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SUMMARY |

Reproductbility in thin-layer chromatography. I ntroductzon

The Rp values for several commercial thm-layer chromatography aluminas
and silicas are compared unde_r identical conditions. Differences up to 509%, have
been observed. Considerations are made on the dependence of Ry on layer thickness
and on apphed quantity, on Rp definitions and their consequences for the chromato-
graphy in different types of chambers, and on “true” Rz values. Finally, a diagram
is presented with an estimation of the importance of parameters for the Ry values.

Es ist nicht zu leugnen, dass es in der Anfangszeit der Diinnschichtchromato-
graphie (DC) um ihre Reproduzierbarkeit nicht immer zum besten bestellt war. Dies
ist angesichts der Anwendungsbreite der Methode und der Vielfalt der Techniken
nicht weiter verwunderlich. Nach und nach wurden Fehlelquellen entdeckt und
wichtige Parameter beherrschen gelernt. Von den neuen Schlusselbegrlffen seien nur
“richtige Kammerform’’, “Feuchtekontrolle”’, “Fliessmitteldurchsatz’’ genannt. Be-
riicksichtigt man sie, so verliert die DC nur wenig von ihrer genialen: Einfachheit, ge-
winnt aber entscheidend an qualitativer Zuverlissigkeit. ‘Sie kann' sich heute auch
bezughch der Verglelchbarkelt der Rr durchaus mit der Papierchromatographie
messen. Ich beschrinke meine Ausfithrungen auf Erscheinungen der Adsorptwns-DC

EINTLUSS DER SCH ICHT

. Bei dem Bemiihen um die Publikation. chromatographischer Kenngrdssen
oder, allgemein, um die Standardisierung der Methode kommt man um die Tatsache
nicht herum, dass eine zweistellige Zahl von ‘Kieselgelen und Aluminiumoxiden ver-

clnedenster Firmen auf dem Markt ist und auch gekauft und verwendet wird. Sehen

wir uns an, wie sich diese Adsorbenzien unter streng identischen Bedingungen 1 bei der

Chromatographie des erweiterten Desaga-Testgennsches das d1e ‘Brockmann’ schen
Testfarbstoffe enthiilt, verhalten (Fig. 1). R » o

~Wir  haben willkiirlich ‘Kieselgel G. (standardlslert n. STAI—IL) herausgegnffen

und- dafur zur Trennung der vorliegenden Mischung die optimale rel.: Feuchte von
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639, gefunden. Bei derselben Feuchte wurde dann auch auf allen anderen Kiesel-
gele chromatographiert. Einige Materialien sind fiir diese spezielle Aufgabe unter
den gegebenen Bedingungen nicht mehr brauchbar, weil die Substanzen entweder an
der Front laufen oder stark verschmiert sind. Die maximalen Rgp-Unterschiede bei
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Fig. 1. Kieselgele bei 63 9% r.F.; Vergleich der Rp-Werte, Benzol; Desaga-Testgemisch, GS-Kam-
mer (Schmalkammer). G = mlt Gips; S/Gl = mit Stirke auf Glas; PVA/K = Polyvinylalkohol
auf Kunststoff S/K m1t Stirke auf Kunststoff Glf = G-la.sfa.ser o

den anderen liegen bei 50%. Erh6ht man die rel. Feuchte auf 79%, (Fig. 2), so fallen
schon ca. 409%,  der untersuchten Materialien aus. Diese Feststellung soll und &ann
keine wertméssige Diskriminierung solcher Adsorbenzien sein, weil sie héchstwahr-
scheinlich mit weniger polaren Fliessmitteln und/oder niedrigerer rel. Feuchte ebenso
brauchbare Ergebnisse ermoglichen werden. Sie zeigt aber, wohin der gelegentlich
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Fig. 2. Kieselgele bei 79% r.F.; Verglexch der, Rp-Werte Bﬂdmgt bla.uchba.r I‘lecke schon sehr
diffus ohne starke Schwanabxldung Fur Aelchenerklarungen, siche 1"1g I.

gemachte Vorschlag fithren Wurde bei nur einer Standardfeuchte zu chromatogra-;
phieren™.

Nach den vorliegenden Ergebmssen besteht — aummdest fiir die Trennung der
Testfarbstoffe — keine praktische Notwend1g]\e1t zu einer derartlgen V1elfa1t der
Sorbenzien, denn die Trennungen sind auf'allen Materlallen—sofern sie uberhaupt
trennen, und auch von der F leckenscharfe einmal abgesehen, essentlell dieselben.
PATAKI® kam fiir Arhinosduren” zu dhnlichen Feststellungen. Bei den Aluminium-
oxiden hegen die max1ma1en Rp-Unterschiede in der Grossenmdnung der]emgen der
Kieselgele ' (Fig. 3). Unter den gegebenen Bedmgungen trennen alle untersuchten
_Materlallen ‘einwandfrei.’ ’

'Offen muss die Frage bleiben, wie weit die L1eferchargen desselben I-Iersteller 7
‘untereinander ‘gleich’ bleiben. Uns ist der Fall eines W1ec1erverkaufers von DC-'
Adsorbenzien bekannt, der Matericlien von ‘verschiedenén Herstellern ‘bezieht, sie
aber unter derselben Handelsbezelchnung verkauft ‘Darrasl untersuchte drei ver-
schiedene Chargen von Kieselgel G und- fand ‘bei velglelchswelse gerlngen Abwei-
chungen der Rp (ma:\. 109;) Elutionszeiten, die von 18-33" Mm. ‘schwankten. Er
'nnnmt als Ursache Untersclnede der qungfossenvertellungen an W1r haben solche‘

e
O

B ‘Abgesehen davon, dass es wegen der Velschxedenhett der chromdtographlschen Aufgaben; v
‘I:eme generelle “optxma.le Feuchte geben' kann. T e e e e T
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Fig. 3. Aluminiumoxide bei 47% 1* Vergleich der Rp-Werte. Benzol; S-Kammer. Fiur Zeichen-
erklirungen, siehe Fig. 1. . : . SRS : o

leferen.aen in der Laufzew selbst bei Matenal aus der gleichen Flasche beobachtet
und zwar dann, wenn sie lingere Zeit angebrochen war und wenn das Adsorbens Gips
enth1e1t Damit wird das Problem der Plattenvorbereitung beriihrt.

ke Obwohl hauﬁg untersucht 1st der Emﬂuss der Schichtdicke auf die Rp immer noch
stnttlg STAHL? fand kemen Unterschzed bei 2 und 3 mm dlcken Schichten. PATAKI

UND. K1:LLER3 beobachteten eine Zu..ahme der Rp oberhalb. 0.5 mm, HONI:GGDR‘ '
dagegen konnte benn Desaga-Testgemlsch auf einer kontinuierlich. anstelgenden
Schicht unterhalb 1.5 mm praktisch noch keine Veranderungen feststellen; dariiber
st1egen 51e an. ‘DaLLas! beobachtete keine Abhingigkeit zwxschen 0.I-0.5 mm . Wir
kénnen nur die’ 1mphz1te Aussage hmzufugen dass die R zwischen 0.1 und 2z mm -
durch em Mlmmum von etwa 109, gehen. Eme Feststellung der Breite des. Plateaus
schelterte an. der Nlchtreproduzmrbarkelt des. Streichgerites, Zu einem genaueren
Bild ‘wird. man nur mit maschmengestuchenen Platten. verlasshcher SCthhtdlee‘
kommen Doch w1rd be1 .geringen Dicken eine Uns1cherhe1t “bleiben, weil irgendwo °
die substanz- und sorbensspemﬁsche Uberladung begmnt d.h. der Adsorptlons- :
koeffizient. konzentrationsabhiingig wird; womit:wir bei der Frage nach der M engen-‘-‘ :
ablmngzg/’ew der RF angekommen wéren. Sie kann nicht. allgemeingiiltig. beantwortetn{

_/’ Clwomatog .33 (1968) 9—24
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werden, weil ihre Grésse und Richtung von der Form der Adsorptwnsxsotherme be-
stimmt werden : Adsorbate mit zur x-Achse konkaver Isotherme haben einen Schwanz
unterhalb - ‘des: Fleckschwerpunktes (z.B.: Indophenol auf Kieselgel H: (Fig. 4), bei
solchen mit.konvexer, Isotherme wandert der ‘Schwanz’ voraus (z.B. Sudanrot).
' Verbindungen der ersten.Art- -reagieren’ bei: Konzentrationsiiberh6hung mit Rp-

1 2 5 40 Zo ‘0,‘

Fig. 4. Abhémglgkext der Ry von der aufgétragenen Menge. Desaga-Testgemxsch v.o.n.u.: Butter-
gelb, Verunreinigung in . Sudanschwa.u. Sudanrot . (mit - “Schwanz’’. voran), Indophenol (mlt
Schwanz hmten), Sudamchwarz Kleselgel H; T, F 63% ; Benzol

Erhohung, solche der zwelten Art m1t RF-Ermedngung, solche mit einer langen ge-
raden Isotherme sind bis zu, hohen Konzentrationen mengenuna.bhanglg Als Faust-
regel kann man angeben, ‘dass bei der Standardschlchtdlcke 0.25 mm bis etwa 5 ug
noch mit keiner stédrkeren Abhangxgkelt zu rechnen ist. Von merklichem Einfluss
kénnen auch Art, Konzentration und RF-Abstand anderer Mischungskomponenten
sein, die durchweg zu einer R p-]:rhohung fiihren. Davon sind insbesondere Flecken
mit sehr kleinen Rp (<< 0.05) betroffen, sie ‘‘reiten’’ wéhrend der Entwmklung ein

Stiick auf ihren Vorgingern mit und zeigen dann wesentlich grossere Rp, als wenn
man sie separat aufgebracht hatte ‘

WECHSELWIRKUNG GASRAUM—SCHICHT

Wassec. ,das von Adsorbenmen unterhalb von ca. 200° festgehalten w1rd ist
physzkahsch gebunden Dabei setzt sich das Adsorbens in ein reversibles Gleichge-
wicht mit der Feuchtigkeit der umgebenden Atmosphare Die Lage des Gleichge-
wichts wird - bestimmt durch' die - Wasserdampfsattlgung der: Atmosphare—-vulgu
relauve ‘Feuchte’ ——und durch die Temperatur5 Aluminiumoxide Lonnen im chro-
matographisch wxchtlgen Berelch (<< 809%1.F.) Wasser bis zu. ca. 20% und: Kleselgele-

j Chromatog "33 (1968\ 9+-24



14 F. GEISS
bis zu ca. 809, ihres Trockengewichtes aufnehmen. Dieses physikalisch gebundene
Wasser der Schicht bestimmt im terndren System Adsorbens-Wasser—Fliessmittel
die chromatographische Aktivitdt gegeniiber den zu chromatographierenden Adsor-
baten. Die velative Feuchte tst somit—wenn wman die anderen Komponenten unver-
dndert liszi—ein zuverlissiger. und prakiischer Aktivitdtsregulalor. Die ersten Ver-
offentlichungen iiber die Bedeutung der relativen Feuchte liegen schon einige Jahre
zuriick®?. Nach einer gewissen Inkubationszeit erscheinen nun immer hiufiger Ar-
beiten, ‘die ihre Bedeutung fiir die Versch1edenart1gsten Trennungen vermelden. Thr
Einfluss ist am stdrksten fiir hpophlle Systeme und geht graduell mit zunehmender
Hydrophilie des Fliessmittels zuriick, um fiit solche Systeme wieder stark anzustei-
gen, bei denen eine grossere stationire Wasserkonzentration erforderlich ist, z.B. :
fiir die Trennung anorgamscher Ionen®-19, Im letztgenannten Falle nehmen d1e Ry
mit steigendem w assergeha]t ab. Doch nicht allein die absoluten Ry werden von der _
Feuchte beeinflusst, sondern ‘auch ihr Verhiltnis. ‘zueinander, d.h. der. Trenneffektv
dndert sich; bei der polyzona]en DC" mit F hessmlttelgermschen verschlebt sich mit-
ihr die Lage der Entmlschungsfronten wobei die Richtung der Verschiebung von der
Art der F l1essm1tte1komponenten abhingt. Dies kann fiir das Eluens Benzol-Metha-
nol zu dem Paradoxon fiihren; dass die: Rp von hydrophoben Stoffen mit. zunehmen-
dem Wassergehalt der Schlcht ﬁlewer werden weil die elutlonslu aftlge 8- Zone 51ch

zuriickzieht12, ' v
Die Geschwindigkert der Af’thtatsversckzebunb bel Khmaanderungen wird

weithin unterschitzt.
Fig. 5 zelgt dass eine Alum1n1umox1dplatte schon nach wemgen Sekunden an

feuchter Luft in 1hrer Akt1v1tat I\raftlg abfallt Deshalb smd alle Kompromxssver-
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Fig. 5 Desaktxwerungsgeschwmdxgkmt van Alummmmomd Umkhmatxswrung von 15 auf 80%
r.F; Testfarbstoffe Die Platten wurden aus .dem Gefiss mit: medrzger r.F. entnommen, die ange-
gebene Zeit an der, Luft be1 80% r.F. belassen und dann in der S-Kammer entwickelt. Nach
spitesiens 4 Min. ist"die neue Akthtat errmcht A Verunremlgung m Sudanschwarz. I‘ﬁr

weitere Zeichenerkldrungen, siehe Fig. 1.
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fahren, die Platten in eineme Gefiss klimatisieren, sie dann durch die Luft transpor— D
tieren und in einem anderen, klimatisierten oder nicht klimatisierten, Gefiss ent-
wickeln, mit grosster Reserve zu betrachten.” Eine zeitliche Standardlslerung der

Manipulationen an der Luft umgeht das Problem nur scheinbar, da die Umklima-~

tisierungsgeschwindigkeit von der Differenz zwischen Arbeitsfeuchte und Umgebungq-' f

feuchte abhingt; man miisste also fiir jeden Einzelfall anders normen. Von diesem
Vorbehalt kann auch die mnenbesclnchtete Desaga-Réhre nicht ausgenommen wer-
den, weil zum Auftragen der Flecken die Kappe abgenommen werden muss”

Fast alle Hersteller vost DC-Adsorptionsmitteln und -geriten schreiben in 1hren .

Gebrauchsanweisungen noch immer vor, die Platten ¢x jedem Falle bei 110° zu akti-
vieren und wiegen damit den weniger belesenen Verbraucher in der’ falschen Sicher-

heit, der Platte eine besonders dauerhafte Aktivitit nnpragmert zu haben. Es soll -

an dieser Stelle noch einmal darauf hingewiesen ‘werden, dass ein solches Erhitzen
nur zu einem schnelleren Trocknen der streichnassen Platten nfitze ist~—und zu sonst
gar nichts! Eine bei 110° erzeugte Aktivitdt hat wegen der perfekten Reversibilitit
des WassergleichgeWichtes keine innere Beziehung zu der spiteren Arbeitsaktivitét,

-Befindet sich eine DC-Platte vor der Elution in einer Fhessnutteldampfe ent-
haltenden Gasatmosphiire, so. adsorbiert sie daraus Dimpfe. Diese “Vorbednm;bfung”
fiillt je nach. Dampfsattlgung bei Kieselgel bis zu 509, des kaplllaren ‘Schichtvolu-
mens!?, Was 51ch schon ‘auf der Schicht befindet, braucht spéter nicht mehr aus der
aufstelgenden FliJs51gke1t entnommen zu- werden der mtegrale Flusmgkeltsdurch-
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Fig. 7 . Einfluss der. Ka.mmerform auf den RF-Wert Kieseigel H; 60% r.F.; Benzol. 1. v.l.: Gegeri-
schxcht in der S-Kammer fliessmittelfeucht = Sattlgungsvorbedampfung 2. v.l.: Platte 2 h in
der paplergesa.ttxgten N-Kammer vorbedampft dann darin entwickelt; 1. v.r.: S-Kammer ‘mit

trockener Gegensclucht = maximaler” I‘hessnutteldurchsa.ta durch chroma.togr Platte. Far .

Zelchenerk]arungen, sxehe Flg 1.

* Ganz abgesehen da.von. dass sich die vom Hersteller eingestellte Aktivitét mcht uber

. langbere Zeiten halten kann, weil Gummi wasserdampfdurchlissig ist; ausserdem absorbiert die

Schicht' Gummibestandteile, z.B. die rote Farbe der Verschlusskappe.

J. Clirvommatog., 33 (1968) 9~24
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TABELLI: I

RP-DL‘FINITIONEN UND DAMIT ZU ERWARTENDE NUMERISCHE WERTE FUR DIE RF

RF Definitions - R -7 Damit bestzmmter Rp-Wm :
in der : . .

N:Kammer® ' S-Karmmere
(B >4d)

(1) Laufstrecke der Substanz : : A L - B
- Laufstrecke Startlinie-Front — . ; -

Wanderungsgeschwindigkeit der Substanz

(2) Wanderungsgeschwindigkeit der Iront - A B
( )‘ Wanderungsgeschwindigk. d. Substanza. d. Stelle z B“ B
13). Wanderungsgeschwmdlgh d. Eluensa. d. Stellez
) ' Effekt Totvolumend d. “trockenen’’ Schxcht Va A B
(4 Bruttoretentionsvolumen der Substanz, Vg,
. 1 ‘
(5) Rp = - (X = Adsorpt.-koeff.; = = —e ' B
- © Vatat Vatat| Vinov = ‘‘Phasen- ‘ :
‘ LI s ‘verhiltnis’")
(6) Wahrscheinlichkeit d. Aufenthalts ‘d. Substanz- e :
molekiile i, d. mobilen Phase (im Gleichgewicht). B B
(7) Bruchteil d. Zeit wihrend der ein Substanzmole-
kil sich i, d. mobilen Phase aufhélt (im Gleichge-
wicht) , B B
(8) Bruchteil d. Substanzmolekiile i. d. mobilen Phase

(im (.rletchgewmht) o _ C B B

Unter Vernachlhssxgung des Fhessmxttclproﬁlb in Elutlonsnchtung
Grossvolumige Kammer, die Gleichgewichtsvorbedampfung erméghcht
Schmalkammer vhne Vorbedampfung iiber die Gasphase.

Noch freies Schichtvolumen nach eventueller- Vorbedampfung
Deﬁmtlon fiir N-Ka.mmer mcht anwendbar; s. Text.

opnog e

satz, dem die Laufstrecken der Flecken proportional sind, ist also in der grossen N-
Kammer kleiner als in der ideal ungeséttigten Schmalkammer, ebenso verhalten sich
die Rp. Die Zusammenhinge verdeutlicht schematisch die Fig. 6.

DarLas?! und wirl3 berichteteni unabhingig voneinander von d1eser Erkenntnis.
Fy 8. 7 zelgt noch einmal deren praktlsche Bedeutung

EINFLUSS DER KAMMERFORM

Wir'stehen hier vor der bemerkenswerten Tatsache, dass zwei Kammersysteme,
deren beider Verwendung durchaus legitim- ist, zu zwei verschiedenen Rp-Werten
fithren missen”, wenn man die gleiche Rp-Definition beniitzt, nimlich die der Be-
ziehung ( ) in der Tabelle I.

© * Hier soll nicht d1e Ausatzhche Komph]catlon diskutiert werden, die dadurch entsteht
dass die Fl1essm1ttelvorbcdampfung zu einer Wasserverdrangung und nuthm zu emer Aktlwerung
der Schicht fiihrt1s,

J. Chromatog., 33 (1968) 9—24
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Auch nach Definition (2) sind die Werte verschieden, weil die Wanderungsge-
schwindigkeit der Front in der N-Kammer grésser ist; sie sind gleich nach (3), weil
die Wanderungsgeschwindigkeit des Fliessmittels unterhalb der Front in beiden
Kammern dieselbe ist.

Gegen die Definitionen (2) und (3) ist prinzipi¢ll einzuwenden, dass sie von der
mechanistisch falschen Vorstellung ausgehen, dass sich Substanzen mit verschiede-
nen R auch mit verschiedener Geschwindigkeit bewegen. In Wirklichkeit haben alle
die gleiche Wanderungsgeschwindigkeit und zwar die des Fliessmittels; nur die Auf-
enthaltszeiten am Adsorbens unterscheiden sich!4, Man kann also nur von einer
scheinbarerr Wanderungsgeschwindigkeit sprechen.

Bei Beziehung (4) ist das Bruttoretentionsvolumen Vg, fiir be1de Kammern
gleich, da dic Laufstrecken proportional dem bewegten Fliissigkeitsvolumen sind; nur
das Totvolumen, V4, die Saugkapazitit, ist in der N-Kammer durch Vorbedampfung
reduziert. Die Martin-Synge-Beziehung (5) darf nur fiir die S-Kammer angewendet
werden. Sie setzt ndmlich voraus, dass das gesamte Vi auch tatsiichlich durch
die Schicht bewegt worden ist”. “e

Die drei letzten Definitionen gehen vom Begriff der Trennstufe aus, sind -aber
kaum praktisch anzuwenden. Sie miissen fiir beide Kammern wegen des unterhalb
der Front gleichbleibenden Phasenverhiltnisses Vigat/Vmon zum selben Wert B fithren.

Aus der Tabelle I sehen wir nun, dass fiir die S-Kammer der Rp-Wert nach
allen Definitionen derselbe ist, und zwar B, und dass er fiir die N-Kammer sowohl
A wie B sein kann. Daraus kénnte man den Schluss ziehen, grundsitzlich nur noch

TABELLE II

REPRODUZIERBARKEIT DER Rp RINES FARBSTOFFGEMISCHES IN VERSCHIEDENEN KAMMERN
Fliessmittel Benzol. 21 4+ 2° In der N-Kammer: Aluminiumoxid H Merck; in den anderen
Kammern Aluminiumoxid DS-5 Camag, handgestrichene Platten; Desaga-Strelchgerat S-Kam-
mern mit Teflondichtungen, »
BB = Mittelwert aus 5 Platten mit je 7 Flecken X 1oo0.
mg = Streuung dieses Mittelwertes (Nih.-St.a.).

= Mittlere Strecuung lings der Einzelplatten (N&ih.-St.a.).

or
Kammertyp Rel. Butte)gelb Vemmrmfm‘gamg Sudanvot Indophenol

Feuchte ) '

[ %7 ' - - Sudanschwarz -

Zﬁpfa rTs‘ Gr -}—I.R‘.pr’ (T;; or '.zﬁpﬁ Ty, OF ‘ZRF" My o5

BN-Kammers : 47 4+ 14 82.74-0.7 0.8 66.6+1.5 0.5 57.840.8 0.2 45.7+1.1 0.5
S-K 1 mm Tiefeb 47 =23 799402 0.2 59.91.0 0.3 52.54I.I 0.2 39.940.5 0.3
S-K 3 mm Tiefeb 47 == 3 82.940.5 0.4 61.640.9 0.3 54.641.0 0.5 41.64I.2 0.4
GS-Klimakammer 47 + 194 81.640.4 0.4 62.340.5 0.3 55240.3 0.2 43.0406 0.4
N-Kammer Desaga® ~55 56,041.7 0.5 45.441.8 0.6 41.0-4I.5 ‘0.5 32.5-4I.2 0.4

-a: Tn-speziellemn Klimakasten.
.. p Klimaschrank. - ‘
- ¢ Ohne. lemla.kontrolle kura hmteremander B
d Uber ges NH, SCN—Lésung

* Wurde fiir V,,.ob das in der N-Kammer—um die Vorbedampfung——vernngerte mtegral
durchgesetzte Fliissigkeitsvolumen Vq eingesetzt werden, so wire dies gleichbedeutend mit einer
Anderung des, Phasenverhiltnisses, V“at/ Vmob und gibe—im Gegensatz zur Reahtsi.t—eme nicht-.
lineare. Beaehung zwxschen Durchsatz und Rp. IR
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Schmalkammern zu verwenden. Doch muss zu Gunsten der urspriinglichen Stahl’schen
N-Kammer festgestellt werden, dass sie beziiglich ihrer Reproduzierbarlkeit lings einer
Platte (0;) durchaus mit den anderen Kammern konkurrieren kann- (Tab. II). Wer
keine: Rp-Werte verdffentlichen oder von Platte zu Platte vergleichen will, wird in
vielen Fillen zufriedenstellend mit ihr arbeiten, insbesondere weénn' sie nach Ba-
DINGS: klimatisierbar gemacht wird. Ihr systematischer -Nachteil liegt darin, dass
die Vorbedampfung wihrend der ]:lutmn stattfindet und damlt von' Platte zu: Platte
unrepr oduzierbar wird.™.

. Die. Chromatographle in Schmallxammern—spemell in ver tlkalen—-—reaglert
sehr empﬁndhch auf konstruktive Méngel, falsche. Handhabung und scheinbare. Be-
langlosigkeiten. Besonders gefidhrdet sind Chromatogramme auf langsam laufenden
‘Schichten. Temperaturunterschiede von 0.5° zwischen Deckplatte und Schicht™* fiih-
ren z.B. zu einer derart starken IZondensation auf der Deckplatte, dass die Front nicht
mehr wandert, wohl aber die Flecken. Ungeldst ist noch das Problem der Abdichtung
solcher Kammern. Alle Anstrengungen, Randeffelkte und sonstige Unregelméssigkeiten
durch hermetische Abdichtung der gesamten Kammer zu beseitigen, miissen in eine
Sackgasse fiihren,. weil in einer solchen Kammer die Elution schnell zum -Stehen
- kommt: Der durch: den Partialdruck des Fliessmittels erh6hte Innendruck.steigt
allmédhlich an, driickt die Tankfliissigkeit aus-der Kammer heraus und unterbricht
so den kapillaren . Kontakt mit der Schicht. S-Kammern missen also—und zwar an
der richtigen Stelle—undicht sein.

Randeffekte verschwinden dagegen wvéllig, wenn man die Dichtfliche der
Kammer auf beiden Seiten mit Wasserglas verklebt**. Oben kann sie dabei vollig
offen bleiben. Ein solches Vorgehen ist allerdings pralxtlsch viel zu umsténdlich.
Unsere Bitte geht daher an die Hersteller, fiir vertikale wie fiir horizontale Kammern
Dichtungen zu entwickeln, d1e beide Seiten bis in den Tank hinein absolut abd1chten

(ml./cm)" ,
v 4 —
aufsteigende horizontale
B Elutlon o
Konz. d. E s / S g , Do
Eluens i.d. ' ey o ‘
Schicht - Z
T T ; 1 V(cm) .
: 10 15

— P
x; Distanz Eintauchspiegel — Front

o .02 04k . 06 - 0B
Reduziertes Prol‘lL

-l

Plg 8. Elutxonsproﬁ]e fiir aufstelgende und hoxuontale Chromatographie (schematlsch) Belm
Anstossen der Front ist bei aufsteigender Elution ein um die schraffierte Fliche kleineres Volumen
in der Schiclit als bei horizontaler Elution. Dieser Durchsatzunterschied bewirkt kleinere Ry bei
der_aufsteigenden Chromatogra.phie. Reduziertes Proﬁl» = xt/Laufstrec_ke Front.

o Sze hat auch den Nachtell dass d:e Vorbeda.rnpfung d1e “Boden.:ah]“ der Sclucht ver-
'rmgert :
A Verursacht Z. B du1ch Lugluft Slehe dazu auch F STAHL“

#*r zo-miniitiges Erhitzen auf 80°. o , :

J. Chromatog., 33 (1968) 9—24



20 F. GEISS
Sie diirfen weder selbst Fliessmittel hochziehen noch ‘das kapillare’ Hochkriechen
eines Flussigkeitsfilms (wie z.B. bei Glas—Glas) erlauben. Beides wiirde zur seitlichen
Vorbedampfung und somit zu Randeffekten fiihren. Ausserdem sollten S:Kammern
nicht mehr als T mm Gasraumtiefe haben, wenn man Konvektionen vermeiden will.

In Tabelle 1T f4llt auf, dass die Ry in der BN-Kammer um ca. 10%, héher sind als
in der vergleichbaren -mm-Schmalkammer, was auf héheren Fliessmitteldurchsatz
schliessen lédsst.” Dies steht im Einklang mit den unterschiedlichen Elutionsprofilen
fiir horizontale und vertikale Entwicklung. Im ersteren Falle ist es steiler, -was be-
deutet, dass sich beim Anstossen der Front mehr Fliessmittel auf der Schicht be-
findet als bei der aufsteigend entwickelten Platte 17 (Fig. 8).

Um den Gradienten auszuebnen, empfiehlt DaLLAs? ein ‘‘Uberziehen”’ der Ent-
wicklung nach:dem Anstossen der Front, bis die Schicht glelchmasmg durchscheinend
ist. Allerdings ist dieser Zeitpunkt nicht so scharf zu bestimmen wie das Anstossen
der Front; dazu kommt, dass die Substanzen in aufstelgender Chromatographie auch
danach noch weiterwandern; in Horizontalkammern ist eine Verfolgung der Trans-
parenz optisch nicht méglich. Wir meinen deshalb, dass es fiir die anndhernde Er-
mittlung “wahrer’’ Rp*" einfacher und nicht ungenauer sei, die auf iiblichem Wege
gefundenen R je nach System mit jeweiligen empirischen Faktoren zu niiultiplizieren.
Die Werte werden dartiber hinaus noch unrichtig, wenn die Substanzen nicht in der
Plateauzone des - (widhrend der Elution ‘unveridnderten) reduzierten Profils, d.h.

100 - i
T - 80%rF]
ol 1 /
-+ | Referenz Kondensation .
. . auf der .
& 40 Deckplatte
< - y
70 N-Kammer .Uberziehen™ 1(\
| S-kammer_| pide N\ der i
50% .k Schicht Elution [
GOJ Sbtindd vorgesattigt R (N | A
- 20°C I it T
() -~
B 5 s v e e g . g s = = | = T = g
50 o ¥ 3
- mem o - === et ot [ = —em - [y
| &
Kleselgel H |_|
40
tipophite andere r-—J
| substanz - - Kieselgele
30— El.:Benzol | 4 20 % o F] ¥
LT 5

Fig. 9. Gewmht der Parameter auf die Anderung der Rp (Durclmchmttswerte) D1e Referenz,
bedingungen links sind willliirlich festgelegt S-Kammeér steht fiir alle Schmalkammern. Fiir
Al,0O, sinlkt fiir die vorgesittigte Schicht in der N-Kammer der ARp nur auf ca. 45 statt auf 25
ab, Fur hydrophlle Systeme ist die euchteahhanglgkelt wesentlich geringer. . _

* Die 3-nim-Sc111ha1k’é.mmér und die 3-mm-GS-Klimakammer haben ecinen grésseren Gas-

raum und einen dementsprechend grésseren Durchsatz. Thre Mittelwerte sind fast gleich. '

- "* ‘Die verlisslichste, aber auch die aufwendigste, Bestimmung des wahren Rp kann man

nach Vorschlag von M. BRENNER vornehmen, indem man in der durchlaufenden BN-Kammer die

“ scheinbare Wa.nderungsgeschwmdxgkelt der Substanz und gleichzeitig die (cuhte) des bl1essmittels
durch Eingabe einer radioaktiven Probe desselben (ARp = 100) misst. - : Co

. J . Chromatog., 33 (1968): 9—24
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zwischen ca. ARp 10-80 wandern, weil ausserhalb davon das Phasenverhaltms
W.a/V s verschoben ist.

Zum Schluss soll noch der Versuch unternommen ‘werden, den quantltatlven
Einfluss der wichtigsten Parameter auf den Rp-Wert ab&uschatzen (Fig. 9). Der
Bezug 1st eine willkiirlich gewihlte Substanz mit ZRp 50 in einer S-Kammer unter
den ganz links aufgefiihrten Bedingungen. Fiir die anderen Fille wurde ]ewells nur
etn Parameter geandert ‘Die Faktoren, die mit dem Durchsatz zusammenhéngen,
wie Vorbedampfung in der N-Kammer, Uberziehen, Kondensation an der Front,
wirkeu nur anteilig auf die Rp; Feuchte und Temperatur veridndern melstens auch
das Trennbild. Die Darsteilung gilt nur fiir einze Substanz und Kieselgel.

: Be1 Aluminiumoxid wiirde z.B. der 2ZRp-Wert in der N-Kammer (3 v, 1() nur
auf ca. 45 statt auf 25 fallen, weil es eine wesentlich geringere Adsorptlonskapa—
zitit fir Gase hat. Seine Feuchteempfindlichkeit ist allerdings eher noch grosser.

Nach dem heutigen Stand des Wissens sollte es mdéglich sein, eine Reproduz1er-
barkeitsmarge der Ry von + 59, von Platte zu Platte, selbst von Labor zu Labor ein-
zuhalten, wenn man

- (1) in einer Schmalkammer arbeitet, die nur auf beiden Seiten gedichtet ist,

- (2) nicht mehr als 1 mm Gasraumtiefe zuldsst, : :

(3) die Feuchte auf - 29, abs. kontrolliert, . .
(4) bei der aufetelgenden Technik I\eme Scluchten mit- Laufze1ten > 45 min
verwendet, : S
: (5) die. ’lemperatur auf 20 :}: 4° konstant hilt,

(6) Kondensation auf der Deckplatte verhindert,

(7 ) die Randpartien des Chromatogramms vernachla551gt

(8) nur ARp zwischen 20 .und 8o beriicksichtigt und -

(9) dasselbe, mdglichst gipsfreie, Adsorbens verwendet.

- Die Angabe von nicht nur reproduzlerbaren sondern auch r1cht1gen oder

wahren" R p lduft auf eine Definitionsfrage hinaus; ihre Bedeutung ist weltgehend

auf theoretische Betrachtungen beschriankt. Den Praktiker 1nteressnert naturgemass
mehr die Trennung und deren Reproduz1erbarke1t ‘

ZUSAMMENFASSUNG .

Die Rp-Werte fiir mehrere kommerzielle Diinnschichtchromatographie-Alu-
miniumoxide und Kieselgele werden unter identischen Bedingungen verglichen.
Unterschiede bis 50% wurden beobachtet. Es folgen Betrachtungen iiber Schicht-
dlcken- und Mengenabhanglglxelt der. Rp, Rp-Definitionen und.ihre Konsequenzen
fiir die Chromatograp]ne in .verschiedenen Kammertypen und tiiber. ‘‘wahre’’ Rp..
Abschliessend wird in einem Diagramm der Einfluss der einzelnen. Parameter a.uf die
Rp abgeschatzt ' :
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DISCUSSION

GANSHIRT: In the opinion of Dr. GE1ss, if silica gels of different origin are used,
each silica gel will need other relative humidity conditions to achieve best separation.
Is it not possible to predict suitable conditions with regard to this by estabhshmg the
respective sorption isotherms?

Gei1ss: In practice, this is hardlv pusmble since there are three parameters
involved, viz. (1) the kind of the respective sorbate, (2) the adsorption isotherm of
this sorbate, which again (3) depends on the water adsorption isotherm of the sorbent,
Z.e. on the relative humidity under the respective experimental conditions. For
attempts at mathematical elimination of the influence of relative humidity for one
adsorbent, using the course of the water isotherm, see H. W. PRINZLER AND H. TAUCH-
MANN, J. Chromatog., 29 (1967) 142.

"WoLLENWEBER: I wonder whether it is not rather the heat of adsorption of the
solvent: which is responsible for the condensation on the cover p]ate, since, according
to Dr: GE1ss, external temperatures of 20 4-4° are of no account? - e

JANCH]:N According to our e}tpenence the condensation of the solvent onto
the counterplate of an S chamber is in fact due to the heat of adsorption of the
solvent. This is shown by the observation that in the case of the system Al,O3-benzene
condensation is stronger than with Al.,Os—petroleum ether. The formation of condensate
in the system Alr.Oa——benzene per51sts when the ° sanclwmh is inserted in a classmal
chamber.’ : :

"GEeiss: Of courqe, the heat of adsorptlon is alw" Vs more or less present causing,
as a rule, weak to'moderate condensation on the co.er plate at the level of the front
(cf.the paper I am going to read later). But, stronger and more interfering condensation
can extend all over the layer in cases where the temperature distribution in‘the labora-
tory'is not homogeneous, in other words if, owing to’ external mﬂuences the: cover
plate is kept at a lower temperature than the layer. If the condensation is strongly
depressed by translocation or simply by turning the chamber by 180° and if the front
moves again more quxckly, external temperature mﬂuences prevall : ‘

BRENNER: Allow me a fundamental remark. The questlon is whether or not the
subject of reproduc1b111 ty of band position serves a useful purpose in the discussion of
PC and TLC.-Of course, there is no objection to the attempts at estabhshmg and im-
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provmg reproducibility, but they should not lc,ad to an unconscmus and un]ustlﬁed
overesumatlon of the Rz concept.

“With regald to their simplicity, PC and TLC yleld un1que opportumtles fo1
comparison in qualitative analysis. Yet the comparison must be based on the actual
chromatographic behaviour of substances under identical conditions, ¢.e. on parallel
and mixed runs on one and the same layer. Ry tables have the same character as the
meltmg point tables: they contain orientative values (Richtwerte). Those who expect ’
more ignore the real nature of PC and TLC and hunt for a phantom.. -

In the field of relations between the Rp values and the chemical structure we
need not only Rp values which can be observed reproducibly”, but also true* and
precisely measurable Rz values. At a corresponding cost we may succeed in achieving
an ideal behaviour of the sorbates, yet the uncertainty in establishing and measuring
the origin, spot centre and front does not allow precise determination of Ry differences
below o.01. A degree of accuracy as in the case of the steep peaks in GC cannot be
achieved where it permits a fruitful exploitation of Martin’s relation. The shortcomings
are thus less in the reproducibility of the observed Rp values than in their definition”
‘and in the mass distribution, which in PC and TLC is comparatively flat against GLC.

Thus do not let us indulge in ’art pour I'art. Reproducible Ry values do not
improve PC and TLC, though they make them considerably more complicated.

GE1ss: If you mean by ars pro arte the estimation and publication of the so- ~called
true or correct Ry values, I agree with you; only I should like to pomt out that it was
upon your initiative that such terms were introduced: . - . - e

. Perhaps the time is really not yet ripe for the. estimation of more reproduc1b]e
Rp values; recent knowledge must be first intimated to the' practitioners and em-
piricists. In a few years the situation may have changed. We should not overgenerously
overlook important and momentous influences and, at the same time, complain about
‘bad reproducibility of the spot positions, or—worse—of the separation itself. If Rz
values of separated spots are reproducible, the separation itself is reproducible as well !

DEe Zeeuw (to Dr. Geiss): I have understood from your paper that you recom-
mend S-chambers for reproducible results in TLC. I agree that with single-component

‘solvents excellent results can be obtained, but in the case of TLC we use multi-com-
ponent solvents to a very high extent and with these solvents the S-chamber can be
fraught with severe difficulties. We have shown (J. Chromatog., 32 (1968) 43) that TL.C
separations are highly dependent on the nature and amount of adsorbed vapour
(vapour originating from the solvent). However, in the S-chamber the possibilities for
vapour adsorption are limited and different from normal N-chambers. Hence, quite
different separations will result in S-chambers and in many cases these separations
will be insufficient, e.g. with systems like isopropyl alcohol-chloroform-—ammonia or
benzene-methanol (see also P. SCHWEDA, Anal. Chem., 39 (1967) 1019).

So, in my opinion, the N-chambers are generally preferable because of their better
separation possibilities, in spite of a somewhat decreased reproducibility. When
working with N-chambers we have the advantage of vapour adsorption, which repre-
sents one of the most valuable features of the TLC technique. When we switch to the
S-chamber, we may perhaps obtain higher reproducibility, yet this technique is a
disadvantage when wor l~.mg with multi-component solvents. The S-chamber technique

" M. BRENNER u. Mztarb o .in E. STAHL, Dﬁnnschlcht Chromd.togra.phle, . Auﬂ Sprmger-
Verlag, Berlin, 1962.
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reminds of column -chromatography, in which vapour: adsorption is also impossible
and we have seen that many TLC separatlons cannot be obtained on columns.

Geiss: It is quite possible that in special cases- separatlons are achieved in N-
chambers with solvent mixtures which do not succeed a priors in other systems; yet
separations in N-chambers which only become possible through the effect of vapour
conditioning are always subjected to chance: The amount of solvent taken up during
the vapour conditioning by the layer which has not yet . been wetted by the ascendent
solvent depends, .., on the migration rate of the front, and this varies from one plate
to another, and espec1a11y from one layer material to another. Such improved sepa-
rations are based on an activity gradient which is estabhshed_ on the layer during the
development, owing to the fact that in the upper parts, where the layer remains dry
for a longer time, more of the deactivating vapours (water, alcohol, etc.) are adsorbed
than in. the lower parts which are quickly irrigated. We. exploited this phenomenon
for especially difficult separation problems in the so-called “hot elution’’”, which,
however, we have abandoned, because of the fortuitousness of the results, in favour
of the KS chamber”, in which a stationary and reproducible gradient can be achieved.

JANCHEN: It is possible to pre-saturate a sandwich chamber by using a coated
plate as the counterplate and soak its layer with the solvent before assembling the
sandwich. This way the saturation plate serves as a “wick’’ arranged in a short distance
opposn:e the layer in which chromatography takes place.

"DEe Zeruw: The use of an impregnated cover plate in the S-chamber can be
successful in' a few instances, for example with -chloroform-isopropyl alcohol-am-
monia, but in general it will be impossible to arrange the same vapour conditions as
in the N-chamber by the impregnated cover plate and consequently the separations
with this technique will still be different from those obtained in N-chambers.

‘ * F. Griss et al., J. Chvomatog., 12 (1963) 469; F. Griss, H. Scurirr aND A. KLOSE, Z.
Anal, Chene,;, 213 (1965) 333. : . ‘
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