JO JS min 

Abb. 13: Gaschromatogramm nach direkter Eingabe der ,,AnetholbandeU eines Fenchelol-Diinn- 
s&ichtchromatogramms. 

DC-Trennung zuriickzufuhren. Mit der- 
artigen ~ubstanzverinderun~en mufl 
bei der D C  - GC-Kombination gerech- 
net werden, was bei der Deutung der 
Resultate zu beriicksichtigen ist. 

FSC - DC 
Die direkte Kopplung der Fliissig- 

keitsdulenchromatographie mit einer 
Planartechnik wie der D C  bereitet we- 
gen der verhaltnismfflig hohen Proben- 
verdunnung im Eluat der Trennsaule 
Schwierigkeiten, wahrend bei Zwischen- 
schaltung einer Probenkonzentration 
durch partielles Verdampfen des 
Losungsmittels gute Resultate zu erhal- 
ten sind. Deshalb findet dieses Verfah- 
ren weite Anwendung: Nach saulen- 
chromatographischer Probenvereinfa- 
chung bzw. - Reinigung lafit sich mit 
Hilfe der D C  eine analytische Feintren- 
nung durchfuhren [14]. 

Eine direkte Kombination der HPLC 
und der D C  mit allerdings anderer Ziel- 
setzung - die D C  wurde hierbei ledig- 
lich als Detektionsprinzip fiir die HPLC 
eingesetzt - ist kurzlich beschrieben 
worden [15], doch erscheint die vorge- 
schlagene Anordnung prinzipiell fur 
eine echte HPLC-DC-Kopplung geeig- 
net (Abb. 14). Das aus der HPLC- 
Trennsaule austretende Eluat wird hier- 
bei nach Passage eines UV-Detektors 
geteilt und partiell auf eine DC-Platte 
geleitet, die kontinuierlich unter der 
Dosieroffnung vorbeibewegt wird. 
Durch Aufheizen der Platte und Absau- 
gen der Losungsmitteldampfe lassen sich 
bei geeigneter Plattengeschwindigkeit 
geniigend kleine Substanzflecken erzie- 
len und anschlie5end dunnschichtchro- 
matographisch weiter auftrennen. 

Bei Einsatz von HPTLC-Platten mit 
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Q UV - Detektor 

-i Splitter 

DC-Platte 
Abb. 14. Direkte Kopplung einer HPLC-Saule 
mit einer DC-Platte. 

einer sog. Konzentrierungszone, wie sie 
bereits fiir die konventionelle DC han- 
delsublich sind, konnten wir vor allem 
durch den auftretenden ,,Bandenschar- 
fungseffektu eine merkliche Trennlei- 
stungsteigerung erzielen und auflerdem 
die DC-Plattentemperatur absenken, 
was insbesondere fiir die Untersuhung 
verhaltnismaflig fluchtiger Verbindun- 
gen wie z. B. atherischer Ulbestandteile 
von Wichtigkeit ist. 

Zusammenfassend kann festgestellt 
werden, daiS durch die Kombination der 
verschiedenen chromatographischen 
Verfahren eine Reihe neuer analytischer 
Moglichkeiten eroffnet werden, die noch 

bei weitem nicht ausgeschopft sind. Hier 
sei besonders auf die Moglichkeiten in- 
termediarer chemischer Umsetzungen 
zwischen den einzelnen chromatographi- 
schen Trennungen hingewiesen, durch 
die zusatzlich wichtige Informationen 
uber die Struktur vershiedener Kom- 
ponenten zu erhalten sind. 
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