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SUMMARY

Influence of chromatographic factors om remission measuvements on thin-layer chromato-
grams. Part I. Choice of the method, properties of the stationary phase and application
of substances

Some introductory remarks are made concerning the choice of the determi-
nation method, and different methods are compared. Chromatographic factors affect-
ing the spectrophotometric evaluation of thin-layer chromatograms are discussed. In
connection with this, the layer thickness of the stationary phase, the grain-size distri-
bution and the pore diameter of the adsorbent were investigated. In trace analyses
using a stationary phase consisting of thin layers of finely granulated adsorbents
having a small pore diameter, sensitivity can be increased by a factor of ro. It was
found that there was no relationship between the direction in which the layer had
been applied on the plates and that in which chromatography or measurement was
carried out.

The manner of applying the solutions to be examined is also discussed, and the
advantages of applying the solution as streaks or round spots, respectively, are point-
ed out. For this purpose the polarity of the standard and test solutions should be
considered so that no disturbances due to formation of zones differing in area will
occur. To obtain calibration curves according to the Kubelka~Munk equation, the
ratio of the measured area to the zone area should be kept constant.

EINLEITUNG

Seit mehr als fiinf Jahren gewinnt die quantitative Direktauswertung von
Diinnschicht-Chromatogrammen im analytischen Einsatzbereich der Methode an

* i— Mitt., Intern. Symp. Chromatog., Electrophorése, IV, Bruxelles, 1966, Presses Académi-
ques Européennes, Briisscl, 1968, p. 227.
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Interesse®-8, Untersuchungen haben gezeigt, dass zur Erfassung von Mikrogramm-
Mengen zumeist direkte Bestimmungsmethoden eingesetzt werden miissen!?:15 und
dass unter diesen die photometrischen Verfahren giinstig zu beurteilen sind. Ent-
sprechend der Gerédteausstattung und der Messmethode werden die densitometrischen
Bestimmungsmethoden von den spektralphotometrischen Verfahren abgegliedert?®,
Eine weitere Unterteilung in Transmissions- und Reflexionsmessungen”* ist zweck-
dienlich. :

Als Mass fiir die Reproduzierbarkeit der spektralphotometrischen Auswertung
wird in der Literatur zumeist eine relative Standardabweichung angegeben, die um
s = =4=59, liegt?19,2}, Nur vereinzelt wurden diese Grenzen fiir zufillige IFehler nicht
erreicht% Der Grund hierfiir kann in der Auswahl der Untersuchungsmethode oder
in der Vorbereitung der Chromatogramme liegen.

AUSWAHL DER UNTERSUCHUNGSMETHODE

Jede analytische Messmethode kann nur dann sinnvoll angewandt werden,
wenn die Schwerpunkte und Grenzen des Arbeitsbereiches bekannt sind. Das gilt in
verstirktem Masse fiir mikroanalytische Verfahren. So ist z.B. die Verwendung von
Densitometern auf den sichtbaren Spektralbereich beschrinkt. Alle nicht-farbigen
Substanzen miissen in messbare Hilfssubstanzen {iberfiihrt werden. Die damit ver-
bundene Problematik wurde des 6fteren diskutiert,16,22,

Ebenfalls im sichtbaren Wellenlingenbereich arbeiten die Fluorimeter. Das
nach der Anregung mit kurzwelliger Strahlung emittierte Licht wird—zumeist unzer-
legt—zwischen A = 400 und 800 nm gemessen’. Es lassen sich nur fluoreszierende
Substanzen bestimmen.

Ein Spezialfall dieser Methode ist die Auswertung fluoreszenzmindernder Ver-
bindungen auf fluoreszierenden stationdren Phasen. Durch einen substanzbezogenen
Triltereffekt wird die Primdirstrahlung geschwicht, so dass die optische Dichte der
Sekundirstrahlung an den mit Substanz beladenen Chromatogrammbereichen gegen-
itber der Umgebung verringert ist. Es handelt sich also hierbei um eine indirekte
Absorptionsmessung, die mit Fluorimetern ausgefiihrt werden kann (vergl. Lit. 27).
Die Empfindlichkeit der Methode wird durch den im Lambert-Beer'schen Gesetz
definierten Absorptionskoeffizienten der chromatographierten Verbindung bestimmt,
so dass die Nachweisgrenzen bei entsprechenden Messungen zumeist bei 1-3 ug liegen.

Eine Erweiterung des Messbereiches und eine Steigerung der Messempfindlich-
keit wurde durch die Einfithrung des Chromatogramm-Spektralphotometers™* erreicht.
Mit diesem universell ausgestatteten Gerdt kénnen nicht nur Messungen im sichtbaren
sondern auch im ultravioletten Spektralbereich durchgefiihrt werden?s, Zur Auswer-
tung dient im Gegensatz zu den Densitometern eine substanzspezifische monochroma-
tische Strahlung. Hierdurch kann die Messempfindlichkeit bedeutend erhéht werden.
Es lassen sich Absorptionsvorgidnge und FFluoreszenzerscheinungen direkt bestimmen,
und zwar im Wellenldngenbereich von 200 bis 8oo nm19:29, L ediglich Verbindungen,
. die hier nicht absorbieren bzw. fluoreszieren (z.B. Terpen-Derivate und Triglyceride)
koénnen nicht direkt gemessen werden. Es ist eine Uberfiihrung in messbare Hilfssub-

* Wird nur dic diffus reflekticrte Strahlung bestimmt, so spricht man von Remissionsmes-
sungen.
** Hersteller: Firma Carl Zeiss, 7082 Oberkochen/Wiirtt.,, B.R.D.

J. Chromatog., 48 (1970) 372-383



_374 | | : | ' - | H. JORK

stanzen notwendig, die mit den gleichen Schwierigkeiten verbunden ist, wie sie fiir die
Densitometrie bekannt sind!.18.

. Zur Auswertung werden fiir Absorptlonsmessungen 0.5 bis 5 ug Substanz be-
'nétlgt wihrend bei Fluoreszenzmessungen bereits 5 bis 500 ng ausreichen. Es handelt
~sich hierbei also um ein Auswerteverfahren des mikroanalytischen Arbeitsbereiches,
das auch nur hier eingesetzt werden sollte!

. Diese Uberlegungen zeigen, dass auch der Vorbereitung einer Analyse grésste

Aufmerksamkelt gewidmet werden muss. Da weder in Betriebsanleitungen der Ge- ’

“rédte noch in der Literatur hierauf niher eingegangen wird, sollen im folgenden einige
I‘aktoren besprochen werden, die die Direktauswertung von Diinnschicht-Chromato-
) grammen beeinflussen, mit der eigentlichen Messung jedoch nichts zu tun haben.

‘ WAHL UND BESCHAFFENHEIT DER STATIONKREN PHASE

_ Direkte Absorptions- und Fluoreszenzmessungen sind grundsétzlich auf allen
in der Chromatographie gebrduchlichen Sorptionsmitteln durchfiihrbar. Auch Im-
prignierungen, mit Ausnahme grésserer Silbernitrat-Mengen, stéren die Auswertung
‘ .zumeist nicht.

fSchwhtdzcke und Messwert
i Die unter Standardbedingungen hergestellten stationiren Phasen sind bezlig-
lich ihrer Schichtdicke von 250 um fiir spektralphotometrische Remissionsmessungen.
zumeist gut geeignet (vergl. Fig. 1). Bei gleicher Auftragemenge von Sudanrot G,
Thebain und Coffein steigt der Messwert auf Grund der rdumlichen Substanzvertei-

Sudonrot G
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Thedain = = = = v =
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'Fig. x. Meéswerte-des"Sudahrots G ( ), Coffeins (— + - + —) und Thebains (— — —) in
. Abh#ingigkeit von der Schichtdicke der stationiiren Phase.
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BEEINFLUSSING DER REMISSIONSMESSUNG IN DER DC 375

lung mit fallender Schichtdicke an und erreicht unterhalb von 250 gm ein Maximum.
Hieraus ergeben sich fiir die Praxis drei Folgerungen, auf die niher eingegangen
werden soll.

Schichtdickendifferenzen

Durch den steilen Anstieg der Messwerte zu diinnen Schichten hin ldsst sich
vermuten, dass in diesem Bereich geringe Schichtdicken-Unterschiede zu grésseren
Differenzen der Messergebnisse fithren. Wie aus fritheren Untersuchungen hervor-
geht!?, liegt die relative Standardabweichung fiir den zufilligen Schichtdickenfehler
der gleichen DC-Platte zwischen s = 4-3 und 99%,. Fiir die Remissionsmessungen er-
gibt sich hieraus ein zufilliger Fehler von s = +4-1 bis 2.5%,. Diese Angaben beziehen
sich auf 20 X 20 cm grosse Platten. Da der Messwert in der Praxis auf die Umgebung
eines Chromatogrammfleckes bezogen wird, und nicht auf ferner liegende Bereiche,
verringert sich dieser zufillige FFehler betrichtlich. Das gilt sowohl fiir selbstherge-
stellte Schichten als auch fiir fabrikmaissig vorgefertigte DC-Platten oder -folien.

Einfluss der Teilchengrisse

Die zweite Aussage, die auf Grund des Kurvenverlaufes in Fig. 1 gemacht
werden kann, bezieht sich auf Spurenanalysen. Zur Untersuchung kleinster Sub-
stanzmengen sollte eine mdaglichst diinne stationire Phase eingesetzt werden, weil
hier der Messwert entsprechend gross ist. Dieser Interpretation sind jedoch dadurch
Grenzen gesetzt, dass die Teilchengrésse der zumeist verwendeten Sorbentien im
Durchmesser um 50 um liegt. Sinkt die Dicke der Trennschicht unter 150 gm ab, so
tritt zu viel Lichtenergie durch die stationire Phase!® hindurch und entgeht so der
Auswertung. Es wird nur noch ein Teil der Lichtenergie remittiert. Die Messungen
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Fig. 2. Anderung des absoluten Remissionsgracles in Abhiingigkeit von der Korngréssenverteilung
und der Messwellenlilnge bei einer Schichtdicke von 170 um.
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konnen nicht nach den fiir die Remission giiltigen Gesetzen ausgewertet werden.
Abhilfe lisst sich durch die Verwendung feiner kérniger Sorbentien schaffen.
Fig. 2 zeigt, dass sich der absolute Remissionsgrad bei gleicher Schichtdicke mit ab-
nehmender Korngrésse erhéht. Die Anzahl der Reflexionsvorgidnge wird vergrossert.
Schon mit unbewaffnetem Auge lisst sich erkennen, dass eine 100 um dicke Kieselgel-
Schicht aus einer feinkérnigen stationiren Phase (Teilchendurchmesser 2-10 ym)
weisser aussieht als eine doppelt so dicke, grober kérnige Kieselgel HR-Schicht.

Einfluss der Porenweite

Zu analogen Ergebnissen wie bei der Korngrdssenverteilung fithren Untersu-
chungen des Porengrésseneinflusses. Wird der Remissionsgrad an Kieselgelen gleicher
Korngrésse und Schichtdicke, jedoch unterschiedlich grosser Zylinderporen-Durch-
messer bestimmt, so nimmt der Messwert zur kleineren Porenweite hin zu. Sorbentien

mit Poren von 20 A Durchmesser remittieren stirker die eingestrahlte Energie als
solche mit 50—70 A.

ANWENDUNG AUF DIE PRAXIS

Die erwidhnten Effekte einer Messwerterhéhung durch Verkleinerung der Korn-
. grosse und der Porenweite lassen sich zur Steigerung der Messempfindlichkeit heran-
ziehen. Stehen fiir die Auswertung nur kleine Substanzmengen zur Verfiigung, so
sollten feinkérnige und engporige Sorbentien als stationire Phasen verwandt werden.
Die Schichtdicke ldsst sich dann ohne gréssere Stérungen auf roo um verringern. Gegen-
{iber 250 um dicken Schichten muss sich bei gleicher Auftragemenge aus Griinden der
riumlichen Substanzverteilung auf den diinneren Trennschichten relativ mehr Sub-
stanz an der Oberfliche befinden und somit zur Messung gelangen.

Diesem Effekt einer Empfindlichkeitssteigerung iiberlagert sich noch ein zwei-
ter. Auf Grund der vermehrten Reflexionsvorginge wird die als Film auf den Partikel-
chen der Trennschicht vorhandene Substanz hiufiger durchstrahlt als bei grober
kérnigen und weiter porigen Sorbentien. Folglich vergréssert sich der Messwert fiir
die substanzspezifische Absorption bzw. Emission. Dieser Effekt entspricht einer
Schichtdickenvergrésserung bei Kitvettenmessungen.

Bei diesen Uberlegungen sollte jedoch auch bedacht werden, dass sich durch
die Verdnderung des chromatographischen Systems die Trenneigenschaften der sta-
tionidren Phase verschieben?3. Durch die Verringerung der Teilchengrésse und Poren-
weite verkleinert sich z.B. der ARp-Wert, so dass u.U. polarere Fliessmittel zur Tren-
nung benutzt werden miissen als bei den liblicherweise verwandten Sorbentien. Auch
die Grosse der Chromatogrammzonen idndert sich. Dass dieser Effekt die Spektren-
aufnahme auf dem Chromatogramm nicht stérend beeinflusst, zeigt Fig. 3. Die Lage
der Absorptionsbanden ist bei allen drei Remissionsspektren die gleiche. Es findet
lediglich eine geringe Verschiebung der Intensititsverteilung der einzelnen Banden
zueinander statt, ein Effekt, der auf einer Anderung des Streukoeffizienten in Ab-
hingigkeit von der Porenweite und Wellenlidnge zuriickzuftihren ist. |

‘j. Chromatog., 48 (1970) 372—383
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Tig. 3. Einfluss der Porengrisse des Kieselgels auf die Verteilung des 2,3,5-Trimethoxybenzalde-
hyds im Chromatogramm (A) und den Remissionsspektren-Verlauf der Substanz (B).

CHROMATOGRAPHIER- UND MESSRICHTUNG

Beim praktischen Arbeiten stellt sich zuweilen die Frage, ob in der Streich-
richtung der Chromatogramme entwickelt werden soll oder quer dazu. Entsprechende
Untersuchungen haben ergeben, dass beim Vorliegen einer homogenen Sorptions-
schicht die Chromatographier-Richtung fiir die Ausbildung der Fleckform keine
wesentliche Rolle spielt.

Auch fiir die Reflexionsmessungen gibt es keine Vorzugsrichtung!®. Die ent-
sprechend ausgeflihrten goniophotometrischen Messungen ergaben im Rahmen der
Messgenauigkeit tibereinstimmende Kurven, die von dem Beschichtungsvorgang der
Trigerplatten/-folien unabhéngig sind. Die polierte Oberfliche der meisten Triger-
materialien stort oberhalb einer Schichtdicke von etwa 80 um das Messergebnis nicht.

APPLIKATION DER UNTERSUCHUNGSLOSUNG

Ublicherweise dienen zur Dosierung kleiner Fliissigkeitsmengen Pipetten oder
Mikrospritzen. Die Auftragung des Untersuchungsgutes kann band- oder punktférmig
erfolgen. Eine generelle Entscheidung, welche IForm zur quantitativen Auswertung
die giinstigste ist, kann z.Zt. noch nicht getroffen werden. '

Kreisférmige Startzonen werden immer dann gewéihlt, wenn die zur Verfiigung
stehende Substanzmenge bzw. die Losungsvolumina gering sind. Solche Startzonen
besitzen allerdings den Nachteil, dass nach der Entwicklung hdufig die Trennschiérfe
schlechter ist als bei Chromatogramm-Bidndern2?5. Die Konzentration pro Flidchen-
einheit édndert sich zweidimensional und die Zonengrdsse nimmt bei unvorsichtiger
Auftragung mit der Substanzmenge zu, ein Effekt, der bei quantitativen Arbeiten
nicht erwiinscht ist.

Beim strichférmigen Auftragen treten diese Stdérungen in weit geringerem
Masse auf??. Nur an den seitlichen Enden der Binder ist ein zweidimensionaler Abfall
der Substanzmenge pro Fliche zu beobachten. Im mittleren Bereich liegt bei auto-

J. Chyvomatog., 48 (1970) 372—383
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matisch aufgetragenen Zonenbindern eine homogene Verteilung lings der Hauptachse
vor, so dass nur senkrecht dazu eine Konzentrationsdnderung auftritt. Um eine ex-
akte Messung durchfiihren zu kénnen, miissen die Zonenprofile nach der Chromato-
graphie geradlinig und parallel zueinander verlaufen.

Bandfirmiges Aufiragen

Wihrend bei elektrophoretischen Arbeiten ein strichférmiges Auftragen iiblich
ist, liegen bei papier- und diinnschicht-chromatographischen Arbeiten zumeist runde
Startzonen vor. Der Grund ist vermutlich darin zu suchen, dass es nur wenige Geriite
gibt, mit denen kleinste Fliissigkeitsmengen automatisch und reproduzierbar band-
formig aufgetragen werden kénnen?:29,28,

In diesem Zusammenhang wird hdufig der sogenannte Autoliner nach STAHL®
benutzt®25. Es ist eine mit Gasdruck betriebene, elektronisch gesteuerte Dosierappa-
ratur, die aus einem feststehenden Pipettenteil und einem schlittenartig sich bewe-
genden Auflagetisch fiir DC-Platten besteht. Eine Zusammenstellung der wichtigsten
Kennzahlen im Hinblick auf die Einsatzméglichkeiten des Gerites bei der quantita-
tiven Direktauswertung von Diinnschicht-Chromatogrammen gibt die Tabelle I.

Beim quantitativen Arbeiten auf Diinnschicht-Chromatogrammen hat sich die
strichférmige Auftragung bisher nicht einfiihren lassen. Auf 20 cm breiten DC-Platten

TABELLE I

ZUS“AMMENSIELLUNG‘DER WICHTIGSTEN KENNZAHLEN ZUM AUTOLINER NACH STAHL

(1) K enhzeichhung der Pipetien '

Volumen (ml) 0.1 1.0 5.0
© Skaleneinteilung (ul) 1.0 10.0 100.0
Ablesbarkeit (ul) 0.5 5.0 30.0

(2) Reproduzierbarkeit dev Volumendosierung (0.35 atm, o.10 mm IKaniilendurchmesser )
Volumen (ml)

‘ ‘ 0.05 0.05 0.04
Rel. Standardabweichung (%) I.I 1.8 1.4
Anzahl der Messungen 5 7 9

(3) Reproduzierbarkeit dev Dyruckeinstellung (0.35 atm)

Rel. Standardabweichung (%) 3.5 1.5 3.9
Anzahl der Messungen 8 11 o)

(4) Reproduzierbarkeit des DC-Platten-Vorschubs
Fahrtdauer (sec) 4.9 7.4 9.0
Rel. Standardabweichung (%) 1.5 0.9 0.6
Anzahl der Messungen - 12 9 10

(5) Totvolumen des M agnetventils

“Prototyp: 1.2 ml; Seriengerédt: 1.3 ml
(6) Reproduzierbarkeit des gemessenen Remissionsgrades
(a) Gleicher Bandbereich
Rel. Standardabweichung (%) 0.07 0.05 0.09
Anzahl der Messungen 12 13
(b) Benachbarte Bandbereiche
. Rel. Standardabweichung (%) 0.6 0.7 0.8
~ Anzahl der Messungen 9 9 9

© * Hersteller: Fa. C. Desaga, 69 Heidcelberg, Maasstrasse.
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kénnen nur fiinf bis sechs Startbinder aufgetragen werden. Hiervon sind drei bis vier
fiir Eichwerte bestimmt, sofern nicht mit einem inneren Standard gearbeitet wird,
so dass nur ein bis zwei Proben pro Chromatogramm quantitativ gemessen werden
koénnen. ‘

Werden 40 cm lange DC-Platten eingesetzt, so stért zuweilen die verlingerte
Auftragezeit. Auch ist von der Chromatographie her nicht immer ein paralleler Zonen-
verlauf zu erreichen, so dass sich die Reproduzierbarkeit verschlechtert. Es soll darum
im Vergleich zu diesen Ergebnissen nachfolgend auf die punkt- bzw. kreisférmige
Auftragung der Startzonen eingegangen werden.

Punkiformiges Auftragen

Von den zahlreichen Pipettentypen und Mikrospritzen eignen sich die Mikro-
meter-Kolbenspritzen am besten zur punktférmigen Applikation von Lésungen. Ent-
sprechende Untersuchungen haben gezeigt, dass eine gute Reproduzierbarkeit der
Auftragung erreicht wird!, wenn auf die in Fig. 4 kenntlich gemachten Faktoren ge-
achtet wird.

(a) Der Anschliff der 15 mm kurzen, in den Glaskérper einzementierten Kaniile
soll flir Sorptionsschichten der Standarddicke 20-25° betragen. Er soll méglichst
nicht “bogig"” verlaufen. Kaniilen mit Meissel- oder Lanzenspitze bzw. Pic-Indol
Kaniilen bieten ebenfalls keine Vorteile. Ein rechtwinkliger Anschliff der 0.10 mm
weiten Kaniile fithrt leicht zu einem Verstopfen der Austrittséffnung.

(b) Fir eine gute Reproduzierbarkeit der Auftragung ist weiterhin wichtig,

Fig. 4. Konstruktive Verbesserungsvorschlige zu handelsiiblichen Kolbenspritzen, die zu einer
Erhéhung der Prizision bei der Volumendosierung fithren (Einzelheiten s. Text).

Fig. 5. Absorptions-Orts-Kurven, die das Zonenprofil von je 4.7 ug Petersilienapiol in Abhingig-
keit vom Lésungsmittel darstellen. (A) Substanzverteilung im Startzonenbereich. (B) Verteilungs-
profil nach der Chromatographic in Benzol p.a.

J. Chromatog., 48 (1970) 372-383
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dass bei Kolbenspritzen keine Fliissigkeit zwischen Kolben und &dusseren Spritzen-
kérper hochgedriickt werden kann. Entsprechend angebrachte Teflon-Dichtungen
sorgen wie bei gasdichten Spritzen fiir eine exakte Passform.

(c) Damit auch beim senkrechten Auftragen spezifisch schwerer IFliissigkeiten,
wie beispielsweise Chloroform, der Kontakt zwischen Kolbenknopf und Mikrometer-
spindel gewihrleistet ist, empfiehlt sich die Verwendung einer Magnetkopplung zwi-
schen beiden Teilen. Auf dem Kolbenknopf wird ein Eisenplidttchen aufgeklebt, dass
durch die magnetisch gemachte Mikrometerspindel angezogen wird. Behelfsweise
ldasst sich auch ein guter Kontakt mit handelsiiblichen Klebemitteln erreichen.

Mit einer so ausgeriisteten nachgeeichien Mikrometerspritze lassen sich Auf-
tragungen durchfithren, deren relative Standardabweichung bei einem Volumen von
10.0 ul s = 4 0.69, betrigt.

STARTZONENPROFIL UND LOSUNGSMITTEL

Bei vorgegebener stationirer Phase und Probe hingt die Substanzverteilung in
der Startzonenregion nur noch von dem L&sungsmittel ab, das zur Auftragung ver-
wandt wird?¢, Ist dieses unpolar—bezogen auf das Untersuchungsgut—oder 18st sich
die Substanz schlecht darin, so lagern sich die Molekiile der Verbindung in unmittel-
barer Nidhe der Auftragestelle ab. Je polarer die Auftrageldsung gewidhlt wird, desto
weiter wird die Verbindung radial nach aussen transportiert. Es kommt bekannter-
massen zur Ausbildung von Ringchromatogrammen (vergl. Fig. 5). Hieraus resultieren
fiir die praktischen Arbeiten folgende Ergebnisse.

(x) Die Substanzverteilung in der Startzone wird nicht durch die Groésse des
“nassen’’ Auftragefleckes bestimmt. Wird dieser beispielsweise mit 5 mm im Durch-

“Ftin
w

2O

messer konstant gehalten, so ist der effektive Radius der Substanzzone bei Methanol

als Lésungsmittel grésser als bei #n-Pentan.

(2) Um eine gute Reproduzierbarkeit bei der Auftragung zu erhalten, werden
am besten polare Lésungsmittel eingesetzt. In der Nihe der Kaniilenspitze befinden
sich dann nur wenige Molekiile der Untersuchungssubstanz, die bei einem unsach-
gemissen Abheben der Mikrometerspritze von der Schicht mit entfernt werden
kénnten.

(3) Eine weitere Konsequenz ergibt sich fiir die Herstellung von Eich- und Un-
tersuchungslésungen. Da bei der quantitativen Direktauswertung konstant grosse
Fleckflichen gefordert werdenlf, miissen die Eich- und Untersuchungslésungen in
ihrer Polaritiit einander entsprechen. Diese Voraussetzung ist am einfachsten dadurch
zu erreichen, dass fiir beide Losungen das gleiche L&sungsmittel verwandt wird.
‘Treten dennoch Differenzen zur Untersuchungslésung auf, so miissen bei quantita-
tiven Untersuchungen der Eichlssung weitere Komponenten zugesetzt werden.

Als ein Beispiel moge die Bestimmung des Dibucain-Hydrochlorids in Injek-
tionslésungen gelten (Fig. 6). Ausser weiteren Wirkstoffen enthalten die Ampullen
etwa 309, I1,2-Propylenglykol. Wird der Eichlésung dieser L&sungsvermittler nicht
zugegeben, so resultieren Messwerte, die um 209, zu hoch liegen. Nach Zugabe von

1,2-Propylenglykol nihert sich das Ergebnis dem theoretischen Wert, der erst nach

vollstindiger Abstimmung der Lésungen aufeinander erreicht werden kann.
(4) Verantwortlich fiir diese Messwertdifferenzen ist eine Stdrung des Flichen-
verhéltnisses: Chromatogrammzone /| Mess6ffnung des Auswertegerites. Nach dem

J. Chromatog., 48 (1970) 372~383
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Fig. 6. Bestimmung des Dibucain-Hydrochlorids in Abhiingigkeit von der Substanzverteilung
im Chromatogramm (Einzelheiten s. Text).

Auftragen mit gleicher Startzonengrésse liefert eine in Benzol geléste Substanz nach
der Entwicklung eine kleinere Chromatogrammzone als die gleiche Auftragemenge
einer entsprechenden Methanolldsung. Dies zeigt auch die Fig. 7. Auf Einzelheiten
wird in einer spiteren Mitteilung nédher eingegangen.

APPLIKATION DER EICHLOSUNG

Wiederholt wurde festgestellt, dass fiir quantitative Untersuchungen die Zonen-
fliche konstant gehalten werden soll. Dies ist beim Auftragen der Eichlosung am bes-
ten dadurch zu erreichen, dass jeweils gleiche Volumina einer entsprechend gewéhlten

DC-NR
]

140}

1201

100}

8of .4-«:— --------- 0

Benzol Chloreform Methanol
Auftrageldsung

Fig. 7. Anderung des Messwertes bei der Coffeinbestimmung in Abhingigkeit von der Auftrage-
16sung und Messfliche. Wird die Messdffnung konstant gross gehalten, so resultieren bei drei ver-
schiedenen Diinnschicht-Chromatogrammen die Messwerte der durchgezogenen Kurven. Bei An-
gleich der Messéfinung an dic Gréssc des Chromatogrammfleckes (konstantes Flichenverhiiltnis)
ergeben sich die gestrichelt verbundenen Werte.

relgtive Planimetereinheiten
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Verditnnungsreihe aufgetragen werden. Fiir die Praxis bedeutet diese Vorgehensweise
einen grossen Zeit- und Arbeitsaufwand. Abgesehen von der Erstellung der Verdiin-
nungsreihe muss die Auftragespritze nach jedem Arbeitsgang gereinigt, getrocknet
und neu gefiillt werden, bevor sie wieder in die Halterung eingeklemmt wird und die
Auftragung erneut beginnen kann. Es wurde darum untersucht, wie der Eichkurven-
verlauf ausfillt, wenn von der eingestellten Eichlésung unterschiedliche Volumina
aufgetragen werden. Die zahlreichen Messungen ergaben, dass bei vorsichtigem Ar-
beiten gleich grosse Startzonen resultieren kénnen. Zum Abdunsten des L&sungs-
mittels kann wihrend der Auftragung ein Ventilator oder eine heizbare Unterlage
benutzt werden, sofern das Untersuchungsgut nicht beeintriachtigt wird. Der zufillige
Fehler der Auftragung bleibt bei der Applikation unterschiedlich grosser Volumina
der gleiche wie bei der Verwendung einer Verdiinnungsreihe. Es verringert sich aller-
dings der Messbereich um 10-20%,. Im Extremfall resultieren keine Eichgeraden
sondern Kurven. Da die dusseren Arbeitsbedingungen nicht konstant gehalten wer-
den, wird der Bereich der Kubelka—Munk Funktion eingeschrinkt.
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von Personal- und Sachmitteln, Friulein INGE HOGL fiir die zuverlissige und gewis-
senhafte Mithilfe bei den Messungen bestens gedankt.

ZUSAMMENFASSUNG

Nach einfithrenden Bemerkungen zur Wahl des Bestimmungsverfahrens und
zur Abgrenzung der Methoden gegeneinander, wird auf Einflussfaktoren bei der spek-
tralphotometrischen Auswertung von Diinnschicht-Chromatogrammen eingegangen,
die von der Chromatographie her die Messung beeinflussen kénnen. Es werden ins-
besondere die Schichtdicke der stationiren Phase, die Korngréssenverteilung und die
Porenweite des Sorptionsmittels untersucht. Durch das Arbeiten auf diinnen statio-
niren Phasen aus feinkdrnigen und engporigen Sorbentien lisst sich bei Spurenana-
lysen eine Empfindlichkeitssteigerung um den Faktor 1o erreichen. Es kann keine
Beziehung zwischen der Streichrichtung der DC-Platten und der Chromatographie-
bzw. Messrichtung festgestellt werden.

Es wird weiterhin die Applikation der Untersuchungslésungen besprochen, und
auf die Vorteile der band- bzw. punktférmigen Auftragung hingewiesen. Dabei sollen
die Eich- und Untersuchungslésungen in ihrer Polaritit aufeinander abgestimmt sein,
damit keine Stérungen durch unterschiedlich grosse Zonenausbildung auftreten. Die
- Relation von Messfliche zu Zonenfliche muss konstant gehalten werden, damit nach
der Kubelka-Munk Funktion Eichgeraden resultieren.
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