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EINIGE KRITISCHE BETRACHTUNGEN ZUR PHOTOMETRISCHEN
AUSWERTUNG VON DUNNSCHICHTPLATTEN

R. KLAUS
Kontroll-Laboratorium der Firma E. Merck AG*, Darmstadt (Deutschiand)

(Eingegangen den 4. Mirz 1964)

Mit der fortschreitenden Anwendung der Diinnschichtchromatographie als routine-
maiassigem Analysenverfahren taucht immer wieder die Frage der photometrischen
Auswertung auf. Wir bemiihen uns daher seit einigen Monaten, geeignete Methoden
sowohl fiir angefidrbte als auch fiir fluoreszierende Diinnschichtchromatogramme zu
finden. Neuerdings wurden die Untersuchungen auf fluoreszierende Platten mit
Kieselgel HF 254 ausgedehnt.

Wir liessen uns bei den Versuchen von dem Gedanken leiten, die uns zur Ver-
fliigung stehenden Gerdte ohne wesentliche Eingriffe in ihren Aufbau auf ihre even-
tuelle Verwendung zu priifen. In Frage kamen hierfiir Remissionsmessungen mit einem
lichtelektrischen Remissionsmessgerit der Firme Zeiss, Durchlissigkeits- einschliesslich
Extinktions- bzw. Fluoreszenzmessungen mit einem Spektralphotometer PMQ II der
Firma Zeiss und letztlich Durchlissigkeitsmessungen mit einem Spektrenauswertgerit
der Optischen Werke, Jena. Letzteres konnte in die Untersuchungen bisher noch nicht
einbezogen werden, da uns die hierzu erforderliche Optik zur Vergrdsserung des
Gesichtsfeldes noch nicht zur Verfiigung steht.

DURCHLASSIGKEITSMESSUNGEN VON PLATTEN MIT ANGEFARBTEN FLECKEN

Auf Grund der Erfahrungen, die wir bei den Untersuchungen zur Auswertung fluores-
zierender Papierchromatogramme?! mit dem Spektralphotometer PMQ II der Firma
Zeiss gemacht haben, versuchten wir zunichst, dieses zur Photometrierung von Platten
mit angefirbten Flecken heranzuziehen.

Versuchsanordnung

Die Versuchsanordnung ist aus Fig. 1 und 2 zu ersehen. Die zu analysierende Platte
steht in einem wvertikalen Rahmen zwischen Leuchte und Monochromator. Dieser
Rahmen kann mit Hilfe der Schraube S, in vertikaler Richtung bewegt werden. Der
Motor M transportiert iiber die Kupplung K die Platte in horizontaler Richtung
senkrecht zu der optischen Achse. Mit Schraube S, der Kupplung kann diese Bewegung
von Hand ausgefiihrt werden. Zur Photometrierung der zu analysierenden Flecke wird
die Lage der Platte durch Drehen der Schraube S; so weit verdndert, dass erstere sich
in Hohe der optischen Achse befinden. Durch Einschalten des automatischen Platten-
vorschubes werden die Flecke an einem Vorspalt vorbeibewegt. Ein an das Anzeige-
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312 R. KLAUS

Fig. 1. Gesamtansicht der Messanordnung far Durchlassigkeits- bzw. Extinktionsmessungen.

gerit angeschlossener Kompensationsschreiber registriert die der jewehigen Zone zu-
zuschreibenden Messwerte.

Beziehungen zwischen Fleckform wund photomelrischen Griossen bei Durchildssigkeits-
messungen

Bei der visuellen Auswertung von Diinnschichtplatten beobachtet man u. U., dass der
Fleck der zu bestimmenden Komponente gegeniiber den Vergleichsflecken mehr oder
weniger deformiert ist. Wir versuchten daher, zunichst auf rechnerischemm Wege den
Einflussder Fleckform auf das Messergebnis zu kliren, und insbesondere den durch eine
zusitzliche Deformation des Analysenflecks méglichen Fehler abzuschitzen. Wir be-

Fig. 2. Zusatzeinrichting fiir Durchlissigkeits- bzw. Extinktionsmessungen.
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PHOTOMETRISCHE AUSWERTUNG VON DUNNSCHICHTPLATTEN 313

handelten bewusst die Analyse unter Beriicksichtigung der angedeuteten Deformation
als Allgemeinfall, der den Sonderfall einer nicht auftretenden Deformation einschliesst.
Geht man von einer konstanten Messfliche f aus (Fig. 3), auf der sich ein Fleck
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Fig. 3. Messfliche f. (a) Ohne Fleck. (b) Mit Fleck.

beliebiger Grosse aber konstanter Farbdichte befindet, so ldsst sich unter Bertlick-
sichtigung der von den einzelnen Zonen durchgelassenen Lichtstrome ¢ eine Aussage
iiber die Gesamtdurchlissigkeit D,y von f bei einer vorgegebenen Wellenlinge A
machen:

bo = Iz-f

P+ e ., p=1I1"f1

D,y = (}60 mit do = To-fo
f=hH-+Ff

wobei I, und I, die jeweiligen durchgelassenen Intensititen bedeuten (Fig. 3).
Setzt man diese Grossen in die Gleichung fir D, ein, so erhdlt man nach einigen
Umformungen folgende Beziehung:

R e

D, 5 bedeutet hierbei die der gesamten Fliche f zuzuschreibende Durchlissigkeit
bezogen auf eine gleich grosse Stelle der Platte ohne Fleck (= 100%), D, = I,/1,ist
die Durchldssigkeit des homogen angenommenen Fleckes ebenfalls auf die gleiche
Plattenstelle bezogen.

Variiert man in dieser Gleichung f, mit D, als Parameter, so erhilt man den in
Tig. 4 wiedergegebenen Zusammenhang D;; — Funkt.(f,). Aus dieser so ermittelten
Kurveaschar lassen sich nun die Bedingungen ableiten, unter denen sich far ver-
schiedene Flecke die gleichen Gesamtdurchlissigkeiten ergeben.

Der Mehrdeutigkeit der Funktion entsprechend bestimmt man fiir D, = konst.
die jeweiligen Wertepaare f;, und D, und trigt D, in Abhingigkeit von f, graphisch

0=
1 =1.0
1.0 ;=1
o8 DI:D,B
0.6 0;:=0.6
O 4 D)_=0.4
0.2 DA=O.2
DJ:O
O.5r 10f —» 1,

Fig. 4. Abhingigkeit der Gesamtdurchlassigkeit D,y von der Fleckfliche f; mit D, als Parameter.
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314 R. KLAUS

auf. Fig. 5 zeigt diese Kurven fiir drei von uns angenommene Werte D ;. Die der
Forderung D ,; = konst. geniigenden Durchlissigkeiten [2; nehmen mit abnehmender
Fleckgrosse sehr stark ab und nihern sich bei einer von der jeweiligen, vorgegebenen
Durchlidssigkeit Dy abhingenden Fliche f, dem Wert o.

b3
1o}l
o.el D35 =0.8 const.
o6l = DZI =0.6 const.
O.4f (?az) Oy 5 =0-4 const.
—
o.21 -
-~
v < - N
0.57 167 —w 7,
Fig. 5. —-— Fleckdurchlissigkeiten D, als Funktion von f, fiir I, — konst. Fleckdurch-

lissigkeiten D, bei jeweils konstant aufgetragenen Substanzmengen als Funktion von f; und einer
angenommenen Giiltigkeit des Lambert-Beerschen Gesetzes.

Wihrend die einleitend untersuchte Funktion einen Zusammenhang herstellt
zwischen den einzelnen, die Gesamtdurchlissigkeit der Messfliiche bestimmenden Fak-
toren, sollen die folgenden Untersuchungen iiber das Verhalten der Gréssen D, f,
und D, bei Verinderung der Fleckbelegung und einer angenommenen Giiltigkeit des
Lambert-Beerschen Gesetzes Aufschluss geben. Ausgangspunkt der Uberlegungen ist
ein Fleck, dessen Gesamtdurchlassigkeit I,y bei der Fleckgrosse von f, = f, (D;5),
betragen soll. Setzt man, wie bereits erwahnt, die Giiltigkeit des Lambert-Beerschen
Gesetzes voraus, so miisste bei einer Verkleinerung der Fleckgrosse von f; — f auf

1, = /s fbei konstant aufgetragener Substanzmenge entsprechend der auf das Doppelte
gesteigerten Belegung die Extinktion £ “im Fleck” sich verdoppeln. Die der Extink-
tion E zuzuordnende Grésse D, wird in D,  eingesetzt: man erhilt die Gesamtdurch-
lissigkeit des Fleckes (D). Fithrt man eine analoge Uberlegung mit weiteren Werte-
paaren durch, so folgt hieraus die in Fig. 5 durchgezogen gezeichnete Kurvenschar.
Gegeniiber den nach der Gleichung D,y = 1—f; (1 — D,)/f = konst. ermittelten Kurven
ergeben sich, wie Fig. 5 zeigt, zum Teil erhebliche Abweichungen, die bereits eine
Abhingigkeit des Messwertes von der Fleckgrosse erkennen lassen.

Die Zusammenhinge werden deutlicher, wenn man wie in Fig. 6 die Abhingigkeit
der fiir drei angenommene Konzentrationen C,, C, und C; erhaltenen Gesamtdurch-
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Fig. 6. Definition der Grosse AD,,; Abhingigkeit von f, und aufgetragener Substanzmenge.
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PHOTOMETRISCHE AUSWERTUNG VON DUNNSCHICHTPLATTEN 315

lassigkeiten D;, von der Fleckgrosse unter Beriicksichtigung des Lambert—Beerschen
Gesetzes graphisch auftrigt. Errechnet man nun die Durchlissigkeitsdifferenzen
zwischen den so erhaltenen Kurven und den entsprechenden Isotransmittances, so
gibt diese Grisse AD,; eine Antwort auf die eingangs gestellte Frage.

Tragt man bei einer chromatographischen Analyse steigende Mengen der Eich-
substanz auf, so nehmen Farbdichte und je nach der angewandten Arbeitstechnik
auch die Fleckgriésse mehr oder weniger zu. Hieraus ergibt sich, wie aus Fig. 6 zu
ersehen ist, dass sich die Grosse 4D ,;, der die Bedeutung einer methodischen Ab-
weichung zukommt, mit steigender Konzentration laufend veriandert, was zu einer
Verzerrung der Eichkurve fiithrt. Beim Auftragen konstanter Volumina ist diese nur
konzentrationsbedingt. Treten sekundire Verinderungen des Analysenfleckes nicht
ein, so ergibt eine unter diesem Gesichtspunkt durchgefithrte Analyse daher ein
durchaus brauchbares Ergebnis. Trigt man dagegen zum Erstellen der Eichkurve
steigende Volumina auf, so tritt eine von dem jeweiligen Volumen abhingige Beein-
flussung der Messwerte ein, die eine quantitative Bestimmung fraglich werden lisst.

Dariiberhinaus fiithrt, wie bereits angedeutet, eine durch sekundire Einfliisse
hervorgerufene Deformierung des Analysenflecks zu einer Verfilschung des Messer-
gebnisses, die um so grisser ist, je kleiner das Verhiltnis f,/f und je grosser die Farb-
dichte des Fleckes ist.

Fasst man die im vorstehenden gemachten Ausfithrungen zusammen, so lassen
sich fiir Durchlissigkeits- bzw. Extinktionsmessungen folgende giinstigste Analysen-
bedingungen angeben:

(a) Fleckausdehnung gross;

(b) Durchlissigkeit D, im Fleck gross;

(¢} Deformation des Fleckes gering.

Das Einhalten dieser Bedingungen diirfte bei vielen Analysen aber nur schwer
durchzufiihren sein. Fiir diese Fille weisen wir auf die beiden folgenden Korrektur-
moglichkeiten hin:

(a) Im Falle annihernd linear verlaufender Eichkurven kann die Zusatzmethode
mit nachfolgender Extrapolation angewendet werden.

(b) Eine gute Anniherung diirfte auch der nach der Gleichung C = C,-A/A’ be-
rechnete Wert ergeben. C, bedeutet hierbei den aus der Standardkurve abgelesenen
Wert, 4 ein bekannter Zusatz zur Analysensubstanz, 4” der aus der Eichkurve er-
mittelte Zusatz.

Versuche mit Testflecken

Von einigen unter Benutzung eines Extinktionsschreibers durchgefiihrten Versuchen
mit Testflecken sei nun im folgenden berichtet:

Fig. 7 zeigt ein photographisches Positiv einer mit einer Fuchsinlésung hergesteli-
ten Testreihe (a). Die Auftropftechnik wurde dabei so gewihlt, dass mit steigender

- « & g &
3.3

5.3 7.3 9.3 11.3 ug

Fig. 7. Fuchsin — Testreihe (a).
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316 R. KLAUS

aufgetropfter Substanzmenge die Fleckgrosse ebenfalls zunimmt. Nach Planimetrierung
der Extinktionsortskurven (Fig. 8) erhilt man den im Fig. g graphisch dargestellten
Zusammenhang (Fall a).

Parallel hierzu wurde eine weitere Testreihe (b) mit demselben Konzentrations-
bereich untersucht. Die Versuchsbedingungen wurden aber so abgeindert, dass die
Ausdehnung der Testflecke konstant und ausserdem dem grossten Fleck der Reihe (a)

] / A

n Y
i [ A /! |

\10.4 cm? 13.9cm? [ 19.7 cm2[ 23.8 cm"’/ 30.9cm? j

| ) 1L J

Fig. 8. Extinktionsortskurven der in Fig. 7 dargestellten Testreihe.

flichengleich sind. Die aus der Reihe (b) resultierende Kurve (Fig. 9) liefert nun erheb-
lich hohere Extinktionsintegrale. Dies kann als eine Best4itigung der bereits abgelei-
teten Beziehungen zwischen Fleckform und Messwert angesehen werden.

Mit zwei weiteren Testreihen wurden analoge Untersuchungen in einem gegeniiber
(a) bzw. (b) verkleinerten Konzentrationsbereich angestellt. Wahrend bei Reihe (c)
die Flecke wieder eine konstante Grosse hatten (flachengleich mit b), nahm diese bei
Reihe (d) mit steigender Konzentration (analog a) zu. Es bestand also wieder Flichen-
gleichheit der Flecke (c) mit dem gréssten Fleck (d). Die Messergebnisse sind in Fig. 10
festgehalten. Auch hier zeigt sich ein dem Fig. g entsprechendes Verhalten.

Es liegt nun nahe, die Kurven (c) und (d) in (a) und (b) einzuordnen. Wahrend
sich die Werte der Flecke mit konstanter Ausdehnung zu einer gemeinsamen Kurve
zusammenfassen lassen, ist eine Kombination der Kurven (a) und (d} nicht méglich.

F [rel. Einh] Flrel Einh]
T @F;Ieckengr'osse x 1 Fleck
30} __,@ a0l @ eckengrosse x @
X
L 2
20
10+
10} ® x
o Fleckengrosse @ . @ > Fleckengrosse o N @
5 6 ¢ — 1
D‘Ig] 1 2 ——— Ctpgj
Fig. 9. Integrierte Extinktionsortskurven als Fig. 10. Analog Fig. 9, X = Fall (c), @ =
Funktion der aufgetragenen Substanzmenge, Fall (d).

® = Fall (a), X = Fall (b).
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PHOTOMETRISCHE AUSWERTUNG VON DUNNSCHICHTPLATTEN 317

Die bereits definierte Abweichung AD,;; des hochsten Konzentrationspunktes der
Reihe (d) unterscheidet sich von dem des niedrigsten Punktes der Reihe (a) betrdacht-
lich. Die in den beiden Bildern dargestellten Versuchsreihen bestitigen aber die Aus-
sage, dass der Einfluss der Fleckform auf das Messergebnis um so geringer wird, je
geringer die Farbdichte im Fleck, d. h. je grosser D, ist.

VERSUCH ZUR AUSWERTUNG DURCH REMISSIONSMESSUNGEN

Wie einleitend angedeutet, versuchten wir, neben dem bereits beschriebenen Verfahren
die Remissionsmethode auf ihre Brauchbarkeit zur Auswertung von Diinnschicht-
platten mit angefirbten Flecken zu priifen.

Der experimentelle Teil der Arbeiten wurde mit einem lichtelektrischen Remis-
sionsphotometer der Firma Zeiss durchgefiihrt. Um eine Beschidigung der Schicht-
seite, die beim Anlegen der Platte an die Messéffnung entstehen kann, zu vermeiden,
wurde die Platte zuvor mit Neatan bespriiht.

Auch hier hielten wir es fiir angebracht, zundchst die Frage nach der Abhingigkeit
des Messwertes von der Fleckform als primir zu klédren.

Der Gesamtremissionsgrad eines festgelegten Flichenelementes f mit einem Fleck
der Ausdehnung f; und Remissionsgrad R, (bezogen auf eine Plattenblindstelle) er-
rechnet sich:

R;y = I—f—;(I—Ra)

Die Diskussion dieser Gleichung, auf die im einzelnen hier nicht eingegangen
werden soll, fiihrt nun zu einem den Durchlidssigkeitsuntersuchungen analogen Ergeb-
nis. Wir beschrinken uns deshalb darauf, von den in diesem Zusammenhang durch-
gefiilhrten Messreihen auf eine charakteristische hinzuweisen.

Fig. 11 zeigt die Abhingigkeit einer durch die Gleichung 1/2 = R,;;/R s definierten
Grosse von dem aufgetragenen Volumen und damit indirekt auch von der Fliache f;
bei konstanter Substanzmenge (Fuchsin). Mit wachsender Fleckausdehnung nimmt
der Gesamtremissionsgrad R,; laufend ab, d. h. der Wert von 1/% zu.

Dies steht vollkommen im Einklang zu der bei den Durchlissigkeitsmessungen
gefundenen Abhingigkeit D,; — Funktion (/1) c=xkonst.-

a
h
1.5F
1.4
1.3F
1.2
11¢
1 L
S5 10
V[l
e
Fig. 11. Abhingigkeit der Grosse 1/2 von dem aufgetragenen Volumen bei konstanter Substanz-
menge.
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318 R. KLAUS

Die quantitative Beurteiling einer auf einer Diinnschichtplatte aufgetragenen
Messreihe verlangt daher auch bei dieser Methode im Falle einer unerwiinschten
Deformation des zu analysierenden Flecks die Anwendung zusidtzlicher Korrektur-

verfahren.

AUSWERTUNG VON PLATTEN MIT FLUORESZIERENDEN FLECKEN

Versuchsanordnung

Die Versuche zur photometrischen Auswertung von fluoreszierenden Flecken wurden
ebenfalls mit einem Spektralphotometer PMQ II der Firma Zeiss durchgefiihrt. Aus-
gehend von der Tatsache, dass der Umlenkspiegel des Lampengehiuses in dem Mono-
chromator abgebildet wird?, dnderten wir die in Fig. 2 gezeigte Zusatzeinrichtung
derart ab, dass die Diinnschichtplatte an den Ort des Umlenkspiegels gebracht wird.

o

Fig. 12. Gesamtansicht der Messanordnung fiir Fluoreszenzmessungen.

Zur Anregung bestrahlen zwei HgS-Lampen unter einern Winkel von 45° zur Platten-
normalen den auf die optische Achse justierten Fleck. Als Flichenbegrenzung kann
vor der Platte wahlweise eine Spalt- oder Kreisblende montiert werden, deren Abmes-
sungen der Grosse des Umlenkspiegels angepasst sein miissen. Fluoreszierende Flecke
mit dem Umlenkspiegel iiberschreitende Gréssenverhiltnisse kénnen mit einer
Zwischenabbildung ausgewertet werden. Der Plattenvorschub wird wieder von dem
Motor M durchgefiihrt. Die Registrierung der Fluoreszenzintensititen erfolgt mit
einem an das Anzeigegerit angeschlossenen Kompensationsschreiber. Fig. 12 zeigt die
gesamte Messanordnung, Fig. 13 die Zusatzeinrichtung.

Zusammenhang zwischen photometrischen Grissen und Fleckparametern

Der bei entsprechender Bestrahlung von einer fluoreszierenden Fliche in der Zeitein-
heit ausgesandte Lichtstrom errechnet sich aus der Gleichung:

¢ =J o
Hierbei bedeuten J die Strahlungsstirke des Senders und w den Raumwinkel in
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PHOTOMETRISCHE AUSWERTUNG VON DUNNSCHICHTPLATTEN 319

Fig. 13. Zusatzeinrichtung fiir Fluoreszenzmessungen.

den die Ausstrahlung stattfindet. Geht man nun von konstanten geometrischen
Abbildungsverhiltnissen aus, so ist @ = konst. (%) fir verschiedene Flecke. d. h.

b, = ki J = s frrk1-hke

k, bedeutet hier eine dem Emergenzwinkel proportionale Grésse, f, Fliache, s,
Strahlungsdichte des Senders. Zwischen dem ausgesandten Lichtstrom ¢; und dem
am Photometer abgelesenen Fluoreszenzwert ¥'; besteht andererseits die Beziehung:

Fp = ka¢,
Bringt man beide Gleichungen zueinander in Beziehung, so erhilt man schliesslich:
Fﬂ. - k - Sﬂ. 'fl

Da es sich bei chromatographischen Analysen jeweils um Messungen mit Ver-
gleichsflecken handelt, ist die Kenntnis der absoluten Grésse der Werte 2 nicht erforder-
lich. Somit lisst sich folgende Beziehung aufstellen:

F}L ~ SA'f]_

Dieser Ausdruck verbindet die photometrischen Gréssen F; und s; mit der Fliche f;
und fithrt zu den beiden Sonderfillen:

(a) s, = konst. >~ F; ~ £

(b) fi = konst. - F, ~ s,

J. Chromatog., 16 (1964) 311-326



320 R. KLAUS

In beiden Fillen ergibt die Rechnung einen linearen Zusammenhang zwischen dem
Messwert und der jeweiligen unabhingig Verinderlichen.

Zur Priifung der Richtigkeit dieser Aussagen, vornehmlich aber zur Abschitzung
der Grenzen der in (b) aufgestelliten Beziehung in Verbindung mit der aufgetragenen
Substanzmenge, sei auf die beiden folgenden Versuche hingewiesen:

Ausgehend von der Beziehung F ~ s;-f, wurde bei dem ersten Versuch s; =
konst. gesetzt und f, variiert durch Verinderung der aufgetragenen Volumina. Wie
bereits in einer fritheren Arbeit berichtet wurde, ergab sich erwartungsgemaiss in ge-
wissen Grenzen ein linearer Zusammenhang zwischen gemessener Fluoreszenzintensi-

tiat £ ; und Fliche f;.

0.1 0.3 GO 0.7 o.s 11 ug

Fig. 14. Fluorescein-Na — Testreihe.

Der zweite Versuch, der anschliessend beschrieben wird, geht von einer konstanten
Flache f, aus, bei Variation von s;. Man erhilt diese Testreihe, indem man konstante
Volumina verschieden konzentrierter Substanzlosungen (in diesem Falle IFluorescein-
Na) auftragt. Fig. 14 zeigt ein photographisches Positiv des betreffenden Platten-
ausschnittes.

Die Registrierung der fluoreszierenden Flecke wurde nach zwei verschiedenen
Methoden durchgefiihrt. Im ersten Fall wurde mit einer Spaltblende als Vorspalt vor
der Diinnschichtplatte gearbeitet. Diese Technik hat den Nachteil, dass die Gesamt-
fluoreszenz jedes Fleckes erst durch Integration der Fluoreszenzortskurven (die so
erhaltene Grésse sei mit F,; bezeichnet) erhalten wird.

Fig. 15 zeigt die registrierten Fluoreszenzortskurven, Fig. 16 Kurve x die inte-
grierten Fluoreszenzortskurven in Abhingigkeit von der Konzentration.
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Fig. 15. Mit Spaltblende aufgenommene Fluoreszenzortskurven der Testreihe von Fig. 14.
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PHOTOMETRISCHE AUSWERTUNG VON DUNNSCHICHTPLATTEN 321

Fiir die zweite Moglichkeit der Auswertung wurde eine Kreisblende, die den ein-
gangs erwahnten Bedingungen gentigt, gewihlt. Die Peakhohe ist hier ein direktes
Mass fiir die der Gesamtfliche zuzuschreibenden Fluoreszenz.

Fig. 17 zeigt die registrierten Fluoreszenzkurven, Fig. 16 Kurve @ die Abhéngig-
keit der Peakhdhe von der aufgetragenen Substanzhéhe.

Ein Vergleich der beiden in Fig. 16 dargestellten Kurven lidsst eine nur relativ
geringe Abweichung erkennen. Bei grésseren Konzentrationen (~ 1 ug) zeichnet sich

Faz[rel Einh}

x |®
200+20

150115

100110

5015

1 I
0.5 10 c,ug]

Fig. 16. Gesamtfluoreszenz I, y als Funktion der aufgetragenen Substanzmenge C (Fluorescein-Na)
® — Registrierung mit Kreisblende, x = Registrierung mit Spaltblende.

eine beginnende konkave Kriimmung der Kurven ab, die auf eine Verdnderung der
Eindringtiefe der anregenden Strahlung bei zu grossen Flichenbelegungen zuriickzu-
fithren sein diirfte.

Die bei diesem Versuch zu klirende Frage nach der Abhangigkeit der Gesamt-
fluoreszenz von der Leuchtdichte s; unter Beriicksichtigung der aufgetragenen Sub-
stanzmenge bei konstanter Fliche f; kann somit wie folgt beantwortet werden:

Fiir nicht zu grosse Konzentrationen besteht zwischen der gemessenen Fluoreszenz
und der Konzentration ein angenihert linearer Zusammenhang. Dies weist aber ande-
rerseits, da f, — konst., auf eine lineare Abhingigkeit zwischen der Konzentration und
der Leuchtdichte s; hin.

Fasst man die in den beiden Versuchen erhaltenen Ergebnisse zusammen, so ergibt
sich eine lineare Abhingigkeit der gemessenen Gesamtfluoreszenz von der aufgetra-
genen Substanzmenge einerseits bei konstanter Leuchtdichte, andererseits bei kon-
stanter Fliche aber nicht zu grossen Leuchtdichten. Mit diesen Aussagen lasst sich nun
die auch hier interessierende Frage nach dem Zusammenhang zwischen Fleckform und
Messergebnis beantworten. Eine durch sekundire Einfliisse hervorgerufene Deforma-
tion des Fleckes diirfte unter normalen Bedingungen das Messergebnis nicht beein-
flussen, zusiatzliche Korrekturen sind demnach im allgemeinen nicht erforderlich.

Die Giiltigkeit dieser Aussagen wird durch den im Fig. 18 angedeuteten Versuch
mit mehreren Fluorescein-Na-Testflecken bestétigt.
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Fig. 17. Mit Kreisblende aufgenommene Fluoreszenzkurven der Testreihe von Fig. 14.

Im folgende sei nun ein Fluoreszenzversuch beschrieben, der einerseits die Vorteile
der photometrischen Auswertung zeigt, andererseits aber auch die Midngel erkennen
lisst, die der Vorbereitung der Platte zum Teil noch anhaften.

Auf einer Diinnschichtplatte wurde die zu analysierende Substanz (St 155) ein-
schliesslich steigender Mengen der Vergleichssubstanz aufgetragen und entsprechend
behandelt. Das Zustandekommen der Fluoreszenz verlangt nun in diesem Falle, dass
man die Platte kurzzeitig einer héheren Temperatur (ca. 120°) aussetzt. Die auf diese
Weise erhaltenen fluoreszierenden Flecke wurden mit der beschriebenen Anordnung
(unter Verwendung der Kreisblende) registriert (Fig. 19) und durch Messung der
Peakhohe ausgewertet.

249 209

i E Fz13.6
0.5 ug 0.5 ug
A F=72

Fig. 18. Zusammenhang zwischen Fluoreszenz und Fleckfliche bei drei verschiedenen aufgetragenen
Mengen Fluorescein-Na.

J. Chvomatog., 16 (1964) 311—326



PHOTOMETRISCHE AUSWERTUNG VON DUNNSCHICHTPLATTEN 323

A A
Py 4 A A N
A ANEE RN AT AL
cm gAY 2 7 s\ 8.7, 8.5 7.5 Jo.7 9.9
. 1 < {I h__] AT cm <m N <M Y Lz cm EulN
ER '\sze?’——!—}—qur 257 27 2.0:}“_7‘27 h rvLL*sTL'—"“ f s.o?Lh" FI—3ar —
A St 155 AL | St 155 A5 | St 155 Az A, L] A

Fig. 19. Fluoreszenzkurven einer Testsubstanz einschliesslich Vergleiche A;—A;.

Fir die zu analysierende Substanz, die dreimal aufgetragen wurde, ergaben sich
Peakhohen von 8.5 cm/7.5 cm/8.0 cm, also Werte mit nicht unbeachtlichen Streuungen.
Ahnlich liegen die Verhiltnisse bei den Vergleichsflecken A - A,. Die Streuungen, wahr-
scheinlich hervorgerufen durch eine nicht konstante Temperaturverteilung im Heiz-
raum, lassen hier sogar das Aufstellen einer Eichkurve nicht ratsam erscheinen. Zur
Reproduzierbarkeitsprifung wurde der Vergleichsfleck mit der héchsten Konzen-
tration (A;) mehrere Male ausgewertet. Aus den beiden im Bild ersichtlichen Fluores-
zenzkurven lassen sich Peakhéhen von 9.9 cm bzw. 10.0 cm ersehen.

Wenn auch bei der Mehrzahl der chromatographischen Analysen aufgrund einer
einfacher zu kontrollierenden Plattenbehandlung mit geringeren Streuungen gerechnet
werden kann, so sollten diese dennoch nicht unberiicksichtigt bleiben.

Der Vorteil der photometrischen Auswertung besteht nun gerade darin, dass, im
Gegensatz zu der visuellen Beurteilung, die Flecke in ihrer Gesamtheit fiir das Ender-
gebnis bestimmend sind, sei es durch Mittelbildung der Messwerte der zu analysier-
enden Flecke oder durch die Festlegung einer aus den einzelnen streuenden Standard-
werten ermittelten Eichkurve.

AUSWERTUNG VON DUNNSCHICHTPLATTEN BEI VERWENDUNG
VON KIESELGEL HF 254 ALS SCHICHTMATERIAL

In zunehmendem Masse finden in letzter Zeit Leuchtstoffplatten Anwendung, die
unter dem Einfluss kurzwelliger U.V.-Strahlung, in diesem Falle der Hg-Linien 2 ~ 254
nm, eine griingelbe Fluoreszenz ergeben3. Trigt man auf die Platte nun Substanzen
auf, die im Bereich 4 ~ 254 nm zwar eine Absorption aufweisen, diese aber nicht in
eine Fluoreszenzstrahlung transformieren, so resultiert hieraus eine Verringerung der
Fluoreszenz des Leuchtstoffes am Ort des absorbierenden Stoffes.

Die von uns durchgefiihrten Versuche sollten auch hier klidren, welcher Zusammen-
hang zwischen der Messgrosse einerseits und aufgetragener Substanzmenge anderer-
seits besteht und im besonderen welche Bedeutung hierbei der jeweiligen Fleckgrosse
zukommt. Hieriiber sei imn folgenden berichtet.

Versuchsanordnung

Es wurde mit der in Fig. 13 beschriebenen Versuchsanordnung unter Verwendung
einer Kreisblende gearbeitet. Die Anregung erfolgte durch die beiden HgS-Lampen
mit entsprechenden Filtern UG 5 der Firma Schott und Gen, Mainz.

Messungen von Testflecken

Fig. 20 zeigt drei willkiirlich angenommene Testflichen, auf denen die Substanzmengen
Co (= 0), C; und C, aufgetragen sein sollen. Ordnet man diesen Testflichen die
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Gesamtfluoreszenzen Fg;, F,; und F,; zu, so wire eine fallende Charakteristik zu er-
warten. Errechnet man dagegen aus den Werten F¢y die auf die Fliche mit C = o
bezogene Fluoreszenzverminderung, indem man die Differenzen

A Fiy = Foyx — Fix
A Foy = Foy — Foy

bildet, so erhilt man fiir die Funktion AF¢s = Funkt. (C) mit C steigende Werte

fiir AFcs.
O @ G

., (=0) [} Co
Foz Sz For
AF1Z AFZZ

Fig. 2zo0. Testflichen zur Definition der Grisse AF¢y.

In den folgenden Untersuchungen wird die so definierte Grésse AF ¢y als fiir die
Analyse charakteristische Grosse eingesetzt. Es wurden die beiden folgenden Test-
reihen hergestellt:

Bei Reihe (a) wurden steigende Volumina einer Coffein-Standardlésung derart
aufgetragen, dass Flecke mit 1—10 ug Coffein entstanden. Die mit Substanz belegten
Zonen nahmen bei diesem Versuch mit wachsender aufgetragener Menge zu.

Bei dem Versuch (b) wurden konstante Volumina von Coffeinlésungen steigender
Konzentration ebenfalls im Bereich 1—10 ug aufgetragen. Es bildeten sich mit Coffein
belegte Zonen annihernd konstanter Ausdehnung. Die Fleckgrosse entsprach dabei
etwa dem gréssten Fleck der Reihe (a). Die Fig. 21 und 22 zeigen die registrierten
Fluoreszenzkurven der beiden Testreihen.

~ TN/ N T T
WIRNIR DA SL ST Al
RUER 7L/ BRIV
:/ 8pug \7]"'5" e :?
10pg | i

Fig. 21. Mit Kreisblende registrierte Fluoreszenzkurven von steigend aufgetragenen Coffein-
Mengen. Versuch (a), zunehmende Fleckgrisse.

Auf Fig. 21 ist fiir die im Bereich 1-5 ug liegenden Peaks deutlich der nicht
konstante Untergrund, d. h. in diesem Falle der Fluoreszenzintensitit Fy; zu erkennen.
Zur Vermeidung rechnerischer Untergrundkorrekturen ist daher gegebenenfalls eine
Verianderung einer der Gerdteparameter derart erforderlich, dass sich jeweils konstante
Werte F; ergeben. Die aus den Messergebnissen resultierenden Kurven zeigt Fig. z3.

Wihrend fiir den Punkt C = 10 ug fiur beide Reihen entsprechend der iiberein-
stimmenden Fleckgrosse die gleiche Fluoreszenzverminderung AF ¢y ermittelt wuarde,
ergaben sich fur C << 10 ug nicht unerhebliche Differenzen.
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Fig. 22. Analog Fig. 21. Versuch {(b), annihernd konstante Fleckgrosse.

Es zeichnet sich ein, wenn auch nicht in diesem Ausmass, dem im Kapitel an-
gefarbte Diinnschichtplatten entsprechender Sachverhalt ab: mit abnehmender Fleck-
grosse verringert sich bei jeweils konstant aufgetragenen Substanzmengen der Wert
der Fluoreszenzverminderung.

A Fer
T @ Fieckengrosse e @
%
.
10

x6 Fleckengrésse x - @

1
5 10, E""gj

————-

Fig. 23. Zusammenhang zwischen Fluoreszenzverminderung und aufgetragener Substanzmenge
(Coffein) bei: (a) steigender Fleckgrosse, X ; (b) konstanter Fleckgrosse, @ .

ZUSAMMENTFASSUNG

In den vorstehenden Ausfithrungen werden die Versuche beschrieben, welche zur
photometrischen Auswertung von angefiarbten bzw. fluoreszierenden Dinnschicht-
platten nach verschiedenen Methoden angestellt wurden.

Ferner wird die Beeinflussung des Messwertes von der jeweiligen Fleckform sowohl
rechnerisch als auch experimentell behandelt und insbesondere auf eine Verfalschung
des Analysenergebnisses bei Nichtbeachtung von zusidtzlich auftretenden Fleckdefor-
mationen hingewiesen. Es werden zwei mogliche Korrekturverfahren erwidhnt, iiber
die gesondert zu einem spiteren Zeitpunkt berichtet werden soll.

SUMMARY

A description is given of the photometric evaluation of coloured and fluorescent spots
on thin-layer plates and of the different methods employed.

The influence of the actual shape of the spot on the values obtained is examined,
both experimentally and mathematically. It is pointed out that erroneous results can
be obtained by disregarding deformation of the spots. Two possible correction pro-
cedures are mentioned, but these will be reported separately at a later date.
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