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ZUR ANWENDUNG DER REMISSIONSSl?EI~TRALPHOTOMETRIE AM 

ISOLIERTEN TuiYTEL FUR DIE QUANTITATIVE AUSWERTUNG 

VON D~NNSCHICHTCHROMATOGRAMMEN 

SUMMARY 

TIE quantitative evaluation of tllin-layer chromatograms by reflectance 
measurements on the isolated test n~ateria.1 has various advantages in comparison 
with ,in situ m&hods of determination. 

The isolation of the spots on the thin-layer plate leads to the possibility of 
making measurements indepcndcnt of the spot geometry and other factors, Also, 
operations can be carried out on the separated test material (e,g., homogenization, 
quantitative conversion with reagents, removal of disturbing escess of reagents), 
which consiclcrably increase the reproducibility of the mcasuremcnts. The efficiency of 
the procedure was demonstrated in several examples. 

BINLEITUNG 

Die reflcxionsspcktralpllotometrische Auswertung von Dtinnschicht-Chroma- 
togrammen i?t situ ist mit recht hohen Messfehlern behaftet, wcil die Voraussetzungen 
ftir die Gtiltigkcit der bier anzuwcndendcn ICunELKA-MuNK-l;unktion’ nicht streng 
erftillt sind, 

Zur Umgcllung dieser MKngel empfehlen FRO~YMA c’t nl,*-4 ein Verfahrcn, das 
auf dcr Entnahmc der angeftirbten l;leclten von der dtinnschichtchromatograpl~iscl~en 
(DC) Platte, Homogenisierung dcs isoliertcn Probematerials und., dessen remissions- 
spcl~tralpl~oton~ctriscllcr Auswertung beruht. Die Verfasser konnten eine deutliche 
Verbcsserung der Rcproduz2erbarkeit clcr Mcsswcrte fcststellen. Im Rnhmen ciner 
unlfasscndcn Arbcit ilber die Anwendung der Remissionsspcktralpl~otometrie in 
der Analytik” I1a11m wir uns nocll einmal ausfCihrlich mit dcm Verfahren von 17RODYMA 

ct nl. Ixsch~i,ftigt und versucht, mtigliche Fehlcrqucllen aufzufinden und sic zu eli- 
minieren. 

EXPERIMENTELLES 

Die Durchfl\lnxmg der Rcmissionsmessungen am isolicrten Probematerial 
erfolgte mit dean Spektralphotometer VSU Z,VEB Carl Zeiss, Jcna, unterverwcndung 
des Remissionsmessansatzes R O/r. 
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Urn mit mijglichst kleinen Probemengen arbeitcn zu kannen, wurde tin zum 
Photometer passendcr Mikroprobenhalter entwickelt”, in dem die Schicl~tdicke der 
Probe variiert werdcn kann. Zur ITilllung cles Messraumes wcrden cn. 60 mg Trgger- 
material (Kieselgel) ben6tigt , urn tine “unendliche Schichtclicke” im Sinne der 
IC~BELKA-MUNIc-T;unktion zu erzielen’, , 

Durch Verwendung heterogener Probck~rper konnte die beniitigte Probemenge 
his auf 15 mg reduzicrt werclen, Dabei erhiihte sic11 gleichzeitig die Empfindlicllkeit 
des Verfahrens. Die heterogcncn Messkiirper sctzcn sic11 in diescm Fnllc aus einer 
oberen dtinnen Schicht dcs VOII der DC-Platte abgekratxten Probematerials und 
einer unteren Schicht aus reinem Tr@ermaterial der gleichen Art zusammen. Dieser 
Teil hat die Aufgabe, eine “unondlich dicke” Schicht zu gew%hrleisten. Wie aus 
Fig. I hervorgeht, erhtilt man einwandfreie Eichgeraclen. Das bewcist, class ganz 
offensichtlich die PrKparation solchcr inhomogencr Probckbrper keine Schwierig- 
keiten bereitet, 

1 

Fig. I. Einfluss dor Art dcs l?robcWrpcrs auf die Eichfunktion, (I) ao mg Kicsolgcl; (a) 40 mg 
ICiesclgcl ; (3) 100 mg Kicsolgcl (l~omogcnor Probok(lrpor) , 

DISKUSSION DBR ERGEBNISSE 

Abweichungen von der Proportionalit$t der IiunEL#&MuNIc-Funktion F(J?,) 
(R = Reflesionsgrad) zur Oberfl~cl~cnkonzentration treten dann auf, wenn bei dcr 
Messung der Probe gegen das Trggermaterial dessen Eigenabsorption nicht eliminiert 
cvirdl. Man muss daller an Stelle des relativen Remissionsgrades R’, die absoluten 
Werte R, in die ICun~LxcA-MuNIc-Gleiclmng 

F(R,) 3 “$d 
03 

(0 

einsetzen, um Eichgeraden zu erhalten, wie das aus Fig. z hervorgeht. Daflir ist 
eine zus%tzliche Messung des Trtigermaterials gegcn einen Weissstandard mit bekann- 
tern absolutem Remissionsgrad notwendig. Dcr Orclinatenwert fiir die zu bestimmende 
Substanz ergibt sic11 aus der Different 

(2) 



QUANTITATIVE AUSWERTUNG VON D~NNSCWICWT-CWROMATOGNMUEN 177 

0~2 *a2 

C )Lg NI/lOI mg KfaIdgll J 

60 100 lS0 200 1 

l 
mg VwdDnnung 
Kksrlgrl J 

Pig. 2. Eintlusa dcr Eigcnabsorption clcs %rtlgcrm.ztcrials auf clia Eichfunktion: X-X, F(~‘co)/ 
Obcr~~~cl~cnltonzcntratior~; o-o, P( R Q)) /Oborflttchcnltor~zo~~tr~tio~~. Stanclsrcl : 

E. G20 nm. 
ICiesolgel, 

Fig. 3# Einfluss clor VcrclLlnnung nuf den Remissionsgrad Niclccl-Rubcanwassorstofi-IComplex nuf 
ICicaclgol. Obcrl~Uchonlronzontrstion: t2 pg Ni/mg ICioselgol. r-3 : Probcnummorn. 

und licfert einc Gerade, die dann unabh%ngig von dcr unterschiedlichen Eigen- 
absorption des Trggermaterials ist. 

Im Gegensatz zu den ameriknnischen Autoren haben wir stcts eine der Ttipfel- 
g&se angepasste Tragermcnge von der Platte abgekratzt und dann mit Trlger- 
material auf eine vorgegebene Masse erggnat, 

Wie die Verdtinnungsreihe (Pig. 3) zeigt, besteht eine strenge Beziehung 
zwischen der Oborfl!ichenkonzentration (pg Substanz/mg TrBger) und der Proben- 
masse. Rechnet man z.B. die F(n,)-Werte auf eine einheitliche Triigerm‘asse (Beaugs- 
probenmassc) urn, so erhglt man bei einer Darstellung wie Pig. 3 ei;;ne Parallele zur 
Abszisse. 

Durch diesen Zusammenhang wird das remissionsspektralphotometrische 
Verfahren am isolierten Probematerial unabhgngig von der Fleckengr&sse, die durch 
Laufzeit, Weg, Auftragsvolumen und Dicke der Trggerschicht auf der DC-Platte 
beeinflusst wird. Ausserdem ist man in der Lage, die Proben so zu verdiinnen, dass 
die Remissionsgrade in einem gttnstigen Messbereich liegene. WSihrend der Druck 
(bis maximal 20 kp/cms) mit dem dras Trggermaterial in den Probenhaltcr gepresst 
wird, ohne nennenswerten Einfluss ist, wird der Remissionsgrad vom Peuchtigkeits- 
gehalt der Probe deutlich beeinflusst, Beim Trocknen der DC-Platten bzw. des iso- 
lierten Probematerials muss aber bertlcksichtigt werdcn, dass sich beim ErwSxmen 
die einzelnen Substanzen recht unterschiedlich verhalten. 

Ein reversible Verringerung der FarbintensitAt trat z.B. bei dem am DC- 
Tr!lger adsorbierten Nickel-Diacetyldioxim-Komplex auf. Der Eisen( II)-Dipyridyl- 
Komplex wurde bei hijherer Temperatur praktisch vollstandig zersttirt. Eine Farb- 
vertiefung trat hingegen beim Nickel-Rubeanwasserstoff-Komplex auf. Die bekannte 
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bathochrome Vcrschiebung des Estinktionsmasimums fanden wir ~13. bcim Gcr- 
manium-Phenylfluoron-Komples und beim %irlconium-.4lizarin S-Lack. 

Im Gegensatz zu 1~12ousa1~\ ct n1.e stellten wir fcst, dass einc im Achatmijrser 
durch Vcrreiben 12ergestellte Misclmng des Tiipfels mit dem Tr%gcrmaterial die 
I(unEy.#A-Mt’~lc-I;unktioll nicht ganz es&t crftillt, da eine glcichmlissige Vcrtcilung 
der Substanz tiller die Oherfl~iche des Sorhens gcfordert wird. Sic kann durch Ver- 
reibcn natiirlich nicht crzielt werclen. Ausserdcm muss bcriicksichtigt werden, dass 
dabei ggf, tine Veriinderung clcr Korngrijsse auftritt, die nach Lit. S einen wescnt- 
lichen Einfluss auf die Messwerte nusiibt, 

Pig, 4.‘Einfluss dcr Rrt dcr I-Iomogcnisiorung &InlachitgrUn. 0 -0, Nass mit Allcol~ol homoyo- 
nisicrt ; x - x , trocltcn homogcnisicrt. 

Rascher, schonender und gleiclm~assiger kann die Homogenisierung erfolgen, 
wenn man beim Verreiben ein Lijsungsmittel zugibt, Am Beispicl des auf Kieselgel 
chromatographierten Malacllitgrtms ( Figa 4) erkennt man deutlich, dass die mit 
Lijsungsmittel homogenisierten Probcn eine hdhere Liclltabsorption aufwcisen, was 
auf eine gleichm5ssigere 13edeckung zuriickzuftihren ist. Ausserdem ist es miiglich, 
bei der nassen Homogenisierung durcll gleichzeitige Zugabe von Reagens eine bessere 
Anfarbung zu gewahrleisten, Bei der beschriebenen Verfahrensweise muss also der 
Umsetzung mit dem Reagens auf der Platte nicht mehr die sonst tibliche Aufmerk- 
samkeit geschonlct werden. Da beim Besprt\hen der Platten mit einem Reagcns 
bekanntlich nit eine viillig gleichmassige Farbung - besondcrs des Untergrundes - 
erreicht werden ltann, ist es zweckm$ssig, bei schwerl6slichen Substanzen das fiber- 
schtissige uncl meist stijrcnde Reagens nach der Umsetzung wieder auszuwaschen. 
Tabelle I beweist am Beispiel der Kobalt-Bestimmung mit RubeanwasserstoffsWro, 
dass der Variationskoeffizient durch das angegebene Verfahren signifikant verringert 
werden kann. 

Urn einen Uberblick tiber den Umfang der boi der Probenpraparation und 
bei der eigentlichen Messung auftretenden Fehler zu bekommen, sind die Vnriations- 
kooffizienten v der Einzelscllritte bestimmt worden. Als Testprobe bei den Einzel- 
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TABELLE I 

EINI’LUSS DPS UNTBRGRUNDES AUF DIE PR;IZISION DER REMISSIONSWRRTB; CO-UESTIPIMUSG MIT 

1~UUEANWASSEIZSTOtrp (12 = I I) 

proben diente dcr Nicl~cl-RubeanwasscrstoFf-Konlples auf Kicselgel D, van dem 
ein grijsscrcr Posten bcreitet worden war, 

Die Ergebnisse sind in Tabello II zusammengcstcllt. 
Unter 13crticlcsichtigung der im Laufe der Untersuchung gcwonnenen Erlsennt- 

nissc sind dann einigc Modelle zur Ermittlung der zu erwartcnden Gesan~tfehlcr 
untersucht worclen, Die Arbcitsvorschriften dazu sind in Lit. 5 zusammengcstellt. 

‘I’ABELLE II 

rilZldiTl%- UND PRh’ARATIONSPBMLlLR 

44 1.1 tl1v Fclrfevs 21 (?A, 

Gcr!ltcfchlcr 0. I? 
Gcrtitcfclilcr 0. IS 
lWpnmtions- uncl 
Ccrtitcfchlcr 0.23 

l?lir 13.5 ,ug Nickel ergab sich ein Vnriationskoeffizient von Z.CJ yOo. Die Nach- 
weisgrenze liegt ftir IOO mg Kieselgel D bei o.zS ,ug. 

L~~irZbcsti,lrlrttirrr~ duych Vcyk~olrle~~ ndtds kom. Schzevfclsiilr~c bai cyldtsy TcrQxyntfcy 
Ftir IZO pg t;)lstiure (als Modell) ergnb sic11 ein Variationslroeffizient von G ~6. 

Die Nachweisgrenzc wurde zu 7.3 /dg t)lsHure bei Verwendung von So mg Kieselgel D 
festgestellt. 

1;tir die Bestimmung von 16.5 klg Hydrochinon ergsb sich ein Variations- 
koefliaient von v = 5.9 YO und tine Nachweisgrenze von 0.15 /lg bei Verwendung 
von IOO mg Kiesclgel D, I+ lg.5 ccg Galluss~iure lagen die entsprechenden Werte 
bei 2) = 63 YO uncl E = 0~07 pg. 

Die quantitative Auswertung von Dtinnschicht-Chromatogrammen durch 
Remissionsmessungen am isolierten Probematerial weist eine Roihe von Vorteilen 
gegentiber den igz sikb-Bestimmungsmethoden auf. 
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Lurch die Isnlicrung des Tlfpfels von cler dtinnschiclltclxomatograpl~iscllen- 
Platte ergibt sich die Mijglichkcit, unabhiingig von der l%xkengeomctrie und anderen 
Faktoren zu messcn, Es lassen sic11 am abgetrennten Probematerial such Operationen 
ausftiliren (z.U, Honiogenisierung, quantitative Umsetzung mit Reagenzicn, Ent- 
fernung stijrenclcr Reagenstiberschtfssc), welche die Reproduaierbarkeit der Mess- 
werte deutlich erllijhen. An einigen Bcispielcn wird die Leistungsftihigkcit des Ver- 
fahrens demonstriert. 


