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TUBE-CHROMATOGRAPHIE AUF SELBSTGEF&TIGTEN SCHICI-ITEN 

II. PRUFUNG DER BESCHICHTETEN TUBES 

HANS PETER I.ENIC UND EIEIDE GRUBER 

Max-von-PcttenRofcv-I~st~tut des Ba~ndesgesundheitsnm.tcs, B&in-Dahlem. (BJ2.D.) 

(Eingcgangcn am 12. Mai 1969) 

SUMMARY 

Chromatogma$hy in self-coated tzdxs. II. Testing of the coated t,tcbes 

Chromatotubes, coated by means of a home-made coating apparatus with 
cellulose, silica gel, aluminium oxide, kieselguhr, magnesium silicate and polyamide 
with and without an admixture of plaster of Paris, starch or fluorescence indicator, 
were tested for application in chromatography. Sudan Red G, Dimethyl Yellow and 
Indophenol were separated on these layers with benzene, Fast Red E, Chrysoine SGX 
and Indigotin I with rt-propanul-ethyl acetate-water (6 : I :3), sorbic acid, salicylic 
acid and $-hydroxybenzoic acid ethyl ester with +z-pentane-n-hexane-acetic acid 
(IO : IO (admixture of The reproducibi.lity of the RF values 
and the size of the spots correspond to those obtained with commercial chromato- 
tubes. Development times, spot sizes and medium errors of mean values of layers 
coated with alcohol or acetone as suspending medium are given. 

EINLEITUNG 

Die von POGACAR und Mitarbeiternies zu chromatographischen Zwecken ver- 
wendeten innenbeschichteten Glasrohre (Chromatotubes) waren bisher nur mit 
Schichten von Kieselgel G verftigbar, In dieser Form konnten sic von der Firma 
Desaga (Heidelberg) bezogen werden. Da die Tube-Chromatographie gegentiber der 
Dtinnschichtchromatographie auf Platten Vorteile bietet, verspricht such eine An- 
wendung anderer Sorptionsmittel Erfolg. HANNIG UND LENK:! konstruierten ein Ge- 
rat, mit dem sic11 Chromatotubes mit beliebigen Sorptionsmitteln beschichten lassen. 
LENK UND GLEICH~ beschricben eingehend die Herstellung von Chromatotubes mit 
diesem !l3eschichtungsger&t. Bei 30 Sorptionsmitteln von drei Firmen verlief die 
Beschichtung erfolgreich. Aufgabe der vorliegenden Arbeit ist es, die so hergestellten 
Schichten auf ihre Verwendbarkeit fur chromatographische Zwecke zu prtifen. 
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EXPERIMENTELLES 

Urn die Schichten auf ihre Brauchbarkeit zu untersuchen, wurden mit die&n 
Chromatogramme angefertigt, Im allgemeinen wurden Farbstoflgemische getrennt . 
Farbstofle haben den Vortei.1, dass man die Gleichmassigkeit der Schicht nicht nur 
am fertigen Chromatogramm testen kann (gleiche Rr;l-Werte, Beibehaltung des Ab- 
standes der Auftragsflecken voneinander), sondern class Unregelm8ssigkeiten schon 
wghrend der Entwicklung nlit dem Fliessmittel erkennbar werden. 

Folgende Farbstoffgemische wurden verwendet : 

Sudanrot G, Buttergelb ($-Dimethylaminoazobenzol) und Indophenol, je 1% 
in Benz01 (Testfarbstoffgemisch der Firma Desaga). Die Entwicklung erfolgte mit 
Benzol. 

E&trot E, Chrysoin SGX und Indigotin I, je r/3% in Wasser. Entwicklung” 
mit m-Propanol-Athylacetat-Wasser (6: I :3j. 

Polyamid-Schichten wurden wie folgt getestet : 

Sorbins&ure, Salizylstiure und fi-Hydrosybenzoesgure-athylester, je 0.2% in 

Wasser. Dem Beschichtungsgemisch wurden pro Ansatz (drei Tubes) jeweils 0.1 g 
Fluoreszenzindikator F,,, ( Merck) zugesetzt. EntwicklungO mit n-Pentan.+z-Hexan- 
Eisessig (IO: IO: 3). Detektion im UV bei 254 nm : Salizyls%ure fluoresziert hellblau, 
die beiden anderen Substanzen erscheinen als dunkle Flecken auf gelbgriin fluores- 
zierendem Grund, 

Das Auffinden der Flecken wurde ermiSglicht (Konservierungsstoffe) bzw. er- 
leichtert (Farbstoffe) durch die Verwendung eines Auswertger&tes (Desaga). Die 
Tubes werden iiber Leuchtstoffrghren geschoben und von diesen von innen bestrahlt. 
Weil das Glas der Tubes nur unzureichend UV-Strahlen durchl%st, ist eine Aus- 
wertung unter aufgestrahltem UV-Licht (UV-Lampen zur Auswertung von Diinn- 
schicht-Platten) nicht in befriedigender Weise mijglich. Die Empfindlichkeit wird 
durch Verwendung des AuswertgerZtes ganz erheblich vergrassert. Bei diesem lassen 
sich wahlweise Leuchtstoffriihren fiir Tageslicht, fiir UV 254 nm und fiir UV 366 nm 
einschalten. 

Die oben angegebenen Farbstoffe bzw. Konservierungsstoffe wurden stets als 
LBsung aufgetragen, welche bereits alle drei Substanzen enthielt. Zum Auftragen 
wurden Kapillaren verwendet, welche in Kapillarhaltern (Desaga) befestigt waren. 
Dadurch wurde eine Icon&ante Entfernung des Auftragspunktes vom Rand des 
Tubes gewghrleistet (2.0 cm). Die handelsiiblichen kurzen Kapillaren (Desaga) mit 
einem angegebenen Volumen von 2 ,ul erwiesen sich als zu gross, Sie wurden deshalb 
mit einer Ampullens&ge in zwei Slticke von I ,ul Inhalt zerteilt. Es muss darauf 
geachtet werden, dass das Ende der Kapillare, welches beim Auftragen die Schicht 
tiertill& wirklich glatt abgebrochen ist. GerZ4t Sorptionsmittel in die Kapillare, so 
kann dies mit einern feinen Draht entfernt werden. Pro Tube wurden jeweils acht 
punkte aufgetragen. Der Ahstand der Punkte untereinander betrug also knapp I cm, 

Die Entwicklung erfolgte in den handelsiiblichen Gef&sen. Das Tube wurde 
dazu vorsichtig von unten her in die t)ffnung des zugehijrigen Kunststoffringes ge- 
sclloben und mit Gummikappe samt Entliiftungskapillare verschlossen. Das Ganze 

*.wurde auf das Entwicklungsgef%ss stopfenartig aufgesetzt. Urn vergleichbare Ergeb- 
fiisse zu erhalten, wurden stets IO ml Fliessmittel verwendet. Das Tube wurde so 
weit in das Entwicklungsgeftiss geschoben, dass sich der untere Rand des Glasrohres 
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ABELLE 1 

~UI~%BITEN, LAUFSTRIXICBN Al3 AUPTRAGSPUNKT, PLECKlZNGR~SSEN UND MITTLERE PEHLER BEI SELI3ST13E- 

:I-IICHTETEN CNROMATOTUI3ES ,. 
. . . . . 

ic Angabcn untcr den Rubrikcn “Lsufzeit”, “Lauf’strcclre” uncl “miLdlerc l?l’coCcngr8sse” sGellcn Milhlwertc 
IS his zu Etinf Tubes clnr. Die FleclccngrBsse ist clabei wicdcp.~m tibcr alle Flcckch’i“cines Tubes gcmitlelt. 

Y. Sor~jhwwnittel Firma Sws$v3z- xest- Lauj- I-auf- h/littzevc Mittlcve~ 
sions- n!~etl~ode zl?it StYcclzc Fleckengvijssc (6M1) Peiclav 
wl.itteP (NY.) b (vwin) (cm) (RP)~ 
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11 A = Allcohol. 
11 Die clrei Testmcthoclen sincl am Anfang clcs Abschnitts EXPI%RIMIZNTELLI%S bcschriebcn. 
0 Dcr “mittlcre Fchlcr” ist auf clcr folgcnclcn Scitc cingchcncl crltiutcrt. 
dMN = Macherey, Nagel & Co. 
c Der Tcil cler Schicht, welchcr bcim Entwiclccln in clas l?licssmittel cintaucht, t&llt lcicht ab. 
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ca. I mm tiber dem Boden des Entwicklungsgef5sses befand. Dabei musste darauf 
geachtet werden, dass das Tube senkrecht stand. Die Entwicklung wurde dann be- 
endet, wenn die Fliessmittelfront den unteren Rand der aufgesteckten Gummikappe 
erreicht hatte. Die Laufstrecke ab Auftragspunkt betrug meist 9.3 cm, schwankte 
zwischen 9.2 und 9.7 cm und hatte einen Mittelwert von 9.38 & 0.01 cm, Bei einer 
Gesamtltinge des Tubes von 12.5 cm, der Entfernung der Auftragspunkte vom un- 
teren Rand von z,o cm und der schichtfreien Zone am oberen Rand von 0.7 cm 
(bedingt durch den wghrend der Beschichtung dort befindlichen Gummiring) wurde 
also die Fliessmittelfront cu. 0.4 cm unter dem Ende der Schicht gestoppt. Das Tube 
wurde dann aus dem Kunststoffring gezogen und ganz kurz abtropfen gelassen. 
Schliesslich wurde die Gummikappe entfernt und das Tube waagerecht zum Trocknen 
hingelegt . 

-Bei der Auswertung wurden die RF-Werte bestimmt und die L5nge und Breite 
der Flecken gemessen. Bei jedem Tube wurde fur jede Substanz das arithmetische 
Mittel der RF-Werte ermittelt und nach 

Fm = v af 2, 
n(w - I) 

der mittlere Fehler des Mittelwertes errechnet. Von den pro Tube anfallenden drei 
mittleren Fehlern des Mittelwertes wurde wiederum das arithmetische Mittel gebildet. 
Dieser Wert ist als Kriterium ftir die Gleichm&sigkeit der Schicht in der Tabelle I 
als “mittlerer Fehler” angegeben. Ausserdem sind Laufzeit, Laufstrecke ab Auftrags- 
punkt und Fleckengr6sse verzeichnet. 

Ein direkter Vergleich zwischen den selbstbeschichteten und den von der Firma 
Desaga bezogenen Schichten war nur bei Kieselgel G mijglich. Alle Angaben dartiber 
sind in Tabelle II enthalten, Sie zeigen, dass Laufzeiten und Fleckenl&ngen, mittlere 
Fehler und Rp-Werte der einzelnen Farbstoffe bei gekauften und selbstbeschichteten 
(Kieselgel G Merck) Tubes weitgehend tibereinstimmen. Bei Verwendung von Kiesel- 
gel G von Macherey, Nagel & Co. und von Woelm sind die Flecken etwas Isinger, 
ausserdem liegen die XF-Werte h6her. Die mittleren Fehler jedoch sind von $ihnlicher 
GrBsse wie diejenigen der gekauften bzw. mit Kieselgel G (Merck) beschichteten 
Tubes. 

‘ABDLLE II 

ERGLEICH DER LAUPZEITEN, FLECKl3NGRh3SEN, Rp-WBRTE UND MITTLRREN FEHLBR SELRSTHERGBSTELLTICR 
‘ND KKUFLICHER KIESIZLGXL-G-TUBES 

ilIe Angaben entsprechend Tabclle I. Suspensionsmittcl: Alkohol. a = Inclophcnol: b 1 Sudanrot G; c = Bui - 

crgclb. 

Vr. B&rich- Ir’~i&dgcd G Latr.zrfit Flcckenliiwge Rp- IVevte nditt1evev Feldw 
tcing dev Fbwa. (win) (cm) (RP) -. - 

a b c a b C a b c 
._ 

,’ 
, Desaga 26 0.2 0.4 0.G 0.04 O.IG 0.48 0.000 0.001 0,001 

1 sclbst Merck 29 0.3 o-5 

selbst MN 

o-7 0.04 0.15 0.000 0.000 0.00-l 

I ’ 0.4 0.8 0.8 

0.48 

0.27 0.37 0.77 0.000 0.000 0.001 
I selbst Woelm 0.3 o-7 o-7 0.08 0.24 0.57 0.000 0.002 0.001 
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TABELLE III 

ERGEBNISSB MIT KIESBLGUR-SCHICHTEN 

Angslben cntsprechencl Tabcllc I. 

NY. ICiCSC&UV Gij~s- Test- 
dev Fivma 

Laufzeit Sacs~ensdons- 
Zusate nacthode (min) mittcl 

(NV.) 

I MN 
2 Merck 
3 Merck 
4 MN 

0 W) 2 63 Alkohol 
+ (G) 2 f58 Alkohol 
+ (G) 2 z; AceLon 
-I- (G) 2 Alkohol 

Zur uberprtifung der Kieselgur-Schichten konnten die Ergebnisse der beiden 
Farbstoffgemische nicht so ausgewertet werden, wie dies bei den anderen Schichten 
gescbehen ist. Bei allen Kieselgur-Schichten laufen n5mlich beide Farbstoffgemische 
clurch und wander-n mit der Fliessmittelfront. Sie sind dort zwar in die einzelnen 
Komponenten getrennt, doch bildet die Reproduzierbarkeit der RF-Werte innerhalb 
eines Tubes kein Kriterium mehr fur die Gleichm5ssigkeit der Schicht. Die Farbstoffe 
wurden jedoch wghrend der Entwicklung in ihrem rgumlichen Verhalten verfolgt. 
Dabei ergab sich, dass such mit allen Kieselgur-Prgparaten eine gleichm&sige Be- 
schichtung gelungen war. Tabelle III enthglt die entsprechenden Angaben. 

Bei der Verwendung von Aceton als Suspensionsmittel war die Beschichtung 
weniger dicht. Die Auswirkungen dieser Tatsache auf Laufzeit und Fleckengr6sse 
sind in Tabelle IV angegeben. Sie zeigt, dass bei Verwendung von Aceton die Laufzeit 
im allgemeinen zunimmt, wallrend die Grijsse der Flecken meist geringftigig abnimmt . 

TABELLE IV 

LAUFZEITEN UND FLECKIiNGRtSSSEN BE1 VBRWENDUNG VON ACETON ODER ALKOWOL ALS SUSPEN- 

SIONSMLTTEL 

Angabcn cntsprcchcncl Tabcllc I. 

A Zkolrol Aceton Allzohol A c&on A 1koltoE Aceton 

I Kicselgcl 1-I 20 15 ” 0.5 0.9 0.3 o-3 
2 Aluminiumoxicl I-I 12 22 1.0 o-7 0.4 o-4 
3 Aluminiumoxicl G 0*9 0.8 0.5 0.4 , ,.., 
4 Aluminiumoxicl basisch ii 5: 0.8 0.8 0.G 0.5 
5 Kicsclgur G 77 

a Allc von cler Pirmn Merck. 

DISKUSSION 

WBhrend bisher fur die Tube-Chromatographie nur solche Rome zur Verfiigung 
standen, die mit Kieselgel G beschichtet sind, wurden nun Rohre gepriift, welche mit 
beliebigen Sorptionsmitteln im eigenen Labor beschichtet worden waren. Es ergab 
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sich, dass alle diese Schichten ftir chromatographische Zwecke geeignet sind. Die 
Reproduzierbarkeit der Rp-Werte innerhalb eines Tubes ist gut. Gelegentliche 
starkere Abweichungen kommen zwar vor, doch wurden such bei gekauften Kiesel- 
gel-G-Tubes ftir einzelne Farbstoffe mittlere Fehler des Mittelwertes bis zu & 0.010 

Rp gefunden. Ein direkter Vergleich zwischen den gekauften und den selbstbeschich- 
teten Tubes war nur bei Kieselgel G miiglich. Er zeigte, class die Gleichm2issigkeit der 
Beschichtung bei beiden etwa gleich gut war. Die Rp-Werte hatten die gleiche 
Streuung; die Fleckengrosse with nur geringftigig ab. Somit ist es nunmel~r m6glich, 
auf Chromatotubes zu chromatographieren, welche neben Kieselgel G mit Cellulose, 
Kieselgel H, Kieselgel S, Aluminiumoxid H, Aluminiumoxid G, basischem Alumi- 
niumoxid, Kieselgur N, Kieselgur G, Magnesiumsilicat oder Polyamid beschichtet 
sind. Damit ist der Anwendungsbereich der Tube-Chromatographie erheblich er- 
weitert worden. Neben den angeftihrten Sorptionsmitteln diirften sich such noch 
andere als Beschichtungsmaterialien fur Chromatotubes eignen. 

DANK 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Chromatotubes, welche in einem eigenen Beschichtungsger~t mit Cellulose, 
Kieselgel, Aluminiumoxid, Kieselgur, Magnesiumsilicat und Polyamid unter Zusatz 
von Gips, Starke, Fluoreszenzindikator oder ohne Zusatz beschichtet worden waren, 
wurden auf ihre Verwendbarkeit ftir cbromatograpbische Zwecke untersucht. Daftir 
wurden Sudanrot G, Buttergelb und Indophenol an diesen Schichten mit Benz01 
getrennt, E&trot E, Chrysoin SGX und Indigotin I mit gz-Propanol-Athylacetat- 
Wasser (G: I :3), Sorbinsaure, Salizylsaure und p-Hydroxybenzoes&ure4ithylester mit 
n-Pentan+z-Hexan-Eisessig (IO: IO :3) (Zusatz von Fluoreszenzindikator). Reprodu- 
zierbarkeit der Rp-Werte und Fleckengrosse entsprachen den Werten bei kauflichen 
Chromatotubes. Fi.ir Schichten, welche mit Alkobol oder Aceton als Suspensions- 
mittel hergestellt wurden, werden Laufzeiten, Fleckengrossen und mittlere Fehler 
der Mittelwerte der Rl+Werte angegeben. 
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