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KONZENTRATIONS-BESTIMMUNG MIT HILFE DER U.V.-REMISSION
VON DUNNSCHICHT-CHROMATOGRAPHIE-FLECKEN

WALTER HUBER
Amnalytische Laboratorien dev J. R. Geigy A.G., Basel (Schweiz)

SUMMARY

Determination of the concentration by means of U.V. remission of spots on thin-laver
chromatograms

The reproducibility of the photometric evaluation of spots on thin-layer
chromatograms for the determination of the concentration of substances was investi-
gated. The remission of some U.V.-absorbing test substances was measured at a
wavelength of 254 nm.

The deviation of the remission value on one plate, on plates of the same series
and on plates of different series was determined.

A calibration curve obtained for one series of measurements can be used for
later measurements if calibration values at two different concentrations are determined
again. When using plates that have not been specially selected, the relative standard
deviation with which the concentration can then be determined from the remission
value—at not too low concentrations—is on an average 109%,.

In the cases investigated, it was found that for low concentrations measurement
of the remission value of the centre of the spot gives the most accurate results, while
for medium concentrations about the same accuracy is obtained when the remission
values over the whole spot are averaged.

The thickness and density of the silica gel layer primarily affect the ascension
rate of the solvent front and consequently the spread of the spot in the direction of
flow. Only a very slight influence of the thickness of the layer on the remission value
could be detected, since several effects compensate each other.

I. EINLEITUNG

Bis jetzt sind nur wenige Untersuchungen ver&ffentlicht worden, aus denen
hervorgeht, mit welcher Genauigkeit die Konzentration von chromatographierten
Substanzen aus der Lichtremission auf der Diinnschichtplatte ermittelt werden kann-3,
Jork? gibt an, dass eine Konzentratmnsbes‘ummung mit einer relativen Standard-
abweichung von 3-49% méglich ist.

. Um abzukldren, inwieweit das Resultat einer Eichmessung fiir die Auswertung
eines anderen Chromatogrammes tibernommen werden kann, und wie genau sich
Eichkurven reproduzieren lassen, wurden die Messungen durchgefiihrt, tiber die hier
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berichtet wird. Zu diesem Zweck wurden ‘die Abweichungen der Remissionswerte des
Substanzfleckes auf verschiedenen Bahnen einer Platte, auf verschiedenen Platten
einer Herstellungsserie und auf Platten mit verschiedenen Herstellungsdaten ermittelt.

Da es schwierig ist, das absolute Remissionsvermégen bei der fiir die Messung
verwendeten Wellenlinge von 254 nm zu bestimmen, wurde darauf verzichtet, die
Eichkurven (Abhingigkeit der Lichtremission von der aufgetragenen Substanzmenge
m, bzw. von der Konzentration der Substanz in der aufgetragenen Lésung) durch eine
Funktion nach KuBeLKA und MUNK zu beschreiben, wie dies von Jork!:2 getan wurde.
Sie wurden vielmehr durch eine empirische Kurve mit zwei Parametern angepasst.
Fiir die Auswertung wurde die relative Remission R bentitzt. R ist der beim Abtasten
der Platte erreichte minimale Photometerausschlag A min bezogen auf den Ausschlag
A, den die leere Platte ergibt: R = Amnin/4,.

Als Testsubstanzen wurden 2-(Methylthio)-4,6-bis(isopropylamino)-s-triazin
(Prometryn, Aktivsubstanz des Herbicids Gesagard®, Geigy), Acetanilid und N,N’-
(4,4'-Dichlor-3-trifluormethyl-diphenyl)-harnstoff (Irgasan CF;®, Geigy) verwendet.
Die Lichtabsorption dieser Substanzen liegt im kiirzerwelligen U.V.-Bereich. Das
Absorptionsmaximum von Prometryn in Methanol-Losung liegt bei der Wellenlinge
Amax = 222 nm (molarer Extinktionskoeffizient emax = 4.33 * 10%, &254 nm = 0.62 - 10%),
das Absorptionsmaximum von Acetanilid in Methanol-Lésung bei Amax = 24I nm
(Emax' = I.56:10%, &34 nm = 0.88:10%) und das Absorptionsmaximum von Irgasan
CF, bei Amax = 265 nm (emax = 4.72 * 10%, €254 nm = 3.00 - 10%).

2. UNTERSCHIEDE DES REMISSIONSWERTES BEI GLEICHBLEIBENDER SUBSTANZKONZEN-~
TRATION

In der ersten Versuchsserie wurde auf allen Platten und allen Bahnen die gleiche
Menge m von 5 ug Prometryn aufgetragen. ‘

Die mittlere Schwichung (1~R) der Remission und die ermittelten Standardab-
weichungen der Remissionswerte R sind in der Tabelle I wiedergegeben. Die Streuung
zwischen den Mittelwerten von R iiber die einzelnen Plattenserien (Standardabweichung

ss), wurde aus 5 Serien ermittelt. Die Streuung zwischen den Mittelwerten tiber die
einzelnen Platten innerhalb einer Serie (Standardabweichung sp) wurde aus 15 Platten
von 2 Serien bestimmt. Die einem Gang folgenden Abweichungen der Werte auf ver-
schiedenen Bahnen innerhalb der Platten (Standardabwemhung sp) und die unregel-
méissige Reststreuung (Standardabweichung sy), wurden aus einer Serie von 10 Platten
errechnet. Es zeigte sich, dass der Gang nicht allen Platten der gleichen Serie gemein-
sam ist, sondern fiir jede Platte einzeln bestimmt werden muss. Mit 5, ist auch die auf.
Grund der unterschiedlichen Kérnung der Schicht auftretende relatlve Schwankung
des Remissionsvermégens der leeren Platte angegeben. '

Durch Uberlagern der einzelnen Streuungen ergeben sich die Streuungen des
R-Wertes (Standardabweichung sg), die zu erwarten sind, (1) zwischen benachbarten
Bahnen, (2) zwischen nicht benachbarten Bahnen der gleichen Platte, (3) zwischen
verschiedenen Platten der glelchen Serie und (4) zwischen Platten aus verschiedenen
Herstellungsserien. Mit Hilfe der im ndchsten Abschnitt besprochenen Eichkurven
kann aus sz berechnet werden, mit welchen Standardabweichungen s», fiir die aus R
ermittelten Substanzmenge # in den einzelnen Fillen zu rechnen ist. Wie aus den
Werten von sg;/m der Tabelle I hervorgeht, ist im vorliegenden Fall die Genauigkeit,
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TABELLE I

STREUUNG DES REMISSIONSWERTES [t BEI PROMETRYN (AUFGETRAGENE MENGE M == 5,Ll,g'). zZU
ERWARTENDE STANDARDABWEICHUNGEN DES REMISSIONSWERTES (Sn) UND DER AUS ft ERMITTEL-

TEN MENGE (Sp)

Lichtfleck 3 mm breit 2 mm breit
Mittelwert, 1R : 0.195 0.379
Gemessene Standardabweichungen
der Remission des Plattenuntergrundes, s, 0,002 0.0006
. der Mittelwert von R iiber verschiedenc Serien, sg 0.019 0,024
der Mittelwert von R Uiber Platten einer Serie, s4 0.013; 0.013
der einem Gang folgenden Abweichung von 2 '
innerhalb einer Platte, sy 0.005; 0.00%
der Reststrecuung von R, sy 0.000; 0.007%7g
sn Sm[nt  Sp Smm
(%) (%)
Berechnete Standavdabweichungen von I
(1) zwischen benachbarten Bahnen 0.009; Q.5 0.007y §
(2) innerhalb einer Platte 0.0II II 0.0I0 6
(3) zwischen Platten der gleichen Serie 0.017 I7 0.016; 1I0
(4) zwischen Platten verschicdener Serien 0.026 25 0.029 17

mit der m bestimmt werden kann grésser, wenn mit einem Lichtfleck gemessen wird,
der nur iiber die Mitte des Substanzfleckes streicht, als bei der Messung mit einem

breiten Lichtfleck.

3 REPRODUZIERBARKEIT DER EICHKURVEN UND ABWEICHUNGEN DER REMISSIONS-
WERTE VON DEN EICHEKURVEN

Um die Konzentrationsabhingigkeit von R zu bestimmen, wurden Substanz-
mengen » im Bereich von o.1 ug bis 5 ug auf die Platten aufgetragen. Der Zusammen-
hang zwischen R und # wurde durch den empirischen Ansatz (1) ausgedriickt

I—R=rlln(x+mﬁ-)+rz[ln(1+—$~>J~ ‘ (1)
0 0

Mit diesem Ansatz wurde beriicksichtigt, dass 1 — R fiir kleine s proportional zu
ansteigt, und in einem gewissen mittleren Bereich sich linear mit dem Logarithmus
von m dndert. Der Wert #, wurde so gewihlt, dass in erster Naherung der Zusammen-
hang zwischen R und m durch die Konstante #, charakterisiert wird:

I — R & nin (1 4+ m/my). my wurde in allen Fillen gleich 0.3 ug gesetzt.

In der Tabelle IT smd die Ergebnisse der Messung mit dem 2 mm breiten Llcht-
fleck w1edergegeben Die Mittelwerte der Konstanten »; und 7, sind in der Tabelle
rechts aufgefiihrt. Ihre Streuung (Standardabwelchungen siy und spp) von Platte zu
Platte ist recht gross. Es besteht allerdings eine gewisse Korrelation zwischen denv'
Andelungen von #, und von #,. Der Zusammenhang zwischen diesen beiden Ande-
rungen ist durc:h ‘den Regress1onsl».oefﬁaenten Ary/Ar, wiedergegeben. Wird diese
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Korrelation berucksmhtlgt so wird die Unsicherheit von 7,, bei festgelegtem r,, durch
die Standardabweichung sy, charakterisiert.

Die Standardabweichungen sz bzw. s,,, die links in der Tabelle 11 fiir die ver-
schiedenen Substanzmengen » aufgefiihrt sind, geben die statistischen Abweichungen
der Remissionswerte R von der Eichkurve, bzw. die daraus sich ergebende Unsicher-
heit der Bestimmung von m aus R wieder, falls fiir jede Platte beide Parameter 7,
und 7», angepasst werden. Die Anpassung der beiden Parameter kann durch Eich-
messungen mit zwei verschiedenen Substanzkonzentrationen auf jeder Platte vor-
genommen werden. Die erreichbare relative Genauigkeit (s;/m) nimmt ab, je geringer

TABELLE II

STREUUNG DER REMISSIONSWERTE /t UM DIE EIC HKURVE (STANDARDABWEICHUNG SRp) UND DARAUF
BERUHENDE UNGENAUIGKEIT DER BESTIMMUNG DLER SUBSTANZMENGE (STANDARDAB\VEICHUNG Sm)
BEI DEN SUBSTANZEN PROMETRYN, ACETANILID UND IRGASAN CFa FUR VERSCHIEDENE 71 (EICHRKURVE
FUR JEDE PLATTE ANGEPASST). KONSTANTEN #; UND 7, DER EICHKURVEN UND DEREN STANDARDAB-
WEICHUNGEN ZWISCHEN VERSCHIEDENEN PLATTEN

e 0.10 0.46 I1.I6 =2.48 500 I—R =vln (I + -—> -+ ¥y [ln (1‘ + iﬂ
wm
(rg) Mg 0
Prometryn 1—R 0.029 0.107 0.204 0.305 0.380 # = 0.096; Ps = 0,014,
SR 0.007; 0.008 0.0I1 ©0.0I2Z 0.012 §p = 0.046; Spg = 0.013
Ar,
Smm 26 I1 10 8 Vi —— = —0.206 §'ra = 0.003;
(%) ; Ar,
Acetanilid 1—1 0.018 0.074 0.152 0.236 0.318 7 = 0.072, Py = 0.0I4s
SR 0.005 0.012 0.0I6 0.0I5 0.014 Sy = 0,037 Spa = 0.0I4
Ar, .
Smfm’ 28 20 17 -] 9 — = —0.36 8'pg = 0,004
(% Ar,
Irgasan CF; 1—FR 0.029 0.095 0.168 0.277 0.363 7, = 0.00L #y = 0.013
SR 0.009 ©0.009 0.0I3 ©.023 0.023 sp == 0.024 Spa = 0.009
Ar, ‘ ' :
Smim 32 13 12 18 iq —— = —0.40 §’pg = 0.004
(%) Ar,

die Substanzmenge ist. Die Bestimmungen mit dem 13 mm breiten Lichtfleck sind
fiir die untersuchten Konzentrationen um den Faktor 1.3 bis 1.8 ungenauer.

Wird die Eichmessung nur fiir eine Konzentration durchgefiihrt, so kénnen 7,
und 7, mit Hilfe der angegebenen Werte von #,, #; und 4r,/47, ausgerechnet werden.
Es ergibt sich aus der Standardabweichung s’y, und der Beziehung (1), dass sich in
diesem Falle s und s;,/m bis um etwa das 1.5-fache gegeniiber den in der Tabelle ein-
getragenen Werten erhéhen, je nachdem wie weit die zu bestimmende Menge von jener
Menge abweicht, mit der die Eichung durchgefiihrt worden ist.

4. ABHANGIGKEIT DES REMISSIONSWERTES VON VERSCHIEDENEN PLATTEN- UND
FLECKEIGENSCHAFTEN :

Es ist zu erwarten, dass die Dicke der Chromatographier-Schicht einen gewissen
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Einfluss auf den Wert von R hat. Die Korrelation zwischen der Zunahme von (1 — R)
und der Abnahme der Dicke ist jedoch recht gering. (Korrelationskoeffizient 0.1 bis
0.2.) Eindeutig héingt jedoch der gemessene Remissionswert von der H&he der Lauf-
mittelfront ab. Dies gilt vor allem deswegen, weil bei grosserer Wanderungsstrecke
der Fleck in Laufrichtung (mit Ausnahme der Substanzen, deren Rp-Wert nahe bei
I liegt) stérker ausgedehnt ist. .

Die Hohe der Laufmittelfront ist bei konstanter Chromatog1 aphierzeit 1hrerse1ts
wieder bedingt durch die Dicke und die Dichte der Chromatographierschicht. Dickere
Schichten lassen die Front schneller wandern, dichtere Schichten im Gegensatz dazu
langsamer.

Da ein gegenldufiger Zusammenhang von (1 — R) mit der Fleckausdehnung in
Laufrichtung besteht, stellt sich die Frage, wie gut sich das Produkt der beiden Gréssen
als Mass zur Bestimmung von # eignet.

' Es zeigte sich, dass im Bereich von 1 ug bis 5 ug eine Auswertung mit Hilfe dieses
Produktes—unter Verwendung der R-Werte aus der Messung mit dem 13 mm breiten
Lichtfleck—im Durchschnitt gleich genau ist, wie die in Abschnitt 3 wiedergegebene
Auswertung. Im Bereich unterhalb 1 ug war jedoch das Vorgehen gemiss Abschnitt 3

vorteilhafter.
5. EXPERIMENTELLE BEDINGUNGEN

Zur photometrischen Auswertung der Platten diente eine im Prinzip dhnliche
Anordnung wie sie JorRk angegeben hat?. Es wurde jedoch kein Monochromator ver-
wendet. Als Lichtquelle diente eine Niederdruck-Quecksilberdampf-Lampe (Hanau
NK 4/4). Diese Lampe strahlt im wesentlichen nur Licht von der Wellenldnge 254
nm aus. Vor der Lichtquelle und vor dem als Empfinger dienenden Photomulti-
plier war je ein Interferenzfilter mit Durchlassband bei 254 nm angeordnet. Vor der
Lampe war ein auswechselbarer Spalt angebracht. Dieser wurde mit einer Quarz-
linse auf die Diinnschichtplatte abgebildet. Der Lichtfleck auf der Platte hatte wahl-
weise die Abmessungen T mm X 13 mm oder T mm X 2 mm. Im einen Falle wurde
demnach der Substanzfleck auf der ganzen Breite, im andern Falle nur sein Zentrum
abgetastet, wenn die Platte in Chromatographier-Laufrichtung unter der feststehenden
Lampe und dem Empfinger durchgezogen wurde.

Die 20 x 20 cm grossen Platten waren auf einem Shandon Unoplan Beschich-
tungsgeridt mit Kieselgel G der Firma Merck beschichtet worden. Mit dem Gerédt kann
im selben Streichvorgang eine Serie von zehn Platten hergestellt werden. Die Dicke
der Kieselgel-Schicht betrug im Mittel 0.20 mm. Die Schicht wurde durch Einritzen
mit einer Nadel in zehn 15 mm breite Bahnen eingeteilt.

Die Testsubstanzen wurden in Acetonldsung mit 2 ul-Kapillarréhrchen (Drum-
mond Microcaps) auf den Startpunkt der Platte aufgetragen.

Die Chromatogramme wurden in den iiblichen Glaskammern, ohne Filtrier-
papier-Einlage, mit dem Gemisch Benzol-Chloroform-Essigester (2:2:1) als Laufmittel
hergestellt. Die Laufzeit betrug 30 min.

6. VERWENDETE METHODE DER STATISTISCHRN AUSWERTUNG DER MESSDATEN

Die Daten einer Plattenserie wurden nach einer Modifikation des Verfahrens
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der mehrfachen Streuungszerlegung ausgewertet. Nach den Regeln der mehrfachen
Streuungszerlegung wird angenommen, dass R innerhalb einer Serie zerlegt werden
kann nach der Formel (2) 4.5,

R = R + P(i) + B(k) | (2)

R ist der Gesamtmittelwert, P(z) gibt den Unterschied zwischen verschiedenen
Platten wieder (¢, Index der Platte), B(%) die fiir alle Platten als gleich angenommene
Abhingigkeit von einer zweiten Variabel. In Abschnitt 2 wurde % als Index der Bahn
verwendet, in Abschnitt 3 jedoch als Index fiir die aufgetragene Substanzmenge .

Um nun den fiir jede Platte individuellen Gang zu beriicksichtigen, wurde B(k)
ersetzt durch die Uberlagerung eines Gliedes T'1in(%,£), das linear mit £ geht, und eines
Gliedes T qu(¢,k) das quadratisch in % ist. Anstelle von (2) wurde somit den Ansatz (3)
verwendet. :

R = R + P@) + Tun(t,k) + Tqu(t.k) (3)

In Abschnitt 2 spiegelt T1in(¢,%) den Unterschied der einen Plattenhilfte gegen-
iiber der andern wieder, 7°qu(¢,#) den Unterschied zwischen mittleren und dusseren
Bahnen.

In Abschnitt 3 sind die Mengen # so gewidhlt worden, dass In (1 + m/m,) = &
in gleichen Intervallen zunimmt. Die Konstanten #, und 7, kénnen dann durch ein-
fache Umrechnung aus 7T'1jn und 7 ¢, gewonnen werden.
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ZUSAMMENTASSUNG

Die Reproduzierbarkeit der photometrischen Auswertung der Flecke von Diinn-
schicht-Chromatogrammen zur Bestimmung der Substanz-Konzentration wurde
untersucht. Gemessen wurde die Remission einiger im U.V. absorbierender Test-
Substanzen bei einer Wellenldnge von 254 nm.

Die Streuung des Remissionswertes innerhalb einer Platte, zwischen Platten
der gleichen Herstellungsserie und zwischen verschiedenen Herstellungsserien wurde
ermittelt. '

Eine Konzentrations-Eichkurve kann von einer Messreihe fiir eine spitere Aus-
wertung iibernommen werden, wenn Eichwerte bei zwei verschiedenen Konzentra-
tionen neu bestimmt werden. Bei Verwendung von nicht speziell ausgesuchten Platten
liegt die relative Standardabweichung, mit der die Konzentration dann aus dem Re-
missionswert bestimmt werden kann—bei nicht zu kleinen Konzentrationen—im
Durchschnitt bei 109;.

In den untersuchten Fillen ist bei kleinen Konzentrationen die Bestimmung
mit Hilfe des Remissionswertes des Zentrums des Fleckes die genaueste, bei mittleren
Konzentrationen ergibt die iiber den ganzen Fleck gemittelte Remission etwa die
gleiche Genauigkeit.

Dicke und Dichte der Kieselgel-Schicht haben primir einen Einfluss auf die
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Steiggeschwindigkeit der Laufmittelfront und damit auf die Ausdehnung des Fleckes
in Laufrichtung. Der feststellbare Einfluss der Schichtdicke auf den Remissionswert
ist nur gering, da sich verschiedene Effekte gegenseitig kompensieren.
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