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SUMMARY

A fully automatic sample applicator for thin-layer and paper chromatography

A fully automatic sample applicator for thin-layer and paper chromatography is
described. This apparatus permits the application of sample solutions in the range of
10 ul to 4 ml in the form of thin lines. A strong drying effect is achieved by the special
construction of the spray system; no clubshaped thickenings in the lines are pro-
duced A simple glass sprayer makes the routine use of radioactive isotopes possible.

EINLEITUNG

- Im folgenden wird ein vollautomatisch arbeitendes Probenauftraggerit be-
schrieben, mit dem man Substanzldsungen strichférmig auf Diinnschichtplatten
und -folien, Papier- und Gelstreifen aufsprithen kann.

Die Trennschiirfe eines Chromatogramms ist auf dieQualitét desTrigermaterials,
die Chromatographiemethode, und nicht zuletzt auf die Auftragtechnik zuriickzu-
fithren. Erfahrungsgemiiss lassen sich strichférmig aufgetragene Substanzldsungen
besser als punktférmig aufgetragene trennen und quantitativ auswerten!. Hauﬁg
ist nach strichfésrmigem Auftragen die Schwanzbﬂdung und die Uberlappung anein-
andergrenzender Banden nach -dem’ Chromatograplueren nicht so ausgepragt wie
nach punktformlgem Auftragen o - .

STAND DER TECHNIK

Glemhmhsmges strlchfonmges Auftragen von Proben 1s1: nur maschmell moghch
Aus diesem Grunde wurden in der Vergangenheit viele Versuche untérnommen; halb-
und vollautomatisch funktmmerende Geriite zu konstruieren. Alle bisher! békannten
Auftragvornchtungen lassen smh m eme der folgenden v1er Gruppen emordnen

Auﬂmgen i Tro_ybfenform S by S : SEST

- Durch'. eine" halbautomatlsche Anemanderrelhung"’ £} von: Tropfen gelmgt es,
einen Stnch ‘auf dem- Trager zu; erzeugen ‘Obwohl die maschinellen. Auftropfungen
glelchmasmger als die'von Hand sind; zeigen doch die meisten Chromatogramme die
bereits erwihnten Nachteile des punktférmizen Auftragens. Diese Auftropimethoder
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Auftragen durch divekien Kontakt

Die einfachsten Auftraghilfen zum strichférmigen Applizieren sind Pipetten,
Kapillarréhrchen, Kaniilen und feine Pinsel. Je nach der Beschaffenheit des Triger-
materials werden die Diinnschichten durch den direkten Kontakt mit diesen Auftrag-
hilfen mehr oder weniger stark beschddigt. Einfache Gerite zum strichférmigen
Auftragen kleiner Substanzmengen mit Kunststoffkapillarent, Wattestiften®, oder
Filzstiften haben sich bei priparativen Arbeiten nur begrenzt bewihrt. .

I

Aufspritzen

Gerite zum Aufspritzen® von Substanzlésungen fiir die DC sind seit langem
bekannt. Nach diesem Prinzip funktionieren z.B. die von Firmenich konstruierten
““Chromatocharger’’?. Andere halbautomatische Auftraggerite nach dem ‘Delfter
System’’® wurden speziell fiir die priparative DC unter der Bezeichnung ‘““TNO-
Delft-System’’® weiterentwickelt. Den letzten Stand dieser Aufspritztechnik ver-
korpert der von Desaga konstruierte ‘‘Autoliner’’0,.

| ‘Obwohl die neueren nach der Aufspritzmethode funktlomerenden Geriite ein

gle1chmass1geres Auftragen als von Hand ermdoglichen, gibt es auch bei diesen Geriten
noch Mangel wie z.B. das Verstopfen von Kaniilen oder deren Kontamination® be1
Verwendung radmaktwer Stoffe, Keulenbildungen an den Stnchenden, und ganz
besonders die" Strichverbreiterung beim Auftragen grosserer Volumina polarer oder
wenig fliichtiger Lésungsmittel.

Aufspriihen
- . Das erste wertvolle Auftraggerit zum strichférmigen Aufspriihen von Substanz-
l6sungen:stammt von CoLEMAN!., Ein automatisches Auftraggerdt mit einer Mikro-
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sprithpistole wurde von WiAssLE UND SANDHOFF! fiir die analytische DC konstruiert.
Eine Weiterentwicklung dieses Geriites ist der “Linomat’’!2 von CAMAG. Mit diesem
Modell gelingt es, kleine und grosse Volumina bis zu einigen Millilitern vollautomatisch
in Form von Strichen aufzuspriihen.

Da bei dem “Linomat” nur zwei Strichliingen einzustellen sind, beim Auftragen
- grosserer Volumina stets keulenfé6rmige Verdickungen an den Strichenden entstehen
*und bei der Verwendung von radioaktiven Stoffen die Spriiher sehr schnell kontami-
niert wurden, wurde von uns ein vollautomatisches Auftraggerit (Fig. 1) mit einem
neuartigen Spriihsystem und vielen wesentlichen Verbesserungen konstruiert. Patent-
und Gebrauchsmusterschutz wurden fiir dieses Gerit angemeldet.

Fig. 2. Schematische Darstellung des Probenauftraggerétts (perspektw:sche Ansicht). Erlﬁuterung
siche I\onstruktmmbeqchrelbung

KONSTRUKTIONSB]:SCHREIBUNG

Aus der schematischen Darstellung der Fig. 2-5 ist die Konstruktion der Proben-
auftragvorrichtung zu ersehen. Auf dem Gehiuse (1) mit den Gehiusefiissen (2) ist der
Arbeitstisch (3) fiir die DC- Platte montiert. Die DC-Platte lisst sich mit der Fest-
klemmvorrichtung (4) und dem Griff (5) schnell und sicher befestigen. In dem Schalt-
kasten (6) befinden sich der Netzschalter (7) und die Kontrollampe (8). Der auto-
matische Arbeitsschlitten (g) wird iiber den Gleichstrommotor (10), die Antriebsseile
(x2), und die Seilrollen (13) angetrieben und seine Geschwindigkeit mit dem Regel-
transformator (II) -eingestellt und reguliert. Die Festklemmschraube (14) dient der
Befestigung und dem Spannen der Antriebsseile (z2). Die weitgehend reibungslose
und gerichtete Bewegung des automatischen Arbeitsschlittens wird durch die Schlit-
tenrollen’ (15) und die Schlittenfithrung (16) gewihrleistet. Die Strichlinge kann mit
Hilfe des Massstabes (18) und durch'den’Anschlag (17) mit seinen Feststellschrauben
(19) festgelegt werden.' Der ‘Horizontalschlitten (20) mit dem Schwenkanschlag (21)
ind‘dem Schwenkgriff '(22) wird' durch den Verstellknopf. (24) von Hand auf dem
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Fig. 3. Schematische Darstellung des Probenmuftraggerﬁ.ts (Answht von unten). Erliuterung
siche Konstruktxonsbcschrelbung

und Betiitigen der Feststellschraube (28) der Sprither in einer bestimmten Ent-
fernung von der DC-Platte befestigt werden.

Die Probenauftragvorrichtung wird iiber den Anschlussstutzen (29) an das
Treibgassystem angeschlossen.. Mit dem Primirtreibgasregler (30) und dem Mano-
meter (31) wird der erforderliche Trelbgasdruck eingestellt, das Treibgas durch das
entsprechende Druckrohr (32) tiber einen Druckschlauch (33) durch die Heizpatrone
(34) geleltet und bei Bedarf erhitzt. Der Regelwiderstand (35) sorgt fiir das Aufheizen
der Helzpatrone und damit fiir die Temperatur des Primiirtreibgases. Uber den Se-
kundartrelbgasregler (36), das zugehérige Manometer (37), das Druckrohr (38), das
Drelwegmagnetschnellschaltventll (39) und den Druckschlauch (40) wird. das Sekun-
dartrelbgas dem Sprither (41) zugefiihrt. :

Der, Sprl’.lher (41) (Fig. 4). besteht aus einem. zylmdnschen Spruhrohr aus. Glas.
Das anartrelbgas tritt durch’ 'den. Stut7en (42) in das Sprithrohr ein und.durch die
Diise: (43)-und. den Lochkranz (44) aus. In ““‘Sprithstellung” wird die in ‘dem Vorrats-
behalter (45) befmdllche Substanzlosung von .dem Sekunda.rtrelbgas, das tiber den
Stutzen (46) emtntt ‘durch die ‘Kapillate (47) ausgetneben und verspruht Das Spruh-
roh' st mit einem- Stopfen: (48): festverschlossen. -

% Die: elektnschen Schaltungen des, Auftraggerates werden durch d1e Schaltsklzze
(Fig::5): verdeutllcht ‘Das. Leitersystem besteht aus dem Aussenleiter R, dem: Mittel-
punktleﬂ:er Mp und. dem Schutzleiter.S1: Derj Stromanzelge dient; die - Kontrollampe
(Slg a.llampe) Si:Der: Wechselstrom w1rd;, ur. den :1Glelchstrom-Nebenschluss-Motor

”\,den Glelchnchtern GL: glelchgenchtet. undfdurch den Rege]transformator
Tr.;('n:):‘";transformlert Uber dieRelais 'Claind dia Endechalter o werdan dar. Matar M
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Fig. 4. Schematische Darstellung des Sprithers. Erliuterung .siehe Konstruktionsbeschreibung.
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Fxg. 5. Elektr:sche Schaltskizze. Erliuterung siche I\onstruktionsbeschreibdng.
ARBEITSWEISE

-+ Die DC-Platte wird auf dem Arbeitstisch (3) mit der FFestklemmvorrichtung (4)

hpfpehp'i- Das Geriit wird durch einen Stecleer an das Werhealetramneatz: pacrhlacean
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(8) zeigt an, ob das elektrische System unter Strom steht. Dann wird mit dem Regel-
transformator (11) der einwandfreie Transport des automatischen Arbeitsschlittens (g)
tiberpriift. Mit Hilfe des Massstabes (18) und der Festklemmschrauben (1g) fiir den
verstellbaren Anschlag (17) kann man die gewiinschte Strichliinge einstellen. Die
Strichbreite ist abhingig von der Geschwindigkeit des automatischen Arbeits-
schlittens (9), von der Zusammensetzung des Loésungsmittels, und nicht zuletzt von
dem Uberdruck der Treibgase.

Bevor der Spriiher (41) mit der Substanzlésung gefiillt wird, ist das Treibgas-
system iiber ein Reduzierventil, dessen Druck nicht mehr als 4 atm aufweisen soll, an
den Anschlussstutzen (29) anzuschliessen. Mit dem Primértreibgasregler wird der
Druck des Primértreibgases eingestellt und das Gas tiber das Druckrohr (32), die Heiz-
patrone (34) und den Druckschlauch (33) dem Spriiher (41) zugefiihrt. Der Uberdruck
des Primértreibgases soll im allgemeinen 1.5 atm, der desSekundirtreibgaseso.5atm
nicht iibersteigen. Die Substanzlésung wird mit einer Pipette von oben in den Vor-
ratsbehiilter (45) des Spriihers (41) eingefiillt und dieser mit einem Schliffstopfen (48)
fest verschlossen.

Bevor der automatische Arbeitsschlitten (g) in Bewegung gesetzt wird, richtet
man mit Hilfe des Horizontalschlittens (20) und des Vertikalschlittens (26) den
Spriiher (41) auf die vorgesehene Startbahn aus. Mit dem stufenlos regelbaren Trans-
formator (11) kann man die gewiinschten Geschwindigkeiten fiir den automatischen
Schlitten (9) einstellen. Die elektrische Schaltung ist so konstruiert, dass bei Berithrung
des Anschlags (17) der automatische Schlitten (9) in die-entgegengesetzte Richtung
umkehrt. Steht das Sekundirtreibgassystem unter leichtem Uberdruck und ist das
Magnetventil (39) nach aussen geschlossen, wird je nach Austrittsgeschwindigkeit
und Uberdruck der Treibgase die Substanzlésung als feiner Strahl auf die Platte
gespriitht. Schligt der automatische Schlitten (g9) an dem verstellbaren Anschlag (x7)
an, kehrt der automatische Schlitten (9) seine Bewegungsrichtung um und 6ffnet
liber ein Relais das Magnetschnellschaltventil (39) nach aussen. Damit fillt der
Uberdruck im Sekundirtreibgassystem schlagartig ab und der Sprither (41) hért auf
zu spriihen,

Das Spriihrohr ist so konstrulert dass die Kapillare (47) etwa r mm iiber der an
der Spitze befindlichen Spriihéfinung (Diise) (43) endet und bei Unterbrechung des
Sekundartreibgasstromes der Primiértreibgasstrom die Substanzlésung aus der
Kapillare (47) in den Vorratsbehélter (45) zuriickdriickt. Durch diesen Vorgang wird
ein Abtropfen von Substanzlésung und Verstopfen der Kapillare (47) verhindert.
Da der Priméirtreibgasstrom ununterbrochen fliesst, wird bei jedem Umschaltvor-
gang aus dem ‘‘Spriihvorgang” ein “Trockenvorgang oder umgekehrt. Durch die
Diise: (43) und den Lochkranz (44) tritt je nach Uberdruck so viel Primértreibgas aus,
dass ein relativ hoher Trocknungseffekt erzielt wird. Bei polaren und nicht sehr
fliichtigen Losungsm1tteln kann der Trocknungseffekt durch Erwirmen des Pri-
maértreibgoses noch weiter gesteigert werden. :

ANWENDUNG

Das Probenauftraggerat eignet. smh zum Auftragen von Substamlosungen auf
n‘llpn dihlichen . Fertionlatten ader. Folien fiir die DC 11nd anf Panierstreifen fiir die
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von uns entweder mit einem Klebestreifen direkt auf dem Arbeitstisch (3) oder mit
einer speziellen Halterung (unveréffentlicht) auf dem Gehiuse (1) befestigt. Es ist
auch begrenzt anwendbar bei der Elektrophorese. Festes Trigermaterial erleichtert
das Auftragen der Substanzlésung. Bei hoher Schlittengeschwindigkeit lassen sich
sehr diinne Striche herstellen. Die Strichbreite ist von der Austrittsgeschwindigkeit
des Primir- und Sekundiirgasstromes, von der Polaritéit und Iliichtigkeit des L&sungs-
mittels, und von dem Volumen der applizierten Lésung abhédngig.

Mit diesem Probenauftraggerit kann man Substanzlésungen auf allen {iblichen
Fertigplatten der Formate 50 X 200, 100 X 200 und 200 X 200 mm auftragen.
Wegen der geringen Strichbreite, der Einheitlichkeit und Geradlinigkeit der Striche
kann man die entsprechenden Chromatogramme im allgemeinen sehr gut densito-
metrisch auswerten. Das Probenauftraggeriit liefert die besten Voraussetzungen fiir
die Anwendung der Scrapertechnik!d,

Mit dem Probenauftraggerit kénnen diinne und dicke Striche gezogen werden,
ohne dass keulenférmige Verdickungen an den Enden der Striche entstehen. Das
Sprithrohrchen ist aus Glas gefertigt, leicht auszuwechseln und zu reinigen. Es lisst
sich verhiltnismiissig billig herstellen und eignet sich deshalb auch besonders gut zum
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Fig. 6, (A) Farbstofftestlésung (Desaga) mit Probenauftraggerit aufgetragen. Platte: Kieselgel
F 254/366 (Woelm); Schichtdicke 250 u. Aufgetragene Volumina: I = (a) 200 pl; (b) 100 ul;
(c) 50 pl; (d) 25 pl. 11 = (a) 400 pl; (b) 200 ul; (c) 100 ul; (d) 50 pul. (B_)_‘]_)unngsclnchtghramato-
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Auftragen radioaktiver Proben. Wegen der Feinheit der Kapillare und des relativ
grossen trichterformigen Vorratsgefisses. lassen sich kleine Volumina von 10-100 ul,
aber auch grissere bis zu etwa 4 ml bequem auftragen. Das Totvolumen der Kapillare
liegt in den meisten TFillen unter 10 ul. Das Probenauftraggerit eignet sich also
sowohl fiir analytische als auch fiir priparative Arbeiten.

EXPERIMENTELLE ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Qualitit und Leistungsfihigkeit des Probenauftraggerites soll durch die
folgenden Beispiele demonstriert werden (IFig. 6, 7). Ein Farbstofftestgemisch wird
unter niedrigem Primirgasdruck (0.02 atm) bei einer mittleren Schlittengeschwindig-
keit von 2 cm/sec in verschiedenen Mengen auf die Platte gespritht (Fig. 6A). Die
Einheitlichkeit und Geradlinigkeit der Striche fiihrt bei Verwendung eines geeigneten
IFliessmittels zu einer einwandfreien Trennung des Substanzgemisches (Fig. 6B).

Die routinemiissige DC-Auftrennung von Tritium-markierten Metaboliten des
Pheromons [*H]Bombykol!4-18 in Kombination mit einem DC-Scraper!® und einem
Fliissigkeits-Szintillations-Spektrometer unterstrexcht die Vielseitigkeit dieses Proben-
auftraggerites (Fig. 7).
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Fig. 7. Radiochromatogramm eines [3H]-Lipidgemisches. Probenauftraggerit; Volumen, zoo ul;
Strichbreite < 1 mm; Strichliinge, 3 cm. Trigermaterial, Kieselgel H (Merck); Schichtdicke,
250 u. Fliessmittel, n-Hexan~Diisopropylither-Methanol-12.59% Ammoniak (160:20:10:0.15).
Steighthe, 15 cm. DC-Scraper: Messer, 2.5 mm, Flitssigkeits-Szintillations-Spektrometer.
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sprithen von Substanzlésungen im Bereich von 1o ul bis 4 ml in IForm diinner Striche.
Durch die besondere Konstruktion des Sprithsystems wird ein hoher Trocknungs-
effekt erzielt. Es entstehen keine keulenférmige Verdickungen an den Strichenden.
Ein einfacher Glasspriiher erlaubt den routineméssigen Einsatz radioaktiver Isotope.
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