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Assymetrische dunnelaag chromatografie.

W. Deschacht

Inleiding.

G edurende het evalueren van dunnelaag chrom atografische technieken voor het 
scheiden van bew aarm iddelen, w erden bij het uittesten van de m ethode beschreven door R. 
Rangone en C. A m brosio (1970) m oeilijkheden ontm oet. Deze auteurs gebruikten een 
reversed-phase m ethode voor de scheiding van de esters van het para-hydroxybenzoezuur. 
Het aanw enden van gebruiksklare platen (M erck) bleek evenw el onm ogelijk. D oor het 
kontakt m et m instens één van de voorgeschreven loopm iddelen vorm den zich blaren, 
w aardoor de p laatstructuur vernietigd werd. Daar het aanw ezige bindm iddel voor het 
verschijnsel verantw oordelijk  was, zat er niets anders op dan de platen z e lf  te gieten. Bij een 
dergelijke operatie w ordt gestreefd naar een uniform e laagdikte over de gehele oppervlakte 
van de glasplaten. Toen uit de beschikbare literatuur bleek dat over het gebruik van platen 
met een veranderlijke laagdikte echter geen inform atie beschikbaar w as, w erd beslist de 
gelegenheid aan te grijpen om  enige inlichtingen te verzam elen in verband m et een eventuele 
invoed van deze param eter op de scheiding. Het uitvoeren van de m etingen w erd ernstig 
bem oeilijkt door de zachtheid van de aangebrachte laag, zodat ook hiervoor een oplossing 
gezocht werd.

Experimenteel.

V oorbereiden van de platen.

Het gieten van de platen gebeurde m et een D ESA G A  uitrusting. O p de grondplaat 
w erden een plaat van 10 x 20 cm (de startplaat), 4 platen van 20 x 20 cm en een stopplaat 
van 10 x 20 cm geplaatst. Deze opstelling m aakte het m ogelijk om  m axim aal 4 bruikbare 
platen te bekom en. De begin- en eindplaat schakelde eventuele storende invloeden uit bij het 
op gang brengen, respektievelijk  stoppen van het handm atige uitspreiden. O m  een uniform e 
laagdikte te bekom en werd de positie van de grondplaat m et behulp van een w aterpas 
gekontroleerd. en zo nodig bijgeregeld Deze platen w orden verder aangeduid ais platen m et 
een code (assym etriefactor) 0 . Om platen te bekom en m et een assym etriefactor 1 werd over 
de gehele lengte van de grondplaat een DY M O bandje van 6 mm breedte op de glasplaten 
gekleefd. Platen m et een assym etriefactor 2 en 3 w erden bekom en door op het (de) alreeds 
aangebrachte bandje(s) een nieuw e band aan te brengen. D aarop w erd het ledige 
uitstrijkapparaat op de glasplaten geplaatst. Hierbij rust nu één kant van het toestel op de 
DYM O laag, de andere op de glasplaat, en m et behulp van een w aterpas w erd de bovenzijde 
van de het uitstrijkapparaat opnieuw  horizontaal gebracht. Deze horizontale positie werd 
over de gehele lengte van de basisplaat gekontroleerd en bijgeregeld.

Het gieten van de platen.

Al de platen w erden gegoten m et een ongew ijzigde instelling van de laagdikte op 0,25 
mm. De suspensie w erd opgem aakt door 60 g H F254 (M erck) silanized silica gel te
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suspenderen in een m engsel van 80 ml gedeioniseerd w ater en 40 ml m ethanol p.a. (M erck). 
Er werd gedurende zow at één m inuut krachtig geschud en deze operatie w erd, telkens na een 
korte rustperiode, m eerdere m alen hernom en. U iteindelijk  werd aan de hom ogene suspensie 
nog 10 g van het silicagel toegevoegd en het schudden werd een paar m aal herhaald. De 
bekom en dikvloeibare suspensie werd in het uitstrijkapparaat overgebracht, de platen w erden 
gem aakt en aan de lucht gedroogd. Een te lang kontakt m et het plaatm ateriaal bem oeilijkte 
het verw ijderen van de DY M O  band(en), zodat deze na een korte droogperiode w erden 
w eggenom en. N a een nacht drogen aan de lucht w erden de platen in een dessicator 
opgeslagen.

De scheiding.

Een te gebruiken plaat werd eerst op 120 °C geaktiveerd gedurende 1 uur . De plaat 
werd vervolgens in een dessicator afgekoeld tot op kam ertem peratuur. De testoplossingen 
w erden gem aakt door 100 m g van een ester van het para-hydroxybenzoezuur in 100 ml 
methanol pa (M erck) op te lossen. De m ethylester (Fluka), de ethylester (Fluka), de 
propylester (Fluka) en de butylester (Fluka) w erden gebruikt. N a afkoelen van de plaat werd 
langs drie zijden zow at één cm  m ateriaal zorgvuldig verw ijderd. De plaat w erd in de spotm al 
geplaatst en m et behulp van een scherp gepunt potlood werd de eindstreep voorzichtig 
aangduid, de plaat werd over 180° gedraaid en de testoplossingen w erden m et een 
drum m ondpipet van 1 m icroliter aangebracht. N a het indrogen van de testoplossing werd de 
plaat ais rugzijde van een sandw ichkam er gem onteerd en het geheel werd in de solventtrog 
geschoven. Bij de hier beschreven experim enten w erden twee Solventsystem en gebruikt. In 
beide gevallen werd aan 90 ml van een boraatbuffer m et pH 11 (M erck Titrisol) 10 ml van 
een organisch solvent toegevoegd. Een serie w aarnem ingen werd verricht m et behulp van 
m ethylcellosolve (M erck), een tw eede m et behulp van het tetrahydrofuraan (M erck). De 
p roef werd afgebroken w anneer het front de aangebrachte m erkstreep bereikte. De tijd die 
hiervoor nodig was werd genoteerd. De plaat werd losgem aakt en gedroogd m et behulp van 
een warm e luchtstroom . Ze werd vervolgens onder een UV lamp bekeken en m et behulp van 
een potlood werd de om trek van de vlekken aangeduid. U iteindelijk w erden zowel de front- 
als de startlijn en de grenzen van de vlekken zo goed m ogelijk aangegeven door m et behulp 
van een scherp gepunt potllood het plaatm ateriaal tot op het glas weg te schrappen.

Het verrichten van de m etingen.

Om de m eetproblem en, die een gevolg waren van de zachte en gem akkelijk te 
beschadigen plaatoppervlakte, te om zeilen en een perm anente afbeelding van de platen te 
bekom en, werd een scanner van het cam eratype gebruikt (D S3000 Chinon). De voorbereidde 
plaat werd op een donker vel papier geplaatst en het geheel werd ingelezen op een diskette. 
N aderhand werd de figuur op ware grootte op papier afgedrukt. . O verigens was het m ogelijk 
om op de afbeelding referentielijnen aan te brengen, zodat het bepalen van de diverse 
afstanden naderhand gem akkelijker verliep. Het is zelfs m ogelijk om  op het scherm  de 
nodige gegevens via de positie van de cursor a f  te,lezen . Een afbeelding van de plaat en de 
op de plaat aangebrachte inform atie en m eetlijnen is w eergegeven in figuur 1.

De looprichting.

Bij platen m et een gelijkm atige laagdikte speelt de looprichting van het solvent allicht
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Figuur 1
afbeelding van plaat

silanized silicagel HM 
1 microliter 
1 gr/lOO  ml methanol
boraatbuffer pH 11 ♦ tetrahydrofuraan C90/10J 
looptijd 1 h 39’
/  /
1993-03-16 
OLCAGOl 8c DLCAGOIB
1. p—hydroxy—benzoezuur
2. p—hydroxy-benzoezure methylester
3. p—hydroxy—b»nzoezure ethylester 
4-. p—hydroxy—benzoezure propylester 
5. p—hydroxy—benzoezure butylester



geen rol. Bij het gebruik van assym etrische platen verw acht m en een verschil tussen een 
transport van "dun — >  dik" o f  van "dik — >  dun". Een kleine voorproef toonde aan dat de 
eerste looprichting te verkiezen viel. De resultaten van deze test zijn in figuur 2 sam engevat.

Figviur 2
Invloed looprichting
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De resultaten.

De im pakt van de assym etriefaktor op de bekom en scheiding w erd voor twee 
Solventsystem en onderzocht. De om vangrijkste reeks steunt op het gebruik van het 
tetrahydrofuraan bevattende loopm iddel. In het totaal w erden 45 platen gebruikt. H iervan 
behoorden er 13 tot de assym etriegroep 0, 12 tot de groep 1, 13 tot de groep 2 en 6 tot de 
groep 3. N adat een kopie op papier vervaardigd was w erden de nodige m etingen verricht en 
aan de hand hiervan w erden een reeks param eters bepaald, m et nam e de RF-w aarde, de lengte 
en de breedte van de vlek, de verhouding tussen beide o f  de elongatie, ais een m aatstaf voor 
de vorm  van de vlek en de afstand tussen de ondergrens van de ene vlek en de bovenste grens 
van de "volgende" vlek ais een m aatstaf voor het scheidend verm ogen. De gem iddelde 
resultaten van de invloed van de assym etriefactor op de RF-w aarde w erden sam engevat in 
figuur 3, deze m et betrekking tot de eventuele invloed van de assym etriefactor op de vorm  
van de vlek w erden sam engevat in figuur 4 en deze in verband m et het scheidend verm ogen 
zijn opgenom en in figuur 5. In een tw eede serie experim enten werd gew erkt m et het 
boraatbuffer/m ethylcellosolve systeem. In het totaal w erden 21 platen gebruikt. H iervan 
behoorden er 5 tot de assym etriegroep 0, 5 tot de groep 1, 6 tot de groep 2 en 5 tot de groep 
3. De grafische w eergave van de gem iddelde resultaten m et betrekking tot de invloed van de 
assym etriefactor op de RF-w aarde, de vorm  van de vlek en de scheiding tussen de vlekken 
gebeurde in de figuren 6, 7 en 8.
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Figuur 3
Invloed op RF-waarde
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Figuur 4
Invloed op de vorm van de vlek
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Figuur 5
Invloed op scheiding
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Figuur 6
Invloed op de RF-waarde
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Figuur 7
Invloed op de vorm van de vlek
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Invloed op de scheiding
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Discussie.

U it figuur 3 volgt dat voor het solventsysteem  op basis van het tetrahydrofuraan voor 
ieder van de esters de RF-w aarde bij een assym etriefactor 2 door een optim um  gaat. De 
invloed van de assym etriefactor op de vorm  van de vlek is niet zo eenduidig. W el volgt uit 
de grafische w eergave dat de vorm  van de vlek van de m ethyl- en de ethylester van een 
verticale naar een enigzins afgeplatte ellips evolueren. De vlek van de beide andere esters 
gaat van een enigzins afgeplatte elips bij een assym etriefactor 0 door een enigzins verticaal 
gestrekte, assym etriefactor 1, naar een afgeplatte elips voor de assym etriefactoren 2 en 3. 
Geheel en al in overeenstem m ing m et de invloed op de RF-w aarde en op de vorm  van de 
vlekken w ordt bij de assym etriefactor 2 het hoogste scheidend verm ogen bekom en. 
D aarenboven evolueert de separatie van de propyl- en de butylester van slecht tot duidelijk  
gescheiden (figuur 5). De gegevens die betrekking hebben op het solventsysteem  m et het 
m ethylcellosolve tonen een enigzins ander beeld. Een toenem ende assym etriefactor 
resulteert in een gestadig toenem ende RF-w aarde. H ier w ordt dus in het onderzochte gebied 
geen optim um  gevonden. De invloed op de vorm  van de vlek, figuur 7, is ook voor dit 
systeem  kom plex. Terw ijl voor de m ethylester de verticale as krim pt, m aar groter blijft dan 
de horizontale as, neem t de lengte van deze as in vergelijking tot de lengte van de horizontale 
as toe voor de propyl- en butylester. Bij de ethylester lijkt deze verhouding eerder een zwak 
optim um  te vertonen. De vorm  van de vlek w ordt dus alleen bij de m ethylester gunstig 
beïnvloed. N iettem in evolueert de scheiding voor alle esters naar beter bij een toenem ende 
assym etrie. V oor de scheiding m ethyl-ethyl en propyl-butyl w ordt bij de platen  m et een 
gelijkm atige dikte een slechte scheiding bekom en. De negatieve w aarde van de w eergegeven 
factor w ijst im m ers op het in elkaar lopen van de vlekken. Inzake de al dan niet goede 
scheiding tussen tw ee spots vertellen de figuren 5 en 8 evenw el niet het gehele verhaal. Het 
ligt voor de hand dat dit m ede afhankelijk is van de belasting en dat voor een gegeven 
hoeveelheid aangebracht m ateriaal de inform atie op grond van een gem iddelde 
intervalsw aarde voor de experim entele variabiliteit m oet gekorrigeerd w orden.

Tabel 1. Kans op realizatie nulhypothese (tetrahydrofuraan)

M-E SD M-E E-P SD E-P P-B SD P-B B-start SD B-start

Code 0 13,16% 1,485 0,41% 1,067 40,17% 1,700 2,36% 1,387

Code 1 13,28% 2,275 0,12% 1,649 19,93% 2,705 1,23% 2,781

Code 2 0,04% 1,459 0,00% 1,300 0,00% 1,077 0,00% 1,258

Code 3 0,00% 0,631 0,00% 0,419 0,00% 0,236 0,00% 1,426

Tabel 2. Kans op realisatie nulhypothese (m ethylcellosolve)

M-E SD M-E E-P SD E-P P-B SD P-B B-start SD B-start

Code 0 

Code 1 

Code 2 

Code 3

58,12%

0,00%

13,98%

0,00%

3,1155

0,1855

2,0966

0,4707

4,83%

0,84%

0,01%

0,00%

2,0106

1,6067

1,2877

1,0028

56,74%

34,80%

8,73%

4,00%

1,7675

2,2525

1,1172

1,2448

0,01%

0,31%

0,00%

0,00%

0,7521

1,6129

0,8266

1,4274
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Om  dit beter te kunnen beoordelen werd vooropgezet dat in een w illekeurig experim ent het 
.interval tussen de onderste zijde van de ene vlek en de bovenzijde van de "volgende" spot 
groter dan nui m oest zijn. De kans dat de experim entele interval s w aarde niet w ezenlijk 
verschillend is van N U L, de nulhypothese, kan dan w orden geschat op grond van de 
populatiestandaardafw ijking en de excentriciteit van deze w aarde in de norm ale 
verdelingskurve. D eze gegevens w erden in de tabellen 1 en 2 sam engevat. De hoofding 
SD... duidt de populatiestandaardafw ijking op het interval tussen de geciteerde vlekken (M: 
m ethyl, E: ethyl, P- propyl, B: butyl) aan. V oor het systeem  m et tetrahydrofuraan w orden de 
gevens u it de figuur 5 bevestigd. Tussen de propyl- en de butylester w ordt slechts bij een 
assym etriefactor van 2 o f  3 een goede scheiding bekom en, en dit geldt ook voor het 
m ethyl-/ethylester koppel. V erder blijken de gegevens uit tabel 2 aan te geven dat de beste 
scheiding voor de diverse esters bekom en w ordt bij de hoogste assym etriefactor.

Besluiten.

De uitgevoerde experim enten m aken het duidelijk  dat problem en bij een scheiding in 
een dunnelaag techniek eventueel om zeild kunnen w orden m et behulp van assym etrische 
platen. Het loont om  enkele van deze platen te gieten en de invloed van deze factor op het 
scheidend verm ogen van het systeem  te onderzoeken. H ierdoor kan een, eventueel 
vruchteloze zoektocht en het aansluitend uittesten van een ander systeem  w orden voorkom en. 
Indien deze platen opgem aakt w orden zonder bindm iddel kan het zachte oppervlak tot 
problem en leiden. D eze kunnen gm akkelijk  verm eden w orden door het inschakelen van een 
eenvoudige scanner en een PC.
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