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Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 73, 139—154 (1982)

Anwendung der instrumentalisierten HPTLC in der
Spurenanalytik fluoreszenzmarkierter Substanzen

Application of Instrumentalized HPTLC in the Trace Analysis of
Fluorescence Labelled Compounds

W. Funk
Fachhochschule Gieflen-Friedberg, Gieflen

Einleitung

Jede Molekiilart zeigt ein ihr typisches Absorptionsspektrum im sichtbaren
Spektralbereich (farbige Substanzen) oder, wie bei der Mehrzahl der farblosen
Substanzen, im UV-Bereich. Der photometrische Nachweis farbloser Substanzen
ist haufig unspezifisch, da sich die charakteristischen Absorptionsmaxima dieser
Substanzen in einem sehr engen Spektralbereich hiufen. Deshalb versucht der
Analytiker, durch eine gezielte, spezifische chemische Umsetzung die gesuchte
Verbindung zu einem im sichtbaren Spektralbereich absorbierenden Derivat um-
zusetzen.

Daneben ist Ziel einer chemischen Derivatisierung, durch Einfithrung eines
Chromophors ein Derivat mit grofem Extinktionskoeffizienten zu erhalten, um
somit die Empfindlichkeit des Nachweisverfahrens zu steigern. Verbindet man
diesen Analysenschritt mit einer diinnschichtchromatographischen Trennung, so
lassen sich zusitzlich Stérungen dhnlich reagierender Stoffe vermeiden, was zu
einer weiteren Steigerung der Spezifitit des Nachweises fithrt. Damit ist es oft-
mals erst moglich, eine quantitative DC-Bestimmung im Spurenbereich durchzu-
fithren (1).

Weiteres Ziel einer Derivatisierung kann die Verbesserung einer extraktiven
Abtrennung, die Verbesserung der Stabilitdt der gesuchten Verbindung oder die
Verbesserung der chromatographischen Trennung sein. Die wichtigsten Derivati-
sierungsreaktionen sind dabei:

1. Die Acylierung zum Nachweis von z. B. Aminen, Polyaminen oder Phenolen;

2. Die Alkylierung zum Nachweis von z. B. aromatischen und aliphatischen Car-
bonsduren;

3. Kondensationsreaktionen zum Nachweis von z.B. Carbonylverbindungen;

4. Kupplungsreaktionen an C-H-aciden Verbindungen.

Im folgenden Fliefschema (Abb. 1) sind die Moglichkeiten dargestellt, wann
eine Derivatisierungsreaktion bei einer diinnschichtchromatographischen Be-
stimmungsmethode durchgefithrt werden kann.
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Abb. 1. Fliefschema

Die Postderivatisierung nach erfolgter chromatographischer Entwicklung durch
Besprithen oder Tauchen der DC-Platte hat hdufig den Nachteil, daf Sprith- oder
Tauchreagenzien mit einer hohen Eigenabsorption eine quantitative Bestim-
mung verhindern.

Dieser Nachteil macht sich vor allem dann bemerkbar, wenn man die Deriva-
tisierung mit fluoreszierenden Reagenzien durchfithren will. In diesem Fall blei-
ben die Moglichkeiten der Vorderivatisierung als einziger Ausweg.

Daneben kann eine Vorderivatisierung die chromatographischen Eigenschaf-
ten schwer zu trennender Substanzen derart verindern, daf erst danach eine
chromatographische Trennung moglich ist.

Ebenso ist es moglich, durch eine Vorderivatisierung die Stabilitdt (z. B. bei
Oxidationsempfindlichkeit) von Verbindungen zu steigern sowie die Reaktivitat
von Verbindungen z.B. mit der stationiren Phase zu verringern.

Beispiel der Vorderivatisierung

Quantitative Ostriolbestimmung

Im miitterlichen Plasma und Urnin ist die quantitative Bestimmung von
Ostriol bei der Uberwachung des Fotus bzw. der Plazentafunktion insbesondere
bei Risikoschwangerschaften von entscheidender Bedeutung.

Dabei unterscheiden sich die Konzentrationen dieses Steroids in diesen bei-
den Matrices um etwa den Faktor 1000 (siehe Tabelle 1).

Das nicht derivatisierte Ostriol (Abb. 2) lift sich demnach als Hauptsteroid in
den letzten Schwangerschaftswochen nur im Harn direkt bestimmen, da es dort
im mg/l-Bereich vorliegt. In Abbildung 3 ist die Remissionsortskurve — gemessen
bei A =282 nm — dargestellt. In dem Fliefmittel Cyclohexan/Essigester/Ethanol
(45:45:10) 1at sich danach Ostriol direkt im Arbeitsbereich von 20—100 ng/Fleck
(r =0,99) noch quantifizieren.
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23 Tabelle 1 £
a) Ostrogenkonzentrationen im Serum  b) Ausscheidung von Ostriol wihrend
wahrend der Schwangerschaft der Schwangerschaft im 24-h-Harn

Wochc&cr;z;fr}luac:;:;nletzten Unkonju(g}ilegr/tlt;s Ostriol Schwangerschaftswoche mg Ostriol / 24 h
25 2- 6 25 11
30 4,5-10,5 30 15
35 6-18 33 20
40 7-25 40 39
OH

CHy
--- OH

HO3

Abb. 2. Ostriol

Start

— Fliefmittelfront

100ng

Abb. 3. Remissionsortskurve Ostriol
Sorbens: HPTLC-KG-60; Fliefmittel: Cyclohexan/Essigsiureethylester/Ethanol
(45:45:10); A = 282 nm
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Die Spezifitit und Empfindlichkeit eines Ostriolnachweises lifit sich nun er-
hohen, wenn man dieses als in 3-Stellung aromatisches Phenol mit Diazonium-
salzen kuppelt. In Abbildung 4 ist die Remissionsortskurve des Ostriol-Azofarb-
stoffes mit Fast-Dark-Blue-R-Salz — gemessen bei 520 nm — dargestellt. Eine
Quantifizierung ist damit im Arbeitsbereich von 5 ng/Fleck bis 30 ng/Fleck mog-
lich (+ = 0,998).

|

|

[

|
B
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Ostriol

Startpunkt

> ORT

Abb. 4. Remissionskurve Ostriol-Fast-Dark-Blue-R-Salz
Sorbens: HPTLC-KG-60; Fliefmittel: Chloroform/Aceton (15/5); A = 520 nm

Diese Diazotierung (Kupplung), die auf Arbeiten von Weiss (2—8) zuriickgeht,
ist heute Routinemethode bei der Quantifizierung von Ostriol im 24-Stunden-
Schwangernharn.

Diese Methode ist auch geeignet, die Vorderivatisierung direkt auf der DC-
Platte durch Tauchen der DC-Platte in die Reagenzldsung vorzunehmen (9).

Da die Urinsammlung mit erheblichem Aufwand und Fehlermdglichkeiten
behaftet ist, wird heute die Bestimmung des Ostriols im Serum bevorzugt, wobei
sich der Rad101mmunoassay (RIA) als quantitatives Bestimmungsverfahren mit
sehr niedrigen Nachweisgrenzen etabliert hat. Die angefiihrten diinnschichtchro-
matographischen Verfahren versagen in diesem Konzentrationsbereich wegen
des zu geringen Ostrolgehalts im Serum (siehe Tabelle 1).

Den einzigen Ausweg bietet in der quantitativen DC dann die Derivatisie-
rung mit Fluoreszenzlabeln zu fluoreszierenden Verbindungen. Denn die in-situ-
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Fluoreszenzmessung auf einer DC-Platte bietet gegeniiber der Remissionsmes-

sung entscheidende Vorteile:

— elne gesteigerte Selektivitit;

— eine um den Faktor 100—1000 erhthte Empfindlichkeit;

— bessere Linearitit der Eichkurven (im unteren Arbeitsbereich);

— und daneben sind die Meflwerte unabhingig von der Fleckform, was fiir die
Chromatographie von Extrakten aus biologischer Matrix besonders wichtig
1st.

Als aromatisches Phenol it sich Ostriol im alkalischen Bereich (pH = 8—10)
mit dem Fluorenszenzlabel Dansylchlorid in einer Vorderivatisierung acylieren
(10—12) (Abb. 5). Mit Hilfe dieses fluoreszierenden Esters ist es nun mdglich,
Ostriol im pg/Fleck-Bereich quantitativ zu erfassen.

OH OH OH

HO 0l l?l
0=5=0
9]
N /7Y *
o el i ©. &
N
VRN
N CH3 CH3
v
CHy CHy
(1) (2) (3)

Abb. 5. Derivatisierung von Ostriol (1) mit Dansylchlorid (2) zu Dansyl-Ostriol (3)

Nach linearem Auftragen (10 ul/Spur Linomat) von Ostrioldansylstandards
erhilt man lineare Eichfunktionen im Arbeitsbereich von 1—9 ng/Spur (r =
0,998; FlieRmittel: Toluol/Dioxan/Methanol (8 :2 : 1); A4 = 313; Az = >430).

In Abbildung 6 ist die Fluoreszenzortskurve von aufgestockten Serumex-
trakten dem Leerwert eines mdnnlichen Serumextrakts gegeniibergestellt (13).

Diese Methode erlaubt es, bei punktférmigem Auftrag (200 nl) noch 100 pg
Ostriol-Dansylester/Fleck quantitativ zu erfassen.

Quantitative Cortisolbestimmung (17, 18, 20)

Die quantitative DC-Bestimmung von nichtderivatisiertem Cortisol und des-
sen Metaboliten in Harnextrakten, die bis zu 11 mg/24 Stunden ausgeschieden
werden, ist wenig problematisch (14), da hier pro DC-Fleck Substanzmengen im
ng-Bereich nachgewiesen werden miissen.
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(a) (b)

R S e

Abb. 6. Fluoreszenzortskurve von Serumextrakten
(a) = Leerwert N
(b) = aufgestocktes minnliches Serum; Peak 1: Dansyl-Ostriol

Die Serumanalytik des Cortisols gestaltet sich demgegeniiber weitaus schwie-

riger, da die zu erwartenden Konzentrationen zwischen 6—25 ug/100 ml Serum
liegen. Um in diesem Konzentrationsbereich eine quantitative DC-Bestimmung
durchfithren zu konnen, ist deshalb wiederum eine vorgeschaltete Fluoreszenz-
markierung des Cortisols notwendig. Zuriickgreifend auf Arbeiten von Graef(15)
und Trezber-Oertel (16) lassen sich die Ketogruppen des Cortisols mit Dansylhy-
drazin zu dem fluoreszierenden Cortisol-Dansylhydrazon kondensieren (Abb. 7)
19).
: )Die Reaktionsprodukte werden anschliefend unter Stickstoff zur Trockene
eingedampft. Dieses Trocknen des Reaktionsgemisches ist fiir den quantitativen
Umsatz von entscheidender Bedeutung, da hierbei wohl das bei der Reaktion
entstehende Wasser azeotrop mit dem Losungsmittel Benzol entfernt wird. Hier-
durch wird das Reaktionsgleichgewicht offenbar quantitativ zur Seite der Reak-
tionsprodukte verschoben. Dieses grundsitzliche Problem jeder Vorderivatisie-
rung, daf} die Kinetik einer Derivatisierungsreaktion bei geringen Substanzkon-
zentrationen oft:-sehr langsame Reaktionsgeschwindigkeiten aufweist, wird hier-
durch gelost.

In Abbildung 8 ist die Fluoreszenzortskurve des Cortisol-Dansylhydrazons
(CDH) dem Blindwert gegeniibergestellt. Dabei ist festzustellen, daf die quanti-
tative DC jedem herkommlichen fluorometrischen Verfahren in einer Kiivette
tiberlegen ist, denn sie besitzt erhohte Richtigkeit, da sie die Nebenprodukte
(Peaks 1, 3, 4, 5 in Abb. 8) bei dieser Reaktion nicht miterfafit.

Quantitativ verwertbare Ergebnisse lassen sich mit der HPTLC in diesem Ar-
beitsbereich aber nur erhalten, wenn besondere Bedingungen eingehalten wer-
den:

Die Erfahrung mit der quantitativen Bestimmung vor allem fluoreszieren-
der Substanzen auf einer HPTLC-Platte zeigt, dafl unbehandelte Platten ein star-
kes Untergrundrauschen aufweisen. Dies stort dann aber besonders, wenn man
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CH,OH

=0
CH}“N“CH}
=
SO,~NH-NH,
Cortisol Dansylhydrazin
CHy N-CH;,
HOH,C
C-N—Nri 0;
SO,HN- N
CH,-N-CH,

| Cortisol-Dansylhydrazon-Derivat |

Abb. 7. Reaktion von Cortisol mit Dansylhydrazin zum Cortisol-Dansylhydrazon-Deri-
vat

Abb. 8. Fluoreszenzortskurve von Cortisol-Dansylhydrazon (a) und Leerwert (b)
1 = Auftragpunkt
= Cortisol-Dansylhydrazon
3,4,5 = Nebenprodukte. Sorbens: HPTLC-KG-60; FlieRfmittel: Benzol/Dioxan/
Methanol (8:2:1) A4 = 365nm; A; > 460 nm
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im pg/Fleck-Bereich arbeiten will. Es empfielt sich deshalb, alle Platten vor Ge-
brauch durch eine Leerchromatographie in geeignetem Fliefmitttel zu reinigen
(z. B. Leerchromatographie in Methanol — 14 Stunde trocknen bei 120 °C; weite-
re Leerchromatographie in Cyclohexan — 14 Stunde trocknen bei 120 °C).
Bei dieser Bestimmungsmethode kann die Empfindlichkeit (21) signifikant
gesteigert werden, wenn man die Platten nach erfolgter Chromatographie in ein
Paraffin-/n-Hexan-Bad taucht (Abb. 9). Dadurch wird die Fluoreszenzintensitit
(ausgezeichnete Peaks — 1 —) um den Faktor 10 gesteigert. Ebenso 1aft sich er-
kennen, daf} eine irreversible Zersetzung des Cortisol-Dansylhydrazons unter-
bunden wird, denn durch erstmaliges Tauchen vorher nicht behandelter Platten
(Abb. 9 schraffiert gezeichneter Peak Nr. 2) nach 2 Stunden wird die Fluoreszenz-
intensitat lediglich auf nur ca. 20% des theoretischen Wertes gesteigert (20).

(E PARAFFINSTABILISIERUNG
6000}
(1) (1) (1) (2)
5000-
4000+
3000+

2000+

1000
7501

L

/’ ;
40 60 120 120 t{min]

Abb. 9. Auswirkung des Paraffin-/n-Hexan-(2 : 1)Tauchens auf die Fluoreszenzausbeute
von Cortisol-Dansylhydrazon:
(1) nichtschraffierte Peaks: HPTLC-Platte sofort nach der Entwicklung getaucht;
schraffierte Peaks: unbehandelte HPTLC-Platte
(2) nichtschraffierte Peaks: HPTLC-Platte nach 120 min wieder getaucht; schraf-
fierte Peaks: nach 120 min HPTLC-Platte erstmals getaucht

Cortisolstandards sind mit » = 0,99 im Bereich von 10—90 pg/Fleck (bei noch
detektierbaren Konzentrationen von ca. 2,5 pg Cortisol/Fleck) und im Bereich
von 100—700 pg/Fleck mit » = 0,997 quantitativ bestimmbar.

Cortisolbestimmung in Serum

Die Serumanalytik im Spurenbereich gestaltet sich hiufig schwierig, da diese
komplexe Matrix oft eine Vielzahl, die Nachweisreaktion stérende Begleitstoffe
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entilt. Dies gilt besonders, wenn man die gesuchte Komponente vor der quanti-
tativen Bestimmung derivatisieren will. Daneben kann sich der relativ hohe Ei-
weiflanteil auf die quantitative Bestimmung nachteilig auswirken. Deshalb emp-
fiehlt es sich haufig, die zu bestimmende Komponente durch eine vorgeschaltete
Extraktion abzutrennen.

In Abbildung 10 ist das nach einer Fertigsiulenextraktion eines wasserigen
Cortisolstandards und anschliefender Derivatisierung zum Cortisol-Dansylhy-
drazon erhaltene Chromatogramm (10 b) einem Leerwert (10 a) gegeniiberge-
stellt.

Cortisol
(a) (b) ¥

if
Auftrag

Abb. 10. Fluoreszenzortskurve von Cortisol-Dansylhydrazon nach Fertigsaulen-Extrak-
tion
(a) = Leerwert
(b) = Fertigsaulenextrakt, mit Cortisol aufgestockt

Aus dem Chromatogramm des Leerwertes (10 a) ist dabei zu ersehen, daf} es
zur Zeit immer noch schwierig ist, untergrundfreies Saulenmaterial zu erhalten.
Die Extraktion einer wisserigen Standardprobe laflt allerdings keine Riick-
schliisse auf den Einfluf der biologischen Matrix auf die Extraktion zu. Um den
Einfluf} der hohen Serumeiweiffkonzentration zu simulieren, wurde die gleiche
Extraktion aus einer 3% wisserigen Albuminlésung durchgefithrt. Das Leerwert-
chromatogramm (Abb. 11 a) zeigt den geringen Einfluf physiologischer Proteine
auf die Basislinie der Fluoreszenzortskurve. Ebenso zeigt eine Aufstockung der
wasserigen Albuminlésung mit reinen Cortisol-Standardlosungen (Abb. 11 b) ver-
gleichbare Chromatogramme (vgl. Abb. 10 b).

Die Eichkurve von Cortisolextrakten aus 3%-Albuminlésung zeigt mit
r =0,998 eine gute Linearitit im Bereich von 60—600 pg/Fleck.

Die Extraktion eines Humanserums fithrt zu einem Chromatogramm wie in
Abbildung 12 dargestellt (12 ¢ mit 480 pg Cortisol und 12 d mit 240 pg Cortisol
aufgestockte Humanserumextrakte).

Serumextrakte dexametasonbehandelter Patienten, deren Serum nahezu corti-
solfrei ist, zeigen in dem hier interessierenden Bereich der Fluoreszenzortskurve
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Abb. 11. Fluoreszenzortskurve von Cortisol-Dansylhydrazon nach Fertigsiulenextrak-
tion
(a) = Leerwert 3% wisserige Albuminlosung
(b) = Fertigsdulenextrakt, mit Cortisol aufgestockt

a b G d e
Serum -
Cortisol
v
\/ i L\ I AN
¢
Auftrag

Abb. 12. Fluoreszenzortskurve eines Humanserum-Extrakts

(a) scan = 50 mm/min (d) = Serummit240pgCaufgestockt
(b) scan = 30 mm/min (e) = Serum eines Dexamethason-
(c) = Serum mit 480 pg C aufgestockt Patienten

(Abb. 12 e) keine fluoreszierenden Komponenten. Diese quantitative HPTLC-
Methode fiihrt zu vergleichbaren Ergebnissen wie eine radlolmmunologlsche Be-
stimmung (RIA) des Serumcortisols (Abb. 13).
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Mg Cortisol/ 100ml Serum

5 10 15 20 25
Mg Cortisol/ 100ml Serum RIA

Abb. 13. Methodischer Vergleich: Quantitative Cortisolbestimmung in Serum
Y =09695x — 1,5
r 0,8451

Die Fluoreszenzintensitit des Cortisol-Dansylhydrazons ist jedoch nur unter
extrem sauberen Bedingungen stabil. Fast alle organischen Labordimpfe vermin-
dern die Fluoreszenzintensitit und machen damit den Nachweis unmoglich.

Quantitative Selenbestimmung (24—26)

Nach der deutschen Trmkwasserverordnung (27) ist eine photometrische Se-
lenbestimmung (Abb. 14) gefordert, die auf einer Kondensation vierwertigen Se-
lens (2) mit 1.2-Diaminobenzol (1) zu Benzoselenodiazol (3) beruht. Dieses Deri-
vat des Selens ldft sich in Remission direkt auf einer DC-Platte quantitativ be-
stimmen und zeigt eine lineare Eichfunktion im Bereich von 2—8 ng Selen/Fleck

(r = 0,99; Fliefmittel: Toluol; A = 330 nm).

NH,
C[ +H5e03ﬁ2—» C[ Se
NH,

(2)

Abb. 14. Reaktion von o-Phenylendlamm (1) mit vierwertigem Selen (2) zu 2.1.3-Benzo-
selenodiazol (3)

Mit dieser quantitativen HPTLC-Methode ist es moglich, den geforderten
Grenzwert von 8 ug Selen pro Liter Trinkwasser zu tiberwachen. Jedoch ist diese
Methode ungeeignet, um Selen im Bereich der natiirlichen Grundbelastung (ca.
100 ng Selen/Liter) nachzuweisen. Dieser Arbeitsbereich ist nur mit fluoreszie-
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renden Selenderivaten erreichbar. Die analoge Umsetzung (28, 29) (Abb. 15) vier-
wertigen Selens (2) mit 2.3-Diaminonaphthalin (1) fithrt zu orangerot fluoreszie-
rendem 2.1.3-Naphthoselenodiazol (3), mit der in Abbildung 16 dargestellten
Fluoreszenzortskurve auf einer HPTLC-Kieselgelschicht.

2
+ H,5e0, e =
NH2 N#=

(1) {2} (3)

wn

Abb. 15. Reaktion von 2.3-Diaminonaphthalin (1) mit vierwertigem Selen (2) zu 2.1.3-
Naphthoselenodiazol (3)

Ny
406
N==
NH,

i

<— CHROMATOGRAPHIERICHTUNG

relat. Fluoreszenzintensitat

Abb. 16. Fluoreszenzortskurve von 2.1.3-Naphthoselenodiazol und 2.3-Diamin0nalphtha~
lin
Sorbens: HPTLC-KG-60; Fliefmittel Toluol; A4, = 365 nm; A; > 560 nm

Diese Verbindung zeigt eine lineare Eichfunktion im Arbeitsbereich von
14—93 pg Selen/Fleck (r = 0,998) bei einem Auftragvolumen von 200 nl. Die
niedrigste Substanzmenge pro Fleck, die hierbei noch detektiert werden kann,
liegt bei etwa 2 pg Selen (Abb. 17).

Diese Ergebnisse sind jedoch wiederum nur erreichbar, wenn die HPTLC-
Platten nach erfolgter Chromatographie kurzzeitig in ein Paraffin-n-Hexan-Ge-
misch (2 : 1) (21) getaucht werden. Wie in Abbildung 18 dargestellt, wird damit
die Fluoreszenzausbeute gegeniiber nicht behandelten Flecken (I) (schraffiert ge-
zeichnet) um den Faktor 25 (nichtschraffierte Peaks) gesteigert. Dariiber hinaus
stabilisiert diese Behandlung die Fluoreszenz tiber einen lingeren Zeitraum und
verhindert eine Zersetzung des 2.1.3-Naphthoselenodiazols. Werden vorher
nicht behandelte DC-Platten nach einer fiinfstiindigen Lagerzeit erstmals behan-
delt (schraffiert gezeichneter Peak II), so steigt die Fluoreszenz nur auf etwa 10%
der Fluoreszenz behandelter Flecke, die nach einem weiteren Tauchen
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Relat. Fluoreszenzintensitat

M4

107 475 211 [pgSe/Fleck]

Abb. 17. Ausschnitte der Fluoreszenzortskurve von 2.1.3-Naphthoselenodiazol im Be-
reich der Nachweisgrenze

I I I I I
1  1h  4h  6h 1
Abb. 18. Auswirkung des Paraffin-/n-Hexan-(2 : 1)Tauchens auf die Fluoreszenzausbeute:
(I) nichtschraffierte Peaks: HPTLC-Platte sofort nach der Entwicklung ge-

taucht; schraffierte Peaks: HPTLC-Platte nicht getaucht

(II) nichtschraffierte Peaks: HPTLC-Platte nach 15 h nochmals getaucht; schraf-
fierte Peaks;: HPTLC-Platte nach 15 h erstmals getaucht

relat Fluoreszenzintensitat

Sh

wieder die urspriingliche Fluoreszenz aufweisen (nichtschraffierter Peak II). Ex-
trahiert (Rithrextraktion) man das entstandene 2.1.3-Naphthoselenodiazol mit
Cyclohexan aus einer wisserigen Probe, ist es moglich, Selen im Arbeitsbereich
von 200 ng Selen/Liter Wasser bis 6 ug Selen/Liter Wasser (» = 0,999) quantitativ
zu erfassen.

Diese Beispiele sollen zeigen, dafl die quantitative HPTLC fluoreszenzmar-
kierter Substanzen mit Erfolg in der Spurenanalytik eingesetzt werden kann. Die
hierzu notwendige Prazision ist jedoch nur erreichbar, wenn die Analysengerite
dem Standard der «instrumentalisierten HPTLC» (Auftragegerite, Trennkam-
mern und Chromatogrammspektralphotometer) entsprechen.
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Zusammenfassung

Eine quantitative Analytik im Spurenbereich ist hiufig nur dann méglich, wenn das
Analysenverfahren einen Derivatisierungschritt beinhaltet. Dies, um einmal die Spezifitit
des Verfahrens zu erhéhen und vor allem, um die Empfindlichkeit des Verfahrens zu stei-
gern. Hierbei kommt der Fluoreszenzmarkierung besondere Bedeutung zu, da hierdurch
die Nachweisempfindlichkeit eines Analysenverfahrens bis um den Faktor 1000 erhoht
werden kann. Die Fluoreszenzmarkierung von Ostriol, Cortisol und Selen und deren
quantitative Direktbestimmung mit Hilfe der HPTLC wird vorgestellt. Ein Verfahrens-
vergleich mit Radioimmunoassay zeigt die Gleichwertigkeit dieser Methode auf.

Résumé

L’analyse quantitative dans le domaine des éléments traces n’est souvent possible que si
le procédé analytique inclut la formation de dérivés; cela pour augmenter la spécificité du
procédé et surtout pour accroitre sa sensibilité. Le marquage avec des composés fluores-
cents revét une importance particuliere dans ce domaine, car la sensibilité d’un procédé
analytique peut étre multipliée par un facteur de 1000. On présente ici le marquage d’oe-
striol, de cortisol et de sélénium avec des composés fluorescents et leur évaluation quanti-
tative directe par HPTLC.

La comparaison de ce procédé avec le Radioimmunoassay montre ’équivalence de ces
deux méthodes.

Summary

The quantitative determination in the trace range of compounds frequently needs a de-
rivative step. This leads to a higher specificity and especially an increase in the sensitivity
of the analytical method. As a derivatisation procedure the fluorescence labelling is of
main interest, because it normally reduces the limit of determination by a factor of 1000.
For example the fluorescence labelling of estriol, cortisol and selenium and their quantita-
tive in-situ HPTLC determination are presented. Compared with Radioimmunoassay
the HPTLC shows at least similar performance characteristics.
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