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187. Einfluss der Kammersattigung in der 
Dunnschichtchromatographie 

von C. G. Honegger 
Zum 70. Geburtstag von Herrn Professor F. GEORCI 

(6. VI. 63) 

Die wesentlichen Faktoren, welche in der Diinnschichtchroniatographie den Rf- 
Wert einer Substanz beeinflussen, sind nach BRENNER et d l )  : Adsorbcns, Aktivitats- 
gradz), 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 Kammersattigungsgrad angezeigt. 

Der Einfluss des Grades der Kammersattigung wurde von DEMoLE3) und vor 
allem von sTAHL4) untersucht. Aus diesen Arbeiten geht hervor, dass bei unvoll- 
standiger Sattigung wahrend der Auftrennung ein Teil des Laufmittels von der 
Adsorptionsschicht verdampft. Das hat zur Folge, dass Sttirungen wie Rand- 
phanomene, Verlangerung der Laufzeit, Vergrosserung der Wanderungswerte und 
z. T. der Diffusion auftreten. Um reproduzierbare Ergebnisse z i i  erhalten, muss die 
Kammersattigung moglichst vollstandig sein. Mit Trennkammern, welche zwischen 
Adsorptionsschicht und Kammenvand einen Abstand von ca. 0,8-1,s mm aufweisen 
(Schmalkammer) , sol1 dic Sattigung gegeniiber den iiblichen Kanimersystemen besser 
erreicht werden5). Dadurch wird eine Verringerung a) der Verdunstung von Fliess- 
mittel von der Adsorptionsschicht, b) der Trennzeit und c) der Diffusion erreicht. Das 
fiihrt zu kleineren Flecken und einer Erhohung der Erfassungsgrenze 6 ) .  Diese Art 
Trennkammer nach dem Prinzip der bedeckten Platte7) wurde von RRENNER & 
NIEDERWIESER~) speziell zur horizontalen Durchlauf-Dunnschichtchromatographic 
geschaffen und von STAHI.~) fur 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 Tragerplatte, 
c) starken Klammern, mit deren Hilfe die 2 Platten zusammengehalten werden 
1) M. BRENNHR, A.  NIEDERWIESER, G. PATAKI Et .A. R. FAHMY, Experientia I S ,  101 (1962); 

M. BRENNER, A. NIEDERWIESER, G. PATAKI & R. \I;ERICR in ~(1)iinnschichtchrornat~~raphicu 
von E. STAHL, Springer Vcrlag, 1.962, p. 108. 

2 )  Nach einer cbcn crschienenen Plrbeit von F. GEISS & H. SCHLITT, Naturw. 50, 350 (1963), ist 
die relative Feuchte der Raumtempcratur wahrcntl dcs Auftragcns dor Substanzen untl tlic- 
jenige in der Trennkammcr wahrend tler Auftrcnnung fur tlic Rf-Wertc \'on grosscr Bcdcutung. 

3) E. DKMOLE, J. Chromatogr. 7 ,  30 (1958). 
4) E. STAHL, Arch. Pharmaz. 292/04, 411 (1959); Pharrnaz. Rdsch. 1, 1 (1959). 
5 )  E. STAHL, in uniinnschichtchromatographier von E. STAHL, Springer Verlag 1962, p. 20. 
6) E. STAHL & H. JORK in wDunnschichtchromatographieN von E. STAHL, Springer Verlag 1962, 

p. 213; H. JORK, Deutsch. hpothckcr-Ztg. 102, 1263 (1962). 
7) Vorlaufer dieses Prinzips wurden fur tlic Platten-(hornstographic auf loscn Adsorptions- 

schichten schon von T. I .  WILLIAMS, Introduction to Chromatography, Rlacliie C' Son, 
Glasgow, 1947, beschriehen. 

8 )  M. RKENNER & .4. NIEDERWIESER, Experientia 77, 237 (1061). 
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konnen, und d) einem Losungsmitteltank aus 2 verstellbaren Hiilsen, durch deren 
Verschieben der Raum zwischen Glasplatten und Tank verschlossen werden kann. 
Angesichts der beschrankten Trennkapazitat des S-Kammersystems (1 bis 2 Platten 
von 20 x 20 cm pro Lauf), suchten wir nach einer leistungsfahigeren Anordnung, 
welche zudem eine weitmogliche Verwendung der Grundausrustung erlaubt. 

Versuchsanordnung. - a) Neue Vur iante  der S-  T r e n n k a m m e r :  Anstelle des Losungsmittel- 
tanks aus vcrstellharcn Hiilsen wird eine normale Trennkammer (21 x 21 x 9 cm), statt der 
Rahmenplatte rnit aufgeschmolzenen Glasstreifen werden eine Diinnschichtchromatographie- 
Glasplatte (20 X 20 cm) und lose Streifen aus Glas (20 x 0,5 x 0 , l  cm) oder anderem Material ver- 
wendet. Zur Chromatographie wird von der Adsorptionsschicht am linken und rechten Rand 
0,7551 cm Schicht vollstandig entfernt. Auf diese Glasflache Iegt man vorsichtig die losen Glas- 
streifen, wobei zu beacht,cn ist, dass die Streifen von der hdsorptionsschicht durch einen Zwischen- 
raum (0,Z-0,5 cm) getrennt sind, da sonst Flicssmittel, seitlich durch Kapillarwirkung angezogen, 
von den Streifen auf die Schicht gelangen kann. Dic Tragcrplatte wird nun rnit der gereinigten 
Glasplatte bedeckt und diese (lurch jc 2 seitlich anzubringende Klammern festgehalten. Damit 
dieses System in die gcbrauchlichen Wannen hineinpasst, mussen Klammern verwendet werden, 
welche seitlich praktisch kcinen Raum bcanspruchen (z. B. Veloklammern). Fur die .4uftreunung 
ist es wesentlich, dass bcide Glasplatten in das Laufmittel cintauchen. In  einer Wanne konnen 
glcichzeitig 2-3 Platten aufgetrennt werden. Die Immersionslinie ist spcziell bei kleincm Abstand 
der 2 Platten durch Kapillarwirkung hoher als das Niveau cles Fliessmittels in der Wanne. Die 
Verwendung loser Glasstreifen hat den Vorteil, class der :\bstand clcr 2 Plattcn der Schichtdicke 
angepasst werden kann. 

b) Verwendete Kammersys t eme  u n d  Versaichsbedingungen: Zur Untersuchung wurden 4 ver- 
schiedene Trennkammern unterschiedlichen Sattigungsgrades verwendet : 1. Normaler Satti- 
gungsgrad (KN) ; 2. Kammersattigung (K) durch luckenloses Ausschlagen der Seitenwande rnit 
Filterpapier - Kammerdimension bei 1. nnd 2 . :  21 x 21 x 9 cm; 3. Schmalkammer (SN) ohne 
bcsondere Sattigungsmassnahmcn, \vie oben beschricben, wobei der Ahstand zwischen Adsorp- 
tionsschicht und Deckplattc ca. 0,75 mm betragt; 4. gesattigte Schmalkammer (SIC). Zur Satti- 
gung der Atmosphare der letzteren wird die Deckplatte an der der Adsorptionsschicht zugckehrtcn 
Seite mit eincm Filterpapier versehen, das vor dem Chromatographieren mit Laufmittel bcnetzt 
wircl. Zur Trcnnnng der Farhstoffmischung : Buttergelb (B), Sudanrot G (S) und Indophenol (I) 
wurden vom Testgemisch DESAGA je 10 mm3 auf 1,5 cm Breite strichfijrmig auf 0,25 mm dicke 
Schichten von Kieselgel G (MERCK) (Streichgeriit k S A G A )  aufgetragen. Diese waren wahrend 
30 Min. bei 110" aktiviert und anschliessend 110 Min. an der Luft liegen gelassen worden. Die 
chromatographische Auftrennung erfolgte bei Zimmertempcratur aufsteigend in den Laufmitteln 
Chloroform, Benzol untl Petrolather: n-Butanol = 8: 1 (Laufstrecke 10 cm). Als Laufmittel 
wurden analysenreine (lest. Losungsmittel (MERCK) verwendet, wobei jede Wannc mit 120 ml 
heschickt war g).  

Ergebnisse urui 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 Regelmassigkeiten : 

a) Laufzeit: Beim Vergleich der Systeme Kammer rnit Normalsattigung (KN, 
geringster Sattigungsgrad) und gesattigte Schmalkammer (SK, hochster Sattigungs- 
grad) weist erstere in allen untersuchten Laufmitteln die langste und letztere die 
kiirzeste Laufzeit auf, was einer Verkurzung rnit zunehmendem Sattigungsgrad ent- 
spricht. Mit den Fliessmitteln Benzol und Chloroform ist bei Kammersattigung (K) 
eine kurzere Laufzeit als in der ungesattigten Schmalkammer (SN) zu beobachten, 
was im Widerspruch zu den Befunden von sTAHL5) 6, steht lo). Dabei ist es in unserer 

R, Frl. M. BERNHARDT danke ich fur ihrc geschickte experimentelle Mithilfe. 
lo) Dies gilt auch fur 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: n-Butanol (8: 1) verhalten sich hin- 
gegen in diesen Kammern die Laufzeiten gerade umgekehrt : kiirzere Laufzeit im 
Schmalkammersystem (SN), langere Laufzeit bei Kammersattigung (K), wie dies 
von STAHL 5) 6 )  beschrieben wurde (fur Laufmittel Renzol : Methanol = 95 : 5). Kom- 
ponenten und Polaritat des Laufmittels haben in diesen beiden Systemen auf Kam- 
mersattigung und Laufzeit einen wesentlichen Einfluss. 

b) Dimensionen der Flecke (Hohe x Breite) : Substanzen rnit hoheren Rf-Werten 
weisen in der Regel gegenuber solchen rnit kleineren Wanderungswerten eine grossere 
Fleckenausdehnung auf. Dies ist darauf zuruckzufuhren, dass Substanzen mit 
hoheren Rf-Werten einerseits nach dem Auftragen der Liisung am Startpunkt 
sich starker ausbreiten (Zirkularchromatographieeffekt des LBsungsmittels) und 
anderseits eine hohere Diffusion wahrend des langeren Wanderungsweges er- 
leiden. Der Siedepunkt der Laufmittel hat ebenfalls einen Einfluss: im schwer- 
fluchtigercn Benzol z. B. sind gegenuber Chloroform und Petrolather: n-Butanol klei- 
nere Flecke festzustellen. Bei Normalsattigung ist im Chloroform wie auch in Petrol- 
ather: n-Butanol der bekannte Eifekt einer Verscharfung der Bandenll) unter gleich- 
zeitiger Verbreiterung zu beobachten. Im ungesattigten Schmalkammersystem tritt 
mit Chloroform eine Verscharfung des Flecks Indophenol ein, worauf wir noch 
zuruckkommen werden. 

c) Rf-Werte: Als Regel wurde man erwarten, dass die Rf-Werte rnit Zunahme 
der Laufzeit, d. h. weniger gesattigter Kammer, steigen. Dies gilt fur alle Systeme, 
ausser fur die ungesattigte Schmalkammer, in welcher z. T. ,$bweichungen auf- 
treten. Die kleineren Rf-Werte in Renzol bei Kammersattigung (K) gegenuber 
denjenigen in der gesattigten Schmalkammer (SK) sind darauf zuruckzufuhren, 
dass die Immersionslinie im Schmalkammersystem holier liegt als in der gesattigten 
Korma1kammi.r. Abweichungon in den Rf-Werten in der ungesattigten Schmal- 
kammer (SN), wurden in den Laufmitteln Chloroform und Petrolather: n-Butanol 
beobachtet. Im Lauf Chloroform liegen diese Werte durchwegs tiefer. Ein ‘Ted 
von diesem relativ leichtfluchtigen Laufmittel verdampft, und dessen Dampfe von 
hohem spezifischen Gewicht sinken in der engen Kammer entgegengesetzt der 
Lauhichtung (rucklaufiger Gradient). Dadurch werden die Rf-Werte erniedrigt, und 
man beobachtet eine Versch&rfung der Flecke. (Durch Zuleitung von Chloroform- 
dampfen von der oberen Kante her konnte man diesen Effekt noch verstarken.) Im 
Lauf Petro1ather:n-Butanol ist, im Gegensatz zu den ubrigen Kammern, in der un- 
gesattigten Schmalkammer (SN) uberhaupt keine Auftrennung der 3 Farbstoffe 
zu erzielen12). Diese komplexen Verhaltnisse wurden nicht weitel- verfolgt. 

Aus diesen Untersuchungen geht hervor: 1. Fur die meisten Probleme wird das 
System Kammersattigung Verwendung finden, wahrend die N-Kammer oft 
unbefriedigende Trennungen ergibt. 2. Die SN-Kammer kann nic’ht als ein besondcrs 

11) H. I<. MANCOLD, J .  Amer. Oil Chem. SOC.  38, 708 (1961). - €3. P. LISBOA & E. DICZFALUSY, 
Acta endocrinologica 40, 60 (1962), erzielten rnit der K- und tler N-Kammer eine gute 
Reproduzierbarkeit, jedoch teilweise eine bessere Auftrennung in tler N-Kamrner ohne 
.\uftreten griisserer Randeffekte. 

12) I)ie Lipidauftrennung im gebrauchlichen Laufmittel ChloroIorm: Methanol: H,O = 65 : 25 :4 
fiihrt cbenfalls zu unbrauchbaren Resultatm. 
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gut gesattigtes System angesprochen werden. Mit gewissen Laufmitteln ist eine 
weitgehende Reproduzierbarkeit erreichbar, wahrend mit anderen unbrauchbare 
Kesultate erzielt werden. Die Laufzeit kann dabei kurzer oder langer als in der ge- 
sattigten Normalkammer sein und die Diffusion kleiner oder grosser. 3.  Die gesat- 
tigte Schmalkammer wird ausser zur Untersuchung theoretischer Fragen kaum 
benutzt werden. Fur die Bestimmung absoluter Rf-Werte durfte nach diesen Er- 
gebnissen nur die horizontale Chrornatographie in gesattigter Schmalkammer heran- 
gezogen werden, da in diesem System ein maximaler Sattigungsgrad vorliegt, 
jedoch im Gegensatz zu vertikaler Auftrennung kein rucklaufiger Gradient auftritt. 

Dic IJnterstutzung diescr Arbcit durch clen EMIL-BARELL-FONDS sci auch an diescr Stelle 
hcrzlichst verdankt. 

ZUSAMMENFASSUNG 

1. Es wird cine neue, einfache Schmalkammer zur aufsteigenden Ilunnschicht- 
chromatographie beschrieben. 

2 .  Der Einfluss der Kammersattigung in der Dunnschichtchrornatographie wurde 
mit Hilfe von 4 verschiedenen Trennkammern unterschiedlichen Sattigungsgrades 
untersucht . 

3. Es wurde u. a. festgestellt, dass ungesattigte Schmalkammern nicht fur alle 
Trennprobleme benutzbar sind. 

Forschungslaboratoriurn der 
Neurologischcn Universitatsklinik 

Easel, Socinstrasse 55 

188. Regel zur Abschatzung der Aciditatskonstanten von 

von P. F. Sommer 3 ) ,  C .  Pascual, V. P. Arya4) und W. Simon 

Cyclohexancarbonsauren 

(6. VI. 63)  

Carboxylgruppcn aquatorialer und axialer Lage von Cyclohexancarbonsauren 
unterscheiden sich deutlich in ihrer Aciditat l) 5, ‘j) 7 8). Wie aus Tab. 1 ersichtlich ist, 
betragt die Differenz in der freien Energie zwischen Cyclohesancarbonsaure mit 
axialer und dem Epimeren rnit aquatorialer Carboxylgruppe etwa 1,6 kcal/Mol und 
jene fiir das korrespondierende Anion rund 2,2 k c a l / M ~ l ~ ) ~ ) ~ ) .  Die um 0,5 pKb& 
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