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TRENNUNG UND NACHWEIS IM SUBNANOGRAMMBEREICH DURCH 
DUNNFILM-CHROMATOGRAPHIE AN FESTEN OBERFLACHEN 

15. CREMER, F. DEUTSCHER, P. FILL UND H. NAU 

PitysiknliscB-Chemisclres Institut der Univevsitiit Innsbrzick. Innsbruck (tlsleweich) 

SUMMARY 

Sefiaration &ad determination in the szcbnanogram range by thin-film chromatogra$hy on 
solid surfaces 

Liquid films obtained by spreading of a liquid on a solid surface can be used as 
mobile phase for chromatographic separations. With this method non-volatile sub- 
stances can be separated in as short a time as IO-IOO sec. Especially suitable are solid 
surfaces whose electron micrographs exhibit a micro-roughness in the p-range. Such 
surfaces are exemplified by evaporated films of indium oxide, which also were used to 
determine the time dependence for the height of rise during the spreading process. For 
a limited height of rise (up to 2.5 cm), the increase in distance between start and front 
obeys .a negative first-order rate law. The rate constant K is in first approximation in- 
versely proportional to the thickness of ,the evaporated film. Films with a thickness 
from 0.6-3.6 ,z were used. Examples of .separations are given for indicator dyes, 
estrogens and fluorescent substances. The latter ones can be detected by a Zeiss 
spectrophotometer in the range of ‘IO-l1 g. With the estrogens 2 *IO-~O g could be 
detected, using a solution with a concentration of I p.p,m. Aluminum surfaces 
which were etched and anodized were also found suitable for sharp and rapid sepa- 
ration of dyes. By means of autoradiography about 10-1~ g of radioactive sulfur and 
10-10 g of radioactive phosphorus could be detected. 

EXPERIMENTELLE GRUNDLAGEN 

Die Dunnfilm-Chromatographie (TFC) kann man als Grenzfall der Dtinn- 
schicht-Chromatographie (TLC) auffassen, den man erreicht, wenn man zu immer 
dtinneren Schichten tibergeht. Es bleibt dann schliesslich nur mehr eine mehr oder 
minder rauhe Oberflache iibrig, auf der ein dtinner Fltissigkeitsfilm spreitet, der die 
mobile Phase bildetlea. Da dieses Spreiten ein relativ schnell verlaufender Vorgang 
ist, kann man mit dieser Methode schon in 10-100 set sehr gute Trennungen schwer 

I fliichtiger Substanzen erzielen. Die Belastbarkeit der Schicht ist zwar klein, doch ge- 
lingt dafiir such der Nachweis entsprechend kleinerer Mengen. Fig. I zeigt einen 
Querschnitt durch eine normale Dtinnschicht mit ihren relativ grossen Poren u’nd 
einen solchen durch einen Diinnfilm mit entsprechend dtinner Unterlage. Als 
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Dtnnschicht 

Fig. I. Grdssenvergleich zwischen TLC uncl TFCS. 
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Fig. 2. Mikroskopischer Vcrglcich einer In,O,-Aufdampfschicht (a) mit Kicselgel G (b) fIlr die 
TLC. Immersion : Methylcnjoclicl. 

Fig. 3. Aufnahme eincr 2 p clicken In,O,-Schicht mit einem Rasterclcktroncnmikroskop (Stereo- 
scan: H. MXRKL uncl E. SEIDL, Realctorzcntrum Seibersclorf). 
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Fig. 4. I&ktronenmikroskopischd Aufnshmc einer InsO,-Schicht (0.6 cc). Zu ihrcr Herstellung 
wurde von dcr Schicht cinc Kollodiummatrize angcfertigt, von dcr durch Aufdampfcn mit 
Kohle ein Filmsbdruck hergestellt (Vgl. z.B. Lit. 3) und zur &-h&hung des Kontrastes mit 
Gold-Pa.llaclium schr!tgbeschattet wurdc. 

station&e Phase besonders geeignet waren oxidische Aufdampfschichten, Fig. 2 zeigt 
einen mikroskopischen Vergleich einer In,O,-Schicht und einer Kieselgelaufschwem- 
mung, wie sie fur eine normale Dtinnschicht verwendet wird. Fig. 3 zeigt weitere mit 
einem Rasterelektronenmikroslcop aufgenommene Vergrijsserungen einer Aufdampf- 
schicht, die die “Mikrorauhigkeit” dieser Schichten gut erkennen lassen. Fig. 4 
zeigt einen beschatteten Abdruck einer 0.6 ,U dicken Schicht, der mit Hilfe eines nor- 
malen Elektronenmikroskops aufgenommen wurde. 

Gibt man auf eine solche Platte einige Zehntelmikroliter bis Nanoliter der 
Lijsung eines Substanzgemisches auf und taucht dann den unteren Rand der Platte 
in ein geeignetes Fliessmittel, z.B. Methanol, so erhalt man in wenigen Minuten, zu- 

Fig, 5, TFC von,Indikatorfarbstoffen, I = Eosin-NH,, 2 

blau,, 4 
= Bromphenolblau, 3 = Bromthymol- 

= I,.+ 2 + 3; Fliessmittel : Methanol-Acetonitril (I : I): Laufzeit: 2 min. Probenmengen : 
ng-Bereichd. 

Fig. 6. TFC von Inclilcatorfarbstoffen, I = Eosin-NH,, 2 = Phcnolrot, 3 = 1-t-2+4+5, 4= 
Bromphcnolblau, 5 = Bromthymolblau. Fliessmittel : Methanol-Acotonitril-Methylenchlorid- 
NH, (IO:IO:IO:O.I). Laufzcit: 2 min. Probenmengen: ng-Bereich4. 

J,. Clwomalog., 48 (1970) 132-142 



DtiNNFILM-CHROMATOGRAPHIE AN FESTEN OBERFLkHEN 135 

weilen schon in Sekunden, ein Chroxnatogramm. Pig. 5 zeigt eine schwarz-Weiss Auf- 
nahme einer InsO,-Platte, an der drei verschiedene Ij’arbstoffe getrennt wurdend, 
Fig. 6 eine solche, an der ftinf deutlich getrennte Banden sichtbar sind4. Man sieht 
auf diesen Chromatogrammen, dass sich die Zonen der schnell laufenden Stoffe hori- 
zontal verbreitern, sozusagen nach der Seite ausgebildete Schwanze zeigen. Diese 
Erscheinung findet man zuweilen such in der Dtinnschicht-Chromatographie. Sie tritt 
dann auf, wenn die Substanz eine Zeit lang von der Front mitgenommen wurde. Ftir 
die Trennung ist dieser Effekt nattirlich gtinstig6, nur wird die Berechnung von Bo- 
denhiihen (vgl. ~13. Lit. 6) aus der Verbreiterung der Zonen in Laufrichtung dann 
problematisch. 

VARIATION DER MOBILEN PHASE 

Die Zeitabhangigkeit des Aufsteigens der Pront gehorcht demselben Gesetz 
wie das Aufsteigen der Pltissigkeit in den Poren einer gepackten Dtinnschicht’, ngm- 
lich einer Geschwindigkeitsgleichung minus erster Ordnung. Dies bedeutet, dass der 
Abstand Start-Front mit der Wurzel aus der Zeit wachst (Pig. 7). Man kann die 
Fliessgeschwindigkeit ftir ein gegebenes System sowohl durch Anderung der Schicht- 
dicke der Unterlage als such dadurch variieren, dass man den Abstand zwischen Auf- 
gsbe und Fltissigkeitsspiegel verandert . Durch Variation des Plattenmaterials kann 
die Fliessgeschwindigkeit nochmals urn etwa eine Grijssenordnung erhoht werden, 
meist aber unter Einbusse der Trennscharfe (vgl. Fig. 8 und 9). 

Bei Variation des Fliessmittels fanden wir Anderungen des Koeffizienten der 
Fliessgeschwindigkeit 

K = Zf2’2/t (ZJ = Steighijhe, t = Zeit) 

bis auf das Achtfache. In Tabelle I sincl fur elf haufig bentitzte Fliessmittel die ent- 
sprechenden Werte, die von uns an einer 1.4 ,JX dicken In,O,-Platte gemessen wurden, 

Priifung des Ouadratgesetros 

[-I 

on 3n20j-Schichton vorschiedonor Olcke 

Fig. 7. Wnndcrungsgcschwincligkcit der Fliessmittelfront. Methanol ~1s Flicssmittcl uncl In,O,- 
Schiwtcn vcrschicclcncr Dickc als station3rc Phase’. 
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TABELLEI 

K-WERTE UND KT~WERTE VON II GEBRXUCNLICHEN FLIESSMITTELN AUF KIESELGEL EIR (MERCK) 
NACH STAHL~ sow~p. AUF EINER I ,4 p DICKEN In,O,-nupDnMPFscHIcHT* UND ZUSAMMENHANG MIT 
IHREN VISKOSITATBN UND BRNETZUNGSWARMEN AN TON0 

Fliessmiitct Viskositiit DilnnscJticJtt an Kieselgel DilnnfiEm (hlazt) an Bcnekacngs- 

31 HR In,% (I.4 P) w&me an Ton 
CCPI 

K*IO= KTj * IO= K’IO’ KTj * IO= 
[Cal g-l] 

[cm*sec-l] CdYNl [cnt~sec-‘1 WY=1 

Wasser I .ooo 
Methanol 0.584 
Acetonitril 
khan01 

0.358 
I .200 

n-Propanol 1.256 
THF 0.486 

hceton 0.323 
Benz01 0.647 
Chloroform 0.5 70 
n-Hcxan 
&her, 

0.326 

0.235 

13.1 13.1 
18.9 . II.0 
31.2 II.2 

8.5 10.2 

5.5 6.9 
17.6 8.6 
27.8 9.0 
16.2 10.5 
I,+.8 a.4 
31.1 10.2 
17.8 4.2 

1.30 13 
1.00 5.8 
0.92 3.3 
0.25 3.0 
0.17 2.1 
0.42 2.0 . 
0.42 I.4 
0.22 I-4 
0.22 I.3 
0.22 0.72 
0.22 0.52 

12.6 
11.0 
- 

X0.8 

10.2 
- 

(Z) 

(%, 

aufgeftihrt und den aus der Literatur entnommenen Messwerten bei der TLC8 gegen- 
Cibergestellt. Das Produkt aus K und der Viskositat 7 muss nach der Definition der 
dynamischen Viskositat der treibenden Kraft proportional sein. Die Substanzen 
wurden in der Reihenfolge fallender ~7 Werte fur die TFC geordnet. In derselben 
Reihenfolge fallen such die fiir Ton in der Literatur angegebenen Benetzungsw&rmenD 
(mit Ausnahme der nichtpolaren Kohlenwasserstoffe, siehe Tabelle I, letzte Spalte). 
Bei der TLC an Silicagel ist die Reihenfolge nicht dieselbe, man kann also in bezug 
auf die Fliessmittel die gewonnenen Erfahrungen nicht ohne weiteres von der einen 
auf die andere Methode tibertragen. 

Fig. 8. Anklisch oxidiortos Aluminium mit Kupferkristallen 
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VARIATION DER STATION;iREN PHASE 

Wir haben ferner eine Reihe von Platten verschiedener chemischer Zusammen- 
setzung und verschiedener Prgparation in Bezug auf ihre Eignung ftir die TFC unter- 
sucht. Neben den Aufdampfschichten aus In,O, wurden such solche aus Wismut- und 
ZinnoxidQ, aber such durch bekannte chemische Verfahren hergestellte Schichten 
farbloser Oxide (Ago, MgO, Al,O,) untersucht lo. Die Aufsteigegeschwindigkeit an 
den 2.5-p In,O,-Schichten betrggt ftir Methanol etwa 5 mm in 2 min, auf den MgO 
Schichten steigen die meisten Fltissigkeiten in derselben Zeit 20 mm und auf einer 
durch anodische Oxidation erzeugten Aluminiumscl~icht, auf der galvanisch kleine 
Kupferkristalle von etwa IO /-I Grijsse abgeschieden worclen waren (Fig. 8), konnten 

- Front 

T 
PL 8uttergelb 

0 Bromphenolblau 
I Eosin 

-.- CD .--- 

0 

__-C-.. 

3 

--ab---- 

0 

I’ig. Q. Trcnnungen an anodisch oxidicrtcn Aluminium-Folienl”. 

rklttc I : oxiclicrt in Oxal&iurc, ohnc Cu-Kristallc; Laufzcit, 3 min; Flicssmittel, Methanol. 
Pl&ttc 2 : oxidicrt in SchwcfclsOure, Cu clektrolytisch in Kristrtllform abgeschicclen ; Laufzcit, 3 
min: Flicssmittcl, Methanol. Platte 3 : oxidicrt in OxalsBurc, Cu clcktrolytisch in Kristallform ab- 
gcschioden ; Laufzcit, 3 min : Fliessmittel, Methanol. Platte 4: oxidiert in Oxals%ure, Cu cl&&-0.. 
lytisch in Kristallform nbgeschicdcn : Laufzcit, 3 min; Fliessmittcl, Kthylacetat + z o/0 Bssi@.urc. 
Platte 5: oxidicrt in OxalsLurc, Cu clclctrolytisch in Kristallform abgcschicden; Laufzcit, IO see; 
Plicssmittel, Athylacctat + z o/0 Essigsii,urc. Probcnmcngc : IO-" g. 

sogar SteighBhen von IO cm in 2 min erreicht werden. Doch ist die Steighiihe nicht 
unbedingt ein Kriterium fCir die Gtite der Platte. Andert sic11 2.13. die Dicke des 
Fltissigkeitsfilmes, so wird such die effektive Diffusion grijsser. Die Platte sol1 ausser- 
dem die folgenden Eigenschaften besitzen: gute, aber nicht zu gute Adsorption fiir 
die zu untersuchenden Substanzen, an allen Stellen mijglichst gleichmgssige Diclce 
und KBrnung, sowie gute Haftfghigkeit auf der Unterlage. Wtinschenswert ist such 
die Regenerierbarkeit. Wenn man alle diese Eigenschaften in Betracht zieht, so haben 
sich bisher die In,O,-Schichten’, mit denen wir die Untersuchungen begannen, als 
die besten erwiesen. 

QUALITATIVX?R UND QUANTITATIVER NACHWEIS 

Farbstoffe sind sichtbar und daher am leichtesten nachzuweisen. Man wird zu- 
n&chst eine Identifizierung durch den Ap-Wert versuchen. In einigen genauer unter- 
suchten 13llen konnten wir dicsen Wert auf &SO/~ mit einem mittleren Fehler des 

l Dicse Schichtcn wurden von dcr Firma l3alzcrs A.C., Licchtcnstcin, zun%chst fiir anclerc 
Zweclcc cntwickclt und uns von Merrn I%. TH. KRAUS als bcsondcrs gccignet vorgcschlagcn. 
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TABELLE II 

REPRODUZIERBARICEIT DER RF-WERTE FiZR BROMPHENOLBLAU AN INDIUMOXID BE1 VARIATION DER 

SCHICHTDICKE UND DES PLIESSMITTELS4 

Fliessmittel : 
A = Methanol. 
B = Methanol-Acetonitril-Mcthylcnchloricl-NH, (IO : I o : IO :o. I). 

C = Methanol-Acetonitril-NH, (IO : IO : 0.2). 

D = Methanol-Acetonitril (I : I). 
-- ---__ 

Sckichtdiche (1.4) u (cmmmin-L) Fliessmittcl R I~‘- U’cvt Abweichcng (%) 
---- . 

0.G 

2 

2.5 
2.5 
2.5 
2.5 
194 

I.4 

0.55 A 0.70-0.75 

0.5 0.70-0.75 
0.08 2 0.65 
0.05 B 0.62 f 10 
0.1 c 0.65 
0.08 D 0.70 

0.55 A 0.69-0.77 f5 
Gin Einfluss I o Mcsspunlcte 
cler r.F. 

o.Js A 0.60-0.67 rtz5 
ICein Einfluss IO Messpunlctc 
cler Tempcratur 
zwischen 
0 und 50” 

-.__.-_ -.--._---.--- 

Mittelwertes von I.~O/~ reproduzieren 4. Tabelle II zeigt die Xp-Werte fur Rrom- 
phenolblau an In,O,, wobei als Fliessmittel Methanol, zuweilen mit Zusatz anderer 
Lijsungsmittel verwendet wurde. Innerhalb eines Streufehlers von 10% sind die 
Rp-Werte nicht von den Zu&tzen abhangig. Das ist nattirlich nicht generell der Fall. 
Starke Abhangigkeit der Rp-Werte von der Zusammensetzung des Lijsungsmittels 
fanden wir bei der Trennung von Farbstoffen an Aluminiumoxid (Fig. g)lO. Hier 
kann man durch Variation des Lijsungsmittels zuweilen such die Reihenfolge um- 
kehren Das Chromatogramm auf der let&en Platte der Fig. g wurde in IO set erhal- 
ten. 

Fig. IO. Triznnung iweidr C)strogone, des e)strons und btriols an 
Perricyanid Reagens. Fliessmittcl : Essigestcr. Lnufzeit : 2 m 

In,O,. Nachwcis mit Ferrichlorid- 
in. Probenmcngc: I ng’. 
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Proflavin 

Tinopal-UP-e% 

. FGont 

linopal- 

Fig. I I. Chromatogramm aufgcnommcn rnit tletn Zeissgcrat Il. Trennnng von Eosin uncl Proflavin 
an In,O,. Flicssmittcl: Methanol-AcctonitriI-NH, (25 : 25 : 5). Laufzeit : 3 min. Probcnmengc : 
2*x0-og. 

Fig. 12. Chromatogranxn aufgcnornmcn mit clem %eissgcrstll. Trennung von Tinopalcn. Flicss- 
mittcl : Methanol. Laufzeit : 3 min. Probcnmcngc : 2 * I o-10 g, Am Start blicb tine Vcrunrcinigung 
zuri\clc. 

Fig. 13. Chromatogramm aufgenommcn mit clem Zeissgcr&.tll. Trcnnung von Tinopalcn an In,O,. 
Fliessmittel : Methanol. Lnufzcit : 3 min. Probznmcngc: 4 - IO-l1 g. Schwanltungcn dcr Nulllinic 
clurch Untergrundrauschcn clcr Photozellc bcclingt. 

Farblose Substanzen mtissen nattirlich fur die Erkennung sichtbar gemacht 
werden. Man kann bier meist nicht dieselben Reagenzien verwenden wie bei der 
TLC, da die Schicht gegen chemische Einfliisse empfindlicher ist und da bei den sehr 
geringen Substanzmengen die Anfirbung vie1 schwacher herauskommt. Doch gelang 
uns z.B. der Nacbweis von &trogenen und Aminosauren nach den tiblichen Me- 
thoden4. Fig. IO zeigt eine Trennung von &trio1 und t)stron. Dabei konnte die Nach- 
weisgrenze gegentiber der normalen TLC bei Anwendung derselben Anfarbemethode 
von 0.2 pg auf 0.2 ng, also urn drei Zehnerpotenzen erniedrigt werden. 

Zum Nachweis fluoreszierender Substanzen hatten wir ein Chromatogramm- 
Spektralphotometer der Firma Zeiss zur Verftigung. In Pig. I I und 12 sind Chromato- 
gramme von solchen Stoffen bei Aufgaben im Bereich von x0-1’ bis 10-l” g wiederge- 
gebenl3. In einigen I%llen gelang such die uberftihrung nicht fluoreszierender Stoffe 
in fluoreszierendell. Stoffe, die nur im gel&ten Zustand fluoreszieren, kann man durch 
Besprtihen mit Glyzerin zur Fluoreszenz bringenlO. 

Wir haben such die in der TLC vie1 verwendete Metbode der Fluoreszenzlo- 
schung auf einer fluoreszierenden Platte ausprobiert. Hier war das Problem die Her- 
stellung der Platte. Es gelang, eine Aluminiumoxidplatte durcli Verwendung eines 
Oxal&iure-Chroms&uregemisches fur die anodische Oxidation so zu praparieren, dass 
sie eine gentigend starke Fluoreszenz zeigte 10. Fig. 13 bringt einen weiteren Versuch 
mit fluoreszierenden Substanzen, bei dem es gelang, in den Bereich von 10-l~ g 

vorzustossenll. Noch kleinere Stoffmengen kann man nachweisen, wenn sie radio- 
aktive Elemente enthalten, entweder in Folge von Markierung oder von Aktivierung 
mit Neutronenbeschuss. Diese Methode kornmt vor allem fiir den Nachweis anorga- 
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nischer Stoffe in Frage. Auf diese Weise haben wir z.B. Anionen des Phosphors und 
Schwefels getrennt l2. Den Beweis, welche Zone dem Phosphor und welche dem Schwe- 
fel zuzuschreiben ist, kann man dadurch erbringen, dass man einen zweiten photo- 
graphischen Film iiber den ersten legt. Die vom Schwefel ausgehende Strahlung wird 
dann absorbiert und es erscheint auf dem Film nur mehr der Phosphor. Die Nach- 
weisgrenze liegt bei diesen Versuchen bei 10-l' g. 

DANK 

Wir danken dem Petrol Research Fund der American Chemical Society ftir 
teilweise Unterstiitzung dieser Untersuchungen und der Firma Balzers A.G., Liech- 
tenstein, fifr die uberlassung der Indiumoxidschichten. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Fltissigkeitsfilme, die durch Spreitung einer Fltissigkeit auf einer Oberfl&che 
entstehen, kijnnen als mobile Phase ftir chromatographische Trennungen verwendet 
werden. Mii: dieser Methode kann man bereits in 10-100 set sehr gute Trennungen 
schwer fltichtiger Substanzen erzielen. Es eignen sich hierfiir besonders OberfXichen, 
die bei elektronenmikroskopischer Aufnahme im ,u-Bereich eine Mikrorauhigkeit 
zejgen. Dies trifft z.B. bei Aufdampfschichten von Indiumoxid zu, an denen such die 
Abhsngigkeit der Steighijhe von der Zeit beim Spreitvorgang bestimmt wurde. Die 
Anderung des Abstandes zwischen Startlinie und Front folgt bei nicht zu hohen 
Steigh8hen (bis 2.5 cm) einem Zeitgesetz minus erster Ordnung. Der Geschwindig- 
keitskoeffizient K steigt annghernd umgekehrt mit der Schichtdicke. Die Dicke der 
verwendeten Aufdampfschicht lag zwischen 0.6 und 3.6 ,u. Es werden Beispiele gege- 
ben ftir Trennungen von Indikatorfarbstoffen, t)strogenen und fluoreszierenden 
Stoffen. Die letzteren lassen sic11 mit Hilfe eines Zeiss-Spektralphotometers noch im 
Bereich von 10-11 g nachweisen. Bei den t)strogenen konnten z l 10-10 g bei der Auf- 
gabe in einer Verdtinnung von I zu 10s nachgewiesen werden. Auch gesitzte und 
nachtrgglich galvanisch oxidierte Al-Schichten eignen sich fiir scharfe und schnelle 
Trennungen von Farbstoffen. Mit Hilfe der Autoradiographie konnten ca. 10-14 g 

radioaktiver Schwefel und 10-1s 

nachgewiesen werden. 
g radioaktiver Phosphor als Sulfat bzw. Phosphat 
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DISCUSSION 

SZI~KELY: Wie oft kann eine Dunnfilm-Platte regeneriert werden? 
CREMER: Wir haben sie bis zu zomal ohne wesentliche Beeintrachtigung der 

Gtite regenerieren konnen. Bei vorsichtiger Behandlung geht es sicher noch lifter. 
SZBKELY: Wird die Pa. Balzers diese Dtinnfilme kommerziell herstellen? Wenn 

ja, dann ungefahr wann ? 
CREMER: Ich bin gerne bereit, diese ITrage an die Firma Balzers weiterzuleiten. 

Einzelne Platten sind sicher schon jetzt zu haben. Wir haben mehrmals Platten er- 
halten, urn sie auf ihre Reproduzierbarlceit zu prtifen. Wir waren mit der Reprodu- 
zierbarkeit des RF-Wertes sehr zufrieden. 

DE ZEEUW: How do the polarities of the solvents to be used in TIX compare 
with the solvents to be used for the same components in TLC? I noticed that for 
lipophilic color dyes you used methanol in TPC, whereas in TLC benzene is often 
used, which represents a rather big difference in polarity. 

NAU : Zur Trennung von Indicatorfarbstoffen wie Eosin-NH,, Bromphenol- 
blau, Phenolrot und Buttergelb kann Methanol oder Methanol mit Zusgtzen von 
Acetonitril, Essigester, Methylenchlorid und eventuell etwas Ammoniak (vgl. Pig. 6) 
verwendet werden. Das Fliessmittel auf Indiumoxidschichten muss im allgemeinen 
etwas polarer sein, als es fur dasselbe Beispiel in der TLC angewendet wird. 

Interessant ist jedoch, dass ftir die Trennung von ostrogenen (Pig. IO) auf In- 
diumoxid-Schichten dieselben Fliessmittel wie in der TLC verwendet werden kiinnen. 
Bew5hrt haben sich hier vor allem Aceton und Aceton-Methanol Gemische sowie 
Essigester und Essigester-Acetonitril Gemische. 

DE ZEEUW: What types of solvents have to be used in TFC to separate rather 
polar substances? 

NAU: Zur Trennung sehr polarer Verbindungen wie Aminosauren mussten in 
der TPC genau wie in der TLC sehr polare Fliessmittel herangezogen werden. Ver- 
wendet’ wurden z.B. Methanol und ein Gemisch von Methanol-Butanol-Eisessig 
(100:10:0.3). 

DE ZEEUW: I noticed that in the reproducibility experiments under various 
relative humidities methanol was used as solvent. I may add that when using metha- 
nol as solvent in TLC, reproducibility can be observed over a wide range of relative 
humidity, i.e. 20--80~/~, as well. This is so because in the rather polar methanol 
system the influence of different relative humidities is very small. 

It may be of interest also to examine benzene as solvent in TFC because here 
the different relative humidities may have a more distinct effect. . 

NAU: Es gilt die Regel, dass der Einfluss der relativen Feuchte (r.l.7.) auf den 
RF-Wert umso geringer ist, je wasseralmlicher das Pliessmittel. Die r.Z;.-Werte wur- 
den von uns in einer einfachen, selbstgebauten Klimatisierkammer zwischen o und 
95% variiert. Dabei ergaben sich RF-Werte ftir Bromphenolblau auf 1.4 p-Indium- 
oxid-Schichten mit Methanol als Pliessmittel zwischen 0.69 und 0.77 (&6%). In 
diesen Experimenten konnte also nicht der Einfluss der r.17. auf den RF-Wert de- 
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monstriert werden. Es zeigte sich jedoch, dass trotz der geringen Steighijhen der 
Probe bzw. der Front von nur einigen Millimetern die Rp-Werte relativ genau mit 
einer maximalen Abweichung von &5% bestimmbar sind. 

Mit Benz01 als Fliessmittel wurde der Einfluss der r.F. auf den Rp-Wert, der 
sicher grijsser sein wird als mit Methanol, nicht gemessen. 

TURINA: As the spots are very small, the curves on the last Fig. do not rep- 
resent the distribution of the substances on the spot. This would be only possible if 
a photometer with a very small slit were used. This slit must be about 50 times smaller 
than the observed spot. 

CREMER: Bei uns ist der Spalt breiter als der Fleck. Wir haben keine Schltisse 
auf die Verteilung gezogen, sondern nur auf die Menge. Die Chromatogramme sind 
nicht repr&sentativ fur die Gtite der Trennung. 
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