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‘SUMMARY ..

4 study on kinetics of thin-layer chromatography of ammo aczds on silica gcl

The contribution of different mechanisms to the spreadmg of chromatographw
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
,spreadmg of zones have to be considered, Molecular diffusion in the moblle phase
‘and a ret'mrded mass transfer to the statlon'u'y phase have been found to'be pre-

“dominant spreadmg mechamsms The procedure offers a method to select Slllt'lble
v separatlon condltlons -

EINLEITUNG

Die Qualltat einer chrommtographmchen Trennung hangt wesentlich vom
‘Ausma.ss der Sprelyung ab, ‘'die die Substanzzonen wihrend der Chromatographle er-
‘fahren. Fir die Beurteilung und Auswahl geelgneter Trennbedmgungen smd Infor-
""matlonen tiber 'die Herkunft dieser Spreizung von Bedeutung.

~Als ‘Maiss ‘fiir: die- Zonensprelrung gilt ‘o2, die Varianz" der Substqnzwander-
'strecke in Gauss- Vertellung Dabei ist von héheren statistischen Momenten-—-Schiefe

und Exzess der Vertellung—-—-'mbgesehen1 Fiir die auf die mittlere Substanzwander-
j‘:strecke 25 bezogerne Sprelzung. formell 1dentlsch mit der theoretischien Bodenhohe H,

fasst ‘die ' modifizierte2:8 - V'm Deemter-Glelchung dle verschxedenen Spre17ungs-
.f,mech'mlsmen zusammen. S :
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Werte einzusetzen®. Der exakten Messung von Linge und Breite der elliptoiden
Flecken wie auch der genauen Bestimmung der Maximal- und Grenzkonzentration?
stehen erhebliche Schwierigkeiten entgegen. Die direkte Densitometrie liefert zwar
glockenformige Kurven, die aber wegen der zweidimensionalen Ausdehnung nicht
direkt, sondern unter Beriicksichtigung der 1nhomogenen Substanzverteilung iiber
die gemessene Fliche auszuwerten sind.

METHODIK

Armiinosduren (Gly, Ala, Leu, Lys, Try) werden in wassergeséttigtem n-Butanol
auf verschiedenen Kieselgelen (Supergele, VEB Chemiewerk Coswig und VEB
Farbenfabrik Wolfen) diinnschichtchromatographiert (20 X 20 cm, Schichtdicke
0,5 mm, standardisierte Normalkammer). Die Startflecken (x x4l mit 3:-10-% Mol jeder
Aminosédure) liegen in abgestufter Hohe iiber dem Fliessmittelspiegel, so dass die
Zonenspreizung nach unterschiedlichen Laufstrecken und -zeiten bis zur Ironththe
(r10 mm) gemessen werden kann. Nach quantitativer Ninhydrinfirbung® erfolgt
direkte Densitometrie der Zonen im Durchlicht (Universal-Photometer UFD. Vita-
tron, 545 nm). Die Densitometerkurven werden numerisch auf das Spreizungsmass
o umgerechnet?®. Neben chromatographierten Zonen werden Startflecken auf #dquili-
brierten Platten zur Bestlmmung der initialen Verteilung sowie auch solche Zonen
vermessen, die das Fliessmittel in horizontalen Platten von zwei Selten gleichzeitig
erreicht und die damit ledlgllch der Diffusion in der durchfeuchteten Schicht unter-
liegen. Die Laufeigenschaften der verwendeten Gele werden durch den Geschwmdlg-
keitskoeffizienten des Fliessmittelvorschubs und durch gravimetrische Bestimmung
des Fliessmittelprofils charakterisiert und zur Uberfuhrung der aktuellen Rp-Werte
in die Retentlonsrate R Rr® benutzt!?, : :

ERGEBNISSE UND DISKUSSION'

} Die aus den Mlttelwerten der lefusmnsmessungen durch lineare Approxi-
mation’ errechneten Geraden o%airr(R) liefern fiir alle’ Gele einen negativen Ordmaten-
abschnitt. Damit ist von éinem wesenthchen Beltrag der stationdren Phase zur
'lefustonssprelzung abzusehen. Unter Beruclcsmhtlgung der unterschiedlichen ‘nach
Lit. ¥ berechneten Diffusionskoeffizienten D,, der verwendeten Ammosauren und
der Diffusionszeit ‘sind ‘die Geraden o’”dm/Dmt =: 29mR in Fig. T dargestellt "Sie
schneiden die Bereiche der Standardabweichungen simtlicher Messwerte, was als
,ausrelchendcs Kriterium fiir die Brauchbarkeit der Darstellung anzusehen ist12.

T Aus dem’ ‘Anstieg’ dieser Geraden ‘lassen sich die: Werte' fiir- ym Berechnen.
Zwischen diesen Werten ist kein Unterschied zu sichern, so dass ein (gewogenes)
Mittel fiir die verwendeten Gele angegeben werden kann (Tabelle I). Dieser Wert
unterscheidet sich signifikant von:dem fiir.-Cellulosepulver angegebenen Tortu091tats-
faktor Ym = 0.39 =t 0.00 (Lit. 5) und liegt etwa doppelt so hoch.”
Aus der Zonenspreizung in Laufrichtung wihrend der Chromatographle wu'd'
nach ‘Abzug der Diffusionsspreizung unter Beriicksichtigung .der; Wa.nderstrecken,
~der Fliessgeschwindigkeit und der Laufzeit der Term C berechnet, der mit zuneh-
‘mendem Rj-Wert deutlich abnimmt. Den Zusammenhang ‘der’ wiederum um Dj,
‘ korrigierten Werte mit (1—R)2 zeigt I’lg 2. Die durch den: Nullpunkt gelegten'Ge-
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Fig. 1. Korrxgwrte Dlﬂuqlonssprexyung von Aminosiiuren auf verschicdenen Kieselgelen als I‘unk-
tion von R.. ‘ ]
raden sch'neiden die go%,-Wahrscheinlichkeitsbereiche aller Mittelwerte, so dass eine
Redumerung von C. auf ausschliesslich Cy unter Vernachliissigung. zusitzlicher Me-
chanismen zulasmg erscheint. .In Tabelle. Il sind die Werte, fiir CpnDpm/(1—R)2.=
0.01. ap? sowxe die nach dleser Bemehung zugi nghchen effektiven Partlkelgrossen dp
(Ta.belle II) zelgt dass dle effektwen Durchmesser ca. ..vsofach grosser als dJe der lir-
’sprimghchen Korner sind. Vermutllcll ist diese Dlskrepanz durch eine Verklumpung
‘der Gelkérner verursacht w1e sie , hnhch be1 Cellulosepulver5 und Papler“ anzu-
nehmen 1st i o : L
S Es stehen somxt be1 der chromatographlschen Sprelzung von Ammosauren auf

1oﬁrbdsxTX:SraxrpngN; BEl DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE AUF KIESELGEL; (FUR 5 = 0):\/
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Fig. 2. Korrigierter C-Term der Van Deemter-Gleichung fir Ammosdurcn auf verschlcdencn Kie-
selgelen als Funktion von (1—R)2,
Kieselgelschichten zwei Mechanismen im Vordergrund, Diffusion in der mobilen
Phase und eine diffusionsbedingte Verzégerung des Substanzubergangs von der
mobilen zur stationiren Phase:

2
%o" = 2YmDm (—) + Cm?

Das Zusammenwirken dieser Mechanismen wird wesentlich durch die Fliess-
geschwmdlgkelt und durch die Retentionsrate bestimmt. Fiir hohe Rp-Werte ist
Cm? gering, die Spreizung ist fast ausschliesslich durch die Molekulardiffusion ge-
geben, wobei schnellaufende Gele eine germgere Spreizung zeigen. Mit sinkendem
Rp-Wert fillt die Gleichgewichtsverzégerung in der mobilen Phase immer mehr ins
Gewicht und ist bei hohen L'Lufgeschwmdlgkelten besonders deutlich, verursacht
jedoch bis hinab zu Ry = 0.2 nie mehr als die Hilfte der Gesamtspreizung.

TABELLE I1 .
TRAGE DIFFUSION IN DER MOBILEN PHASE BEI DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE AUF KIESELGEL

Kieselgel CpuDpl(r— -R)®  dp (effektiv) ' (gamasscn)
S (107% ¢cm3) (ro-2cem) (IO"" em)

SG 223 37.27  6.69 6,08 :}: 0.55 0.15
SG 224 . 43.56 4 10.26 6,55 4 0.78 0.12
SG 225 68.23 4 10.03 8.24 4 0.61 ' 0.17

-'ZUSAMMENFASS UNG

Das Ausmass, m1t dem verschledene Mechamsmen zur Sprelzung chromato-
graphischer 7onen beitrigt, wird fiir die Trennung von Aminosiiuren auf Kle-aelgel-
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schichten ermittelt. Dazu sind die Laufeigenschaften des Fliessmittels in der Diinn-
schicht sowie die zweidimensionale Ausdehnung der Zonen zu beriicksichtigen. Als
wesentlicher Spreizungsmechanismus wurden die Molekulardiffusion in der mobilen
Phase sowie ein verzégerter Ubergang zur stationiiren Phase festgestellt. Das Ver-
fahren bietet eine Grundlage zur Auswahl geeigneter Trennbedingungen.
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