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KONZENTRATIONS-BESTIMMUNG MIT HILFE DER U.V.-REMISSION 

VON DUNNSCHICHT-CHROMATOGRAPHIE-FLECKEN 

WALTER HUBER 
Analytische k.t&oratovien der J. X. Geigy A.G., Base2 (Schweiz) 

SUMMARY 

Determination of the concentration by means of U.V. remission of spots on thin-layer 
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 concentratiofis-is on an average I0 %. 

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 consecluently 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 ver6ffentlicht worden, aus denen 
hervorgeht, mit welcher Genauigkeit die Konzentration von chromatographierten 
Substanzen aus der Lichtremission auf der Diinnschichtplatte ermittelt werden kannl-3. 
JORK~ gibt an, dass eine Konzentrationsbestimmung mit einer relativen Standard- 
abweichung von 3-4% miiglich ist. 

Urn abzuklaren, inwieweit das Resultat einer Eichmessung fur die Auswertung 
eines anderen Chromatogrammes iibernommen werden kann, und wie genau sich 
Eichkurven reproduzieren lassen, wurden die Messungen durchgeftihrt, iiber die hier 
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berichtet wird. Zu diesem Zweck wurden .die Abweichungen der Remissionswerte dcs 
Substanzfleckes auf verschiedenen Bahnen einer Platte, auf verschiedenen Platten 
einer Herstellungsserie und auf Platten mit verschiedenen Herstellungsdaten ermittelt. 

Da es schwierig ist, das absolute Remissionsvermijgen bei der fiir die Messung 
verwendeten Wellenlange von 254 nm zu bestimmen, wurde darauf verzichtet, die 
Eichkurven (Abhangigkeit der Lichtremission von der aufgetragenen Substanzmenge 
m, bzw. von der Konzentration der Substanz in der aufgetragenen Lijsung) durch eine 
Funktion nach KUBELICA und MUNIC zu beschreiben, wie dies von Jokl~” getan wurde. 
Sie wurden viehnehr durch eine empirische Kurve mit zwei Parametern angepasst. 
Fur die Auswertung wurde die relative Remission R bentitzt. X ist der beim Abtasten 
der Platte erreichte minimale Photometerausschlag Amin bezogen auf den Ausschlag 
A ,,, den die leere Platte ergibt : R = A min/A ,-,. 

Als Testsubstanzen wurden 2-(Methylthio)-4,6-bis(isopropylamino)-s-triazin 
(Prometryn, Aktivsubstanz des Herbicids GesagardpD, Geigy), Acetanilid und N ,N’- 
(4,4’-Dichlor-~-trifluormetl~yl-diphenyl)-l~arnsto~ (Irgasan CF3@, Geigy) verwendet. 
Die Lichtabsorption dieser Substanzen liegt im kiirzerwelligen U.V.-Bereich. Das 
Absorptionsmaximum von Prometryn in Methanol-Ltisung liegt bei der Wellenlange 
Amax = 222 nm (molarer Extinktionskoeffizient Emax = 4.33 - 104, &a64 nm = 0.62 - 10~)) 
das Absorptionsmaximum von Acetanilid in Methanol-Ltisung bei Amax = 241 nm 
(Emnx’ = 1.56 l 104, t?~fi4 nm = 0.88 l 104) und das Absorptionsmaximum von Irgasan 
CFS bei amax - 265 nm (smax = 4.72 l 104, e2G4 nm = 3.00 l I04). 

2. UNTERSCHIEDE DES REMISSIONSWERTES BE1 GLEICHBLEIBENDER SUBSTANZKONZE,N- 
TRATION 

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

Die mittlere Schw&zhung (1-z) der Remission und die ermittelten Stanclardab- 
weichungen der Remissionswerte R sind in der Tabelle I wiedergegeben. Die Streuung 
zwischen den Mittelwcrten von R iiber die einzelnen Plattenserien (Standardabweichung 
s,), wurde aus 5 Serien ermittelt. Die Streuung zwischen den Mittelwerten tiber die 
einzelnen Platten innerhalb einer Serie (Standardabweichung s,) wurde aus 15 Platten 
von 2 Serien bestimmt. Die einem Gang folgenden Abweichungen der Werte auf ver- 
schiedenen Bahnen innerhalb der Platten (Standardabweichung sb) und die unregel- 
massige Reststreuung (Standardabweichung sT), wurden aus einer Serie von IO 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 s0 ist such die auf 
Grund der unterschiedlichen Kijrnung der Schicht auftretende relative Schwankung 
des Remissionsvermogens der leeren Platte angegeben. 

Durch uberlagern der einzelnen Streuungen ergeben ‘sich die Streuungen des 
R-Wertes (Standardabweichung sB), die zu erwarten sind, (I) zwischen benachbarten 
Bahnen, (2) zwischen nicht benachbarten Bahnen der gleichen Platte, (3) zwischen 
verschiedenen Platten der gleichen Serie und (4) zwischen Platten aus verschiedenen 
Herstellungsserien. Mit Hilfe der im n&zhsten Abschnitt besprochenen Eichkurven 
kann aus sir berechnet werden, mit welchen Standardabweichungen snt fiir die aus X 
ermittelten Substanzmenge m in den einzelnen Fallen zu redhnen ist. Wie ‘aus ‘den 
Werten von sm/m der Tabelle I hervorgeht, ist im vorliegenden Fall die Genauigkeit, 
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TABIZLLE I 

STREUUNG DES REMI~SIONSWERTRS I? BEI PROMETRYN (AUFGETRAGENE nmNc+E m = 5 pg). zu 
ERWARTENDE S’l+.4NDARDhBWEICHUNGEN DES REMISSIONS\VERTES (sn) UND DER AUS f? ERMITTEL- 

TEN MENGE (S,,&) 

LicJrt$ecl~ 

Mittelwevt, r -- R 

Gemessegze Sla;ndardabwez’c?tungelz 

r3 mm bveit 2 mm heit 

0.195 0.379 
-_ -. ---- 

clcr Remission cles Plattcnuntergruncles, sti 0.002 0.006 
dcr Mittelwcrt von ii! tibcr vcrschieclcnc Serien, ss 0.019 0.034 
cler Mittclwert von X tiber l?lattcn eincr Scrie, sp 0.013~ o.or3 
der einetn Gang folgcnclen Abweichung von I? 

innerhalb ciner Plattc, str o.oo.5, 0.007 
cler Rcststrcuung von X, Sr 0.009, 0.007, 

-- -_.... _-----.I_ 

41: Sy,,/ln sfl Sill lpta 
f%) (5%) 

Bevechtiete StandardabweicJutzgefi van X 
(I) ewischen benachbarten Bahncn 
(2) innerhalb einer Platte 
(3) ewischen Platten cler gleichen Serie 
(4) zwischen Platten verschicclener Serien 

o.oog, 9.5 0.0076 
0.011 II 0.010 d 

0.017 I7 0.016, IO 

0.026 2s o.oag 17 

mit dcr m bestimmt werden lcann grijsser, wenn mit einem Lichtfleck gemeasen wird, 
der nur iiber die Mitte des Substanzfleckes streicht, als bei der Messung mit einem 
breiten Lichtfleck. 

3: REPRODU~IERBARKEIT DEP \ EICHICURVEN UND ABWEICHUNGEN DER REMISSIONS- 

WERTE VON DEN EICHKURVEN 

Um die Konzentrationsabh&-q#gkeit von Z? zu bestimmen, wurden Substanz- 
mengen w im Bereich von 0.1 ,ug bis 5 ,ug auf die Platten aufgetragen. Der Zusammen- 
hang zwischen R und m wurde durch den empirischen Ansatz (I) ausgedriickt 

Mit diesem Ansatz wurde beriicksichtigt, dass I’ - R ftir lcleine m proportional zu m 
ansteigt, und in einem gewissen mittleren Bereich sich linear mit dem Logarithmus 
von nz andert. Der Wert m, wurde so gewahlt, dass in erster Nsherung der Zusammen- 
hang zwischen R und m durch die Konstante rl charakterisiert wird: 
I- X w r,ln (I + WZ/WZ,), m, wurde in allen Ftillen gleich 0.3 ,ug gesetzt. 

In der Tabelle II sind die Ergebnisse der Messung mit dem z mm breiten Licht- 
fleck kedergegeben. Die Mittelwerte der Konstanten rl und rl sind in der Tabelle 
rechts aufgeftihrt. Ihre Streuung (Standardabweichungen srl und sra) von Platte zu 
Platte ist recht gross. Es besteht allerdings eine gewisse Korrelation zwischen den, 
Anderungen von rl und von r,. Der Zusammenhang zwischen diesen beiden &de- 
rungen ist durch den Regressionskoeffizienten &e/Arl wiedergegeben. Wird diese 
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Korrelation beriicksichtigt, so wird die Unsicherheit von r2, bei festgelegtem rr, durch 
die Standardabweichung sfr2 charakterisiert, 

Die Standardabweichungen sR bzw. SnL, die links in der Tabelle II fiir die ver- 
schiedenen Substanzmengen m aufgefiihrt sind, geben die statistischen Abweichungen 
der Remissionswerte R von der Eichkurve, bzw. die daraus sic11 ergebende Unsicher- 
heit der Bestimmung von m aus X wieder, falls fur jede Platte beide Parameter rl 
und r”, 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 

srREuuNci Dmt R~~MIss~oNsWERTE li uM IJIE EIC~~KURVE (STANDARDABWEICHUNG sfi) uND DAnAuP 
BR~~UHENDE UNGRNAUIGI<EIT DER BEsTxxkfhluNc ~1513 suBsTANzn?BNcE m (sTANDARDAB~EICHUNG s,,,) 

Bl%I DEN SUBSTANZl%N PROMETRYN, ACETANILID UND IRGASAN CF, FtiR VERSCHIED,RNE +‘kZ (EICHKURVB 

BiJR JEDE PLATTE ANGEPASST). KONSTANTEN Y1 UND Y, DER EICHKURVEN UND DBREN STANDARDAB- 

WEICHUNGEN ZWISCHRN VERSCHIEDENl%N PLATTEN 

VIZ 0.x0 0.46 r.16 2.48 5.00 
(148) 

E’ronlctryn 1 -R 
SR 

him 
(%I 

Acetanilicl I--R 

SR 

Irgasm CF, I -R 
SR 

S,,l /m 
(%) 

0.029 0.107 
9.007a 0.00s 

26 II 

0.01s 0.074 
0.003 0.012 

Z2S 20 

o.oag o.ogfj 
o.oog 0.009 

32 I3 

0.204 

0.01 I: 

IO 

0.132 

0.010 

17 

O.IGS 
0.013 

12 

0.303 
O.OI? 

8 

0.236 
0.013 

12 

0.277 
0.023 

IS 

0.380 8, = o.ogG, 
0.012 Sri = o.o4G, 

dv, 
7 -= -o.zG 

4r, 

0.31s P’1 = 0.0736 
0.014 Sri = 0.037 

Ar, 
9 -= - 0.36 

& 

0.363 F1 = 0.09 1 

0.023 Sri = 0.034 

Ar, 
14 - = -0.40 

4r, 

J, = o.o14a 
Sr:! = 0.013 

S’t2 = 0.003, 

V? = 0.014~ 
Sr2 = 0.014 

S’rn_ = 0.004& 

v7 ? = 0.013 
Srr. = o.oog 

S’rp = 0.004 

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

Wird die Eichmessung nur fur eine Konzentration durchgeftihrt, so kijnnen rl 
und r2 mit Milfe der angegebenen Werte von F1, r^, und rl r&l I~ ausgerechnet werden. 
Es ergibt sic11 aus der Standardabweichung s’,.~ und der Beziehung (I), class sic11 in 
diesem Falle SR und sm/m bis um etwa das r.g-fache gegentiber den in der Tabelle ein- 
getragenen Werten erhijhen, je nachdem wie weit die zu.bestimmende Menge von jener 
Menge abweicht, nlit der die Eichung ‘durchgeftihrt worden ist. 

4. ABH.&NGIGKEIT DES REMISSIONSWERTES VON VERSCHIEDENEN PLATTEN- tiND 
FLBCKEIGENSCHAFTEN 

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 zwiscllen der Zunahme von (I - R) 
und der Abnalnne der Diclce ist jedoch recht gering. (Korrelationskoeffifizient 0.1 bis 
0.2.) Eindeutig hangt jedoch der gernessene Remissionswert von der Hohe der Lauf- 
mittelfront ab. Dies gilt vor allem deswegen, weil bei grijsserer Wanderungsstreclce 
der Fleck in Laufrichtung (mit Ausnahme der Substanzen, deren Rp-Wert nahe bei 
I liegt) starker ausgedehnt ist. 

Die Hohe der Laufmittelfront ist bei.lconstanter Chromatographierzeit ihrerseits 
wieder bedingt durch die Diclce und die Dichte der Cl~ron~atograpl~ierschicl~t.‘Dicl~ere 
Schichten lassen die Front schneller wandern, dichtere Schichten im Gegensatz dazu 
langsamer. 

Da ein gegenlaufiger Zusan-nnenhang von (I - R) mit der Fleckausdehnung in 
Laufrichtung besteht, stellt sic11 die Frage, wie gut sic11 das Produkt der beiden Grossen 
als Mass zur Bestimmung von nz eignet. 

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

5, EXPERIMENTELLE BEDINGUNGRN 

Zur photometrischen Auswertung der Platten diente eine im Prinzip ahnliche 
Anordnung wie sie JORIC angegeben hat”. Es wurde jedocli lcein Monochromator ver- 
wendet. Als Lichtquelle diente eine Niederdruck-Quecksilberdampf-Lampe (Hanau 
NK 4/4). Diese Lampe strahlt iin wesentlichen nur Licht von der Wellenlange 254 
nm aus. Vor der Lichtquelle und vor dem als Empfinger dienenden Photomulti- 
plier war je ein Interferenpfilter r-nit 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 I mm x 13 mm oder I mm x 2 mm, Im einen Falle wurde 
demnach der Substanzfleclc auf der ganzen Breite, ini andern Falle nur sein Zentrurn 
abgetastet, wenn die Platte in Chromatographier-Laufrichtung unter der feststehenden 
T,ampe und den? Empfanger durchgezogen wurde. 

Die 20 x 20 cm grossen Platten waren auf einem Shandon Unoplan Beschich~ 
tungsgerat mit Kieselgel G der Firma Merck beschichtet worden. Mit dem Gerat 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 Acetonlijsung mit 2 ,ul-I~apillarrdhrcl~en (Drum- 
mond Microcaps) auf den Startpunkt der Platte aufgetragen. 

Die Chromatogramme wurden in den tiblichen Glaskammern, ohne Filtrier- 
papier-Einlage, mit dem Gemisch Benzol-Chloroform-Essigester (2 :2 : I) 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 Strcuungszerlegung ausgewertet. Nach den Regeln der mehrfachen 
Streuungszcrlegung wird angenommen, dass R innerhalb einer Serie zerlegt werden 
kann nach der Formel (2) 496. 

x = 22 + P(i) + B(k) (4 
2 ist der Gesamtmittelwert, P(i) gibt den Unterschiecl zwischen verschiedenen 

Platten wieder (i, Index dcr Platte), B(k) die ftir alle Platten als gleich angenommene 
Abhtingigkeit von einer zweiten Variabel. In Abschnitt 2 wurde k als Index der. Bahn 
vcrwendet, in Abschnitt 3 jedoch als Index fiir die aufgetragene Substanzmenge In. 

Urn nun den fiir jede Platte individuellen Gang zu berticksichtigen, wurde B(k) 
ersetzt durch die Uberlagerung eines Cliedes l’n,(i,k), das linear mit 12 geht, und eines 
Gliedes T,,(i,k) das quadratisch in k ist. Anstelle von (2) wurde somit den Ansatz (3) 
verwendet. 

R = 2 + P(i) + Tlin(i,k) + T,,(i,k) (3) 

In Abschnitt 2 spiegelt Tlin(i,k) den Unterschied der einen PlattenhZlfte gegen- 
iiber der andern wieder, T,,(i,k) den Unterschied zwischen mittleren und ausseren 
Bahnen. 

In Abschnitt 3 sind die Mengen m so gewZhlt worden, dass In (I + m/m,) = k 
in gleichen Intervallen zunimmt. Die Konstanten rl und rz k&men dann durch ein- 
fache Umrechnung aus Tiln und T,, gewonnen werden. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

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

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

Eine Konzentrations-Eichlcurve kann von einer Messreihe fur eine spgtere Aus- 
wertung tibernommen werden, wenn Eichwerte bei zwei verschiedenen Konzentra- 
tionen neu bestimmt werdcn. Bei Verwendung von nicht speziell ausgesuchten Platten 
liegt die relative Standardabweichung, mit der die Konzentration dann aus dem Re- 
missionswert bestimmt werden lcann- bei nicht zu lcleinen Konzentrationen-im 
Durchschnitt bei IO~/~. 

In den untersuchten Fallen ist bei kleinen Konzentrationen die Bestimmung 
mit Milfe des Remissionswertes des Zentrums des Fleckes die genaueste, bei mittleren 
Konzentrationen ergibt die tiber den ‘ganzen Fleck gemittelte Remission etwa die 
gleiche Genauiglceit. 

Dicke uncl Dichte der Kieselgel-Schicht haben prim&r einen Einfluss auf die 
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Steiggeschwindigkeit der Laufnlittelfront und damit auf die Ausdehnung des l%xl~es 
in Laufrichtung. Der feststellbare Einfluss der Schichtdicke auf den Remissionswert 
ist nur gering, da sic11 verschiedene Effekte gegenseitig kompensieren. 
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