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TIVEN DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE
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Firma Dr. Karl Thomae GmbH *, Biberach an der Riss (B.R.D.)
(Eingegangen am 27. August 1973)

SUMMARY

Basic considerations for a rational application of quantitative thin-layer chromatography

Using the Lambert~Beer law one obtains for transmission measurements for
quantitative thin-layer chromatography calibration curves according to the function
y=ax, if oversaturation of the spots to be measured is avoided. Once the optimal
conditions for the starting spot have been attained, they can be easily reproduced
with an automatic spot applicator. Up to nine samples can be applied simultaneously
in a very short time. The diameter of the starting spots can be chosen. The calibration
curve according to the Lambert—-Beer law and the automatic applicator permit ra-
tional utilisation of quantitative thin-layer chromatography. The coefficient of vari-
ation for this method lies between 0.8 and 3.5%,.

EINLEITUNG

Die Direktauswertung von Diinnschichtchromatogrammen ist ein Analysen-
verfahren, das wegen seines breiten Anwendungsbereichs immer gréssere Bedeutung
gewinnt. So lassen sich im Prinzip alle Verbindungen mit Eigenfluoreszenz oder
Absorption im UV- und sichtbaren Spektralbereich quantitativ bestimmen. Hinzu
kommen die Substanzen, bei denen die Fluoreszenz oder die Absorption durch eine
chemische Reaktion auf der Diinnschichtplatte erreicht wird. Es ist deshalb sehr
wichtig, die Voraussetzungen fiir eine rationelle Anwendung dieser Methode zu
erreichen.

Eine wesentliche Aufgabe besteht darin, geeignete funktionelle Zusammen-
hiinge zwischen der Konzentration und dem Messwert zu finden, die lineare Eich-
geraden liefern. Am c¢infachsten liegen die Verhiiltnisse bei der Fluoreszenzmessung.
Wie Seiler!'? gezeigt hat, ist die integrale Fluoreszenzintensitit eines Flecks, unab-
hiingig von dessen Form, in niedrigen Konzentrationen direkt der Substanzmenge
proportional. Es kann in Reflexion oder in Transmission gemessen werden.

Wesentlich komplizierter liegen die Verhiiltnisse bei der quantitativen Analyse
absorbierender Verbindungen. Als einer der ersten hat Jork® mit Hilfe der Kubelka—
Munk-Funktion quantitative Bestimmungen in Remission durchgefiihrt. Da diese
Methode recht aufwendig ist, hat man nach einfacheren empirischen Bezichungen
gesucht. Eich ez a/.* verwenden fiir ihre Bestimmungen die Beziehung zwischen den
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Quadraten der Fliche unter der Absorptions~-Ortskurve und den Substanzmengen
der Flecke. Fiir einen begrenzten Konzentrationshereich erhalten sie eine Gerade.
Sie gehorcht der Funktion y=ax-}-b. Das bedeutet, die Eichgerade geht nicht durch
den Nulipunkt. Treiber et al.® haben die Kubelka~Munk-Funktion mit dem Lambert~
Beerschen Gesetz kombiniert, um durch eine simultane Remissions- und Transmis-
sionsmessung die Platten quantitativ auszuwerten. Diese Methode ist jedoch mit
grossem mathematischem Aufwand verbunden.

In dieser Arbeit wird gezeigt, wie es generell méglich ist, das Lambert—Beersche
Gesetz fiir quantitative Bestimmungen anzuwenden. Die dabei erarbeiteten optimalen
Bedingungen fiir den Startfleck kdnnen jederzeit mit Hilfe eines automatischen
Auftragegeriites reproduziert werden.

EXPERIMENTELLES

Zur Chromatographie werden DC-Fertigplatten Kieselgel 60 F,¢4 der Fa.
Merck, Darmstadt, B.R.D., verwendet. Die Proben werden mit Hamilton Mikro-
literspritzen (Hamilton, Reno, Nev., U.S.A.,) bzw. mit einem automatischen Auf-
tragegeriit aufgetragen. Bei diesem Gerét handelt es sich um eine Eigenkonstruktion
der Fa. Dr, Karl Thomae GmbH (Gebrauchsmusterschutz liegt vor).

Die quantitative Auswertung erfolgt mit dem Schoeffel Spektrodensitometer
Modell SD 3000 (Schoeffel Instrument Corp., Westwood, N.J., U.S.A.) und einem
Schreiber mit Integrator von Vitatron, Modell UR 400 (Vitatron, Milton, Mass.,
U.S.A)). Entwickelt werden die Platten in gesiittigten N-Kammern,

Zur Uberpriifung der Dosxerungsgenaulgkelt des Auftragegeriites wurde eine
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Lésungen wurden gesteuert auf Kieselgelfolien von Macherey, Nagel & Co. (Diiren,

B.R.D.) aufgetragen. Der Durchmesser der Startflecke betrug 4 mm. Anschliessend

wurden die Flecke ausgeschnitten und mit 10 ml Wasser eluiert. In 1-cm Kiivetten

wurde bei 480 nm gegen Wasser die Absorption der jeweiligen L8sung bestimmt.
Den statistischen Aussagen liegen die folgenden Formeln zugrunde:

' 2 v\2
Standardabweichung, s: §= ./ "Z—(::__;c‘)'

Variationskoeffizient, V: V= % + 100

Vertrauensbereich des Mittelwertes, Xy: Xy = X+2¢, .5 S L
n

Toleranzbereich des Einzelwertes, xp: Xy =Xt .ps° 1+ %

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Eichgerade nach dem Lambert-Beerschen Gesetz

Das Lambert—-Beersche Gesetz liefert eine lineare Beziehung zwischen der
Extinktion E und der Konzentration C

E == lc:'g-lf‘2 =g'dC=KC
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Analog ist es moglich, dieses Gesetz in der quantitativen Diinnschichtchromato-
graphie anzuwenden, wenn man in Transmission auswertet. Das Chromatogramm
wird mit einem Lichtstrahl gegebener Intensitiit durchstrahlt. 7, ist der Anteil der
Lichtenergie, der an einer substanzfreien Stelle die Platte durchdringt. 7 ist die durch
die absorbierende Substanz geschwiichte Lichtintensitiit. Um auch im UV absor-
bierende Verbindungen bestimmen zu kdnnen, verwendet man DC-Platten mit

Fluoreszenzindikator. Die Absorption der zu analysierenden Substanz bewirkt eine
Fluoreszenzminderung. Gemessen wird hier

lo _I_o =1lo Fluoreszenz
g I € verminderte Fluoreszenz

Indem man Probe- und Vergleichsbahn mit konstanter Geschwindigkeit an je
einem Spalt vorbeibewegt, erhiilt man die Fliche der Extinktionskurve. Das Lambert~
Beersche Gesetz liefert jetzt dic lineare Beziehung zwischen der Fliiche der Extinktions-
kurve (=Integratoreinheiten) und der Substanzmenge.

Erhiilt man jedoch eine Eichgerade®-® die der Funktion y=ax--4 gehorcht,
dann bedeutet es einmal, dass man fiir exakte quantitative Aussagen mit der Probe
eine Konzentrationsreihe von mindestens vier Werten auf die Platte auftragen muss,
um den Gehalt mit Hilfe der daraus resultierenden Regressionsgeraden zu bestimmen.
Zum anderen ergibt sich aus diesen Ergebnissen ein Widerspruch. Verliingert man
die Eichgeraden, die oft nur fiir einen bestimmten Konzentrationsbereich angegeben
sind, bis zum Schnittpunkt mit der y-Achse, dann erhiilt man nach der Funktions-

-

{ategratoceinhaiten E

Konzentration ¢

Fig. 1. Gegeniiberstellung der beiden Eichgeraden: y= a1, die durch den Nullpunkt geht und
y= asx-+b, mit dem hypothetischen Wert fiir b.
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gleichung y=ax-+b bzw. IE=aC-+ b (IE=Integratoreinheiten) den Wert fiir b (Siche
Fig. 1). Es kann sich jedoch nur um einen hypothetischen Wert handeln, denn bei C=0
ist die Absorption auch 0. Demnach miisste es zwei Eichgeraden geben; die erste
gehorcht der Funktion y=a;x und liuft von C=0 bis zum Schnittpunkt mit der
zweiten Eichgeraden, die durch die Funktion y=a,x- b beschrieben wird. Verlingert
man die erste Eichgerade iiber den Schnittpunkt hinaus, dann erhilt man fiir die
- einzelnen Konzentrationen gréssere Integratorwerte, da @, > a,.

Dieser Widerspruch hebt sich auf, die beiden Eichgeraden fallen zusammen,
wenn man die unterschiedlichen Konzentrationen nicht auf gleiche Flidchen, sondern
pro Flicheneinheit die gleichen Konzentrationen auftrigt. Das heisst, mit zuneh-
mender Konzentration muss der Durchmesser der Startflecke steigen. Danach zeigt
der Schnittpunkt der beiden Eichgeraden den Beginn einer Art Ubersiittigung an.
Von hier ab wird nicht mehr die eigentliche Konzentration sondern nur noch die
Fleckgrisse gemessen, Da der Fleck immer bis zu einem gewissen Grad diffundiert,
steigt die Eichgerade nach der Funktion y=ax-5/ mit zunehmender Konzentration
trotz Ubersiittigung an. Aus dem gleichen Grund gibt es auch keinen scharfen Knick,
sondern einen kontinuierlichen Ubergang.

Es hat sich gezeigt, dass alle bis jetzt untersuchten Substanzen unter Beriick-
sichtigung der gleichen Flichenhelastung fiir einen bestimmten Konzentrations-
bereich eine Eichgerade nach der Funktion y=ax liefern.

Die Begrenzung erfolgt durch die Spaltbreite der Auswertegerite. Beim
Schoeffel Spektrodensitometer betrigt sie 1 cm. Damit der entwickelte Fleck voll
erfasst wird, muss sein Durchmesser kleiner als 1 cm sein.

1
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tnteqgeatareinhaiten
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0.8(8) 1:0¢10) s oSy
Konzentration (y)

Fig. 2. Eichgeraden von Isopropylantipyrin (1), Novalgin (2), Bisolvon® (3), Prostigminbromid
(4) und Codeinphosphat (5).
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Tabelle 1 zeigt die Ergebnisse von fiinf Substanzen, wihrend in Fig. 2 die Eich-
geraden graphisch dargestellt sind. Der grosse Vorteil dieser Eichgeraden besteht
darin, dass eine Gehaltsbestimmung nicht mit Hilfe einer Regressionsgeraden sondern
durch einen einzigen Vergleichswert durchgefiihrt werden kann.

Abhiingigkeit der Integratorsignale vom R.-Wert

Durch die Ubersiittigung lidsst sich auch sehr einfach die in der Literatur®
mehrfach beschriebene Abhingigkeit der Integratorsignale vom R -~Wert erkliren.
Durch Diffusionsvorginge wihrend des Entwickelns kommt es zu einer Abnahme
der Konzentration pro Flicheneinheit. Deshalb nimmt das Integratorsignal mit
steigendem R,-Wert zu und erreicht je nach Ubersﬁttigung des Startflecks und der
Polaritiit des Fliessmittels ab einem Rp-Wert von ca. 0.3 seinen Maximalwert. Ab
R 0.7 kann der Fleck so weit auseinanderdiffundiert sein, dass er beim Ausmessen
nicht mehr ganz erfasst wird. Dadurch wird eine Abnahme vorgetiuscht. Wenn es
gelingt, den Startfleck homogen und ohne Ubersiittigung aufzutragen, dann ist das
Integratorsignal véllig unabhédngig vom R -Wert.

Automatisches Auftragegerdt

Fiir die quantitative Diinnschichtchromatographie sind die Konzentration pro
Flicheneinheit, die Konzentrationsverteilung innerhalb des Flecks, die Fleckform und
die Fleckgrdsse sehr wichtige Faktoren. Die meisten dieser Kriterien werden ent-
scheidend durch den Startfleck beeinflusst. Fiir eine rationelle Anwendung dieser
Analysenmethode ist es sehr wichtig, dass einmal erarbeitete optimale Bedingungen
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Fig. 3. Detailaufnahme des Auftragegeriites. Der Durchmesser des Startflecks ist durch zwei
Elektroden festgelegt.
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fiir cine Eichgerade oder eine Gehaltsbestimmung jederzeit reproduziert werden
kénnen. Dies ist méglich mit Hilfe eines automatisch arbeitenden Auftragegerites.

Es arbeitet nach dem folgenden Prinzip: Eine bestimmte Menge der Probelésung
wird aus einer Mikroliterspritze auf die Diinnschichtplatte aufgetragen. Dabei dient
die Kaniile der Spritze als eine Elektrode. Mit Hilfe einer zweiten Elektrode kann
jeder beliebige Durchmesser fiir den Startfleck festgelegt werden (siehe Fig. 3). Sobald
der Auftragfleck die zweite Elektrode erreicht, fliesst ein Strom, der die Zugabe sofort
stoppt. Ist der Fleck getrocknet, wird erneut Probeldsung zugegeben. Dieser Vorgang
wiederholt sich so lange, bis die gewiinschte Menge aufgetragen ist.

Das verwendete LOsungsmittel muss gerade so polar sein, dass die Leitfihig-
keit gewihrleistet ist. Aber hierin liegt ¢in grosser Vorteil, denn es erméglicht eine
weitgehend homogene Substanzverteilung im Startfleck. Setzt man dagegen ein sehr
polares L&sungsmittel ein, dann erhiilt man einen ‘‘Startring”, wihrend ein apolares
Losungsmittel einen fast punktférmigen Startfleck liefert. Beides sind Formen ex-
tremer Ubersiittigung und damit ungiinstig.

Fig. 4 zeigt den Prototyp des Auftragegerites. In wesentlich verbesserter Form
und Aufmachung wird dieses Gerit durch die Fa. Camag (Muttenz, Schweiz) ver-
trieben.

Bei diesem Geriit sind neun Spritzen parallel zueinander angeordnet. Will man
Proben auftragen, dann werden zunichst das gewiinschte Volumen und der Durch-
messer fiir den Startfleck eingestellt. Die Zugabegeschwindigkeit lisst sich durch
regulierbares Heizen der DC-Platte von unten oder durch einen einstellbaren Luft-
bzw. Stickstoffstrom von oben beeinflussen. Als Ergebnis erhilt man automatisch in
kiirzester Zeit reproduzierbar neun identische Startflecke. Es kénnen aber nicht nur

e e . —— ..
R R L NI . SR

Fig. 4. Auftragegeriit zur reproduzierbaren Applikation von neun Proben,
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neun vergleichbare Proben, sondern auch Konzentrationsreihen dusserst rationell auf-
getragen werden. Wie gezeigt wurde, kommt es ab einer bestimmten Konzentration
pro Flicheneinheit zur Ubersittigung. Daraus folgert umgekehrt, dass man bei einer
Konzentrationsreihe alle Flecken so lange gleich gross auftragen kann, bis die Grenz-~
konzentration erreicht wird, denn eine ‘““Verdiinnung’’ beeinflusst das Fliichenintegral
nicht. Zur Aufstellung einer Eichgeraden trigt man steigende Konzentrationen in
gleichen Volumina mit dem maximal md&glichen Durchmesser auf (der Durchmesser
des entwickelten Flecks muss kleiner als 1 cm sein) und stellt fest, bis zu welcher
Konzentration die Eichgerade der Funktion y=awx entspricht.

Fiir die Anwendung dieses Geriites spielt die Frage nach seiner Dosierungs-
genauigkeit eine entscheidende Rolle. Dazu wurden verschiedene Volumina einer
farbigen Losung auf Kieselgelfolien aufgetragen. Die erhaltenen Startflecke wurden
ausgeschnitten. Der Farbstoff wurde eluiert und seine Konzentration photometrisch
bestimmt. In Tabelle II sind die Ergebnisse zusammengefasst.

Um in etwa vergleichbare Extinktionen zu erhalten, wurde eine Stamml&sung
verschieden verdiinnt. Mit ErhShung der Probenmenge wird der Dosierungsfehler
erwartungsgemiss kleiner. Aber selbst im ungiinstigsten Fall bei S ul liegt der Tole-
ranzbereich des Einzelwertes unter 1%.

Um das angewandte Verfahren selbst abzusichern, wurden die Extinktionen
von drei Farblésungen bestimmt, deren Konzentrationen sich um je 59 unterschieden.
Tabelle III zeigt die Ergebnisse, wihrend in Fig. 5 die graphische Darstellung erfolgt.

TABELLE II

UBERPRUFUNG DER DOSIERGENAUIGKEIT DES AUTOMATISCHEN AUFTRAGE-
GERATES

Zugegebene Menge (1)

5 20 40
Gemessene Extinktionen fiir die Spritzenl-? 0.636 0.725 0.740
0.635 0.725 0.743
0.633 0.728 0.742
0.635 0.723 0.743
0.636 0.729 0.742
0.635 0.725 0.741
0.632 0.722 0.742
0.631 0.723 0.743
0.631 0.722 0.743
Mittelwert 0.634 0.725 0.742
Standardabweichung 0.0021 0.0022 0.0011
Vertrauensbercich des Mittelwertes 0.0016 0.0017 0.0008
In 94 vom Mittelwert . 0.249 0.228 0.109
Toleranzbereich des Einzelwertes 0.0049 0.0052 0.0025

In % vom Mittelwert 0.787 0.721 0.346
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TABELLE III
UBERPRUFUNG DER ANGEWANDTEN METHODE

Es wurden jeweils 40 x4l von drei verschieden konzentrierten Lisungen zugegeben.

Spritzen Konzentration (34)  Extinktionen Mittelwert
1-3 90 0.750, 0.749, 0.748 0.749
4-6 95 0.790, 0.790, 0.790 0.790
7-9 100 0.831, 0.837, 0.833 0.834
§ 0,85 ]
=
E
=
w

0,80,]

0,75,

90 9'5 150

Konzentration (96)

Fig. 5. Uberprifung des Analyseverfahrens, nach dem die Dosierungsgenauigkeit des Auftrage-
geriites bestimmt wurde.

Einfluss vorgekiihiter Platten auf die quantitative Auswertung

In vielen Fillen hat es sich fiir die quantitative Auswertung als giinstig erwiesen,
die DC-Platte vor der Entwicklung zu kiihlen. Bringt man die vorgekiihlte Platte
(10 min bei 4°) in die gesittigte Normalkammer, dann schlagen sich sofort im Gas-
raum befindliche Fliessmittelmolekiile auf der kalten Schicht nieder. Da sich die
Platte schnell auf Zimmertemperatur erwiirmt, fiithrt diese Vorbeladung maximal bis
zur sorptiven Siittigung der Schicht, Fiir die quantitative Auswertung ist dabei sehr
wichtig, dass man durch eine derartige Behandlung der Platte in vielen Fillen wesent-
lich homogener verteilte Flecken erhilt und eine Schwanzbildung weitgehend unter-
bindet. Diese Verbesserung wurde in den verschiedensten Fliessmittelsystemen be-
obachtet. Die Hauptursache liegt wohl in einer gleichmissigen Vorbeladung bzw.
Desaktivierung der Schicht.
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Nach der Standardisierung der Auftragsbedingungen hat man durch diese
Vorbeladung die Mdglichkeit, die Entwicklung der Platien weitgehend reproduzierbar
zu gestalten.

Statistische Beurteilung des Analysenverfahrens
Unter Beriicksichtigung der beschriebenen Bedingungen liegt der Variations-
koeffizient fiir diese Analysenmethode zwischen 0.8 und 3.5%.
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ZUSAMMENFASSUNG

Mit Hilfe des Lambert—Beerschen Gesetzes erhiilt man fiir Transmissions-
messungen in der quantitativen Diinnschichtchromatographie Eichgeraden nach der
Funktion y=ax, wenn man eine Ubersiittigung der zu messenden Flecke vermeidet.
Einmal ermittelte optimale Bedingungen fiir den Startfleck kdnnen mit einem
automatisch arbeitenden Auftragsgeriit jederzeit reproduziert werden. Es ist m&glich,
bis zu neun Proben parallel in kurzer Zeit aufzubringen, Fiir den Startfleck kann man
jeden beliebigen Durchmesser vorwiihlen. Die Eichgeraden nach Lambert-Beer und
das Auftragegerit erlauben eine rationelle Anwendung der quantitativen Diinn-
schichtchromatographie. Der Variationskoeffizient fiir diese Methode liegt dabei
zwischen 0.8 und 3.59;.
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