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SUMMARY

Ouantiteative it sitn cealicabion of thin-laver clromatograins with transfevable calibration
cHries ' ' ‘

Possibilities of simplifying :[lmntlt.ltn e fluorometric or absarption photometric

in st anidyses are discussed. Statistical investigations of test mixtures based on the
technigque of application in bands demonstrated that a transfer of values between
rious thin-layer plites is permissible for low application quantities. In an earlier
picce of work dealing with the quantitative cvilduation of non-quantitative applica-
tion the use ol ansinternal standard s reference was discussed. Using this reference
there exists, furthermore, the possibility of o transfer of meastured value rluntlc11t-
between re-emission and transmission at low application quantitios.

EINLETTUNG

In neuerer Zeit wurden von verschiedenen .\utnu-l \umlnun QaLsIe irbeitet,
die vine Vervinfuchung der quantitativen dn sifa-Auswertung von Ditnnschicht
(DCY-Chromatogriimmen zum Ziele haben, Sooverwendet Kowtissit eine aus der
Kubelka—Munk-Theorie resulticrende Bezichung, dic nach ciner Messung des Remis-
sionsgritdes des 2,13, in ciner kreisfirmigen Messtliichenbegrenzung justiorten Analy-
senfleckes dessen Konzenteationshestimmung erlaubt, Dice ebenfulls in die Gleichung
cingetwnde Fliche dor bolegten Zone wird durch Plinimetrieren bestimmet. Dics
ditrlte, wie chromatographisehe Erfabrungen zeigen, in viclen Fitllen nur unter
Inkaufnalime ciner gewissen Ungenauigkeit maoglich sein.,

Tinen ginzlich anderen Weg zeigen GoLpsaxy uNn Goopanl®d, Ausgehend
von der Kubelki-Munk-Theorie lichtstreuender Medien teiten die Autoren cine Glei-
chung fitr ein Flitchenelement aly, mit deren Hilfe unter Iinbezichung des Streulichtes
dor Adsorptionsschicht die Flilchencelementbelegung bestimmt werden kann, FHicerzu
erforderliche Operationen wie Untergrundinterpolation, Messwertumrechnung baw,
dic Integration der cinzelnen Flilchenelementbelegungen machen jedoch den Einsatz
cines Computers erforderlich, vine Tatsache, die zwar cine schnelle Auswertung der
Analyse erbringt, aber mit cinem hohen Kostenaufwand verbunden ist,

* Letter: Abt-Dir, D ] Friss,

J Chromatoge., 62 {171} yu-108



100 TH.OKLAUS

Line weitere Moglichkeit 2ur Verminderung des :mn'l_\‘ti.-ivlu_-.n Umfanges wird
von KLavs in ciner fritheren Publikation? angedeatet, So wird unter anderem in-
direkt daraul hingewiesen, dass bei Anwendung der Bandentechinik die integiierten
Extinktionsortswerte hei koenstanten Substanzinengen unter Einhaltung gewisser Te-
dingungen weitgehend unabhilngig von der jeweiligen Bandenaushreitung sein sollten,
Damit in Zusamvnenhang stehend konnte ferner gescigt werden, dass dureh den
Bezug aul cinen inneren Standard eine quantititive Auswertung auch bei einer
nicht-quantitiativen Auftragung miglich ist,

Div Einbezichung dieses Effektes in die Analvse sollte ausreichend scin, um
cine Universalititt von Eichkurven inshesondere hinsichtlieh ilirer Chertragharkeit
von Platte zu Platte erwarten zu lassen, Triflt dies [iir cine Stubstanz zu, so konnen
mit ciner cinmal erstellten Eichkurve alle weiteren Analvsen der gleichen Substanz
ausgefithrt werden, Dies witvde oline zosittaliche Nosten zu eciner wesentlichen Vier-
ringerang sowohl des chromatographischen als auch des messtechnischen Aufwandes
fihren. :

ALLGEMEINBHESCHREIBUNG DER CHROMATOGRAPHISCHEN TECHNTK

_ Dice Untersuchungen, dic zur Bestittigung dieser Theorie vorgenommaen wurden,
setzten sich sowohl aus Analysen mit Tuoreszierenden Substanzen als auch aus solehen
mit Farbstotfen zusammen. Vitr die anfzutragenden Lsungen wurden Modellsubstan-
zen verwendet, welehe neben ciner variablen Komponente, entsprechend  cinem
zu bestimmuenden Substanzbestandteil, cine konstinte Komponente als inneren Stan-
durd enthiclten, Die Ronzenteationen der Lisungen wurden so gewiihlt, dass sich
Beim Auftragen von joeweils 3o-100 g1 auf cinem etwie 1.5 am langen Band in cinem
riinstigen Messboreich liegende Messwerte ecrgaben, Das Auftragen der Banden er-
folgte mit dem Geriit 'Linomat” der Firmae Camaygz, Muttenz (Schweiz), Chromato-
,'.zm'phiurt wurde aul DC-Fertigplatten Rieselgel 1, Bel einigen Messreihen wurden,
win die Grenzen ciner erfordertichen Normierung zu erkennen, die Versuehsbedingun-
gen bewusst variiert, 2. 130 wurden Chiromatogrammen mit versehicdener Kammer-
sitttigung hergestellt, bzw, Aluminiumoxid als Adsorptionsmaterial verwendet.

ALLGEMEINE MESSTECHNISCHE ANGAREN

Zur Photometricrung stand ecin Chromatogramm-Spektralplhotometer der Fa,
C. Zuiss, Oberkochen, einschliesstich ciner Registriercinlicit zur Aufzeichnung der
Messwertortskurven zur Verfliigung, Aufgrund der Bandenform der belegten Zonen
wurde mit ciner spaltformigen Messtliiche (0.8 < ro mm) gearbeitet. Withrend bei
fluorimetrischen Analysen cine lineare Registrierung des Messsignals 77 angebracht ist,
bieten sich fiir Absorptionsanalysen neben zwei MessmoglichReiten verschiedene Mess-
grivesen an. Nach ecigenen Versuchien hzw. theoretischien Arbeiten von GOLDMANN UND
GooDALLEY zeichnen sich i siti-Messungen im durchfallenden Licht gegentiber Re-
missionsanalysen durch eine grissere Emplindlichkeit aus, Jedoch im Hinblick darauf,
dass direkte UV-Analysen die Remissionstechnik voraussctzen, ist beiden Méglich-
keiten bei den Versuchen Rechnung getragen worden. Als Messgrossen werden die Dif-
furenzen zwischen den logarithmiseh registrierten Durchiliissigkeitswerten baw, Remis-
sionswerten und der jewetligen 1oo %-Linie eingesetzt s A Iz D baw, A 1g R Wenn sich

I. ('.‘In-;uualh:na. M fraziy noretns
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auch bei Remissionsmessungen von Banden eine Umrechnung der Remissionswerte
nach Kubelki-Munk-anbictet, so ist dem geringeren rechnerischen Aufwiand beim
Arbeiten mit den logarithmischen Renmiissionswerten bei ctwins ausgepritgteren Isur-
venkritnnmungen der Vorzug gegeben worden, -

‘ Sowohl bei Fluoreszenze als aneh bei Absorptionsanalysen werden im allge-
meinen die Spektren der variablen Komponente und der Bezugskomponente nicht
identisch sein, Fliervaul ist bei der Festlegung der Wellenliinge fiir die Registrierung
cder Ortskurven s achten. Loetztere kann erfolgen:

(i) bLei den Welle nhmgun der fitr die beiden Banden charakteristischen Mess-
wertmaxima und . _

(b Dbei cinem C berschneiden der Fluoreszenz- bzw. Absorptionsspektren mit
ciner zwischen den beiden Messwertmaxima Hegenden Wellenliinge,

Pei luorimetrischen Bestinnnungen anter Anwendung des Verfuhrens (@
crfithrt die Ghertragbarkeit der Messwertaquotienten allerdings o priori cine gowisse
.liinqvhrimkung' Dic in den Photometern verwendeten Strahlungsemplinger unter-
fiegen cinem Alterungsprozess, der unter anderem in einer von der Wellenliinge
abhitngigen Emplindlichkeitsy crminderung hestehit, Fir den Messwertquotienten
muss daher ther grossere Zditriitime mit ciner gewissen geriitebedingten Inkemstanz,
gerechiet werden, Diese Unsicherheit’ kann dureh Arbeiten nacli dem Verfahren
{DbY umgingen werden, _ '

Fitr die Eichkurven scelbst werden seliliesslich die Quotienten der integrierten.
Messwoertortskurven der vicriablen Komponente A und des inneren Standards 13
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fitr Absorptionsanalyvsen in Abhiingigkeit dor prozentualen Zusammensetzung der
Fichsubstanzen griphiseh aufgetriyen,

PLUDQRESAZLENZANALYREN

Fluorimetrisele i situ-Analvsen sind, wie bereits in einer fritheren Arbeit?
mitgeteilt wurde, mit cinem relativ geringen photometrischen Sehwicrigkeitsgrad
behaftet., Die Ursache hierfiir ist darin zu suchen, dass ausschliesslich die mit Sub-
stanz belegten Flichenclemente zu dem jeweiligen Moessergebnis heitragen,

Sicht man von geritebedingten, durch die Lichtfithrung  der Photometer
eventuel]l verursachten Messwoerthecinflussungen ab, so ist in cinem gewissen Konzen-
trationshereich cine Unabhiingigkeit der integrierten Messwerte von der Bandenaus-
breitung gewahrt, Dieser Effekt wirkt sich im positiven Hmn aul die L e lthlgh.lll\l it
von i ostte-Eichkurven s,
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i, 1. Photographischies Positiv cioee e die Kichkorve Fige 3 vorberviteten DO-Tlatte mit den
Komponenten Flooreszein nnd Fosin, Aofgetragene Mengen: Fosin - Babin -8 jo s g Flunres-
Zeing - Bahinnnd & o0 g gundd oo g 5 uncdl b olg ge nnd 7 med Xoouy e DUSTertigplotte:
Wicscelgel g, o Stebndttel s Boenzol -Dioxan - Mssigsinree (ea2g0)) Kannnersittigung,

IZin wesentliches Kriterium fite cine Ubertragbarkeit von Messwerten diirfte
Smit ciner stitistisclion Analyese zu erbringen sein, welcher wiederholte Messungen der
gleichen Probe sowohl auf ciner Platte als weh aaf versehicdenen DC-Platten zu-
grunde licgen., Als Modellsubstanz - warde die IKombination Fluoreszein-Eosin ein-
“wesetzt, Dic Binwooge it die Agsgangstosung witr so gewiihit, dass diese aufl den
tnneren Stancard Eosin bezogen 69, Fluoreszein enthielt. Eine Nachverdimnung

erfolagte derart, dass beim Arbeiten - der Versueh warde bei achtfacher Wieder-
Tholung nach dem angegebenen System durchgefiithrt o mit jeweils 1oo @l 0.3 g

Fluoreszein baw, 3 pg Fosin anfgetragen warden, Weitere chromatographische
aramoeter sind aus der Legende 20 Fig, 1 oersichtlich, Kig, 2 gibt die unkorrigiorten
I huoreszenzspektren der Womponenten der Testmischung wicder, Als charakteristisehe
CGrasse des zn pritfenden Sachverhaltes cignet sich neben dem Mittelwert gp der
jeweiligen Messreihie die Strenung der Einzehwerte, ausgedriickt durch deren Stan-
daredubweichung s, e den beschriehenen Versueli sind die Ergebnisse untor Verwen-
dung der Quotienten '
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in Tabelle T z2usmmoengefisst.

Neben der relativ guten Ubereinstimunuang der beiden Mittelwerte gp ist dic
weringe Diffurenz dor Standardabweichungen s, der beiden Messreilien o uned D
hervorzahvhen, e Messwertiibertragharkeit bei fluorimetrischen Aunnlysen soll
jedoeh mit ciner weitergehenden Interpretation dieses Ervgebnisses gewertet werden,

S Chromatogr,, b (1071 3045
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Dureh die . Einordnung des Mittelwertes (gpdn in den berechineten Streubereicl
- sg der Mittelwerte der Messrethe aowird bestittiat, dass die Verteilungsfunktionen
der heiden Messreilien annithernd identiseh sined. Dies ist Voraussetzung (e die Cber-
trochuirkeit. In Figo 3 ist die nus mehreren DC-Platten cesullicrende Eichkurve mit
aut Eosin bezogenen FluoreszeinKonzentrationen vore 2, 6, 1o und 147, wivdorgege-
bon, ' : :

AR
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Fig, 2. Flunreszengspeltren von Fluoreszein and osin,

Fig, 3. Vluoresqzein-Fichkuarse,

Mit weiteren Versuchen soliten eventuelle messtechnische Answirkungen bei
abweichenden chromatographischen Bedingungen experimentell festgestellt werden,

- .
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s zeigte sich wie erwartet, dass weder eine geringfiigige Veriinderung der Banden-,

;1uI'tl';l,f.:s;.:‘u:ﬂ.‘l}\\'il'u‘li;.:l-;t'it noch der Steigzeit - beide Tahren z2u-abweichenden Fleck-
belegungen - z2u einer Hevinflussung der Messwertquationten fiihrt.

CARSONDPTIONSANALYSEN

Withrend plmtcmu-hm he Absorptionsanalyvsen mit punktfirmiger Auftragung
infolge der Inhomogenitiit der Messtliichen nicht unproblemutiselc sind, 213, bei
Fleekgrissenverinderung durch Plattenrandeffekte, vermindern sich bei handen-
frmigem Arbeiten die Strmaglichkeiten erheblich, Hivrdureh sind gewisse positive
Ritckwirkungen aufl die zu priiffende Chertragharkeit son Messergebnissen zu er-
warten. Als Nriterium (e diese Ubertragharkeit soll wiederum - - analog den fluari-
metrisehen Untersuchungen —- der statistischen Analvse ciner Probe aof einer DC-
Platte (Messreilie u) die derselben auf versehiodenen Platten (Messreibe DY) gegen-
tiborgestellt werden, ' : ‘

Als Modellsubstanz wurde cine 3ov,ige Mischung Ceresrot-Fettgellhy bei auf-
gotragenen Absolutmengen von 3 opu baw, 1o g gowithlt, Zu den weiteren chroma-

e a8 85 @ 7 B

Fig, .. I’llntn"r.lplnnst Prositiv eines (e olie Hichkorve 1Fig. 5 vorbereiteten DC-Eatte mit oder
Farbstoffkombinntion Coresrot--[Fettgelln Aufpotrigene Mengoen: Fettgellb - Bahin o8 ju 1o ey

Coresrot - Habnosunel g, raps gl g, 3 sund bes pgomnd 7 oamd 8,7 . - Pertigplatte:
CKieselgel Pagy. Steigmittel: Henzol, Ohine Wammersiittigung, '

Bahn 1.

tographischen Bedingungen seoi aufl die Legende der Fig, 4 hingewiesen, Die zu den
Cluotienten

[{— ”H"l J-mn r:m]t eresrot
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tmgerechneten Remissionsmesswerte der beicden Messeeilion, deren Mittelwerte gp
und Standardabweichung s, baw, s <ind in Tabelle 1T zusaimmoengefisst. Line Goegen-
tiberstellung diesor Grissen vinsehliesslich der Einordming des Mittelwertes gp der
Messreihie 4 in den Streuberciel g -8 s, der Messreilwe o veranschaulicht die Cbertrag-
harkeit der Muesswertruotienten.

TABRKLLE T

[CEMISSTONSM EUSSWILRTTQUOTIENTEN oy = ! (‘L' “_‘..',Il'),',”n i :‘_“'l"sr”h; ‘.L' “'-.: f"):mll T Fi e
Crppeatod 03 HH B2 cppepreern o 10 Y )

Messreibie o achtmadipge Wikderholoong aul einer 'latte.
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i, 5 gibht die wicdertm sues michreren DC-Platten resultivrende Eichkurve
fitr den Farbstott Ceresvot unter BPesgg auf den ads inneren Standard verwendeten
Farbstodf Fettgelh wicder.
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195, 5. Ceresrat-1ichkurese,

Zur Abschiitzung des erforderlichen Normierungsgriades der chromatographt-
schen Technilk fiir eine Ulhertragharkeit von [Zichkurven wurden seiterhin mehrers
it zwel verschiedenen Parbstottkonzentrationen Ceresrot und Foettgelh als innerem

I, Chromnatogr., 62 (1a71) au=toN



PUEIE I . : : L o . o : ‘ Ko KLaLs

_ "r-‘at‘.l.n(la.u‘d horgestellte Chramatogrimmen in Remission uontersueht s Neben einer V-
Copiation der Kantmersiittigung worde der Bintfluss der Adsorptionsmaterinlien auf die
Moesswertquotionten gotestet. Fig, 6 gibt in Ergiinzung zu Fig, 4 cine Trennung Ceres-
rot-Fottgelh anf ciner Kiesolgel oy -Dlatte wicder, Abweichend von den in der
Legende der:17ig. 4 gemachten Angaben ist lediglich der Grad der Rammersiittigung.

Bahn 1 2 3. = 5 & 7 8 -

[Figy 6. Photographisches Po=itiy einer TP hatte mit der FurbstofTkombinntion Ueresrot -Fettzedh,
Cliromatographische: Bedinguonggen analog i g, jedoch it aonmersittipung,

TABELLE T
REMISSIONSMESSWERTQUOTIENTEN o = HE e Mo i et Flas DL e nen S toeagen. FUR 2wt

VERSCITENEN 1S SONABNTRATIONSVERITALTNISSE CERESROT- FETTORLIC HET . ARMWRICITENDEN ¢l -
MATOGRAFIHSUCITEN BEDBINGUNGEN :

Chroaatogra i sche oy
Hedingtengen ' ‘ : )
. ° 3o, Ceresrot Fettgeth ety Cereseod Feettpelt
(3 prazire ng) (5 pgriao pegy

INbeseldol 19, O 6, 380 : 0,320
Fiummersittiguny
it tr, 3N . 1r R0
inmmersiittigung

Aluminiumaosiid i : DLy 37
Is;ummersitttiguny _
Mit AL IRt

Ivinnmersivttipgung

_ Aus den in der Tabelle T zusammengefnssten Mittelwerten der fir jeden
Versueh mehrfach durchgefithrten Anilysen kiinnen hinsichtlich ciner Novmierung
unter anderem folgende Aussagen gemacht werden: ‘

C ] Cheomatogr, 12 (107 1) gu=—=108
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() Der Umibinng der Kammersiittigung ist, geringe Auftragsmengen vorausge-
setzt, olme Rickwirkung auf die Messwertquotionten,

(b) Dax \dsmpt:nnsumtm l-1| ist von entseheidendem Einfluss nul die Messwiort-
quoticnten. ‘

Hicrmit ditrften mit der cinleitend bereits erwdilinten Unabhiingigkeit der
Messwertquotientenr von den aulgetragenen absoluten Substanzmengen,  gevinge
Auftragsmengen wicdoerum Ve Lsgesetzt, wesentliche Normicrungsbedingungen anf-
escigt sein,

VERGLEICH REMISSION-TRANSMISSTON

In den Dervits erwithnten Publikation von Gonnbdasy vsn GoobaLn swerden
unter Bezug aufl die Isubelka--Munk-DRitferentialgleichungen lichtstreuender Medien
unter anderem Z2wei Gleichungen abgeleitet, welehe cinen Tunktionellen Zusatmmen-
hang Tierstellen awischien den Grossen Transmission 77 bhaw, Reflexion W cinerseits und
dem Absorptionskoctfizienten A streulichitkoetizienten S baw, der Schichtdicke ¥V
indererseits, Unter Zugrundelegen . dicser Ponktionen ermitteln die Autoren zwel
Kurvenscharen ' '

I3 e A e e
g = NN Y ud - e - TR
i '
mit SN als Parameter (Fig, 7).
ta g 2 2 o 3 g
19~ ?/" n L T T - 0 7 T st.20
) o
CY RN - oA
as: '/’ :
wpe - . z/
g ou -
[Vl
%2 ' ga ol wr T 1e | e T Toa o ' P 40 ) - : a0
x xx
FFig, 7. (i) Alsorption doreh Transmission, - o (7700 als Fuuktion von AN it S als Paro-

meter nich GonbpMass UNp Goopant, (b)) Absorption dorelh Retiexion, - Tg (ARG, als Funktion
vor WA it SV alds Parnenetor nach GoLDMANS UND GoubaLLE,

_ Analysiert man dicse Kurvenscharen hinsichtlich zu erwartender Messergebnisse
von vergleichenden Woemissions- baw, Transmissionsmessungen bei bandenformiger
z\uftl':l"tlnf.: und Bezug auf cinen inneren Standard?, soist (lu- Walirscheinlichkeit nicht

TABELEL IV .

\'_l-:l.:m.1-:ttr|r IVER MESSWERTOUOTIENTHN ¢ = (A T8 000 nm Corverntd [0 HL I ) 500 niw Hrerigein UND gy
= [ e ) a0 o Jeeeearot (TS 000 i Henpgorn FER ZWETD VERSCIHTEDENE  KONZENTIRAT n:v-.\ 16
HALTNISS 1 CERESROT-FITTOL : :

I\ TP Hhulmn\mH'ull!nh ¢ o
Cere \rvi l'r!fm I

30y (fq HEito ;.r;,:) 0,301 1,381
50 (5 HETTo pR) u.545. 0, 58

1. Chiromatorr., 62 {1a71) ou—to8
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auszuschliessen, dass bei nicht au grossen aufgetragenen Substanamengen die- Mess-
wortquoticnten. bei Remissionsanalysen baw, Transmissionsanalysen sich nur gering-
fiigzir untorscheiden, Diese Theorte konnte durely ecinen Versueh, boei welehom auf
g1 DC-Diatton zwei versehivdone Konzontrationsy r Car

ol aulgetriagen wiren und sowohl in Remission als sgiuch in Transmission Hemessen
wirden, bostittigt woerden, Die Ergelmisse sind in “Tabelle TV 2usammengefasst,

l‘l‘ll If “lh.h.l
[ EH RS AR I ath
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ZUSAMMENTFASSUNG

Es wird itber Moglichkeiten der Vereintachung quantitativer tluorimetriseher
bzw. absorptionsphiotometrischer G sifu-Analvsen berichitet, Ausgehend von der
bandenformigen Auftragstechnik wird mit statistisehen Untersuchungen von Test-
mischiungen der Boweis erbraehit, dass cine Ubertragbarkeit von Messwoerten zwischen
wverschicdenen DC-Platten boei geringen Auftragsimengen zulivssicz ist, Dureh den bereits
ln citier friitheren Arbeit S Ausarinenbiog einer ljii;ii‘un-lu\t noATswertung b
nichtguantitativer \ultl rrtny o erwiihnten Bezug anf einen tnneren Standard wird
elariiber Tinaus cine Ubertragbirkeit von Messwertquotivaten awischen Remission

und Transmission fir geringe Auftragsmongen moglich,

MESAIESEME

toGoIonerissy, Soardevhand 55 ulur Abtettieng i oplrselte Messiusivinee nde 18y - 1068, Carl Zoiss,
4 B
Oherkochen, 1008, 50 71,
I O TR T Y SRS RN TR LA T (-nun.\l.l.._}. Chreninetogr,, 32 (tonXy o,
3 ) Gonnatany vso L R Goooant, fo Clieostoge,, o {1onha) 3435,
4 IR INnAars, fo Clmaiatogr., o {Toba) 235,
5 . INnavs, foChrownategr. 1h {tabg) 31t
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