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A. sltidy on Izinetics of thin.-Zayev chrovnatogra@y of amino acids on silica gel 
*. . I 

The contribution of different mechanisms to the spreading of chromatographic 
zones is ‘investigated in the’ separation of amino acids on silica, layers. For that 
purpose the flow pattern of the solvent in the thin layer and’ the, two-dimensional 
spreading of zones have to be considered, Molecular ‘diffusion in ‘tlie’,,mobile ,phase 

,+L@ ,$, &&d&l mass ‘transfer to ‘the stationary phase have be,en found ‘to. be pre- 
domina&’ spreading mechanisms, The procedure offers a met1~oc.I ‘$0 ‘select suitable 
separation con’ditions’: ‘, ‘, 

)., 

., ,. 

EINLEITUNG 

Die Qualitgt einer chromatographischen Trennung h&ngt wesentlich vom 
A&mass der Spreizung~ ab, ,die die Substaiizzonen titihrend der Chromatographie er- 
<fahre& ’ Fur’ die ‘Beurteilung rind Auswihl geeigneter Trennbedinguxigen sind,Jnfor- 
‘mation& tiber ‘die Herkunft. dieser ,Spreizung von Bedeutung; ,‘,‘, ” .’ ’ !, : ‘: ; L’ 

11, “? r’ ‘. A~S Mgks i ifir., die 2‘ onenspreizung gilt “~9,~ die ‘Variani, der Substanzwander- 
st&cke in ‘Gauss~Verteilung. ‘Dabei ist ‘van hiiheren, statidtischen Momenten’Schiefe 
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Werte einzusetzen”. Der exakten Messung von Lange und Breite der elliptoiden 
Flecken wie such der genauen Bestimmung der Maximal- und Grenzkonientration’ 
stehen erhebliche Schwierigkeiten entgegen. Die direkte Densitometrie liefert zwar 
glockenfijrmige Kurven, die aber wegen der zweidimensionalen Ausdehnung nicht 
direkt, sondern unter Reriicksichtigung der inhomogenen Substanzverteilung iiber 
die ‘gemessene Fkiche auszuwerten sind. ” 

METNODIK 

Aminos&.rren (Gly, Ala, Leu, Lys, Try) werden in wasserges%ttigtem +Butanol 
auf vzrschiedenen Kieselgelen (Supergele, VEB Chemiewerk Coswig und VEB 
Parbenfabrik Wolfen) diinnschichtchromatographiert (20 x 20 cm, Schichtdicke 
oj5 mm, standardisierte Normalkammer). Die Startflecken (I ~1 mit 3 *10--s Mol jeder 
Aminosaure) liegen in abgestufter H&e tiber dem Fliessmittelspiegel, so dass die 
Zonenspreizung nach unterschiedlichen Laufstrecken und -zeiten bis zur Pronthijhe 
(110 mm) gemessen werden kann. Nach quantitativer Ninhydrinfarbungs erfolgt 
direkte Densitometrie der Zonen im Durchlicht (Universal-Photometer UFD Vita- 
tron, 545 nm). Die Densitometerkurven werden numerisch auf das Spreizungsmass 
0 umgerechnet *, Neben chromatographierten Zonen werden Startflecken auf Bquili- 
brierten Platten zur Bestimmung der initialen Verteilung sowie such solche Zonen 
vermessen, die das Fliessmittel in horizontalen Platten von zwei Seiten gleichqeitig 
erreicht und die damit lediglich der Diffusion in der durchfeuchteten Schicht unter- 
liegen. Die Laufeigenschaften der verwendeten Gele werden durch den Geschwindig- 
keitskoeffizienten des Fliessmittelvorschubs und durch gravimetrische Bestimmung 
des l?liessmittelprofils charakterisiert und zur Uberftihrung der aktuellen Rp-Werte 
in die Retentionsrate &= Rp" benutztlO. : 

ERGEUNISSE UND DISKUSSION 
,’ I i : ; /‘. ,. 

Die aus den’ Mittelwerten der’ Diffusionsmessungen durch lineare kpnroxi- 
rmiation’errechneten Geraderi @dir@) liefern ftir alle’ Gele einen negativen Ordinaten- 
abschnitt. ,Damit i&t von %ijinem wesentlichen Bejtrag der station&en Phase zur 
~Diffusionsspreizung ,abzusehen. Unter Berticksichtigung der unterschiedliohen ‘nach 
Lit.’ ‘XI berechneten .Diffusionskoeffizienten’ ‘Dm der verwendeten Amjno&uren~ und 
‘der, ,Diffusionszeit sind A die Geraden ‘.c?tiiri/D&‘* 29kR in’ .Fig. ,i’ ‘dairgestellt;” Sic 
sclineiden, die Bereiche der Standardabweichungen s&mtlicher :Messwerte, ’ wtai als 
ausreichendes Kriterium fiir die Brauchbarkeit der Darstellung anzusehen istrs; ’ 
.\,’ “1. Aus deni’ Anstieg die&r Geraden ‘lassen sich die Werte’ ftir”yA’ ‘berechnen. 
Zwischen diesen Werten ist kein Unterschied zu sichern, so class ein (gewogenes) 
Mittel fur die verwendeten Gele angegeben werden kann (Tabelle I). Die& ‘W&t 
unterscheidet sich signifikanf von;dem, ftir:Cellulosepulver angegebenen TortuositCits- 
faktor yrn I 0.39 & o,oG (Lit. 5) und liegt etwa doppelt so hoch. , ; 

Aus der Zonenspreizung in Laufrichtung w&hrend der Chromatographie wird 
nach Abzug der ,Diff usionsspreizung unter Berticksichtigung i der, Wanderstr,ecken, 
der Fliessgeschwindigkeit und der Laufzeit der Term C berechnet; !der~ mit zunehk 
mendem R&Wert deutlich abnimmt. ,,Den Zusammenhing && wi&de&nn::u‘&” @& 
kot-rigierten’ Werte mit (z-R)2 tieigt Fig. 2.: Die durch den!, NGZ~p.~,~kE”ge;ld~t~~‘~~~ 
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Fig. I’. Korrigiorte Diffusionsspreizung von Aminos&urcn auf irorschicclenon ICicselgelcn als Funk- 
Cion von R. 

raden schneiden die 90 o/O-Wahrscheinlichkeitsbcreiche aller Mittelwert,e, so dass eine 
R,edu+eiung,. von C. auf ausschliesslich. Cm unte? VernachlHssigung. zus%tzlicher Me- 
&an&ye? $.$.Qsjg, etyscheik IT, ‘T+bqlle II sind die ,Wezyte,: ftir Cm&/( I -I?)! y 
o.qx d&sowie die ;nach dieseT.Beziehung zugtinglichen effektiven R,artikelg+se+ ,&’ 
Fusatimeugefasst., Der ,Verglei,ch mit den. nacb :Lit. 13 geqiesseueq I+tikelgrQsse~ 
,(Tabelle;II),. yigt, dass: die effektiven Qurcl!mewq ,ca: -,5ofacli gr&seF als die d,eq ,u~; 
s~@+nglicheq. I$&ier sind. Vernqtlicl~ ist, diese ,Diskrepanz, duqh eine Verkltunpung 

der Gelk6~er,,venirSa,cht,,,,wie sic,,! ghnlich: bei ,Q$ulosepulverb und Rapier’s, any- 
ti,el~me&.~, .,,! ‘.,‘/,,, II. ,,i:, ,.; ,.: .; .,,j (;<, ,:, ,,,,, 1.” . ..‘.. .,‘. .I, ,: .‘,’ ‘:, ,,’ ‘., /,,: 
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Fig. 2. Korrigicrter C-Term cler Van Dccmtcr-Glcichung fttr AminosBurcn auf vcrschioclonen We- 
sclgclen als I?unlclion von (t-R)a. . 

. 

Kieselgelschichten zwei Mechanismen im Vorclergrund, Diffusion in der mobilen 
Phase uncl eine diff usionsbedingte Verzijgerung des Substanztibergaxigs von der 
mobilen zur stationaren Phase : 

02 
-= 

. ZO 

2ymDm $ + Cmv- 
( > 

Das Zusammenwirken dieser Mechanismen wird wesentlich durch die Fliess- 
geschwindigkeit und durch die Retentionsrate bestimmt. Ftir hohe Rp-Werte ist 
C& gering, die Spreizung ist fast ausschliesslich durch die Molekulardiffusion ge- 
geben, wobei schnellaufende Gele eine geringere Spreizung zeigen. Mit sinkendem 
Rp-Wert fallt die Gleichgewichtsverz6gerung in der, mobilen Phase immer mehr ins 
Gewicht und ist bei hohen Laufgeschwindigkeiten besonders deutlich, verursacht 
jedoch bis hinab zu RF = 0.2 nie mehr als die Halfte der Gesamtspreizung. 

TAYBELLE II 

TRiiGE DIPFUSION IN DER MOBILEN PWASE BEI D~NNSCIWX~TCHROMhTOGRAPHlfr, AUP KIBSELGEL 

.TCicsi (gel cnJM(r -Rla d, (effcekiiv) 
(IO-~ cm=) (ro-a cm) 

Zjo~qmcssW 
cm) 

._ 

SG 223 37.27 -& 6.69 ,608 f 0.55 0.15 
SG 224. 43.56 & 10.26 6.55 =L_ 0.78 0.12 
SG 225 68.23 rt: 10.03 8.24 f 0.61 0.17 

: : 

~ZUSAMMENFASSUNG ,’ 

” .,‘. 

Das Ausmass, mit dem verschiedene Mechanismenzur Spreizung chromato- 
graphischer Zonen beitrtlgt, .wird ftir die Trennung von Aminosfiuren auf Kieselgel- 
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schichten ermittelt. Dazu sind die Laufeigenschaften des Fliessmittels in der Dtinn- 
schicht sowie die zweidimensionale Ausdehnung der Zonen zu berticksichtigen. Als 
wesentlicher Spreizungsmechanismus wurden die Mclekulardif~usion in der mobilen 
Phase sowie ein verzBgerter Ubergang zur station&en Phase festgestellt. Das Ver- 
fahren bietet eine Grundlage zur Auswahl geeigneter Trennbedingungen. 
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