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SUMMARY 

A ficlly autonaatic samfile afiplicator for thin-layer and paper cltromatogmaph.y 

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 
IO ~1 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- 
$uced. A simple glass sprayer makes the routine use of radioactive isotopes possible. 

EINLEITUNG 

Im folgenden wird ein vollautomatisch arbeitendes Probenauftraggerat be- 
schrieben, mit dem man Substanzltisungen strichf6rmig auf Dtinnschichtplatten 
und -folien, Papier- und Gelstreifen aufsprtihen kann. 

Die TrennschBrfe eines Chromatogramms ist auf dieQualitgit desTr%germaterials, 
die Chromatographiemethode, und nicht zuletzt auf ,die Auftragtechnik zuriickzu- 
fiihren. Erfahrungsgem3ss lassen sich strichfiirmig aufgetragene Substanzlosungen 
besser als punktfsrmig aufgetragene trennen und quantitativ auswertenl. Hgufig 
ist nach strichfiirmigem Auftragen die Schwanzbildung und die Uberlappung anein- 
andergrenzender, Banden nach dem’ Chromatographieren~ nicht so ausgeprtigt wie 
nach punktfiirmigem Auftragen, ” 

.’ 

. 
STAND DER TECWNIK ” , : . . 

, ., ‘. 
:. ” ,, ‘,. .‘. 

Gleichmlssiges strichfiirmiges Auftragen von Prob.& ‘ist, nur ma.&inell~m&.ich, 

Aus diesem Grunde wurden in der Vergangenheit vielo Versuche untixnommeri’,h&lb~ 
und vollautomatisch funktionierende .G&%te zu konstruieren. Alle bishor, bekannten 
Auftragvorrichtungen lassen sich ,;m eine der folgenden vier Gruppen, 1 einordnen. '., <:' ,. .' 

: 'I ., ', ..'I ;; ,' ., ,,:. :' t '. . ; 
Azcflrageft'.&' ~q5fmzform ,:.I':"' L',,:,,(, ',',,: 

i  

'i.1: ,.;,,..'~- "1 .,., ; ; ;, :,, : 
: lSi,ii/&~ dine~:.halb,automatische Aneinanderreihung~~ 3 ,,von ,Tropfen,,, gelingt ;es, 

einen ‘St,rich ‘auf ,,d$ :Tr&ger. ,zu:: erzengon;, Obv.$hl die maschinellen Atiftropfungoii 
gleichm#,ssiger als ‘d$von Haiid:smd~~‘z&gen doch die, meisten Chioma$ogramme’di~ 
bereits, ~~~lln~en”.Nacl~teile des nunktf&nii&en Auftraaens. Did& ~Auftr&fmi$hod& 
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Aa$ftragen datrch dirdcte~t I’ontakt 
Die einfachsten Auftraghilfcn 

Kapillarriihrchen, Kantilen und feine 

G. KASANG, I-I. REMBOLD 

zum strichfdrmigen Applizieren sind Pipetten, 
Pinsel. Je nach der Beschaffenheit des TrHger- 

materials werden die Dtinnschichten durch den direkten Kontakt mit diesen Auftrag- 
hilfen mehr oder weniger stark besch3digt. Einfache Gerate zum strichf6rmigen 
Auftragen kleiner Substanimengen mit Kunststoffkapillaren”, Wattestiften”, oder 
Filzstiften haben sich bei praparativen Arbeiten nur begrenzt bewghrt. , .d.d 

i 

Aufs~ritzen 
Gergte sum Aufspritzer9 von Substanzlasungen fur die DC sind seit langem 

bekannt. Nach diesem Prinzip funktionieren z.B. die von Firmenich konstruierten 
“Chromatocharger”7. Andere halbautomatische Auftraggergte nach dem “Delfter 
System”* wurden speziell ftir die praparative DC unter der Bezeichnung “TNO- 
Delft-System”? weiterentwickelt. Den letzten Stand dieser Aufspritztechnik ver- 
korpert der von Desaga konstruierte “Autoliner”lo. 

‘Obwohl die neueren nach der Aufspritimethode funktionierenden Gergte ein 
gleichm5issigeres’Auftragen als von Hand erm8glichen, gibt es such bei diesen Ger%.ten 
&Ai M&gel, &ie ‘&l3. das Verstopfen van. Kantilen oder deren Kontimination bei 
Ve,rwendung rtidioaktiver Stoffe, Keulenbildungen an den Strichenden, und gans 
besonders die’ Strichverbreiterung beim’ Auftragen gr6sserer Volumina polarer oder 
wenig fltichtiger’ Ltisungsmittel. 

A ufsfiriihen 
Das erstewertvolle Auftraggerst sum strichfijrmigen Aufsprtihen von Substanz- 

lijsungen: stammt ,von COLEMAN?. Ein automatiscbes Auftraggergt mit einer Mikro- 
_: i ;. 
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sprtihpistole wurde von WASSLE UND SANDWOFF~ fur die analytische DC konstruiert. 
Eine Weitercntwicklung dieses Gerates ist der “Linomat”l2 von CAMAG. Mit diesem 
Model1 gelingt es, kleine und grosse Volumina bis zu einigen Millilitern vollautomatisch 
in Form von Strichen aufzuspriihen. 

Da bei dem “Linomat” nur zwei Strichlangen einzustellen sind, beim Auftragen 
,,” grijsserer Volumina stets keulenf6rmige Verdickungen an den Strichenden entstehen 
‘Ji”und bei der Verwendung von radioaktiven Stoffen die Sprtiher sehr schnell kontami- 

niert wurden, wurde von uns ein vollautomatisches AuftraggerSit (Fig. I) mit einem 
neuartigen Sprtihsystem und vielen wesentlichen Verbesserungen konstruiert. Patent- 
und Gebrauchsmusterschutz wurden f tir dieses Gergt angemeldet. 

Fig. 2. Schcmatischc Darstellung des Probonnuftrag&&Lts 
siohe Konstruktionsboschreibung. 

KONSTRUI~TIONSI3ESCWREII3UNG ,. ; 

(perspoktivische Ansicht). Erltlutorung 

Aus der schematischen Darstellung’der Fig. 2-5 ist die Konstruktion derProben- 
auftragvorrichtung.zu ersehen. Auf dem Gehguse (I) mit den Gehtiusefiissen (2) ist der 
Arbeitstisch (3) fiir die DC-Platte montiert. Die DCPlatte .&sst sich mit der Fest- 
klemmvorrichtung (4)‘und dem Griff (5) schnell und sicher befestigen. In dem Schalt- 
kasten (6) Ibefinden sich der .Netzschalter (7) und die Kontrollampe (8). Der’ auto- 
matische ,Arbeitsschlitten (9) wird tiber den Gleichstrommotor (To), die Antriebsseile 
(x2), und die Seilrollen (13) angetrieben und’ seine Geschwindigkeit mit dem Regel- 
transform&or ,(I@ ,eingestellt und reguliert. Die Pestklemmschraube (14) dient, der 
Befestigung und dem Spannen der Antriebsseile (12): Die, weitgehend reibungslose 
und ,gerichtete Bewegung de,s automatischen Arbeitsschlittens wird durch die Schlit- 
tenrollen: (15)“und die Schlittenftihrung (16) :gew&hrleistet’. Die Strichltinge kann mit 
Hilfe ‘de?, Massstabes (18) ,und# durch! den#‘AnSchlag (17): mit seinen Feststellschrauben 
(16) ifestgelegt werden. 8 Der ~Horizontalschlitten ‘(20) ‘mit ddm Schwenkanschlag (21) 
und ‘dcm Schwenkgriff >(22)’ wird’ durch den Verstellknopf. (24) van, Hand ,auf dem 
yr, _~ZA.L-F?L-_. I--\ * t, ____^_ 1. .:,a IId ‘A _B. -~.~.:sw.““L&#.- CLAll#. -:& A,.. f3e.“&0&fill”_~“#t..~a In*) 
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Fig. 3. Schcmatischc Dsrstellung dcs l?robcnsuftragger&ts ( Ansicht van 
sieho Konstruktionsbeschreibung. 

unten). ErlButorung 

und Betatigen dcr Feststellschraube (28) der Sprtiher in einer bestimmten Ent- 
fernung von der DC-Platte befestigt werden. 

Die Probenauftragvorrichtung wird tibcr den Anschlussstutzen (29) an das 
Treibgassystem angeschlossen., Mit dem Primtirtreibgasregler (30) und dem Mano- 
meter (3x) wird der erforderliche Treibgasdruck eingestellt, das Treibgas durch das 
entsprechende Druckrohr (32) tiber einen Druckschlauch (33) durch die Heizpatrone 
(34). geleitet und bei Bedarf erhitzt. Der Regelwiderstand (35) sorgt fur das Aufheizen 
der’ Neizpatrone und damit ftir die Tem’peratur des Primartreibgases. Ober den Se- 
kundlrtreibgasregler (36)) das zugehiirige Manometer (37)) das Druckrohr (38)) das 
Dreiwegmagnets’chnellschaltventil(3g), und .den Druckschlauch (40) wird, das Sekun: 
d&$reibgas :de,m,‘Sprtiher (41) zugeftihrt; .’ . . ., ,. : 

a. ,,:, $I&; Sprtiherj (41) Qrig.: 4):.beiteht aus einem zylindrischen Sprtihrohr aus. Glas. 
Das aPh$i&treibgas, tritt, durchddnSt,utzen (42) ,in das Sprtihrohr ein und ..durch die 
Dtise, (~3!.::un~:,den::.Lochkranz., (+): aus,‘,In. “Sprtihstellung” .wird ,die in .de,m Vorrats: 
~~~~lter,,.~~5).,,b_find~clle: Substanzl&ung !~von..dem Sekundartreibgas, das tiber den 
Stutzen~&.@): %intritt;~durcli die ,.Kapillare (47) jausgetrieben und versprtiht . Das Spriih- 
rohr,;i& mit,ein,e&Stopfen .:(48)‘: f&t .:verscdl.ossen. 1, ,‘.i .,: I ,’ ” 

; : ,F, I Il..l~, !- Di&e1ekt&h& Schaltuhgen :des,Au~t.raggerZi~esiwerden durch die Schaltskizze 
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ ,L~i~ersystem’.bg~~hh~..aus:~dem ,&u&&iter ,Rj,, &m: eitteiT 

punktl&er~:~p ,und,.derfl’ Sc~~~zleite~.I~iPiDr?;-.S~~~inanzeige .dient.* die’;Kontrollampe 
(Si~~zilla;iilje).:,,S~~,‘ Der,:;.Wechsblst~~~~~~:~i~d~~f~~~ :de~~;Glkicl?st~~mlNebenschluss-Mo(or 
n(zi;($oj?&itj’den ‘Gleicb+&ht&.n Gli Blelclige~chte~,‘~~~~durch::‘:dei;r’ Regeltransformator 
~~~:~~,~ii,~~~~~~~~~~~~,~,,~b;~~;’~ia’i~~’blk_is’:r,l, iind:‘:rli~ ,~~~‘~i?hnlfPr’p’,wpr~an ~~~ ,:~~+~r ,M 
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13 
Fig. 4. Schematische Darstcllung cles Sprt\hers. Erltlutcrung siehe Konstrulctionsbcschreibung. 

SL- ‘;Si GI' M G1 TV C? 'Mg 

Fig. 5. Elektrische Schsltskizze. Erltiutcrung siehe Konstruktionsbeschreibung. 

ARBEITSWEISE 

,’ s Qie,DC-Plattc,wird auf dem Arbeitstisch (3) mit der Festklcrnmvorrichtung (4) 
hafestirrt. l3sw GerSi wird rlrrrch ainen Sktwlwr an Ann .CV~rllc~lcfrnrn~~f~.~rrac~h1~ccnn 
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(S) zeigt an, ob das elektrische System unter Strom steht. Dann wird mit dem Regel- 
transform&or (II) der einwandfreie Transport des automatischen Arbeitsschlittens (9) 
tiberprtift. Mit Hilfe des Massstabes (IS) und der Festklemmschrauben (IS) fur den 
verstellbaren Anschlag (17) kann man die gewtinschte Strichhinge einstellen. Die 
Strichbreite ist abh8ngig von der Geschwindigkeit des automatischen Arbeits- 
schlittens (g), von der Zusammensetzung des LBsungsmittels, und nicht zuletzt von 
dem Uberdruck der Treibgase. 

Bevor der Sprtiher (41) mit der Substanzlosung geftillt wird, ist das Treibgas- 
system tiber ein Reduzierventil, dessen Druck nicht mehr als 4 atm aufweisen ~011, an 
den Anschlussstutzen (zg) anzuschliessen. Mit dem PrimKrtreibgasregler wird der 
Druck des Primgrtreibgases eingestellt und das Gas iiber das Druckrohr (32)) die Heiz- 
patrone (34) und den Druckschlauch (33) dem Sprtiher (41) zugefiihrt. Der Uberdrudk 
des l?rim&rtreibgases sol1 im allgemeinen 1.5 atm, der des Sekundartreibgases 0.5 atm 
nicht tibersteigen. Die Substanzltjsung wird mit einer Pipette von oben in den Vor- 
ratsbeh%lter (45) des Spriihers (41) eingefiillt und dieser mit einem Schliffstopfen (48) 
fest verschlossen. 

Bevor der automatische Arbeitsschlitten (9) 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 (IL) kann man die gewtinschten Geschwindigkeiten fur den automatischen 
Schlitten (9) einstellen. Die elektrische Schaltung ist so konstruiert, dass bei Bertihrung 
des Anschlags (17) der automatische Schlitten (9) in die entgegengesetzte Richtung 
umkehrt. Steht das Sekundtirtreibgassystem unter leichtem Uberdruck und ist das 
Magnetventil (39) nach aussen geschlossen, wird je nach Austrittsgeschwindigkeit 
und Uberdruck der Treibgase die Substanzliisung als feiner Strahl auf die Platte 
gesprtiht. Schlggt der automatische Schlitten (9) an dem verstellbaren Anschlag (17) 
an, kehrt der automatische Schlitten (9) seine Bewegungsrichtung urn und iiffnet 
fiber ein Relais das Magnetschnellscl~altventil (39) nach aussen. Damit f&111: der 
Uberdruck im Sekundartreibgassystem schlagartig ab und der Spriiher (41) h&t auf 
zu sprtihen. 

Das Sprtihrohr ist so konstruiert, dass die Kapillare (47) etwa I mm iiber der an 
der Spitze befindlichen Sprtihdffnung (Diise) (43) end& und bei Unterbrechung des 
SekundBrtreibgasstromes der PriniBr,treibgasstrom die Substanzliisung aus der 
Kapillare (47) in den Vorratsbehglter (45) zurlickdrtickt. Durch diesen Vorgang wird 
ein Abtropfen von Substanzlijsung und Vers’topfen der Kapillare (47) verhindert. 
Da der Primartreibgasstroni ununterbrochen flies&, wird bei jedem Umschaltvor- 
gang aus dem “Spriihvorgang” ein “Trockenvorgang” oder ‘umgekehrt. Durch die 
Diise (43) und den Lochkranz (44) tritt je nach Uberdr%ck so vie1 Primartreibgas aus, 
dass ein relativ hoher Trocknungseffekt erzielt wird. Bei polaren und nicht sehr 
fltichtigen Ltjsungsmittelrl kann der Trocknungseffekt durch Erwtirmen des Pri- 
m9rtreibglses noch weiter gesteigert werden. 

ANWENDUNG 

‘, ” 

: : Das. probenauftragger&t eignet sic114 zum ,Auftragen .von 
all&Atlilichcm. Fm+imln++en rider Fnlim fiir srlic? TX and nrlf 

Substanzlijsungen auf 
Pnnifvcfrt4fcm .fiit din 
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von uns entweder mit einem I<lebestreifen direkt auf dem Arbeitstiscb (3) oder mit 
einer speziellen Halterung (unverdffentlicht) auf dem GeMiuse (I) befestigt. Es ist 
such begrenzt anwendbar bei der Elektrophorese. Festes Trtigermaterial erleichtert 
das Auftragen der Substanzliisung. Bei hoher Schlittengeschwindigkeit lassen sich 
sehr dtinne Striche herstellen. Die Strichbreite ist von der Austrittsgescbwindigkeit 
des Primair- und Sekundtirgasstromes, von der PolaritZt und Flticl~tiglceit des Ltisungs- 
mittels, und von dem Volumen der applizierten Lijsung abhangig. 

Mit diesem Probenauftraggerat kann man Substanzlosungen auf allen tiblichen 
Fertigplatten der Formate 50 x ZOO, IOO x 200 und zoo x 200 mm auftragen. 
Wegen der geringen Stricbbreite, der Einheitlicl~keit und Geradlinigkeit der Striche 
kann man die entsprechenden Chromatogramme im allgerneinen sebr gut densito- 
metrisch auswerten. Das Probenauftraggerat liefert die besten Voraussetzungen fur 
die Anwendung der Scrapertechnik13. 

itlit dem Probenauftragger%t ktjnnen dtinne und dicke Striche gezogen werden, 
olme dass keulenfiirmige Verdickungen an den Enden der Striche entsteben. Das 
Sprtihriihrchen ist aus Glas gefertigt, leicht auszuwechseln und zu reinigen. Es l&St 
sic11 verhaltnismassig billig herstellen und eignet sich deshalb such besonders gut zum 

Fig. 6. (A) Farbstofftestldsung (Dcsnga) mit ProbcnnuftraggcrM aufgctragen, Platte: ICxdgcl 
I? 254/366 (Woclm); Schichtdicke 250 14. Aufgetragcne Volumina: I = (a) zoo p?!; (b) IOO pl; 

(c) go, pl; (cl) 25 pl. II = (n) 400 [cl; (b) 300 pl;. (c) I~O pl; (cl) 5.0 @,. (B) .Dl\nnschlcht~hroma.to- _ - ._... ^ VW. a 
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Auftragen radioaktiver Proben. Wegen der Feinheit der Kapillare und des relativ 
grossen trichterfijrmigen Vorratsgefasses lassen sich kleine Volumina von 10-100 ,ul, 
aber such griissere his zu etwa 4 ml bequem auftragen. Das Totvolumen der Kapillare 
liegt in den meisten Fallen unter IO ~1. Das Probenauftraggerat eignet sich also 
sowohl fiir analytische als such ftir praparative Arbeiten. 

EXPERIMENTELLE ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Die Qualitat und Leistungsfahigkeit des Probenauftragger%tes sol1 durch die 
folgenden Beispiele demonstriert werden (Fig. 6, 7). Ein Farbstofftestgemisch wird 
unter niedrigem Primargasdruck (0.02 atm) bei einer mittleren Schlittengeschwindig- 
keit von 2 cni/sec in verschiedenen Mengen auf die Platte gesprtiht (Fig. 6A). Die 
Einheitlichkeit und Geradlinigkeit der Striche fiihrt bei Verwendung eines geeigneten 
Pliessmittels zu einer einwandfreien Trennung des Substanzgemisches (Fig. 6B). 

Die routinemassige DC-Auftrennung von Tritium-markierten Metaboliten des 
Pheromons [?H]Bombykoll4-16 in Kombination mit einem DC-Scraper*3 und einem 
Fltissigkeits-Szintillations-Spektrometer unterstreicht die Vielseitigkeit dieses Proben- 
auftraggerates (Fig. 7). 

Front Start 

q Sliuren q Ester q Alkohole 

Fig. 7. Radiochromatogramm eincs [3H]-Lipidgemischca. Probenauftraggertit ; Volumcn, zoo 141; 
Strichbreite ( I mm: Strichlange, 3 cm. Trlgermaterial, Kieselgcl I-I (Merck) : Schichtdiclcc, 
250 p. Fliessmittcl, n-Hcxan-DiisopropylIthor-Methanol-r 2.5 o/o Ammoniak (I 60 : 20 : IO : 0. I 5). 
Steighehe, 15 cm. DC-Scraper: Messer, 2.5 mm, l?lUssigkeits-Scintillations-Spektrometer. 
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spriihen von Substanzl&xmgen im Bereich von IO ,x1 bis 4 ml in Form diinner Striche. 
Durch die besondere Konstruktion des Spriihsystcms wird ein holler Trocknungs- 
effekt crzielt. Es entstehen keine keulenfiirmige Verdickungen an den Strichenden. 
Ein einfacher Glasspriiller erlaubt den routinem5ssigen Einsatz radioaktiver Isotope. 
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