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187. Einfluss der Kammersiittigung in der
Diinnschichtchromatographie
von C. G. Honegger
Zum 70. Geburtstag von Herrn Professor I. GEORGI

(6. VI. 63)

Die wesentlichen Faktoren, welche in der Diinnschichtchromatographie den Rf-
Wert einer Substanz beeinflussen, sind nach BRENNER ¢f al.1): Adsorbens, Aktivitits-
grad?), Schichtdicke, Fliessmittel, Sattigungsgrad der Kammer, Technik (auf-abstei-
gend, horizontal), Eintauchspiegel, Laufstrecke, Substanzmenge und Temperatur. Im
Hinblick auf die vermehrte Verwendung neuer Trennkammern schien eine eingehen-
dere Untersuchung des Faktors Kammersittigungsgrad angezeigt.

Der Einfluss des Grades der Kammersittigung wurde von DEMOLE3) und vor
allem von StaHLY) untersucht. Aus diesen Arbeiten geht hervor, dass bei unvoll-
stindiger Sittigung wihrend der Auftrennung ein Teil des Laufmittels von der
Adsorptionsschicht verdampft. Das hat zur Folge, dass Stérungen wie Rand-
phianomene, Verlingerung der Laufzeit, Vergrosserung der Wanderungswerte und
z. T. der Diffusion auftreten. Um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, muss die
Kammersittigung moglichst vollstindig sein. Mit Trennkammern, welche zwischen
Adsorptionsschicht und Kammerwand einen Abstand von ca. 0,8-1,8 mm aufweisen
(Schmalkammer), soll die Sdttigung gegentiber den iiblichen Kammersystemen besser
erreicht werden?®). Dadurch wird eine Verringerung a) der Verdunstung von Fliess-
mittel von der Adsorptionsschicht, b) der Trennzeit und c) der Diffusion erreicht. Das
fithrt zu kleineren Flecken und einer Erhohung der Erfassungsgrenze®). Diese Art
Trennkammer nach dem Prinzip der bedeckten Platte?) wurde von BRENNER &
NIEDERWIESER®) speziell zur horizontalen Durchlauf-Diinnschichtchromatographie
geschaffen und von STaHLS) fiir eine aufsteigende Variante, die sogenannte S-
Kammer, angewandt. Sie besteht aus: a) einer Rahmenplatte, der auf drei Seiten
plangeschliffene 2 mm dicke Glasstreifen aufgeschmolzen sind, b) der Trégerplatte,
c) starken Klammern, mit deren Hilfe die 2 Platten zusammengehalten werden

1y M. BrenNER, A. NIEDERWIRSER, G. Patakr & A. R. Faumy, Experientia 78, 101 (1962);
M. BRENNER, A. NIEDERWIESER, G. PaTakr & R. WEBER in «Diinnschichtchromatographic»
von E. StaHL, Springer Verlag, 1962, p. 108.

2) Nach einer cben crschienenen Arbeit von F. Geiss & H. ScHLITT, Naturw. 50, 350 (1963}, ist
die relative Feuchte der Raumtemperatur wihrend des Auftragens der Substanzen und die-
jenige in der Trennkammer wahrend der Auftrennung fiir dic Rf-Werte von grosser Bedeutung.

3) E. DEmoLE, J. Chromatogr. 7, 30 (1958).

4) E. StaHL, Arch. Pharmaz. 292/64, 411 (1959); Pharmaz. Rdsch. 7, 1 (1959).

5) E. StanL, in «Diinnschichtchromatographie» von E. StanL, Springer Verlag 1962, p. 20.

%) E. STaHL & H. JorRK in «Diinnschichtchromatographie» von E. Stanr, Springer Verlag 1962,
p. 213; H. Jorxk, Deutsch. Apotheker-Ztg. 702, 1263 (1962).

7) Vorldufer dieses Prinzips wurden fiir dic Platten-Chromatographic auf losen Adsorptions-
schichten schon von T. I. WiLrLiams, Introduction to Chromatography, Blackie & Son,

Glasgow, 1947, beschrieben.
8) M. BRENNER & A. NIEDERWIESER, Experientia 77, 237 (1961).
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koénnen, und d) einem Losungsmitteltank aus 2 verstellbaren Hiilsen, durch deren
Verschieben der Raum zwischen Glasplatten und Tank verschlossen werden kann.
Angesichts der beschrankten Trennkapazitit des S-Kammersystems (1 bis 2 Platten
von 20 X 20 cm pro Lauf), suchten wir nach einer leistungsfihigeren Anordnung,
welche zudem eine weitmégliche Verwendung der Grundausriistung erlaubt.

Versuchsanordnung. — a) Neue Variante dev S-Trennkammer: Anstelle des Losungsmittel-
tanks aus verstellbaren Hiilsen wird eine normale Trennkammer (21 x 21 X 9 cm), statt der
Rahmenplatte mit aufgeschmolzenen Glasstreifen werden eine Diinnschichtchromatographie-
Glasplatte (20 x 20 cm) und lose Streifen ans Glas (20 x 0,5 x 0,1 cm) oder anderem Material ver-
wendet. Zur Chromatographie wird von der Adsorptionsschicht am linken und rechten Rand
0,75-1 cm Schicht vollstindig entfernt. Auf diese Glasfliche legt man vorsichtig die losen Glas-
streifen, wobei zu beachten ist, dass die Streifen von der Adsorptionsschicht durch einen Zwischen-
raum (0,2-0,5 cm) getrennt sind, da sonst Flicssmittel, seitlich durch Kapillaiwirkung angezogen,
von den Streifen auf die Schicht gelangen kann. Die Tragerplatte wird nun mit der gereinigten
Glasplatte bedeckt und diese durch je 2 seitlich anzubringende Klammern festgehalten. Damit
dieses System in die gebrduchlichen Wannen hineinpasst, miissen Klammern verwendet werden,
. welche seitlich praktisch keinen Raum beanspruchen (z. B. Veloklammern). Fiir dic Auftrennung
ist es wesentlich, dass beide Glasplatten in das Laufmittel cintauchen. In einer Wanne kénnen
gleichzeitig 2-3 Platten anfgetrennt werden. Die Immersionslinie ist speziell bei kleinem Abstand
der 2 Platten durch Kapillarwirkung héher als das Niveau des Fliessmittels in der Wanne. Dic
Verwendung loser Glasstreifen hat den Vorteil, dass der Abstand der 2 Platten der Schichtdicke
angepasst werden kann,

b) Verwendete Kammersysteme und Vevsuchsbedingungen: Zur Untersuchung wurden 4 ver-
schiedene Trennkammern unterschiedlichen Sittigungsgrades verwendet: 1. Normaler Satti-
gungsgrad (KN); 2. Kammersittigung (K) durch liickenloses Ausschlagen der Seitcnwinde mit
Filterpapier — Kammerdimension bei 1. und 2.: 21 X 21 x 9 c¢m; 3. Schmalkammer (SN) ohne
besondere Sittigungsmassnahmen, wie oben beschricben, wobei der Abstand zwischen Adsorp-
tionsschicht und Deckplatte ca. 0,75 mm betragt; 4. gesittigte Schmalkammer (SK). Zur Satti-
gung der Atmosphire der letzteren wird die Deckplatte an der der Adsorptionsschicht zugekehrten
Seite mit einem Filterpapier versehen, das vor dem Chromatographieren mit Laufmittel benetzt
wird. Zur Trennung der Farbstoffmischung: Buttergelb (B), Sudanrot G (S) und Indophenol (I)
wurden vom Testgemisch DEsaGa je 10 mm?® auf 1,5 cm Breite strichférmig auf 0,25 mm dicke
Schichten von Kieselgel G (MERCK) (Streichgerit DEsaca) aufgetragen. Diese waren wihrend
30 Min. bei 110° aktiviert und anschliessend 110 Min. an der Luft liegen gelassen worden. Die
chromatographische Auftrennung crfolgte bei Zimmertemperatur aufsteigend in den Lanfmitteln
Chloroform, Benzol und Petrolather:#-Butanol = 8:1 (Laufstrecke 10 cm). Als Laufmittel
wurden analysenreine dest. Lésungsmittel (MERCK) verwendet, wobei jede Wanne mit 120 ml
beschickt war®).

Ergebnisse und Diskussion. Der Einfluss des Kammersattigungsgrades wurde
beurteilt durch Bestimmung der Laufzeit, Dimension der Flecke vor und nach der
Auftrennung (Mass der Diffusion) und der Rf-Werte. Die Ergebnisse sind tabel-
larisch zusammengefasst und zeigen folgende Regelmissigkeiten:

a) Laufzesit: Beim Vergleich der Systeme Kammer mit Normalsidttigung (KN,
geringster Sittigungsgrad) und gesittigte Schmalkammer (SK, hochster Sattigungs-
grad) weist erstere in allen untersuchten Laufmitteln die lingste und letztere die
kiirzeste Laufzeit auf, was einer Verkiirzung mit zunehmendem Sittigungsgrad ent-
spricht. Mit den Fliessmitteln Benzol und Chloroform ist bei Kammersittigung (K)
eine kiirzere Laufzeit als in der ungesittigten Schmalkammer (SN) zu beobachten,
was im Widerspruch zu den Befunden von STAHL?)¢) steht19). Dabei ist es in unserer

) Frl. M. BErNHARDT danke ich fiir ihre geschickte experimentelle Mithilfe.
10y Dies gilt auch fiir das Fliessmittel Benzol: Chloroform (1:1).
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Anordnung ohne Einfluss, ob das Schmalkammersystem nach oben offen oder abge-
schlossen ist. Mit dem Laufmittel Petrolather:#-Butanol (8:1) verhalten sich hin-
gegen in diesen Kammern die Laufzeiten gerade umgekehrt: kiirzere Laufzeit im
Schmalkammersystem (SN), langere Laufzeit bei Kammersittigung (K), wie dies
von StAHL®)$) beschrieben wurde (fiir Laufmittel Benzol:Methanol = 95:5). Kom-
ponenten und Polaritit des Laufmittels haben in diesen beiden Systemen auf Kam-
mersattigung und Laufzeit einen wesentlichen Einfluss.

b) Dimensionen der Flecke (H6he X Breite): Substanzen mit héheren Rf-Werten
weisen in der Regel gegeniiber solchen mit kleineren Wanderungswerten eine gréssere
Fleckenausdehnung auf. Dies ist darauf zurickzufithren, dass Substanzen mit
hoheren Rf-Werten einerseits nach dem Auftragen der Lésung am Startpunkt
sich stirker ausbreiten (Zirkularchromatographieeffekt des Ldsungsmittels) und
anderseits eine hohere Diffusion wihrend des lingeren Wanderungsweges er-
leiden. Der Siedepunkt der Laufmittel hat ebenfalls einen Einfluss: im schwer-
fliichtigeren Benzol z. B. sind gegeniiber Chloroform und Petrolidther:#-Butanol klei-
nere Flecke festzustellen. Bei Normalsittigung ist im Chloroform wie auch in Petrol-
dther:n-Butanol der bekannte Effekt einer Verschirfung der Banden!!) unter gleich-
zeitiger Verbreiterung zu beobachten. Im ungesittigten Schmalkammersystem tritt
mit Chloroform eine Verschirfung des Flecks Indophenol ein, worauf wir noch
zurliickkommen werden.

¢) Rf-Werte: Als Regel wiirde man erwarten, dass die Rf-Werte mit Zunahme
der Laufzeit, d. h. weniger gesittigter Kammer, steigen. Dies gilt fiir alle Systeme,
ausser fiir die ungesittigte Schmalkammer, in welcher z. T. Abweichungen auf-
treten. Die kleineren Rf-Werte in Benzol bei Kammersittigung (K) gegentiber
denjenigen in der gesittigten Schmalkammer (SK) sind darauf zuriickzufiihren,
dass die Immersionslinie im Schmalkammersystem hoher liegt als in der gesdttigten
Normalkammer. Abweichungen in den Rf-Werten in der ungesittigten Schmal-
kammer (SN), wurden in den Laufmitteln Chloroform und Petroldther:#-Butanol
beobachtet. Im Lauf Chloroform liegen diese Werte durchwegs tiefer. Ein Teil
von diesem relativ leichtfliichtigen Laufmittel verdampft, und dessen Ddmpfe von
hohem spezifischen Gewicht sinken in der engen Kammer entgegengesetzt der
Laufrichtung (riickldufiger Gradient). Dadurch werden die Rf-Werte erniedrigt, und
man beobachtet eine Verschirfung der Flecke. (Durch Zuleitung von Chloroform-
dampfen von der oberen Kante her konnte man diesen Effekt noch verstirken.) Im
Lauf Petrolither:#-Butanol ist, im Gegensatz zu den iibrigen Kammern, in der un-
gesittigten Schmalkammer (SN) {iberhaupt keine Auftrennung der 3 Farbstoffe
zu erzielen?). Diese komplexen Verhéltnisse wurden nicht weiter verfolgt.

Aus diesen Untersuchungen geht hervor: 1. Fir die meisten Probleme wird das
System Kammersidttigung Verwendung finden, wihrend die N-Kammer oft
unbefriedigende Trennungen ergibt. 2. Dic SN-Kammer kann nicht als ein besonders

1y H. K. MaNcoLD, J. Amer. Qil Chem. Soc. 38, 708 (1961). - B. P. L.issoa & E. DICZFALUSY,
Acta endocrinologica 40, 60 (1962), erzielten mit der K- und der N-Kammer eine gute
Reproduzierbarkeit, jedoch teilweise eine bessere Auftrennung in der N-Kammer ohne
Auftreten grésserer Randeffekte.

%) Die Lipidanftrennung im gebrduchlichen Laufmittel Chlorolorm:Methanol: H,0 = 65:25:4

fithrt cbenfalls zu unbrauchbaren Resultaten.
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gut gesittigtes System angesprochen werden. Mit gewissen Laufmitteln ist eine
weitgehende Reproduzierbarkeit erreichbar, wihrend mit anderen unbrauchbare
Resultate erzielt werden. Die Laufzeit kann dabei kiirzer oder ldnger als in der ge-
sittigten Normalkammer sein und die Diffusion kleiner oder grésser. 3. Die gesit-
tigte Schmalkammer wird ausser zur Untersuchung theoretischer Fragen kaum
beniitzt werden. Fiir die Bestimmung absoluter Rf-Werte diirfte nach diesen Er-
gebnissen nur die horizontale Chromatographie in gesdttigter Schmalkammer heran-
gezogen werden, da in diesem System ein maximaler Sittigungsgrad vorliegt,
jedoch im Gegensatz zu vertikaler Auftrennung kein riickliufiger Gradient auftritt.

Dic Unterstiitzung dieser Arbeit durch den EMIL-BARELL-FONDS sei auch an dieser Stelle
herzlichst verdankt.

ZUSAMMENFASSUNG

1. Es wird eine neue, einfache Schmalkammer zur aufsteigenden Diinnschicht-
chromatographie beschrieben.

2. Der Einfluss der Kammersittigung in der Diinnschichtchromatographie wurde
mit Hilfe von 4 verschiedenen Trennkammern unterschiedlichen Sittigungsgrades
untersucht. :

3. Es wurde u. a. festgestellt, dass ungesittigte Schmalkammern nicht fiir alle
Trennprobleme benititzbar sind.

Forschungslaboratorium der
Neurologischen Universititsklinik
Basel, Socinstrasse 55

188. Regel zur Abschitzung der Aciditiitskonstanten von
Cyclohexancarbonsiuren )?)

von P.F.Sommer3), C.Pascual, V.P. Arya?) und W. Simon

(6. VI. 63)

Carboxylgruppen dquatorialer und axialer Lage von Cyclohexancarbonsiuren
unterscheiden sich deutlich in ihrer Aciditdt?)5)$)7)8). Wie aus Tab. 1 ersichtlich ist,
betragt die Differenz in der freien Energie zwischen Cyclohexancarbonsiure mit
axialer und dem Epimeren mit dquatorialer Carboxylgruppe etwa 1,6 kcal/Mol und
jene fiir das korrespondierende Anion rund 2,2 kcal/Mol?)#)8). Die um 0,5 pKjcs-

MCS
1) Vgl. auch P. I'. SOMMER, V. P. ARva & W. Simon, Tetrahedron Létters Nr. 20, 18 (1960).
%) Vgl. auch P. F. SoMMER, Diss. ETH, Ziirich 1961.
3) Gegenwairtige Adresse: Firma HorFManN-La Rocue & Co., AG., Basel.
4 Gegenwirtige Adresse: C1BA RESEARCH CENTER, GOREGAON, Bombay.
5) R. D. StorLow, J. Amer. chem. Soc. 87, 5806 (1959).
§) M. TicuY, ]. JonA§ & ]. SICHER, Coll. czechoslov. chem. Commun. 24, 3434 (1959).
7y J. F. J. Drepy, S. R. C. HugHEs & J. W. LLaxToN, J. chem. Soc. 7954, 4102.
8) H. Van BEKKUM, P. E. VERKADE & B. M. WepsTER, Kon. nederl. Akad. Wetensch. (Amster-
dam), Proc. Ser. B, 64, 161 (1961).





