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ZUR ANWENDUNG DER REMISSIONSSPEKTRALPHOTOMETRIE AM

ISOLIERTEN TUPFEL FUR DIE QUANTITATIVE AUSWERTUNG
VON DUNNSCHICHTCHROMATOGRAMMEN

GERHARD ACKERMANN unp WOLFGANG LOWE
Bergakademie Freibevg, Schtion Chemie, Lehrstubl fity analytische Chemie, Freiberg|Sachs, (D.D.R.)

SUMMARY

Application of reflectance spectrophotometry to isolated spots for the quantitative evalu-
ation of thin-layer chromatograms

The quantitative evaluation of thin-layer chromatograms by reflectance
measurements on the isolated test material has various advantages in comparison
with in situ methods of determination.

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

EINLEITUNG

Die reflexionsspektralphotometrische Auswertung von Diinnschicht-Chroma-
togrammen ¢ situ ist mit recht hohen Messfehlern behaftet, weil die Voraussetzungen
fiir die Gliltigkeit der hier anzuwendenden KUBELKA-MUNK-Funktion! nicht streng
erfiillt sind.

Zur Umgehung dieser Miingel empfehlen FrRoDYMA ¢f al.2-4 ein Verfahren, das
auf der Entnahme der angefiirbten I'lecken von der diinnschichtchromatographischen
(DC) Platte, Homogenisierung des isolierten Probematerials und dessen remissions-
spektralphotometrischer Auswertung beruht. Dije Verfasser konnten eine deutliche
Verbesserung der Reproduzierbarkeit der Messwerte feststellen. Im Rahmen einer
umfassenden Arbeit iiber die Anwendung der Remissionsspektralphotometrie in
der Analytik® haben wir uns noch einmal ausfiihrlich mit dem Verfahren von FropymMa
¢t al. beschiiftigt und versucht, mogliche Fehlerquellen aufzufinden und sie zu eli-
minieren,

EXPERIMENTELLES
Die Durchfithrung der Remissionsmessungen am isolierten Probematerial

erfolgte mit dem Spektralphotometer VSU Z,VEB Carl Zeiss, Jena, unter Verwendung
des Remissionsmessansatzes R O/r.
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Um mit méglichst kleinen Probemengen arbeiten zu kénnen, wurde ein zum
Photometer passender Mikroprobenhalter entwickelt?, in dem die Schichtdicke der
Probe variiert werden kann. Zur Fiillung des Messraumes werden ca, 60 mg Triger-
material (Kieselgel) benétigt, um eine ‘‘unendliche Schichtdicke”’ im Sinne der
KuBeELKA-MUNK-T'unktion zu erzielen?, .

Durch Verwendung heterogener Probekdrper konnte die benétigte Probemenge
bis auf 15 mg reduziert werden, Dabei erhdhte sich gleichzeitig die Empfindlichkeit
des Verfalirens. Die heterogenen Messkorper setzen sich in diesem Falle aus einer
oberen diinnen Schicht des von der DC-Platte abgekratzten Probematerials und
einer unteren Schicht aus reinem Triigermaterial der gleichen Art zusammen. Dieser
Teil hat die Aufgabe, eine “unendlich dicke”” Schicht zu gewihrleisten. Wie aus
Fig. T hervorgeht, erhiilt man einwandfreie Eichgeraden. Das beweist, dass ganz
offensichtlich die Préparation solcher inhomogener Probekérper keine Schwierig-
keiten bereitet.
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Fig. 1. Einfluss der Art des Probekérpers auf die Eichfunktion, (1) 20 mg Kieselgel; (2) 40 mg
Kieselgel; (3) 100 mg Kieselgel (homogener Probekdrper).

DISKUSSION DER ERGEBNISSE

Abweichungen von der Proportionalitit der KUBELkA~-MUNK-Funktion F(R)
(R = Reflexionsgrad) zur Oberflichenkonzentration treten dann auf, wenn bei der
Messung der Probe gegen das Trigermaterial dessen Eigenabsorption nicht eliminiert
wird!. Man muss daher an Stelle des relativen Remissionsgrades R’ die absoluten
Werte R, in die KUBELKA-MUNK-Gleichung

[ -

F(R,) = 4= )
einsetzen, um Eichgeraden zu erhalten, wie das aus Fig. 2 hervorgeht. Dafir ist
eine zusiitzliche Messung des Trigermaterials gegen einen Weissstandard mit bekann-
tem absolutem Remissionsgrad notwendig. Der Ordinatenwert fiir die zu bestimmende
Substanz ergibt sich aus der Differenz

F (Rw)Substn.nz =F (Raa)Subsmnz + Triiger -F (Rao)'rr{iger . (2)

Ao
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Fig, 2. Linfluss der Eigenabsorption des Trigermaterials auf die Eichfunktion: X —X, F(l#’o)/
;'Obcrﬂ’tchcnkonzcntratlon, 0—0, F(Ro)/[Oberflichenkonzentration. Standard: I\xeselgel
620 nm,

TFig. 3. Einfluss der Verdiinnung auf den Remissionsgrad Nickel-Rubeanwasserstoff-KKomplex auf
KKieselgel. Oberfliichenkonzentration: 12 s¢g Ni/mg Kieselgol. 1—5: Probenummern,

und liefert eine Gerade, die dann unabhiingig von der unterschiedlichen Eigen-
absorption des Triigermaterials ist.

Im Gegensatz zu den amerikanischen Autoren haben wir stets eine der Tiipfel-
grésse angepasste Trigermenge von der Platte abgekratzt und dann mit Triger-
material auf eine vorgegebene Masse ergiinzt.

Wie die Verdiinnungsreihe (Fig. 3) zeigt, besteht eine strenge Beziehung
zwischen der Oberfliichenkonzentration (ug Substanz/mg Triger) und der Proben-
masse. Rechnet man z.B. die IF(R,,)-Werte auf eine einheitliche Tréigermasse (Bezugs-
probenmasse) um, so erhilt man bei einer Darstellung wie Fig. 3 eme Parallele zur
Abszisse.

Durch diesen Zusammenhang wird das remissionsspektralphotometrische
Verfahren am isolierten Probematerial unabhiingig von der Fleckengrésse, die durch
Laufzeit, Weg, Auftragsvolumen und Dicke der Trigerschicht auf der DC-Platte
beeinflusst wird. Ausserdem ist man in der Lage, die Proben so zu verdiinnen, dass
die Remissionsgrade in einem giinstigen Messbereich liegen8, Wihrend der Druck
(bis maximal 20 kp/cm?) mit dem das Triigermaterial in den Probenhalter gepresst
wird, ohne nennenswerten Einfluss ist, wird der Remissionsgrad vom Feuchtigkeits-
gehalt der Probe deutlich beeinflusst. Beim Trocknen der DC-Platten bzw. des iso-
lierten Probematerials muss aber beriicksichtigt werden, dass sich beim Erwidrmen
die einzelnen Substanzen recht unterschiedlich verhalten.

Ein reversible Verringerung der Farbintensitiit trat z.B. bei dem am DC-
Triiger adsorbierten Nickel-Diacetyldioxim-Komplex auf, Der Eisen(II)-Dipyridyl-
Komplex wurde bei héherer Temperatur praktisch vollstiindig zerstért. Eine Farb-
vertiefung trat hingegen beim Nickel-Rubeanwasserstoff-KKomplex auf, Die bekannte
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bathochrome Verschiebung des Extinktionsmaximums fanden wir z.13. beim Ger-
manium-Phenylfluoron-Komplex und beim Zirkonium-Alizarin S-Lack.

Im Gegensatz zu FropyMa ¢f al.? stellten wir fest, dass eine im Achatmorser
durch Verreiben hergestellte Mischung des Tiipfels mit dem Triigermaterial die
KuseLka-MuNk-Funktion nicht ganz exakt erfiillt, da eine gleichmiissige Verteilung
der Substanz {iber die Oberfliche des Sorbens gefordert wird, Sie kann durch Ver-
reiben natiirlich nicht erzielt werden. Ausserdem muss beriicksichtigt werden, dass
dabei ggf. eine Verinderung der Korngrosse auftritt, die nach Lit. 8 einen wesent-
lichen Einfluss auf die Messwerte ausiibt.
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Tig. 4. Einfluss der Art der Homogenisierung Malachitgriin, © —=0, Nass mit Allkohol homoge-
nisiert; X -, trocken homogenisiert,

Rascher, schonender und gleichmiissiger kann die Homogenisierung erfolgen,
wenn man beim Verreiben ein Lésungsmittel zugibt, Am Beispiel des auf Kieselgel
chromatographierten Malachitgriins (Ilig. 4) erkennt man deutlich, dass die mit
Lésungsmittel homogenisierten Proben eine héhere Lichtabsorption aufweisen, was
auf eine gleichmiissigere Bedeckung zuriickzufiihren ist. Ausserdem ist es méglich,
bei der nassen Homogenisierung durch gleichzeitige Zugabe von Reagens eine bessere
Anfirbung zu gewiihrleisten. Bei der beschriebenen Verfahrensweise muss also der
Umsetzung mit dem Reagens auf der Platte nicht mehr die sonst iibliche Aufmerk-
samkeit geschenkt werden. Da beim Besprithen der Platten mit einem Reagens
bekanntlich nie eine véllig gleichmiissige IFirbung — besonders des Untergrundes —
erreicht werden kann, ist es zweckmiissig, bei schwerltslichen Substanzen das iiber-
schiissige und meist stérende Reagens nach der Umsetzung wieder auszuwaschen.
Tabelle I beweist am Beispiel der Kobalt-Bestimmung mit Rubeanwasserstoffsiiure,
dass der Variationskoeffizient durch das angegebene Verfahren signifikant verringert
werden kann,

Um einen Uberblick tiber den Umfang der bei der Probenpriparation und
bei der eigentlichen Messung auftretenden IFehler zu bekommen, sind die¢ Variations-
koeffizienten v der Einzelschritte bestimmt worden. Als Testprobe bei den Einzel-
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TABELLE I

EINFLUSS DES UNTERGRUNDES AUF DIE PRAZISION DER REMISSIONSWERTE; CO-BESTIMMUNG MIT
RUBEANWASSERSTOFF (12 == I1)

v (%)
0.5%ige Reagensldsung 2.2
0.1 %ige Reagenslosung 1.6
Nach Auswaschen des
Reagens{tberschusses 0.9

proben diente der Nickel-Rubeanwasserstoff-Komplex auf Kieselgel D, von dem
ein grosserer Posten bereitet worden war,

Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 zusammengestellt.

Unter Berlicksichtigung der im Laufe der Untersuchung gewonnenen Erkennt-
nisse sind dann einige Modelle zur Ermittlung der zu erwartenden Gesamtfehler
untersucht worden, Die Arbeitsvorschriften dazu sind in Lit. 5 zusammengestellt.

TABELLE II
GERATE- UND PRAPARATIONSIFEHLER

Messobjeht Art des Fellers v (%)
Milchglasstandard gegen Baryiplatte Gertitefehler 0.12
Testsubstanz gegen Kieselgel 1D Gerittefehler 0,18
Linzelproben gegen Kieselgel 1D Pritparations- und
Gerittefehler 0.23

Nickelbestimmuung anf Kieselgel D nach Detelition mit Rubeanieasserstoff
TFFir 13.5 ug Nickel ergab sich ein Variationskoeffizient von 2.9 %. Die Nach-
weisgrenze liegt fiir too mg Kieselgel D bei 0.28 ug.

Lipidbestimmung durch Verkohlen miticls konz, Sclnecfelsivre bei erhiéhter Temperatuy
Fir 120 ug Olsiure (als Modell) ergab sich ein Variationskoeffizient von 6 %.

Die Nachweisgrenze wurde zu 7.3 ug Olsiiure bei Verwendung von 8o mg Kieselgel D
festgestellt.

Phenolbestimmung vibev die Redultion von Eisen(III) und Detektion des Eisen(II)
mit 2,2'-Dipyridyl

IFiir die Bestimmung von 16.5 ug Hydrochinon ergab sich ein Variations-
koeflizient von v = 5.9 % und eine Nachweisgrenze von o.15 ug bei Verwendung

von 100 mg Kieselgel D. Fir 19.5 ug Gallussiure lagen die entsprechenden Werte
bei v == 6.3 % und ¢ = 0,07 ug.

ZUSAMMENFASSUNG

o

Die quantitative Auswertung von Diinnschicht-Chromatogrammen durch
Remissionsmessungen am isolierten Probematerial weist eine Reihe von Vorteilen
gegentiber den i situ-Bestimmungsmethoden auf.
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Durch die Isolicrung des Tiipfels von der diinnschichtchromatographischen-
Platte ergibt sich die Méiglichkeit, unabhiingig von der Fleckengeometrie und anderen
TFFaktoren zu messen. Es lassen sich am abgetrennten Probematerial auch Operationen
ausfithren (z.13. Homogenisierung, quantitative Umsetzung mit Reagenzien, Ent-
fernung stérender Reagenstiberschiisse), welche die Reproduzierbarkeit der Mess-
werte deutlich erhdhen. An einigen I3cispielen wird die Leistungsfihigkeit des Ver-
falirens demonstriert.
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