
ONDERZOEKINGEN OVER HET
MECHANISME VAN DE

PAPIERCHROMATOGRAPHIE

). B. SCHUTE





ONDERZOEKINGEN OVER HET
MECHANISME VAN DE

PAPIERCHROMATOGRAPH1E

PROEFSCHRIFT
TER VERKRIJGING VAN DE GRAAD VAN
DOCTOR IN DE WIS- EN NATUURKUNDE
AAN DE RIJKSUNIVERSITEIT TE LEIDEN.
OP GEZAG VAN DE RECTOR MAGNIFICUS
Dr J. J. L. DUYVENDAK. HOOGLERAAR IN DE
FACULTEIT DER LETTEREN EN WIJSBEGEERTE,
TEGEN DE BEDENKINGEN VAN DE FACULTEIT
DER WIS- EN NATUURKUNDE, TE VERDEDIGEN
OP WOENSDAG 17 JUNI 1953 DES NAMIDDAGS

TE 4 UUR

DOOR

JOHAN BERNARD SCHUTE

GEBOREN TE BREDA IN 1916

UITGEVERIJ POMPE - LEIDEN



PROMOTOR:

PROF. DR E. H. VOGELENZANG



. V «•

Aan de nagedachtenis van m ijn ouders.

Aan m ijn vrouw.



T eneinde te  voldoen aan de wens van de facu lte it, volgt hieronder
een kort verslag  van de academ ische stud ie  van de schrijver van dit
proefschrift.

Johan Bernard Schute studeerde pharm acie en chemie aan de rijk s
un ivers ite it te  Utrecht. Hij legde de volgende examens af:
candidaatsexam en wis- en natuurkunde le tte r L (1941)
doctoraalexam en pharm acie (1947)
doctoraalexam en chemie (1949)
apothekersexam en (1949).

De doctorale stud ie  werd volbracht onder leiding van de hoogleraren
Dr J .A .C .v an  P inxteren , Dr J .F .R e ith  en Dr O .F . U ffelie (pharmacie)
en Dr J.M. B ijvoet, Dr F . Kögl en Dr J.T h .G . Overbeek (chemie).

V anaf 1945 was hij werkzaam a ls  a s s is te n t van Prof. Dr O .F . U ffelie
op het pharm aceutisch laboratorium  te U trecht, waar hij onderwerpen
bew erkte over de toepassing  van nitro-hydrazino-benzoëzuren in de
analyse  van carbonyl-verbindingen en over de om zetting van atropine
in  apoatropine in extracten  van plantaardige grondstoffen.

In 1949 werd hij conservator van het pharm aceutisch laboratorium
van de rijk su n iv e rs ite it te  Leiden, waar hem door de hoogleraar-direc-
teur, Dr E.H. V ogelenzang, de gelegenheid  werd gegeven, een  belangrijk
dee l van zijn w erktijd aan researchw erk te  besteden . H ieruit ontstond
een  uitgebreid onderzoek naar de grondslagen, waarop de papierchro-
matographie berust. Enige resu lta ten  van dit werk werden reeds v as t
gelegd  in een v ijftal kleine p u b lica ties:
„IT ieorie der Papierchrom atographie” , Pharm. Weekblad 86,33 (1951)
,,Papierchrom atographie van A lkaloïden”  Pharm. Weekblad 86,201 (1951)
, ,Problem en bij de papier-chrom atografie van a lk a lo ïd e n ” ,

Chem. Weekblad 49,301 (1953)
„T h e  mechanism of paper chrom atography” ,

Mededel. Vlaam s. Chem. Ver. 15,1 (1953)
„Ion  Exchange in Paper Chromatography” , Nature 171,839 (1953).

Met erkentelijkheid  moge hier worden vermeld, dat dit onderzoek ten
dele  mogelijk werd gemaakt door financiële  steun van de organisatie
Z.W.O.



HOOFDSTUK I

PROBLEEMSTELLING

§ 1. Inleiding.

De papierchrom atographie heeft zich  in korten tijd  ontw ikkeld tot
een algemeen toegepaste  analysem ethode, waarmee het mogelijk is
ingew ikkelde m engsels van chem ische stoffen op zeer eenvoudige
w ijze in  de componenten te  scheiden. Het aantal stof-typen, waarop
deze methode kan worden toegepast, lijk t onbeperkt. T alloze  publi
c a tie s  zijn inm iddels hierover verschenen. Het i s  overbodig in deze
inleiding nader hierop in te gaan; overz ich tsartikelen  over de papier
chromatographie zijn in grote g e ta le  gepubliceerd en reed s verschenen
enige monographieen over dit onderwerp ( C r a m e r ,  1952; B a l  s t o n
en T a l b o t ,  1952; B l o c k ,  L e  S t r a n g e  en Z w e i g ,  1952).

In tegenstelling  to t de m ate, waarin de papierchrom atographie wordt
toegepast, is  onze kennis van de grondslagen waarop zij berust, nog
vrij beperkt. Het mechanisme van deze methode van analyse is  een
punt van uitgebreide d iscu ss ie . In de m eeste p u b lica tie s , waarin de
papierchrom atographie op een of andere w ijze ter sprake komt, worden
veronderstellingen over dit mechanisme gelanceerd , of worden bepaal
de problemen ten aanzien hiervan naar voren gebracht.

Het doel van deze studie is  een bijdrage te  lev eren  to t een betere
kennis van het mechanisme van de papierchrom atographie. S lech ts een
beperkt aantal van de vele problemen, d ie op dit gebied b estaan , zullen
worden behandeld. Ter inleiding in deze problemen zal een  overzich t
worden gegeven van enige pub lica ties, die voor dit doel rep resen ta tief
geacht kunnen worden (§3). Vooraf zal, in  verband met de gebruikte
term inologie, een korte beschrijving worden gegeven van een  vaak
toegepaste uitvoering van de papierchrom atographie.

§ 2. Begripsbepaling en definities.

De uitvoering van de papierchrom atographie kan in  principe a ls  volgt
worden beschreven:

Men brengt op een  rechthoekige strook filtreerpapier enige u.1 van
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een  o p lo ss in g  van de te  onderzoeken  sto f. N adat he{ op losm iddel is
verdam pt, b ev ind t de s to f  zich  in  h e t p ap ie r  in  een  cirkélvorm ig  geb ied ,
de b a sisv lek . De p la a ts  waar de b a s is v le k  wordt opgezet (de basis), i s
m eesta l en ige  cm verw ijderd  van een  z ijd e  van  h e t p ap ie r  ( d e  onder
zijde). Worden m eerdere b as isv le k k en  o p g ez e t, dan lig g en  d ez e  a ls
reg e l op een  rec h te  l i jn , de b a sis lijn , d ie  evenw ijd ig  lo o p t aan de
o n d erz ijd e  van h e t pap ie r. Men dom pelt nu de o n d erz ijd e  van  h e t p ap ier
over een  a fs ta n d  van en ige mm in een  v lo e is to f  (so lven s  of mobiele
phase), zodat d eze  v lo e is to f  ca p illa ir  w ordt opgezogen  en z ich  m et
een  rec h tlijn ig  front door he t p ap ie r v e rp la a ts t. De p la a ts ,  w aar d it
front haar bew eging beg in t, wordt bron genoemd.

Wanneer h e t v lo e is to ffro n t d e  b a s isv le k  p a s s e e r t ,  wordt d e  s to f
geëlueerd : zij v e rp la a ts t  z ich  (loopt) over h e t p ap ie r  a ls  ee n  v lek , die
m eesta l bij he t front ach te rb lijf t. De re la tie v e  v e rp la a ts in g  van h e t
centrum  van d eze  v lek , betrokken op de a fs tan d , d ie  h e t front vanaf
de b a s is  h ee ft afg e leg d  wordt R p*)genoem d (zie  fig  1). N adat he t
front een  b ep aa ld e  a fs ta n d  heeft afge legd , wordt h e t co n ta c t met h e t
so lv e n sre se rv o ir  verbroken . H ierna wordt de overm aat so lv e n s  door
verdam pen uit h e t p ap ier verw ijderd  en w orden de v lekken  zo nodig
z ich tb aar gem aakt met behulp van een  g e sc h ik t rea g en s .

Het chromatogram, d a to p d e z e  w ijz e o n ts ta a t ,  h ee ft vaak  de volgende
e ig en sch ap p en : de vorm van de v lek  is  min of meer rond, d e v le k is  gro
ter naarm ate de c o n c en tra tie  van  de s to f  g roter is  (d .w .z . naarm ate meer
s to f op de b a s is  is  o p g eze t)  en de is  o n afh an k elijk  van de concen
tra t ie  van de s to f en  van de aanw ez igheid  van andere s to ffen  (zie  f ig .0
Ken derg e lijk  chrom atogram  zal een  normaal chrom atogram  worden g e
noemd.

^ - 0 - °

F ig .  1. P ap ie rc h ro m a to g ra m m en . A o n d e rz i jd e ,  B  b ro n ,  C b a s i s l i j n ,
F  fron t b i j  e in d e  e lu t i e .  G ech ro m ato g ra p h ee rd  z i jn  d e  s to f f e n  a , b  e n  c

in  d e  c o n c e n tr a t ie s  1 e n  2* a  e n  b  g e v e n  e e n  n o rm aa l ch ro m a to g ram , c  e e n  a b n o rm a a l
R p  =  DC /F C  v oor a  e n  E C /F C  v oor b .



- )

De e lu tie  moet bi) voorkeur g esch ie d en  in  een  g e s lo te n  v a t (chroma-
tographische kamer), om verdam ping van h e t so lv e n s  u it h e t p ap ie r
tijd e n s  h e t e lu tie p ro c es  te  voorkom en. De atm ospheer in h e t v a t m oet-
d u s voor de e lu tie  beg in t, m et de dam pen van h e t so lv e n s  zijn  ver
zad igd . Soms wordt he t p ap ier, a lvo rens geë lueerd  w ordt, geruim en
tijd  aan de dampen van he t so lv e n s  b lo o tg e s te ld . Dit za l accom m oderen
van  he t pap ier worden genoem d.

In sommige g ev a llen  w ijk t de vorm van de v lek  n a  e lu tie  be langrijk
van de norm ale vorm af. Er o n ts taa n  dan langgerek te  v lekken , d ie  vaak
aan de voorzijde (de z ijd e , d ie  naar h e t front is  toegekeerd ) scherp
zijn  begrensd , maar aan  de ach te rz ijd e  vaag verlopen . Een Ry. kan in
d it geval n ie t aangegeven  worden. Onder de v e rp la a ts in g  van d ez e
sto ffen  zal worden v e rs ta a n  de a fs tan d , d ie  door de voorzijde  van de
v lek  is  afgelegd. In v e le  g ev a llen  is  de v erp laa ts ing  vap abnorm ale
v lekken  afhankelijk  van de co n c en tra tie  van de s to f en  van de aan
w ezigheid  van andere sto ffen  (fig 1). Een chrom atogram  met abnorm ale
v lekken  zal een  abnormaal chromatogram worden genoem d.

§ 3. Opvattingen over het mechanisme van de papierchromatographie.

De papierchrom atographie is  on tw ikkeld  u it de verdelingschromato-
graphie, d ie  door M a r t i n  en S y n g e  (1941) werd ingevoerd .

V olgens deze  au teu rs  b e ru st de verde lingschrom atographie op een
verde ling  van een  o p g e lo s te  s to f  tu sse n  tw ee onderling  n ie t m engbare
v lo e is to ffen , w aarvan de ene door een  poreuze drager wordt v a s tg e 
houden, terw ijl d e  andere door de poriën  h iervan  stroom t. Een o pge
lo s te  s to f  bew eegt z ich  in d it sy steem  met een  sn e lh e id , a fh an k e lijk
van de w ijze waarop zij zich  tu ss e n  beide  v lo e is to ffen  v erd ee lt. D eze
verde ling  wordt u itgedruk t door d e  verdelingscoefficiënt, de verhouding
van de ev e n w ich t-co n cen tra tie s  van de s to f  in de n ie t bew egende re sp .
bew egende v lo e is to f . S toffen, w aarvan de v e rd e lin g sc o ë ffic ie n ten
voldoende v e rsc h ille n , kunnen op deze w ijze g esch e id en  worden.

De verdelingschrom atographie werd doof M a r t i n  en  S y n g e  oor
sp ronkelijk  to e g ep a s t op de sch e id in g  van acety lam inozuren . De n ie t
bew egende v lo e is to f  of stationnaire phase  bestond  h ierb ij u it w ater
gebonden aan s i l ic a g e l ,  de bew egende v lo e is to f  o f m obiele phase
w as chloroform met 1% bu tanol. Het voch tige s il ic a g e l werd in de
vorm van een zuil in  een g lazen  bu is  g es tap e ld . Doven op de zu il
werd de o p lo ss in g  van de acety lam inozuren  geb rach t, w aarna met de
m obiele p h ase  werd g eë lu eerd . D eze u itvoering  w as dus g e lijk  aan
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d ie  van  de re e d s  lan g  bekende adso rp tiech rom atog raph ie , w aarbij een
hom ogene v a s te  s to f  (ad so rb en s)  a l s  s ta tio n n a ire  p h a s e  fungeert.

M a r t i n  en S y n g e  on tw ikkelden  een  th e o rie , de verdelingstheorie,
d ie  he t verband aan g ee ft tu s s e n  de m ate van v e rp la a ts in g  van de s to f
en de v e rd e lin g sc o ë ff ic ie n t, voor h e t g eva l d a t de la a ts te  onafhanke
l i jk  is  van de c o n c e n tra tie  van de sto f. Door de v e rd e lin g sc o ë ff ic ië n t,
d ie  op d ez e  w ijze u it d e  v e rp la a ts in g  van  de s to f  kan w orden berekend ,
te  v e rg e lijk e n  met de d ire c t b ep a a ld e  v e rd e lin g sc o ë ffic ië n t (voor h e t
sy s teem  w ater-chloroform ), kon de g e ld ig h e id  van de v e rd e lin g s th e o rie
w orden g ev e rifiee rd .

De sc h e id in g  van am inozuren door verde iingsch rom atog raph ie  had
s u c c e s ,  toen c e llu lo s e  a ls  d rager werd geb ru ik t. D it le id d e  to t d e
invoering  van de pap ierch rom atog raph ie  door C o n s d e n ,  G o r d o n  en
M a r t i n  (1944). De v e rp la a ts in g  van de s to f  wordt h ie rb ij u itged ruk t
door de KF (§ 2).

De v erd e lin g s th e o rie  to e g e p a s t op de pap ierchrom atograph ie  voor
s p e lt ,  da t de Rp o n afh an k e lijk  van de co n c en tra tie  van de s to f  i s  en
d a t norm ale v lekken  o n ts ta a n  (z ie  hoofdstuk  II). H et v erd e lin g sch ro -
m atogram  is  dus een  norm aal chrom atogram . De Rp. h an g t sam en  m et
de v e rd e lin g sc o ë ffic ië n t (Ct) v o lg e n s

Rp. = 1/(1 + a  V * L) ........................ .. • I)

w aarin Ag/ A Lde verhouding i s  van de opperv lak ten  van de doo rsneden
van de s ta tio n n a ire  p h a s e  (S) en de m obiele p h a se  (L ) op e e n ze lfd e
a fs ta n d  van de bron.

Bij de pap ierch rom atog raph ie  van am inozuren o n ts to n d en  norm ale
chrom atogram m en, h e tg ee n  in overeenstem m ing  i s  m et de v e rd e lin g s
th e o rie . H et m echan ism e werd daarom  door C o n s d e n ,  G o r d o n  en
M a r t i n  o p g ev a t a ls  een  verde ling  van  de s to f  tu s s e n  h e t w ate r, d a t
aan  he t p a p ie r  i s  gebonden en d e  v lo e is to f , d ie  door h e t p ap ie r
stroom t. De g e ld ig h e id  van formule I) kon w orden v a s tg e s te ld  door de
u it  deze  form ule berekende a  te  v erg e lijk en  met d e  d ire c t b ep a a ld e
v e rd e lin g sc o ë ffic ië n t. Daarom werd g eco n c lu d ee rd , d a t de c e llu lo s e
a ls  een  in e rte  d rager voor w ater fungeert, en d a t ad so rp tie  g een  ro l
s p e e lt  bij de pap ierch rom atog raph ie .

D eze v e ro n d e rs te llin g  le id d e  au to m atisch  to t  de m ening, d a t h e t
so lv e n s , da t bij de pap ierch rom atog raph ie  wordt g eb ru ik t, n ie t meng
b aa r mag zijn  m et w ater. De geb ru ik te  so lv e n tia  w erden daarom  met
w ater v e rzad ig d  en  de ch rom atograph ische kamer m et de dam pen van
w ater en so lv en s.



C o n s d e n ,  G o r d o n  en M a r t i n  constateerden  ech ter, dat ook
so lven tia  gebruikt kunnen worden, d ie  geheel mengbaar zijn met
water, m its het w atergehalte van deze v loeistoffen  n ie t te  groot is .
Zij verklaarden dit door een uitzoutingseffect. L ater werd door M a r t i n
(1950) nader verklaard, wat hiermede bedoeld werd: Waterhoudende
ce llu lo se  is  te vergelijken met een oplossing  van een suiker in  water.
Een sol ven s zoals propanol, dat in alle  verhoudingen mengbaar is  met
water, vormt met een geconcentreerde glucose-oplossing twee phasen,
waarvan de glucose-phase re la tie f het m eeste water bevat. Zo ook zal
propanol bij contact met waterhoudende ce llu lo se  twee phasen  vormen,
waarvan de propanol-phase a ls  de mobiele phase van de verdelings-
chromatographie kan fungeren.

Het gebruik van so lventia  die geheel mengbaar zijn met water, werd
door C o n s d e n ,  G o r d o n  en M a r t i n  overigens n ie t aanbevolen, om
dat met deze v loeistoffen  langgerekte vlekken ontstonden. Zij ver
onderstelden, dat dit werd veroorzaakt doordat de opgeloste  stof de
sam enstelling  van beide v loeistofphasen verandert.

Enige jaren na de invoering van de papierchrom atographie ontstond
een uitgebreide d isc u ss ie  over de ju isthe id  van het verdelingsprincipe:

Door M o o r e  en S t e i n  (1948) werd aangetoond, da t met de verdelings-
theorie in verschillende gevallen een Ot wordt berekend die n ie t over
eenkomt met de experim enteel bepaalde. Dit is  het geval bij e lu tie
van tryptophaan, phenylalanine en tyrosine met butanol, zowel met
zetm eel a ls met papier a ls  drager. Vooral tryptophaan b lijk t langzamer
te  lopen dan met de verdelingscoe'fficiënt overeenkomt. Bovendien
bleek, dat scheiding kon worden verkregen tu ssen  tryptophaan, phenyl
alanine en leucine door chromatographie op zetm eel met water a ls
so lvens. Het tryptophaan loopt hier het langzaam st. G econcludeerd
werd, dat zetmeel en papier geen zuiver inerte dragers z ijn , maar
eigenschappen bezitten , zowel voor verdeling a ls  voor adsorptie.

Door M e i n h a r d  (1949) wordt opgemerkt, da t het verdelingsprincipe
bij chromatographie geldig is  in een meer algemene zin dan een ver
deling tussen  een so lvens en een stationnaire w ater-phase. Een v loei
s to f, die in contact is  met een adsorbens en dit bevochtigt, vormt een
,,re ten tie -laag ” , die aan het adsorbens gehecht b lijf t, wanneer de
v loeisto f stroomt. Deze laag  kan honderd en meer m oleculen dik zijn
en kan als sta tionnaire  phase fungeren. Bovendien wordt de structuur
van deze stationnaire v loeisto f door de aanw ezigheid van het adsot-
bens gem odificeerd, waardoor de gelijken is met he t systeem  van twee
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v e rsc h ille n d e  v lo e is to ffen  wordt vo ltoo id .
V olgens H a n e s  en I s h e r w o o d  (1949) m aakt he t geen e s s e n tie e l

v e rsc h il of de gebru ik te  so lv e n tia  met w ater m engbaar z ijn  o f n ie t.
Voor de sch e id in g  van phosphorzure e s te r s  kunnen b e ide  ca tego rieën
v lo e is to ffen  met su c c e s  worden to e g ep a s t. V olgens deze  onderzoekers
i s  he t al te  s im p lis tisc h  de s ta tio n n a ire  p h ase  a ls  een  v lo e is to f-p h ase
te  beschouw en. H et i s  een  w a te r-c e llu lo se -complex. Zonder tw ijfe l
v e rsc h ilt he t w ater in d it com plex  in v ersch illen d e  o p z ich ten  van
„ n o rm a a l”  w ater. B ovendien hangt he t w ate rgehalte  van h e t com plex
af van de v lo e is to f , d ie  met de c e llu lo se  in  co n tac t is  en wel van de
a ff in ite it van deze  v lo e is to f  to t w ater eh n ie t van h e t fe it of de v lo e i
s to f  m engbaar is  met w ater o f n ie t. De kern van h e t probleem  is ,  hoe
h e t w ate t-ce llu lo se-com plex  de m oleculen  van de o p g e lo s te  s to f kan
binden in concu rren tie  met h e t so lv e n s . Dit zal kunnen geschieden*
doordat h e t m olecule van de o p g e lo s te  s to f  wordt gebonden aan  de
w aterm oleculen  van h e t com plex, m aar ook aan de ce llu io sem o lecu len .
De vraag of d it verde ling  of adso rp tie  genoem a moet w orden, hangt a t
van de w ijze , waarop men deze term en d efin ieert.

Door B e n t l e y  en W h i t e h e a d  (1949, 1950), werd aangetoond , da t
bij e lu tie  van am inozuren met so lv e n tia , d ie  geheel m engbaar z ijn  met
w ater, norm ale chrom atogram m en kunnen o n ts ta a n  ook w anneer h e t
w ate rg eh alte  van h e t so lv e n s  groot i s .  V olgens hen  werden de lan g 
g erek te  v lekken , d ie  door C o n s d e n ,  G o r d o n  en M a r t i n  (1944),
w erden w aargenom en, veroo rzaak t, doordat de atraospheer in h e t appa
ra a t n ie t w as verzad igd  met de damp van h e t so lv en s. Zij s lu i te n  zich
aan bij de z ien sw ijze  van H a n e s  en I s h e r w o o d  (1949), te r v erk la
ring  van het m echanism e van de papierchrom atographie.

Door D e c k e r  en R i f f  a r t  (1950) werd eveneens aangetoond , d a t
so lv e n tia , d ie  onbeperk t m engbaar zijn  met w ater, zeer g esc h ik t kunnen
z ijn  voor h e t chroraatographeren van am inozuren. Zij gebru ik ten  ook
w ater a ls  so lv en s en vonden h ierb ij voor de m eeste  am inozuren » V
w aarden van ongeveer 0 ,9 0 , voor ty rosine  en tryptophaan ech te r 0 ,80
re sp . 0 ,70 . W aarschijnlijk  o n tstonden  bij e lu tie  met w ater normale
chrom atogram m en,hetgeen  ech te r n ie t ex p lic ie t w erdverm eld . D e c k e r
en R i f f a r  t conc ludeerden  u it hun p roeven , d a t d e  papierchrom atographie

b e ru s t op adsorp tie  vo lgens L a n g m u i r .
D aar h e t norm ale chrom atogram  w ijs t op een  lin e a ire  iso therm , nem en
zij aan , da t de s to f  door de d iffu s ie  van de v lekken in  zo k le in e  con
c e n tra tie  aanw ezig  i s ,  d a t de L a n g m u i r - iso therm  lin e a ir  i s .



B u r m a  en B a n e r j e e  (1950) e lu ee rd en  am inozuren en  su ik e rs  m et
w ater. Zij s te ld e n  v a s t,  d a t de Rp in  d it g eva l o n afh an k e lijk  w as van
de co n c en tra tie  van de s to f. De van  de m eeste  am inozuren en  d ie
van  de su ik e rs  b leek  ongeveer g e lijk  (0 ,85) te  z ijn . Voor tryp to-
phaan  werd een  Rp van  0 ,57  gevonden . D aar er bij e lu tie  m et w ate r
g een  sprake zou kunnen z ijn  van v erd e lin g , conc ludeerden  d e z e  au teu rs
d a t de am inozuren aan  de c e llu lo se  worden geadso rbeerd .

M a r t i n  (1950) w ijs t  er op, d a t h e t w ater in  de s ta tio n n a ire  p h a se
bij papierchrom atographie is  geco n cen tree rd  in  de am orphe g eb ied en
van  de c e llu lo se  en dus te v e rg e lijk en  is  met een  s te rk e  o p lo ss in g
van  een p o ly sa cc h a rid e  in w ater en n ie t met gew oon w ater. A sso c ia tie
van een m olecule van een  o p g e lo s te  s to f  met d ez e  , ,o p g e lo s te ”  ce llu -
lo se -k e te n s , kan geen  ad so rp tie  worden genoem d, evenm in a ls  h e t
v e rsc h ijn se l, d a t de o p lo sb aarh e id  van  een s to f  in h e t w ater van  de
am orphe geb ieden  v e rsc h ilt van  de o p lo sb aarh e id  in  gew oon w ater.
Een onderzoek  naar de re la tie v e  o p lo sb aarh e id  in w ater en koolhydraat-
o p lo ss in g  van s to ffen , d ie  bij ze tm eel- en papierch rom atograph ie
, , geadsorbeerd  ”  zouden w orden (tryptophaan bv.) zou d it  g e z ic h tsp u n t
nader kunnen v erifië ren .

A b n o r m a l e  c h r o m a t o g r a  m m e n .

Bij papierchrom atographie van zuren en b asen  met n eu tra le  so lv e n tia
o n ts ta a n  m eesta l abnorm ale chrom atogram m en. De v lekken  z ijn  vaak
langgerek t en  sp its  aan  de voorkant en leggen  dan een  g ro tere  a fs ta n d
af, naarm ate m eer s to f  wordt g ee lu eerd . (fig . 1).

D ergelijke  v e rsc h ijn se le n  w erden h e t e e r s t  b esch rev e n  door L u g g
en O v e r e l l  (1947) bij chrom atograph ie  van v e rsc h ille n d e  carbon-
zuren met n eu tra le  so lv e n tia . Door h e t so lv e n s  aan  te  zuren m et
az ijnzuu r, verdw ijnen de abnorm ale v e rsc h ijn se le n . D aar h e t az ijn zu u r
de io n isa tie  te rugdring t, werd geco n clu d eerd , da t d eze  v e rsc h ijn se le n
worden veroorzaak t door de io n isa tie  van h e t carbonzuur.

In een  la te re  p u b lic a tie  (Lugg en O v e r e l l ,  1948) v e rk la a rd en
d eze  on d erzo ek ers , d a t zij ad so rp tie  van de carbon  zuren aan  h e t  p ap ie r
konden v a s ts te l le n  door p H-m etingen  van de o p lo ss in g en  v a n  h e t zuur
m et en zonder aanw ezigheid  van f iltree rp a p ie r. Z ij v e ro n d e rs te ld e n ,
d a t d eze  ad so rp tie  z e lfs  zou toenem en, w anneer de io n is a tie  van h e t
carbonzuur w ordt teruggedrongen , m aar d a t h e t az ijn z u u r, d a t aan
h e t so lv en s wordt toegevoegd , ze lf  s te rk e r  gead so rb ee rd  w ordt e n  h e t
carbonzuur u it d e  g ead so rb ee rd e  to e s ta n d  verdring t.
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R y d e l  en M a c h e b o e u f  (1949) toonden aan, dat het optreden van
abnormale vlekken sam enhangt met de ion isa tie  van de sto f in het
so lvens: Wanneer pyrogallol wordt geëlueerd met butanol, on tstaan
normale vlekken; e lu tie  met h e t b asisch e  solvens co llid ine, waarin
h e t phenol ion iseert, geeft echter vlekken, voorzien van een lange
, , s ta a r t” . De auteurs concludeerden, dat de ionen sterk aan het papier
worden geadsorbeerd.

M u n i e r  en M a c h e b o e u f  (1949) constateerden  «abnormale ver
sch ijn se len  bij e lu tie  van alkaloïden met neutrale so lv e n tia . Door
ammonia aan het so lvens toe te voegen, waardoor de ion isa tie  van het
alkalo ïde wordt teruggedrongen, ontstonden normale chromatogrammen.
Geconcludeerd werd, dat het papier de ionen adsorbeert. In een volgen
de publicatie  ( M u n i e r  en M a c h e b o e u f ,  1950) trach tten  zij een
verband te  leggen tussen  het optreden van abnormale vlekken en de
ion isa tie-constan te  van het alkaloïde: Normale vlekken ontstonden
wanneer de io n isa tie -co n stan te  zeer groot of zeer klein w as. Alle
andere alkaloïden, zowel in de vorm van de base a ls van het zout,
gaven bij e lu tie  met een neutraal so lvens, langgerekte vlekken. Zij
verklaarden dit nu, door aan te nemen, dat de vrije base  en het ion
met verschillende snelheid  worden gechromatographeerd, maar onder
ling  in evenwicht staan .

J e r m s t a d  en J e n s e n  (1950) w ijzen op een andere mogelijkheid
om de abnormale vlekken te verklaren, die bij e lu tie  van carbonzuren
met neutrale so lven tia  ontstaan: De verdelingscoëfficiënt zal voor een
ioniserende stof in het algemeen afhangen van de concentratie van de
stof. Bij geringe concentratie neemt de ionisatiegraad toe en wel het
s te rk s t in  de w ater-phase. De verdelingscoefficié'nt zal daarom groter
zijn , naarm ate de concentratie  kleiner is .  Het gevolg is ,  dat gebieden
van kleine concentratie zich langzamer verplaatsen  dan gebieden van
grote concentratie. Ook het fe it, dat tegelijkertijd  in beide phasen
m oleculen en ionen in versch illende verhouding voorkomen, veroorzaakt
eenzelfde effect, omdat het ion veel beter in water zal op lossen  dan
in  een organisch  so lvens.

§ 4. Discussie.

U it het voorafgaande b lijk t, dat de begrippen verdeling en adsorptie
aanleiding kunnen geven to t m isverstand. Het is  daarom noodzakelijk
e e rs t nader te  bepalen wat onder deze begrippen moet worden verstaan .

Verdeling zullen we hier definiëren a ls  een reversibele  d istribu tie



van een  o p g e lo s te  s to f  tu s s e n  tw ee v lo e is to ffen . Voor verd e lin g  g e ld t
de w et van N e r n s t :  S te llen  we de v lo e is to ffen  voor door S en L , dan
is  vo lgens d eze  w et de co n c en tra tie  van de o p g e lo s te  s to f  in  S (Cg) bij
ev e n w ic h ts in s te llin g  een  l in e a ire  functie  van  d e  co n c e n tra tie  in  L
(C ^). D it kan worden v o o rg este ld  door:

^  ® Q , .................................. . I I )

H ierin i s  <x een  co n s ta n te  (de v e rd e lin g sc o ë ffic ië n t)i H et verband
tu s s e n  en C. kan dus worden w eergegeven  door ee n  re c h te  lijn
( lin e a ire  d is trib u tie -iso th erm ).

De w et van N e r n s t  kan th e o re tisc h  worden a fg e le id  en  g e ld t s le c h ts
voor id e a a l verdunde o p lo ss in g en  en g e lijk e  m olecuu l-soort in  be ide
v lo e is to ffen . A fw ijkingen van de w et z ijn  dus te  verw ach ten  b ij gro te
co n c en tra tie  van de sto f en bij io n is a tie -  o f a s so c ia tie -e v e n w ic h te n  in
d e  v lo e is to ffen .

Onder adsorptie wordt v e rs ta an  een  binding van een  g a s  of o p g e lo s te
s to f  aan  he t opperv lak  van een  v a s t ad so rb en s. De h o ev e e lh e id  g a s ,
d ie  bij evenw ich t per o p p erv lak te-eenheid  wordt g ead so rb eerd  (m),
hang t v o lgens L a n g m u i r  sam en met de co n c en tra tie  van de s to f  (C)
in de om geving, vo lgens:

m = k tC / ( l  + l^C ) ............................. III)

H ierin  z ijn  k{ en k2 co n s tan ten  ; h e t verband tu s s e n  m en C is  d u s
n ie t  lin e a ir  ( L a n g m u i r - i s o t h e r m ) .  S lech ts  bij k le in e  c o n c e n tra tie s
i s  de iso therm  bij benadering  een  rec h te  li jn ,  daar k .C  dan t .o .v . de
een h e id  verw aarloosd  kan w orden. Form ule III) werd door L a n g m u i r
th e o re tisc h  afgeleid ,w aarbij b ep aa ld e  vereenvoudigende v e ro n d e rs te l
lin g en  werden gem aakt.

Ook bij de ad so rp tie  van een  sto f u it de verdunde o p lo ss in g  kan de

L a n g m u i r - i s o t h e r m  ge ld en  over een  re d e lijk  c o n c en tra tie g eb ie d
( C a s s i d y ,  1951, Pag - 70). V aak g e ld t ech te r een  andere ad so rp tie -
iso therm , nl. de F r e u n d l i c h - i s o t h e r m ,  w aarbij h e t verband  tu s s e n
d e  geadso rbeerde  h o ev ee lh e id  en de co n cen tra tie  w ordt gegeven  door:

m = aC "  .................................................IV)

H ierin  z ijn  a  en n co n s tan ten ; de exponen t n is  k le in e r dan de een h e id .
De F r e u n d l i c h - i s o t h e r m  is  n ie t lin e a ir , ook n ie t voor h e t g eb ied
van  zeer k le in e  c o n c e n tra tie s . Z ij g e ld t voor a lle r le i  ad so rb e n tia  en
ta lr ijk e  o p lo ss in g en , som s nog in  u ite rs te  verdunning ( F r e u n d l i c h ,
1930, pag. 244 e .v .) .
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Ook de F r e un  d 1 ic .h -iso th e rm  kan theoretisch worden geïnterpre
teerd nl. a ls  een superpositie  van L a n g m u ir- iso th e rm e n , indien men
aanneem t, da t het oppervlak uit energetisch  verschillende cen tra
b estaa t (Cr era e r ,  1950).

Uit het bovenstaande volgt, dat bij verdeling theoretisch  een con
stan te  verdelingscoëfficiënt is  te verwachten. Daar volgens de ver-
delingstheorie een constante verdelingscoëfficiënt een normaal chro
matogram ten gevolge heeft, is  er dus een logische samenhang tussen
verdelingschrom atographie en het optreden van normale chromato-
grammen.

Bij adsorptie wordt echter de d istribu tie  van de stof tussen  het
adsorbens en de oplossing bepaald door een adsorptie-isotherm , die in
principe niet lineair is . Dit komt overeen met een „verdelingscoëf
f ic ië n t” , die van de concentratie afhankelijk is . Indien de F r e u n d -
l ic h - is o th e rm  geldig is ,  wordt bij kleine concentratie re la tie f meer
geadsorbeerd dan bij grote concentratie. Bij papierchrom atographie.die
op een F r e u n d l i c h  adsorptie berust, zullen dus de gebieden van de
vlek, waar de concentratie gering is ,  langzamer bewegen dan die, waar
de concentratie groot is . Het gevolg
is , dat de verplaatsing van de stof
afhankelijk is  van de hoeveelheid, die
op de basis  is  gezet, maar ook, dat
de vorm van de vlek sterk gerekt
wordt. Dit is  te zien in fig, 2, waar de
stof zich oorspronkelijk bevindt in
gebied A. De concentratie in dit ge
bied is  het grootst in het centrum en
neemt naar de rand af, tengevolge
van de d iffusie. Het centrum zal zich
dus sneller bewegen dan de randen
en er o n tstaa t een vlek B, waarvan de
voorzijde sp its  en goed begrensd is ,
de achterzijde daarentegen vaag ver
loopt.

Er b estaa t dus eveneens een logi
sche samenhang tu ssen  adsorptie-
chromatographie en het optreden van
abnormale chromatogrammen. Het is  daarom begrijpelijk , dat men
abnormale chromatogrammen door adsorptie meent te moeten verklaren

F ig .2 . V orm ing v a n  e a n  ab norm ale
v le k  B u it  h e t  e x tr  a c t ie  g e b ie d  A.
D e le n g te  d e r  p i j le n  ia  e e n  m aa t voor
s n e lh e id  v a n  de  v e rs c h i l le n d e  d e le n
v a n  A«



( L u g g  en O v e r e l l ,  1948; M u n i e r  en M a c h e b o e u f ,  1949). Nood
zakelijk  i s  deze verklaring ech ter n ie t, omdat de verdelingscoëffic iën t
voor stoffen, die in op lossing  gedee lte lijk  ion iseren , van de concen
tra tie  afhankelijk  is . Ook in d it geval zullen abnormale chromatogram-
men kunnen on tstaan  en zij kunnen dus ook worden verklaard door
verdelingschrom atographie ( J e r m s t a d  en J e n s e n ,  1950).

Ook de veronderstelling  dat het ion en het ongeïoniseerde m olecule
afzonderlijk zouden worden gechrom atographeerd, ( M u n i e r  en M a c h e 
b o e u f ,  1950) is  een hypothese, die geen gebruik maakt van adsorp tie ,
maar geheel strookt met het begrip verdelingschrom atographie.

Aan de andere kant is  het m ogelijk, dat een normaal chromatogram
ook door adsorptie to t s tand  komt, omdat de adsorptie-isotherm  voor
k le ine  concen traties lineair kan zijn.
Een dergelijke verklaring voor een normaal chromatogram moet echter
met de nodige reserve worden beschouwd en kan zeker n ie t a ls  alge
meen worden geaccepteerd , omdat voor vele stoffen , ook voor kleine
concen tra ties, de adsorptie-isotherm  n ie t lineair is .  De reden , waar
om versch illende onderzoekers adsorptie  bij de papierchrom atogra-
phie veronderstellen , is  dan ook vaak een eenzijd ige opvatting van het
begrip verdelingschrom atographie.

Men kan onder verdelingschrom atographie een  tegenstroom -extractie-
p roces verstaan , waarbij de s to f tu ssen  twee onderling n ie t mengbare
v loeistoffen  wordt verdeeld en waarbij de drager volkomen inert is ,
m .a.w . op geen enkele w ijze de sta tionnaire  v loeistof m odificeert, of
de eigenschappen van de opgeloste s to f verandert. D eze beteken is
werd oorspronkelijk aan het begrip verdelingschrom atographie gehecht
en wij zullen  d it systeem  aanduiden met de oorspronkelijke naam
„vloeistof-vloeistof-chromatographie” (,liquid-liquid-chrom atography ”,
zie G o r d o n ,  M a r t i n  en S y n g e ,  1943).

Afgezien van de vraag, of vloeistof-vloeistof-chrom atographie in de
bovenbeschreven beteken is mogelijk i s ,  i s  het lo g isch , het begrip
verdelingschrom atographie u it te  breiden o pde  w ijze, zoals door Me i n -
h s r d  (1949) is  gesuggereerd en er dus ook onder te  verstaan  een
systeem  waarbij de sta tionnaire  en de mobiele v loe is to f iden tiek
z ijn  en waarbij de sta tionnaire  phase on tstaat,doordat een deel van de
mobiele phase door de drager wordt vastgehouden. In d it geval zou
papierchrom atographie met water a ls  so lvens, op verdelingschrom ato
graphie kunnen berusten . De verdeling heeft dan p laa ts  tu ssen  mobiel
en  stationnair water en de verdelingscoëfficiënt zal gelijk  z ijn  aan de

15



16

eenheid en dus voor alle  stoffen gelijk . Scheiding is  met dit systeem
nie t mogelijk.

Een verdere uitbreiding kan aan het begrip verdelingschrom atographie
worden gegeven, door aan te nemen, dat de stationnaire v loeisto f door
de aanw ezigheid van de drager wordt gemodificeerd, zodat de oplos
baarheid  van een stof in deze v loeistof anders i s ,  dan in de mobiele
v loeistof. Door dit e ffect zal de verdelingscoefficient voor twee stof
fen kunnen versch illen , zodat met een  dergelijk  systeem  scheiding
kan worden verkregen. We kunnen hierbij zeker van verdelingschrom ato
graphie spreken, a ls  de verdeling gesch ied t tu ssen  de tw ee vloeistof-
phasen  zonder dat een d irecte binding van de stof aan de drager

optreedt.
Het beeld van een verdelingssysteem , bestaande u it een  v loeistof,

d ie  stationnair wordt gehouden en gemodificeerd wordt door de drager,
vertoont overeenkom st met he t w ater-cellulose-com plex van H a n e s
en I s h e r  w o o d  (1949). Een binding van de opgeloste sto f in d it
w ater-cellulose-com plex zal echter n ie t beperkt behoeven te  zijn tot
a sso c ia tie  met de waterm oleculen, maar ook d irect aan de ce llu lose
kunnen p laa ts  vinden. De vraag of d it la a ts te  adsorptie genoemd moet
worden, wordt door H a n e s  en I s h e r w o o d  buiten beschouwing ge
la ten . Volgens M a r t i n  (1950) heeft het echter geen zin om dit ad
sorptie  te  noemen, omdat het gehele w ater-cellulose-com plex a ls
v loeisto f is  te  beschouw en, a l. a ls  een  oplossing  van ce llu lose  in

w ater. , ,
In al deze gevallen  is  verdelingschrom atographie beschouwd als

een p roces, waarbij de stof wordt verdeeld tu ssen  twee v loeistoffen.
Het begrip stationnaire vloeisto f is  h ierbij echter rekbaar. Het kan
zowel een normale v loeistof betekenen a ls  een v loeisto f-phase, waarin
de drager „ o p g e lo s t”  is . Daar men normaliter onder stationnaire vloei
stof v ers taa t, de v loeisto f, die aan de drager is  gebonden en m et het
gehele complex van drager en v loeisto f, lijk t het ju iste r om verdelings
chromatographie te  definiëren a ls  chromatographie, waarbi, de sta tion
naire phase a ls  een volumen-phase te beschouwen is ,  in tegenste lling
to t adsorptiechrom atographie, waar de stationnaire phase een opper-

^O nder  een sta tionnaire  volumen-phase zal dan worden verstaan  een
stationnaire  v loeisto f (normaal of gem odificeerd door £
een complex van sta tionnaire  v loeisto f en de hierin  gedispergeerde
drager, indien de d isp ers ite itsg raad  van de drager zo hoog is ,  dat we
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van een oplossing kunnen spreken.
Het is  duidelijk , dat h e t onderscheid  tu ssen  verdelingschrom ato*

graphie, die op deze w ijze is  gedefinieerd en adsorptiechrom atographie
in vele gevallen n ie t scherp te trekken is .  De drager is  immers nooit
volledig in de sta tionnaire  v lo e isto f gedispergeerd , omdat zij dan
geheel zou zijn opgelost, en geen „d rag e r”  meer zou zijn . E rb lijven
dus gebieden (bij c e llu lo se  de k ris ta llijn e  gebieden), d ie  a ls  een
oppervlak zijn te beschouw en. Indien de opgeloste sto f aan de drager
in de stationnaire volum en-phase wordt gebonden, zal d it naar a lle
w aarschijnlijkheid ook geschieden  aan de delen van de drager, d ie  n iet
gedispergeerd zijn . Dit la a ts te  moet ech ter adsorptie genoemd worden.

De vraag, of men in een bepaald geval moet spreken van adsorp tie
of verdeling, is  op zich zelf van weinig betekenis. Wel is  het belang
rijk , de waargenomen versch ijn se len  beter te  kunnen begrijpen. Het is
hiervoor van belang, dat we het mechanisme van de papierchrom ato-
graphie kunnen herleiden tot een eenvoudig model, zoals  een verdeling
tu ssen  volumen-phasen. Wanneer we weten, hoe de sta tionna ire  ph ase
in dit geval is  opgebouwd, zullen we de verdelingscoëffic iën t van een
stof kunnen vergelijken met de oplosbaarheid  van de sto f in de mobiele
phase  en in een m engsel, analoog aan de sta tionnaire  volum en-phase.

Zo kan de voorstelling  van een verdeling tu ssen  volum en-phasen de
proeven van B u r m a  en B a n e r j e e  (1950) en D e c k e r  en R i f f a r t
(1950) veel begrijpelijker maken, dan door het begrip adsorptie moge
lijk  is . Nemen we aan, dat papierchrom atographie met w ater a ls  sol-
vens berust op een verdeling van de sto f tu ssen  , ,norm aal’’sta tionnair
water en stromend w ater, dan zal voor a lle  stoffen de verdelings-
coëfficiènt gelijk  zijn aan de eenheid. Alle stoffen hebben dan een ge
lijke  Rp, zoals experim enteel het geval blijk t te zijn  voor de m eeste
aminozuren en su ikers. Het is  la s tig  in te  zien , waarom a l deze  stoffen
in gelijke mate geadsorbeerd zouden worden en waarom de adsorptie-
i so thermen lineair zouden zijn . Uit de genoemde experim enten b lijk t
tevens, dat tyrosine en vooral tryptophaan een belangrijk  lagere  Rp
hebben dan de andere aminozuren. Volgens de voorstelling  van ver-
delingschrom atographie betekent d it, dat deze  stoffen  beter in de
stationnaire volum en-phase op lossen  dan in water. Hiermee is  in over
eenstemming het fe it, dat tryptophaan en tyrosine ook bij papierchrom a
tographie met butanol een grotere v erdelingscoëffic iën t hebben, dan
met hun verdeling tu ssen  water en butanol overeenkomt ( M o o r e  en
S t e i n ,  1948).
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Het probleem van het mechanisme van de papierchrom atographie komt
dus in d e  ee rs te  p la a ts  neer op de vraag, of en onder welke omstandig*
heden een sta tionnaire  volumen-phase aanwezig is  en hoe deze phase
is  sam engesteld. Voor de oplossing van dit probleem is  het nodig na
te  gaan, hoe de  v loeistoffen , die bij de papierchrom atographie a ls
so lven tia  worden gebruikt, op het papier kunnen inwerken (hoofdstuk
III en IV). Vervolgens zal moeten worden onderzocht, of bij aanw ezig
heid van zulk een stationnaire phase  het chromatogram kan worden
verklaard door een verdeling van de stof tu ssen  de sta tionnaire  en de
mobiele phase (hoofdstuk V). Het is  hiervoor nodig, de verdelingstheorte
van M a r t i n  en S y n g e  toe te  p assen , omdat hierdoor he t verband
wordt gegeven tu ssen  de p laa ts  van de stof op het chromatogram (R^.)
en de verdelingscoe fficiënt.

Daar de verdelingstheorie een belangrijke p laa ts  inneemt bij dit
onderzoek, zal deze theorie e e rs t nader worden besproken, te  meer
daar door C r a i g  (1950) de ju isthe id  van deze theorie , op grond van
experim enteel onderzoek met zijn „countercurrent d istribu tion” , in
tw ijfel wordt getrokken en omdat bij de toepassing  van dê theorie op
de papierchrom atographie enige bijzondere problemen naar voren
komen. G etracht zal worden aan te tonen, dat de verdelingstheorie een
bevredigend uitgangspunt is  voor het onderzoek van he t mechanisme
van de papierchrom atographie (hoofdstuk II).

Als la a ts te  probleem zal worden onderzocht, op welke w ijze een
binding van de opgeloste stof aan de ce llu lo se  van het pap ier, aan
le id ing  kan geven to t com plicaties bij de papierchromatographie
(hoofdstuk V en VI).



HOOFDSTUK II

DE V E R D ELIN G S T H EO R IE  VAN MARTIN EN SYNGE

§  I. Mathematische afleiding.

M a r t i n  en S y n g e  (1941) hebben m athem atisch afgeleid  hoe de
opgeloste stof over de chrom atographische zuil is  gedistribueerd  a ls
een functie van de veip laatsing  van de mobiele p h ase . Zij namen
hierbij aan, dat de verdeling van de sto f tu ssen  mobiele phase  (L) en
stationnaire  phase (S) gesch ied t volgens een lineaire  isotherm en dat
h e t verdeling seven wicht zich n ie t d irec t in s te lt. Hiervoor pasten  zij
h e t begrip theoretische  plaat (bekend uit de theorie van de gefraction*
neerde d e s tilla tie )  toe op de chromatographische zu il, die zij verdeeld
dachten’ in  sch ijven  van een hoogte, aequivalent aan een theoretische
p laa t.

D eze hoogte of H.E.T.P. („heigh t equivalent to  one theoretical
p la te  ” ), werd zodanig gedefinieerd, da t de concentratie  van de sto f
in  het deel van L , dat de sch ijf (de p laat) verlaa t, in evenwicht is  met
de gemiddelde concentratie  van de sto f in S over de gehele p laa t g e 
nomen. V olgens de auteurs kan de H .E .T .P . a ls een constan te  worden
beschouw d, indien het concentratie-verval op de p laa t gering is .

H ier zal de afleiding van M a r t i n  en S y n g e ,  op enige n iet essenti*
e le  punten gem odificeerd, kort worden w eergegeven. De verplaatsing
van  L zal worden gem eten aan de afstand H afgelegd door een door
snede („ fro n t” ) van L in de zuil. De theorie wordt hierdoor d irect van
toepassing  op de papierchrom atographie. In verband hiermee zijn ook
enige grootheden door andere symbolen aangeduid dan door M a r t i n  en
S y n g e  z ijn  gebruikt. Het zal in het midden worden gela ten , of zich
voor het front v loeisto f bevindt of n ie t. Als oorsprong H =0 zal worden
genomen de grens tu ssen  le en 2e p laat.

Beschouwen we nu het geval, da t z ich b ij H = 0  o p d e  le p la a t (de b asis
p laa t)  een  to ta le  hoeveelheid stof m bevindt en dat L zich verp laatst
te lk en s over in fin itesim ale afstanden dH. De fractie  van de stof, die
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bij een verp laa tsing  van L over dH, van de p laa t 'wordt afgevoerd, is
vo lgens M a r t in  en S y n g e  gelijk  aan

d H /h ( l  +CXA8/ A l ) «  dH /c

h is  de hoogte van de p laa t,
A_ en Al zijn  de oppervlakten van dw arsdoorsneden van S resp . L,
a  = C S/ C L is  de verdelingscoê‘f f ic ie n t,d e  verhouding van de concen
tra tie s  in S en L bij evenwicht.

De fra c tie s  van m, die zich op versch illende p la ten  bevinden na
verp laa tsing  van L over opvolgende afstanden dH, kunnen nu worden
w eergegeven door de volgende tabel:

v e rp la a t-
s in g  v a n S erie num m er v a n  de  p la te n  (k)«

L .
ndH k s  1 k  =  2 k  =  3 k  =  4

n  =  0 1 0 0 0

I l —d H /c d H /c 0 0

2 ( 1 - d H / c ) 2 2( l—d H /c  )d H /c ( d H /c ) 2 0

3 ( l—d H / c ) 3 3( 1 -d H /c  )^ J H /c 3( 1 - d H /c  ) ( d H /c ) 2 (d H /c )3

4 ( t - d H / c ) 4 4 ( t - d H / c  ) 3d H /c 6 (1 —d H /c  ) 2(d H /c )2 4 (1—d H /c  ) ( d H /c )3

U it de tabel is  te  zien , dat de fractie  mk + 1/m , die zich bevindt op
p laa t k+1, na verp laatsing  van L over ndH wordt gegeven door de k + ls te
term van het binomium [( 1 —d H /c) + d H /c ] , zodat.

n u n ! .(  l - d H /c ) ”r k ( d H /c ) k ................ j)
mk+ l “  k ! . ( n —k)!

Wanneer n groot i s ,  kan dit worden om gezet in

m. . - = 7 7 -.(ndH /c)k .e -" d H /c ........................... Ha)
1 k!

of, daar ndH de verplaatsing  H voorstelt:

mk+ i " T ^ H/c)k,e*H / c ...................................... nb)
Wanneer k groot i s ,  kan de Stirling-benadering voor de facu lte iten

worden toegepast (k! = / 2 7 l k . (k /e )k) o f :

» k + l  = v ^ r ( H / c k ) k * e l t ' H / c .....................................r a )
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De functies II) en III) geven mlc + 1 a ls  een continue functie  van H. Zij
s te llen  echter ook de hoeveelheid stof voor, die zich bij constan te  H
op iedere p laa t bevindt a ls  functie van k en kunnen dus a ls  (disconti
nue) distributiefuncties worden aangeduid. Voor H /c = k is  de hoeveel
heid  mk + 1 maximaal. Wanneer k groot is ,  bevindt z ich  in dit geval
tevens meer stof op p laa t k+1 dan op de andere p la ten , zodat he t
maximum van de d istribu tiefunctie  eveneens wordt bepaald door k = H /c .
Wanneer L p p la ten  heeft doorlopen, is  voor k=  H /c  = p h /c  de hoeveel
heid op p laa t k + 1 maximaal. Nu is  (k + l)/p  > h /c  + 1/p en d it i s ,  wan
neer p groot is ,  bij benadering gelijk  aan h /c . De verhouding (k + l)/p
geeft de verplaatsing  van het maximum t.o .v . de verp laatsing  van L en
wordt Rp genoemd. Substitutie van c = h (l+ ctA s /A L) geeft dus voor
deze verhouding het verband:

Rp = 1/(1+GCAS/A L) ............................................. IV)

§ 2. Bezwaren.

Tegen deze afleiding zijn enige bezwaren aan te voeren:
1) M a r t i n  en S y n g e  nemen aan, dat wanneer L zich v erp laa ts t over
de afstand dH, de fractie  dH /( 1 + <XAS/ A L) van de to ta le  hoeveelheid
sto f op de p laa t, van deze wordt afgevoerd. Dit is  bij de door hen
gegeven H. E .T .P .-defin itie  s lech ts bij benadering het geval.

Wanneer Cs en C L de gemiddelde concen tra ties  voorste llen  in S en L
over p la a t k genomen, dan wordt het deel van mk, dat zich in S bevindt
(x), gegeven door x = 1/(1+  C LAL/ C SAS).

Nu is  er geen evenwicht tu ssen  C L en C s , maar volgeps de defin itie
tu ssen  C s en de concentratie Cv  in het deel van L, dat van d e p la a t
uitgaat.

Daar C y — dm^/Aj^dH = Cg/ot *  xiDk/otA sh, wordt de fractie  van m^,
d ie  de p laa t verlaat bij verplaatsing over dH, gegeven door:

dmk/m k = xALd H /a A sH.

Substitueren wij hierin  de uitdrukking voor x en vervolgens weer
C g — (XCjj, dan volgt:

dmk/m k = dH/h(otAs/A L + C l / C ^ .

De hoeveelheid stof, die de p laa t verlaa t, is  dus nog afhankelijk
van het concentratieverval C J C V. Bij kleine h zal C j C v  n ie t veel
versch illen  van de eenheid; maar het is  m oeilijk te  overzien , hoe
een kleine afwijking hiervan de berekening zal beïnvloeden.
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2) De defin itie  van H .E .T .P ., d ie door M a r t i n  en S y n g e  wordt ge
bruikt, heeft de merkwaardige consequentie, dat een deel van de stof
onbeperkt veel sneller door de zuil loopt, dan de mobiele phase. Bij
verp laatsing  van L over ndH, bevindt zich immers reeds stof op plaat
n+1,  zodat deze stof zich heeft v erp laa tst over de afstand nh. De ver
p laa tsing  van L (ndH) is  onbepaald klein, terw ijl de verplaatsing van
de stof (nh) d it n ie t is . De stof loopt dus onbepaald veel sneller dan
de mobiele phase . Dit is  physisch niet zinvol.

Beide bezw aren 1) en 2) vervallen, indien de verplaatsing  dH gelijk
aan h wordt genomen. Indien h een bepaalde afstand is ,  betekent dit
da t de verp laatsing  sprongsgewijze gesch ied t (discontinu is). Daar de
verp laa tsing  van L in werkelijkheid continu is , is  de afleiding van
M a r t i n  en S y n g e  dus s lech ts  reëel voor h = 0, m.a.w. wanneer wordt
aangenomen, dat het evenwicht zich onm iddellijk in ste lt. Neemt men
echter aan , dat h van nul versch ilt, dan komt de afleiding er in feite
op neer, dat men een continu proces zonder evenwicht vervangt door
een discontinu proces met evenwicht en aanneemt, dat beide processen
hetzelfde re su ltaa t geven.

Het d iscontinu proces is  natuurlijk n iet reëe l, omdat de verplaatsing
van L in  w erkelijkheid continu is .
Het proces is  echter in  zoverre physisch  zinvol, dat het mechanisch
kan worden nagebootst. Dit is  door C r a i g  (1044) uitgevoerd, die deze
techniek  de naam counter current distribution heeft gegeven.

§ 3. C onsequenties van de theorie.

Om de theorie te  kunnen toepassen , is  het nodig, dat de factor
c = h ( l +  CXAs/A l ) een constante is . Dit betekent, da t h, a  en Aj/ A l

tijd en s het p roces n iet mogen veranderen. Naar aanleiding hiervan

is  het volgende op te  merken:
(a )  Voorwaarde voor constante h (H .E .T .P .) is ,  dat het concentratie-
verval op de p laa t s lech ts  gering is . Dit zal des te  beter benaderd
zijn , naarmate de H .E .T .P . kleiner is . De H .E .T .P . neemt toe met de
strom ingssnelheid van L en hangt af van de mate van contact tussen
S en L (korrelgrootte van de drager) en van de diffusie snelheid van de
sto f in S en L. De snelheid van L zal dus niet groot mogen zijn.
(b). C onstante a  betekent, dat de d istribu tie  van de stof tussen  S en
L door een lineaire isotherm kan worden voorgesteld. De theorie is
d u , eveneens geldig voor adsorptie van de stof aan S voigens een
linea ire  isotherm. In dit geval heeft a  de betekenis van de verhouding
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tu ssen  de (per oppervlakte-eenheid) geadsorbeerde hoeveelheid stof
en terw ijl As/A L moet worden vervangen door de verhouding
tu ssen  het oppervlak van S en het bijbehorende volumen van L . Indien
S een volum en-phase is  en a  dus de verdelingscoëfficiënt voorste lt,
moet OC onafhankelijk zijn van de concentratie  van de sto f en van de
aanw ezigheid van andere stoffen.

Wanneer h k lein  is  t.o .v . H, hetgeen im pliceert, dat k groot is
(afgezien van een klein gebied bij de b a s is ) , is  formule III) geldig.
De distributie-functie  kan dan worden voorgesteld door een curve, die
p rac tisch  sam envalt met de curve der normale verdeling (G auss-curve).
De functie is  dan vrijw el symmetrisch. De „ b re e d te ”  van de curve
(die we kunnen definiëren a ls  de afstand tu ssen  de p laten , waarop de
hoeveelheid sto f een  bepaald gering percentage is  van de maximum
hoeveelheid), neemt toe, naarmate het aantal gepasseerde p laten  groter
is .  De breedte neemt hierbij minder dan evenredig met dit aantal toe.
De p laa ts  van het maximum is  echter onafhankelijk van h. Vergelijken
we dus tw ee zu ilen , waarop eenzelfde stof over dezelfde afstand H
wordt gechromatographeerd, terw ijl h voor beide zuilen versch ilt, dan
geeft de zuil met de k le inste  h de sm alste curve, terw ijl de p laa ts  van
h e t maximum voor beide gevallen dezelfde is . (fig.3X Weliswaar wordt
bij kleinere h een groter aantal platen
doorlopen, doch een bepaalde afstand  op
de zuil komt nu ook met een evenredig
groter aiantal p la ten  overeen.H et „rekken”
van de curve is  echter geringer dan
evenredig met dit aantal.
Wordt h onbepaald k lein , dan wordt de
curve onbepaald smal.

T o t nu toe is  beschouwd het geval dat
a lleen  de ee rs te  p laa t was bezet met de
stof. In de prak tijk  wordt de sto f echter
over een aan ta l p la ten  verdeeld, die ge
zam enlijk de basissch ijf vormen. Bevindt
zich  voor het p roces begint mobiele phase
op alle  p la ten  van de b as issch ijf , dan
geeft de stof van iedere p laa t een d istributiecurve volgens III), waar
van  de maxima op een p laatafstand  liggen. Superpositie van de afzon
d erlijke  curven geeft de somcurve, welke de d istribu tie  in een chroma-

B  0  »  40 eo 00 100
C O  TOO 400 600 000 m o

F i g . 3. H e t s m a lle r  w o rd en  v a n
d e  d is t r ib u t ie c u rv e  b i j  v e rk le i
n in g  v a n  d e  H .E .T .P .  De c u rv e n
A ,B  e n  C kom en o v e re e n  m et
e e n  H .E .T .P . ,  d ie  te lk e n s  e e n
fa c to r  10 k le in e r  i s f C r a ie . 195(D.
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tographische band weergeeft (fig‘4)* Ook de breedte hiervan wordt met
toenem ende H voortdurend groter* Het e ffec t van he t afnemen van h bij
constan te  H is  ook hier een sm aller worden van de band, zodat deze
voor h = 0 tot de oorspronkelijke breedte van de b a s issc h ijf  nadert.
De theorie van M a r t i n  en
S y n g e  voert dus voor d irect
in ste llen  van het evenwicht
tot het zelfde re su lta a t a ls  op
andere w ijze werd afgeleid
door W i l s o n ( 1 9 4 0 ) e n W e i s  s

(1943).
Het versch il tu ssen  direct

evenw icht en evenwichtsbena*
dering is  dus, d a t in het ee rs te
geval de band door e lu tie  n iet
verandert, maar in het la a ts te
geval voortdurend rekt en wel
d es  te sterker naarm ate de
evenw ichtsbenadering slechter
ter is .  Bij d it rekken neemt
de concentratie  aan de gren
zen voortdurend af. Wanneer h
n ie t te  groot i s ,  b lijft de
band bij benadering symme
trisch . De Rp, die hier wordt
betrokken op de zwaartepun
ten  van de band en de b a s is 
sch ijf, wordt in  beide gevallen
gegeven door formule IV) en
is  dus onafhankelijk van de
hoeveelheid  stof die wordt
gechromatographeerd.

Door bepaling van het rekken van de band met toenemende H kan h
worden berekend. We dienen echter te bedenken, da t de gemeten
H .E .T .P . ook een factor zal bevatten, die wordt veroorzaakt door de
stroming van de mobiele phase.
Ook wanneer geen diffusie of verdeling zou optreden, geven volgens
O p l a t k a  en G r y l l u s  (1952) de wervelingen in de stroming reeds
aanleiding to t een vervorming van de band van eenzelfde aard a ls  de

F ig .4 .  S om cuive  (B )g cv o rm d  u it  d e  d is t r ib u t ie -
c u rv e n  v a n  e e n  « to f ,d ie  o v e r z e v e n b a a i s p la te n
i s  v e rd e e ld .  De m axim a d e r  a fz o n d e r li jk e  cu r-
v e n  l ig g e n  op e e n  p la a ta f s ta n d  v a n  e lk a a r .
C u rv e  A is  d e  d is t r ib u t ie c u rv e ,  v o o r h e t  g e v a l
s l e c h t s  e e n  b a s i s p la a t  m et d e  s to f  z o u  z ijn
b e z e t  (C ra ig , 1950).
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verdelingstheorie voorspelt (zie ook K 1 i n k e  n b e r g ,  1949). H ét rekken
van een chrom atographische band door e lu tie  is  dus nog geen nood
zakelijke aanw ijzing voor het ontbreken van een verdelingsevenw icht.

§ 4. Onderzoek van de theorie door middel van , .counter current
d istribu tion .”

Door C r a i g  (1950) zijn  experimenten verricht met de , .counter
current d istribution”  (C .C .D .) om het mechanisme van de verdelings-
chromatographie (V .C.) nader te  onderzoeken. Hij merkt o .a . het
volgende op:

1) , ,Onvolmaakte overbrenging van p laa t naar p laa t bij C .C .D . is  re la tie f
onbelangrijk. Een herhaaldelijk  maar w illekeurig optredende fout van
15-20% in de overbrenging, maakt de d istribu tiecurve ie ts  te b reed .”
Dit komt dus overeen met het effect van ongelijkm atige stroming bij V.C.

2) »,Afwijking van een constante ot maakt de  curve asym m etrisch. Een
afwijking overeenkomende met een F r e u n d l i c h  adsorptie-isotherm
geeft bij C.C.D . een „scherp  front”  en „ s le p e n d e  s ta a r t” . Dit is  dus
ook bij V.C. te verw achten (zie hoofdstuk I). Alle opgeloste sto f wijkt
min of meer af van de wet van N e r n s t ,  maar C .C .D . kan 10 to t 100
maal grotere concen tra ties verdragen dan V.C., alvorens belangrijke
afwijkingen op treden .”
Ook dit la a ts te  is  geheel in overeenstemming met de theorie van
M a r t i n  en S y n g e .  Immers zal, zoals ; C r a i g  2elf a l opmerkt, een
kleine afwijking zich  veel duidelijker dem onstreren bij een groot
aan tal overbrengingen. Bij V.C. is  d it aan tal zeer groot (H .E .T .P .
van orde van grootte van 0,001 cm).

3) „B ij C.C.D. is  voor het verkrijgen vande normale d istribu tiecurve vol
maakt evenwicht nodig voor iedere overbrenging. Bij V .C. is  er echter
geen evenw icht. Het gedrag bij niet-evenw icht kan nauwkeurig bestu
deerd worden met C .C .D . en vergeleken met de theo re tische  curve, d ie
bij evenwicht o n ts taa t. C .C .D .-experim enten zonder volledig evenwicht
gaven curven, die in sommige gevallen  sym m etrisch waren, maar ie ts
breder dan de theoretische en die het theore tisch  maximum hadden, in
andere gevallen echter asymmetrisch waren, soms te  breed, maar soms
ook te sm al, terw ijl het maximum ie ts  anders lag  dan bij de even-
w ichtscurve. ”

Het is  n iet du idelijk  wat deze niet-evenw icht-experim enten voor
beteken is hebben. De V .C.-theorie veronderstelt immers volledig
evenw icht in iedere p laa t en is  dus geheel analoog aan de C.C.D.-met-
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evenw icht. Een vergelijking van het continu niet-evenw ichtsproces
(V .C.) met het d iscontinu  niet-evenw ichtsproces heeft s lech ts  zin,
indien bij het la a ts te  een zeer groot aantal overbrengingen wordt
gebruikt, zodat het d iscontinu proces een benadering wordt van het
continu p roces. Het zal dan nodig zijn de verdeling bij s teed s  toe
nemend aantal overbrengingen na te gaan, omdat het onbekend iso f
een bepaalde asymmetrie en een afwijking van het maximum, bij een
groter aantal overbrengingen sterker of zwakker wordt. Dat dit laa ts te
n iet eenvoudig te  voorspellen is ,  volgt al uit het vrij w ispelturig ge
drag van de curven bij deze proeven, die soms breder maar soms ook
sm aller zijn  dan bij normale C.C.D.

C r a i g  meent op grond van zijn proeven, dat ju is t de afwijkingen
van constante a  en het ontbreken van evenwicht wel eens de belang
rijk ste  factoren zouden kunnen zijn , die de scheiding bij V.C. teweeg
brengen. Dit la a ts te  moet echter onw aarschijnlijk geacht worden.
De scheiding berust op verschil in R„ en wordt beïnvloed door de
bandbreedte. Volgens de V .C.-theorie zal grotere h grotere bandbreedte
geven en dus ongunstig zijn voor de scheiding. Dat bij C.G.D.-zonder-
evenw icht, bij een betrekkelijk klein aantal overbrengingen de curve
soms sm aller is  dan de theoretische curve bij evenwicht, is  op de
V .C.-theorie n iet toepasbaar. Bovendien is  het w aarschijn lijk , dat
deze breedte door de aanwezigheid van een tweede sto f zal worden
beïnvloed, daar zonder evenw ichtsinstelling de „verdelingscoeffi-
c iën ten ”  vrij sterk  van de concentratie zullen afhangen (diffusie).

Het is  dus nog de vraag of een te sm alle curve bij de bewuste C .C .D r
experim enten ook zo smal zou zijn bij aanwezigheid van andere
stoffen. Alleen in d it laa ts te  geval zou de scheiding gunstig worden
beïnvloed door ontbreken van evenwicht.

Door C r a i g  wordt nog gewezen op het fe it, dat de H .E .T .P . voor
verschillende stoffen op dezelfde zuil belangrijk kan verschillen .
W aarschijnlijk ziet hij hierin een analogie met de te brede of te  sm alle
curven bij C C.D.-zonder-evenwicht. Het versch ijnsel kan echter ge
heel in overeenstemming zijn met de V .C.-theorie, daar de H .E .T .P .
ook door de diffusie snelheid wordt bepaald. Deze hangt af van de

aard van de opgeloste stof. . . . .
De R f wordt voor een gegeven systeem  bepaald door «. Afwl> *“ƒ

van de wet van N e r n s t  bij grote concentratie of bi, aanwezighei
van een tweede stof, kan natuurlijk de scheiding gunstig beïnvloeden.
Als regel wordt echter n iet onder deze omstandigheden gewerkt.
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De experimenten van C r a i g  dwingen zeker n ie t to t tw ijfel aan de
princip iële  ju isthe id  van formule IV).

§ 5. Experim entele verificatie  van de theorie.

U it de praktijk  zijn  fraaie voorbeelden bekend van het optreden van
vrijwel sym m etrische distributiecurven bij V .C ., zoa ls  bv. b lijk t uit
het werk van M o o r e  en S t e i n  (1948). De techniek  van elutie-analyse
geeft hier d irect een afspiegeling van de s to fd is trib u d e  in de zu il.

Voor een re su ltaa t a ls  door M o o r e  en S t e i n  verkregen, is  een
geringe strom ingssnelheid voorwaarde en dit is  in overeenstemming
met de theorie van M a r t i n  en S y n g e ,  die immers k leine H .E .T .P .
e is t . Wordt de strom ingssnelheid te  groot, dan zijn  formule II), III) en
IV) niet meer van toepassing . Belangrijke afw ijkingen v an d e  symmetrie
en afhankelijkheid van de van de strom ingssnelheid ( L e s  t e r
S m i t h ,  1952) kunnen hierdoor w aarschijnlijk  verklaard worden.

De ju istheid  van formule IV) is  in een aantal gevallen  aan het experi-
ment g e to e ts t door OC u it IV) te  berekenen en tev en s rech tstreeks te
bepalen.
De princip iële  m oeilijkheid hierbij is ,  dat beide a ’s  n ie t overeen
behoeven te  komen (zie hoofdstuk I). Bovendien is  AS/ A L vaak niet
nauwkeurig te bepalen, speciaa l n iet bij zetm eel en ce llu lo se , waar
een deel van het s ta tionnaire  water chem isch gebonden i s  en dus
n ie t zal bijdragen to t Ag. Het is  daarom beter de verhouding van de
a  s van verschillende stoffen voor de verifica tie  te gebruiken, omdat
voor deze verhouding immers A g/A L niet bekend behoeft te  z ijn .

M a r t i n  en S y n g e  (1941) vonden u itstekende overeenstemming
tu ssen  theorie en experiment bij acetylproline en acety lphenylalanine
voor S = water aan s ilicag e l en L = chloroform met 1% butanol. Deze
stoffen lijken echter mindei geschik t, daar het vrij sterke zuren zijn
(de ion isa tie-constan te  is  van de orde van grootte van 10*4X Z oals
door M a r t i n  en S y n g e  (1949,a) zelf werd aangetoond, neemt de a
van acetylam inozuren dan ook belangrijk toe met afnemende concen
tra tie . Dit is  n iet het geval bij aminozuren. Uit chromatographie op
zetmeelkolommen verkreeg S y n g e  (1944) voor leucine , alan ine en
valine a  s , d ie goed met de d irect bepaalde overeenkwamen en vonden
M o o r e  en S t e i n  (1948) a ’s voor leucine , iso leucine  en valine , waar
van de verhouding goed overeenkwam met die van de rech ts treek s
gemeten verdelingscoëffic iën ten .
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§ 6. T oepassing  op papierchrom atographie.

De beschouw ingen van de verdelingstheorie gaan uit van het moment
dat de stof opgelost in L op de b as issch ijf  aanwezig is .  Dit is  bij
papierchrom atographie p as  het geval, wanneer L de basisvlelc is  ge
p assee rd  en de stof h ieruit heeft geëxtraheerd. Het gebied waar de stof
zich na deze ex tractie  bevindt, het extractie gebied, fungeert dan a ls
de b as issch ijf , waarvan de theorie u itgaat.

Het ex tractiegebied  heeft vaak een vorm zoa ls  afgebeeld in fig .5 .
De breedte van he t gebied is  in ee rste  in stan tie  gelijk  aan de door
snede van de basisv lek ; de lengte hangt af van de oplosbaarheid van
de stof in L. T ijdens de e lu tie  wordt het
gebied in de richting van de stroming ge
rek t, terw ijl het zich zowel in de lengte-
a ls  in de breedte-richting u itbreidt, ten
gevolge van de d iffusie  van de stof. Door
de d iffusie wordt he t gebied dus min of
meer afgerond, zodat normale vlekken
ontstaan . Afwijkingen van de normale
vorm van de v lek  z ijn  echter te  verwachten
indien het ex tractiegebied  zeer lang is .
Wanneer de d iffusie  gering is ,  zullen geen
afgeronde vlekken on tstaan , maar b lijft
de oorspronkelijke vorm van het ex tractie
gebied min of meer behouden.

Daar volgens de verdelingstheorie de Rp
onafhankelijk is  van de concentratie van
de stof, volgt u it deze theorie, dat een
normaal chromatogram zal on tstaan , indien geen com plicaties bij de
extractie  van de stof optreden. Het on tstaan  van normale chromato-
grammen kan dus a ls  een bevestiging van de ju istheid  vandeverdelings-
theorie worden beschouwd. In het onderstaande zullen we zien , dat
experim entele verificatie  van de theorie ook mogelijk was door de a ’s,
d ie  uit de Rp-waarden van verschillende stoffen werden berekend, te
vergelijken met de d irect gemeten verdelingscoefficienten. Vooraf zul
len we echter enige moeilijkheden bespreken, die bij de toepassing
van de verdelingstheorie op de papierchromatographie naar voren komen.

Deze m oeilijkheden worden veroorzaakt door de capillaire structuur

van het papier.

f  1  E>

F ig .5 .V o rm in g  van het extrac
t ie g e b ie d  A uit de b a s is v le k  B
b ij  het p a sse r e n  van  het v lo e i-
s to f front.



De capilla ire  stroming van een v loeisto f door papier is  uitvoerig
bestudeerd door T o l l e n a a r  en B l o k h u i s  (1950). De vloeistofver-
p laa tsing  a ls  functie van de tijd  t J in een cap illa ir met s traa l r wordt
gegeven door

H = v^Yrt/2r) . . .........................................................  )

waarin y  de oppervlaktespanning en 7) de v isc o s ite it van de v loeistof
is . H wordt gemeten vanaf het vloeistofoppervlak (bron) buiten de
capilla ir.

Formule V) geldt voor zuiver cap illa ire  opzuiging zonder uitwendige
druk. Om ze op papier toe te p assen , werd verondersteld dat dit kan
worden beschreven a ls  een serie evenwijdige cap illa iren  met versch il
lende stra len , variërend van klein tot groot en tevens dat het systeem
open is ,  m.a.w. dat alle cap illairen  met elkaar in con tac t zijn. Is het
uiteinde van deze capillairen-
bundel in een v loeisto f gedom
peld , dan wordt de vloeistof
ingezogen en wel het sn e ls t in
de cap illairen  met de grootste
straa l. Wanneer nu een normale
verdeling van de grootte van de 5
stra len  wordt aangenomen, kan 5
de fractie  van het papiervolumen }
die met de v lo e isto f is  gevuld,
voor ieder punt van het papier
worden berekend. Het resu ltaa t
hiervan is  voorgesteld  door fig . 6
(curve I).

Experimenteel werd echter
curve II) gevonden. Dit kan
worden verklaard door het contact dat overal tu ssen  de cap illa iren
b estaa t. Immers de cap illa ire  druk in een cylinder met s traa l r wordt
gegeven door 2y / r  en is  dus groter naarmate de cap illa iren  nauwer
zijn . De v loeistof in de wijde cap illa iren  krijgt geen kans om volgens
de berekening te s tijgen , omdat ze in de nauwere cap illa iren , die op
deze hoogte nog n ie t gevuld zijn , wordt weggezogen. De stijg ing  vol
gens V) begint dus p as  wanneer de drenking van het papier b ijna
volledig is . In dit geval heeft het leegzuigen nog maar weinig effect,
daar het door de nog niet gevulde zeer nauwe cap illa iren  moet geschie-
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den, die echter een grote strom ingsweerstand hebben. Aan de stijg ing
volgens V) gaat dus vooraf het versch ijnsel van het leegzuigen en dit
gesch ied t in een kleine strook d irect achter het vloeistoffront. De
snelheid  waarmee deze strook en dus het front zich verp laatst, wordt
daarom bepaald door de cap illa iren , waarvoor het leegzuigen geen
effect meer heeft (buigpunt in curve I). Daar deze cap illa iren  een d is
cre te  straal (rm) hebben, zal de stijghoogte van het front een lineaire
functie zijn van / t ,  hetgeen in overeenstemming is  met het experiment.

Uit het bovenstaande volgen twee bedenkingen tegen het toepassen
van de V .C .-theorie op de papierchromatographie:
1) De snelheid van L in het papier is  n iet constan t, maar neemt voort
durend af, daar ze omgekeerd evenredig is  met H. Daar de H .E .T .P .
van de snelheid  afhangt, kunnen we verw achten, dat deze grootheid
bij de papierchrom atographie niet constan t is .
2) De verhouding AS/A L is «ie» constant, omdat AL van het frontnaar
de basis  toeneemt, zoals d irect te zien is  in fig.6.

N iettegenstaande deze bezwaren waren C o n s d e n ,  G o r d o n  en
M a r t i n  (1944) in s ta a t formule IV) voor een aantal aminozuren experi
menteel te verifiëren . De verhouding van de a ’s van zes aminozuren
berekend uit deze R,,-waarden, kwam vrij goed overeen met de ver
houding van de d irect bepaalde a ’s. Het is dus w aarschijn lijk , dat de
genoemde com plicaties in verschillende gevallen geen bezwaar zi,n
voor het toepassen  van de V.C.-theorie op de papierchromatographie.

Uat de H .E .T .P . betreft zal dit te danken zijn aan het fe it, dat deze
waarde ook wordt bepaald door de diffusie snelheid van de stoffen.
Hierdoor wordt het afnemen van de H .E .t .P .  met kleiner wordende
snelheid  gecom penseerd. Het is  dus mogelijk, dat bij de p a p - ^ o -
matographie de H .E .T .P . voornamelijk door diffusie wordt bepaald en
dit wordt ook door G l u e c k a u f ,  B a r k e r  en K i t t  ( 1949) gesuggereerd.

Wat de verandering van AL betreft, is  het volgende op te  merken.
De curve II in fig.6 geeft AL (als fractie  van de dwarsdoorsnede van
het papier) weer a ls  functie van de afstand H door het front afgelegd.
D irect achter het front is  AL zeer gering. In de frontzone neemt AL
echter sterk toe, maar vanaf een bepaalde afstand to t aan de b ~ i s
verandert AL n ie t belangrijk meer en op deze afstand is  AL dus reeds

a ls  maximaal te beschouwen.
De waarde van AL wordt bepaald door het aantal en de doorsnede

van de cap illa iren , die op een bepaalde p laa ts  met v loeisto f zi,n  gevuld.



Beschouwen we het papier a ls  een serie evenwijdige cap illairen  van
allerle i diam eter, dan stijg t de vloeistof in de cap illa iren  van straal

r t(ri < r n,) in een bepaalde tijd  over een afstand H ,, gegeven door

Mj — ^ y r j t /2 7). De afstand, die in deze tijd  door het vloeistoffront

wordt afgelegd,• wordt bepaald door H(front) = v/yrmt/2r) zodat

H,/H(front) = r ,/rm = constant; m.a.w. het niveau van de v loeistof
in de cap illa iren  met straal r, heeft een constante „ R ,,”. Daar Ht over
eenkomt met een bepaalde waarde van AL, gevormd door de bijdragen
van de vloeistof in alle  capillairen  met r ^ t | ,  v erp laa tst zich een
niveau van constante A^ volgens een constante R_,

Dit is grafisch voorgesteld in fig»7. De abscis geeft de afstand aan,
die door het front is  afgelegd en de ordinaat de afstand, die een be-
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paaid  punt op het pap ier, van de bron verwijderd is .  De verp laatsing
van het front wordt dus weergegeven door een rechte (OF), die door de
oorsprong gaat en een hoek van 45* niet de absc is  maakt. De verplaat
sing van een niveau van constante AL wordt weergegeven door een
rech te , die een hoek kleiner dan 45* met de abscis  maakt. In fig ." is
een dergelijke niveau-lijn  OE getekend met Rp = A f/A F . Deze lijn
komt overeen met de waarde van AL in fig .6 , die ongeveer gelijk  is
aan de maximale waarde (Rp ongeveer 0,75). In het gebied onder de
rechte OE verandert AL dus n ie t belangrijk meer.

Wordt nu een stof op de afstand AB boven de bron op het papier gezet
en heeft deze stof bij e lu tie  met het so lvens een Rp, die beduidend
kleiner is  dan de Rp van de niveaulijn  OE, dan bevindt de stof zich
tijdens de e lu tie  zich vrijwel geheel in he t gebied van maximale AL.
In dit gebied kan de verdelingstheorie worden toegepast. De verplaat
sing van de stof wordt weergegeven door de lijn  DC. In het gebied
gelegen tu ssen  de rechten  OF en OE is  deze lijn  naar boven toe ge
kromd (DP). Vanaf he t punt waar zij OE sn ijd t, is  de lijn  een rechte
(PC). De Rp van deze stof is gelijk aan de verhouding BC/BF=BC/BD
en wordt dus weergegeven door de tangens van de hoek tu ssen  de
rechte DC (niet in de figuur getekend) en de a b sc is . Zij is  bij benade
ring gelijk  aan de tangens van de hoek tu ssen  PC  en de abscis  en
deze benadering is  des te  beter, naarmate de afstand tussen  basisv lek

en bron (AB) kleiner is .
Dit het bovenstaande b lijk t.d a t de verandering van AL bij e lu tie  van

een stof weinig betekenis zal hebben, indien de Rp van de stof kleiner
i s  dan de Rp van he t niveau van maximale AL (mits de afstand tu ssen
basisv lek  en bron n iet te  groot is). V erificatie van formule IV) zal dan
ook onder deze om standigheden moeten geschieden. De aminozuren, die
door C o n s d e n ,  G o r d o n  en M a r t i n  (1944) voor deze verificatie  zijn
gebruikt, hadden allen  (mogelijk toevallig ) een Rp kleiner dan 0,60.
Als we aannemen, dat de Rp van het niveau van constante AL gelijk
is  aan 0.75 (zoals in fig.6), i s  dus aan deze voorwaarde voldaan, zodat
de V .C.-theorie ook bij de papierchromatographie door het experiment

wordt bevestigd .

§  7. De invloed van de afstand tussen basisvlek en bron op het chro
matogram.

Wanneer de afstand  tu ssen  basisv lek  en bron groot wordt, moet
sto f, zoals in  fig .7 is  te  zien, een belangrijke afstand afleggen in

de
het



gebied, waar AL beduidend varieert. Ook in d it geval blijken normale
vlekken te o n tstaan , waarvan de R,, onafhankelijk is  van de concen
tra tie . Het is  dus w aarsch ijn lijk , dat ook wanneer AL tijdens het pro
c e s  verandert, betekenis aan formule IV) moet worden gehecht. De
verhouding Ag/ A L uit deze formule za l dan een gem iddelde waarde
voorstellen.

Bij de berekening van formule I) is  de factor c constan t veronder
s te ld . Zoals reeds is  opgemerkt, is  het m oeilijk te  overzien hoe deze
berekening zal worden beïnvloed door een k leine afwijking van c van
de constan te  waarde. Wel is  in te zien , dat een concentratie-afhanke-
lijkheid  van c het chrom atographisch beeld op een andere w ijze zal
beïnvloeden dan een variatie  van c door een verandering van Ag/A L.

In het ee rs te  geval zullen de punten van het ex trac tiegeb ied , die
verschillende concentratie  hebben, met versch illende snelheid  over
het papier lopen. Het gevolg is , da t de vlek gerek t wordt in  de richting
van de stroming (hoofdstuk I). Daar in het ex tractiegeb ied , ook wanneer
dit zeer klein is ,  de concentratie  sterk  varieert (van de maximum con
cen tratie  in het midden tot nul aan de randen), zal de invloed van de
concentratie-afhankelijkheid  van c op de vorm van de geêlueerde vlek
groot zijn . Wanneer echter Ag/ A L tijdens het p roces verandert, zal
deze verandering voor a lle  punten van het ex trac tiegeb ied  vrijwel
gelijk  zijn , indien het gebied n iet te  lang is  en zich n ie t d irec t achter
het front b lijft bewegen. Ondanks verandering van Ag/A L kunnen we
dus in het algem een normale vlekken verwachten met een Rp, die on
afhankelijk is  van de concentratie.

In het gebied tu ssen  de rechten OF en OE (fig.7) neemt AL belang
rijk  toe en het gevolg is  dat de verhouding Ag/ A L ge le ide lijk  kleiner
wordt van OF naar OE. De rela tieve snelheid  van een opgeloste  stof
ten opzichte van de snelheid  van het front, neemt dus volgens IV) in
d it gebied geleidelijk  toe. Dit wordt in  fig .7  uitgedrukt door het toe
nemen van de rich tingscoefficien t van de kromme, die de verplaatsing
van de sto f bij het p asseren  van het bewuste gebied  w eergeeft.

In fig .7  is  de verp laatsing  weergegeven van een sto f, waarvan de
b asisv lek  op de afstand AB van de bron is  g ep laa ts t, door de lijn  DPC.
Wordt de afstand basis-bron groter (A B '), dan wordt de verp laatsing
weergegeven door D 'P 'C '. De delen van deze lijnen , die in het gebied
van constan te  AL liggen (PC re s p .P 'C 1), zijn  rech ten  en lopen even-
wijdig aan elkaar. De Rp wordt in beide gevallen  weergegeven door
de tangens van de hoek tussen  de rechten  DC resp . D 'C ' en de absc is
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(zie §  6). U it de figuur is  te  zien, dat de Rp kleiner is  naarmate de
afstand  basis-b ron  groter is .

Door C o n s d e n ,  G o r d o n  en M a r t i n  (1944) is  deze invloed van
de afstand  basis-b ron  reeds geconstateerd  en geïnterpreteerd a ls  een
gevolg van h e t veranderen van AL. Door anderen ( B u r m a ,  1951; Kow-
k a b a n y  en C a s s i d y ,  1952) wordt ech ter de verandering van de
sam enste lling  van de mobiele phase  tijdens de e lu tie  (zie hoofdstuk
IV, §  4), verantw oordelijk g este ld  voor d it v ersch ijh se l. Om de hier
gegeven theorie experim enteel te  verifiëren , zal men dus moeten
zorgen, dat de mobiele phase tijdens de e lu tie  n ie t van sam enstelling
verandert en bovendien dat ook Ag constan t is  (zie hoofdstukV ,S3).
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HOOFDSTUK III

FILTREERPAPIER EN CELLULOSE.*)

§ 1. Chemische samenstelling van filtreerpapier.

Voor de bereiding van filtreerpapier worden drie soorten natieve
cellu lose-vezels  gebruikt.
1) „K ato en ” . Hieronder wordt verstaan  textielafval (lompen), voor
namelijk bestaande uit katoen of linnen. De lompen worden gereinigd
met soda of verdunde loog, gemalen en gebleekt.
2) „ C e llu lo se ”  of houtpulp. Dit wordt bereid uit hout, waaruit het
lignine wordt verwijderd, bv. met b isu lfie t („ su lfie tp u lp ” ) of loog en
sulfide-sulfaat („ su lfaa tp u lp ” ), waarna het product wordt gebleekt.
3) „ L ln te rs ” . Dit zijn katoenharen, die ongeschikt zijn voor het spin*
proces. Ze worden gereinigd en gebleekt.

Het cellulose-m olecule is  opgebouwd uit glucose-m oleculen die
g lycosid isch  zijn verbonden to t lange lineaire macromoleculen.

De lengte van de ketenm oleculen wordt aangegeven door de poly-
m erisatiegraad (P) d .i. het aantal g lucoseresten , waaruit het molecule
is  opgebouwd.

— Het blijkt dat de gemiddelde polym erisatiegraad (DP) van een
cellu lose-preparaat door het rein igen en bleken aanzienlijk  kan
dalen. De ketens worden hierbij dus gedeelte lijk  afgebroken. Dit kan
geschieden door oxydatie en hydrolyse.

Door oxydatie kunnen carbonyl- en carboxylgroepen worden inge
voerd, hetgeen vaak gepaard gaat met een doorbraak van de keten.
De door oxydatie veranderde ce llu lo se  wordt oxycellu lose  genoemd.
De oxydatie kan in a lka lisch  milieu reeds met luchtzuurstof ge
schieden. De aantasting  tijdens het b leken, hangt sterk  af van het
gebruikte bleekmiddel en van factoren a ls  zuurgraad en katalysatoren
(sporen Cu).

• )  B i j  d e  b ew erk in g  v e n  d it  h o o fd e tu k  ie  v o o r e e n  b e la n g r ijk  d e e l  g e b ru ik  gem aak t
v a n ' P .H . H e r m a n s  „ P h y s i c s  and  C hem ietry  o f C e l lu lo s e  F i b r e s ”  A m sterdam  1049.
S le c h ts  in  s p e c ia le  g e v a l le n  s a l  h ie rn a a r  v e rw e ze n  w orden .
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Door hydrolyse wordt de glycoside-binding verbroken en er on tstaan
producten die onder de naam hydro cellulose  worden sam engevat en
een reducerend vermogen voor Cu++ hebben.

N aast cellu lose-m oleculen al of n ie t aangetast door oxydatie en
hydrolyse, kunnen in ce llu lo se-veze ls  verontreinigingen voorkomen
zoals xylanen, mannanen, ga lactanen , polyuron-zuren, pec tine  en
hars. De koolhydraten hiervan worden wel hout-polyosen genoemd
daar ze voornam elijk in hout voorkomen.

Het is  gebruikelijk  onderscheid  te  maken tu ssen  CC-, (3- en y -
ce llu lo se , waarbij de la a ts te  twee ook gezam enlijk hemicellulose ge
noemd worden. Dit berust op een  soort fracdonneringsproces naar
polym erisatiegraad, waarbij a ls  reagens natronloog van 17,5% wordt
gebruikt. Hierin lo s t de a -f ra c tie  n iet op en de hem icellu lose-fractie
wel. Met zuur s laa t de (3- ce llu lo se  uit de op lossing  neer, terw ijl de
y -c e llu lo s e  in op lossing  b lijft. De hem icellulose wordt verondersteld
te bestaan  u it ce llu lo se  van geringe polym erisatiegraad (DP < 150)
en uit een deel van de bovengenoemde organische verontreinigingen.

Normaal filtreerpapier bevat bovendien s teed s  anorganische be
standdelen  die ged ee lte lijk  afkomstig zijn uit de ce llu lose-vezels ,
gedee lte lijk  ook uit het water dat voor de papierfabricage wordt

gebruikt.
V olgens F e i g l  (1947) bevat filtreerpapier b ijna  s teed s  kleine

hoeveelheden zetm eel. Dit zal echter a lleen van toepassing  zijn op
papier gem aakt van lompen, daar lin ters- en houtpulp-papier de
jodium reactie op zetm eel n ie t geven.

Van chem isch standpunt beschouwd kunnen we dus zeggen, dat
filtreerpapier b e s taa t uit ce llu lo se , waarvan de DP en he t gehalte  aan
oxyce llu lose, hydrocellu lose, hem icellulose en  andere verontreini
gingen belangrijk  kan variëren , al naar gelang de voorgeschiedenis
van het papier is  gew eest. In het algemeen kan gezegd worden, dat
de afbraak en het gehalte  aan verontreinigingen bij lin ters-papier
geringer i s  dan bij houtpulp-papier, en dat d it la a ts te  in het bij zonder
meer hem icellu lose bevat. Bij lompen-papier is  het aan ta l factoren
da t invloed kan hebben op de sam enstelling  zeer variabel, daar deze
grondstof zowel door de textielfabrikant a ls  door de „voddenm an”

geleverd  wordt.

§ 2. Rangschikking van de cellulose-m oleculen.
C ellu lose geeft een rÖntgen-interferentiediagram , hetgeen  w ijst op



een k ris ta ilijn e  bouw. Het k rista lrooster blijk t voor natieve  ce llu lo se
van zeer versch illende herkomst gelijk  te zijn: al deze ce llu lo sen
vertonen het zgn. C ellu lose-I-rooster. De ketens zijn hierin  even
wijdig gerangschikt, terw ijl door ruim telijke analyse  is  in te zien,
da t waters to fbruggen mogelijk zijn tu ssen  de m oleculen onderling.
Dit verklaart de grote rooster-energie van het k r is ta l, waardoor
cellu lose  in water onoplosbaar is ,  terw ijl toch het m olecule, dat veel
hydroxyIgroepen bevat, een zeer grote affin iteit to t water heeft. Bij
inwerken van w ater b lijft het rooster in tac t, daar de cohaesie-energ ie
der evenwijdig geordende moleculen groter is  dan de w isselw erkings-
energie van de ce llu lo se  met het water.

Men spreekt bij ce llu lo se  m eestal n ie t van k ris ta llen  maar van
krista llie ten  of m icellen . De benaming micel heeft zich gehandhaafd
ofschoon de oorspronkelijke betekenis (d iscrete  d e e ltje s  van super-
moleculaire afmetingen, a ls  zodanig d ispergeerbaar to t een co llo idale
oplossing) hier n iet meer aan mag worden gehecht.

Behalve k rista ilijne  gebieden, zijn er in de ce llu lo se -v eze ls  p laa t
sen , waar de cellulose-m oleculen minder regelm atig geordend zijn,
ofschoon de ketens hier wel min of meer evenwijdig kunnen zijn .
In deze zogenaamde amorphe of parakristallijne  geb ieden  zal het
aantal waterstofbruggen tu ssen  de ketens geringer zijn  dan in  het
rooster, zodat de cohaesie-energie door de inwerking van water kan
worden overwonnen. Het water kan in de amorphe gebieden binnen
dringen, waarbij de vezel zwelt en men dus ook kan spreken van
zw el bare of voor water toegankelijke  gebieden.

Het is  w aarschijnlijk, dat er allerle i overgangstoestanden kunnen
bestaan  tu ssen  k ris ta llijn  en amorph. Er kunnen met name p laa tsen
zijn die m et voldoende geordend zijn om van een rooster te  kunnen
spreken, maar toch nog zo goed, dat water er n ie t kan binnendringen.
Daar dit aanleiding geeft to t een dubbele betekenis van h e t begrip
amorphe ce llu lo se , zullen we hier het woord amorph a lleen  gebruiken
in de betekenis gem akkelijk  toegankelijk  voor water. De gebieden
van n iet volmaakte rooster-orde, die dus n ie t k ris ta llijn  zijn  te
noemen, maar toch n ie t gem akkelijk toegankelijk  zijn  voor w ater door
hun betrekkelijk goede geordendheid, worden mesomorph genoemd.

C ellu lose-vezels kunnen langs m echanische weg worden g e sp lits t
in m icroscopische fibrillen. Deze kunnen met behulp van bv. ultra-
sonore trillingen nog verder worden g esp lits t in micro- of elem entaire
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fibrillen  d ie  met het elecrronen-microscoop zichtbaar gemaakt kunnen
worden. V olgens F r e y - W y s s l i n g  (1951) heeft natieve cellu lose
m icrofibrillen van 200-300 X doorsnede, die ongeveer 2000 even
wijdige ce llu lo se  ketens (in roostervorm gedacht) bevatten . Daar de
doorsnede van de m icellen op grond van rëntgenanalyse op ongeveer
60 A i s  v a s tg es te ld , zal een microfibril dus 1 5 -2 5  m icellen bevatten.
T u ssen  deze m icellen bevinden zich intermicellaire sp le ten , terwijl
er grotere holten zijn tussen  de microfibrillen onderling. Het beeld,
dat F r e y - W y s s l i n g  zich vormt van de dwarsdoorsnede van de

vezel is  w eergegeven in /tg . 8.
V olgens R a n b y  (1952) echter,
i s  de doorsnede van de elemen
taire fib rillen , zoals deze met
h e t electronen-m icroscoop kan
worden bepaald , van dezelfde
orde van grootte a ls  de doorsnede
van de m icellen (7 0 — 120 A, voor
de verschillende soorten natieve
cellu lose).
Over de w ijze waarop de kris-
ta llijne  en amorphe gebieden
sam enhangen, lopen de meningen
u iteen . Volgens H e r m a n s (  1949,
pag. 33), is  er a lle  reden om aan
te  nemen dat de k ris ta llijn e  ge
bieden geen individuele struc
tuureenheden  van de vezel zijn. Zij zouden moeten worden bescnouwa
a ls  die p laa tsen  in een groter systeem  van ongeveer evenwijdig
gerangschikte cellu lo se-ketens, waar de rangschikking regelmatig is .
Dit betekent, dat de m icellen onderling door prim aire-valentie-ketens
zijn verbonden, bv. op de w ijze als afgebeeld in  fig. 9. Eenzelfde
m olecule kan behoren zowel to t een k rista llijn  a ls  to t een amorph

itm •/)
m la ui)
hfa  WA)

F ig . 8. Dooranadv van de m icrofibrillan
( f >  Da m ice lla n  (m) a ijn  gea ch eld en
door in tarm lcella ire  aplatan  (1). k •  in-
tarflhrlllaJre c a p illa ir . ( F r a y - W y a a -

1 i n  | ,  1 9 5 1 ) .

gebied.
De la a ts te  tijd  komt echter ook (weer) de opvatting naar voren dat

de amorphe ce llu lo se  s lech ts  v ia  secundaire valentie-krachten met

de m icellen samenhangt.
A l g a r ,  G i e r t z  en G u s t a f s s o n  (195D zijn van mening, dat de

amorphe ce llu lo se  identiek  is  met de hem icellulose en zich a ls  een
soort k its to f tu ssen  de m icellen bevindt. Volgens R i n b y  (195 ) 21 Jn
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de m icellen identiek  met de elem entaire fib rillen  (micelstrengen) en
a ls individuele structuureenheden te beschouwen.

Het is  n ie t opportuun hier een  standpunt t.o .v . d it vraagstuk in te
nemen. Het zij voldoende v ast te s te llen  dat de ce llu lose-vezel bestaa t
uit (a) k rista llijne  enmesomorphe gebieden d ie  voor water
n ie t toegankelijk zijn , (b) amorphe gebieden waarin het
water kan penetreren en (c) holten. De grondstoffen waar
u it he t papier b e s taa t, kunnen dus, behalve in chem isch
opzicht, nog belangrijke versch illen  vertonen in de onder
linge verhouding van k ris ta llijn e , mesomorphe en
amorphe gebieden.

Er bestaan  verschillende methoden om het „g eh a lte
aan k ris ta llijn e  gebieden”  van de ce llu lose  te  bepalen.
Deze methoden zijn d ee ls  van physische  d ee ls  van
chem ische aard*. De resu lta ten  van de verschillende
methoden lopen vaak zeer uiteen  en de in terp re ta tie  ervan
is  nog een punt van d iscu ss ie  (zie hierover bv. C e n t o  l a ,
1950 en N i c k e r s o n ,  1951).
Het is  w aarschijn lijk  da t de m eeste soorten houtpulp
een geringer gehalte  aan k ris ta llijn e  gebieden hebben dan
katoen, terw ijl v ast s ta a t dat d it gehalte  voor v isco se-
zijde veel geringer is  dan voor katoen en houtpulp ( H e r 
m a n s  1951, A l g a r ,  G i e r t z  en G u s t a f s s o n  1951,
N i c k e r s o n ,  1951).

Fig. 9. Micellaire structuur van cellulose volgens K r a t k y  en Mar k
(IQ??). De evenwijdig gerangschikte delen van de moleculen vormen
de „m icellen”  of kristallijne gebieden (soals het gebied gelegen
tussen B en B*).

§ 3. De sorptie van waterdamp door cellulose.
Wanneer droge ce llu lo se  aan vochtige luch t wordt b loo tgesteld , neemt

zij een hoeveelheid water op, afhankelijk  van de re la tieve  dampdruk
(r.d .) van het water in  de lucht. Dit opnemen van damp uit de omgeving
zal h ier worden aangeduid met de term sorptie. Het percentage water
van ce llu lo se  in evenwicht met een atm ospheer van variërende r .d .,
wordt voorgesteld door isotherm en van de vorm als  afgebeeld in fig. 10.
De punten die de w atergehalten weergeven, uitgaande van geheel droge
ce llu lo se  die s teeds toenemende hoeveelheden water opneemt, vormen
de absorptie-isotherm. G aat men daarentegen uit van ce llu lo se  met
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maximum w atergehalte en verlaagt men s teed s  de r.d ., dan vindt men
de punten van de desorptie-isotherm . Het v ersch ijn se l, dat beide iso 
thermen n ie t sam envallen, wordt h ysterese  genoemd.
De in fig. 10 afgebeelde isotherm heeft de vorm van een m ultilaag-
adsorptie-isotherm  (isotherm
type II volgens de Brunauer-
c la s s if ic a tie ;  C assidy , 1951
pag.49)* De isotherm zou dus
verklaard kunnen worden door
adsorp tie  van het water aan
de ce llu lo se . Het eerste  stuk
komt dan overeen met adsorp
tie  van een monomoleculaire
laag  w aterm oleculen, terw ijl
bij hogere r.d . meerdere lagen
worden geadsorbeerd. Daar de
m olecuul-lagen hier worden
aangelegd aan de wanden van
cap illa iren , zullen deze bij
voortgezette  adsorptie van
steed s  nieuwe lagen, tenslo tte
geheel met water worden
gevuld.

In dit stadium  is  de adsorp
tie  te  vergelijken met de
capillair-condensatie  die door
Z s i g m o n d y  (1011) werd aangenomen om de sorptie van water aan
s ilicag e l te  verklaren. De dampdruk van een vloeistof in een cap illa ir
is  nl. lager dan die van de „norm ale”  v loeistof, a ls  de m eniscus in
de cap illa ir, naar de vloeistof toe, gebogen is . De v loeistof conden
seert dan in de capillair bij lagere dampdruk dan normaal (r.d. < 100%).

De dampdrukverlaging is  des te  groter, naarmate de krom testralen van
de m eniscus kleiner zijn . Zijn er dus in het adsorbens capillairen
van a lle rle i diam eter, dan zal de damp het ee rst in de kleine capil
la iren  condenseren, terw ijl bij toenemende dampdruk ook grotere
capilla iren  worden gevuld. De isotherm  die de capillair-condensatie
in eendergelijkporiënsysteem  w eergeeft, heeft de vorm van het rechter
deel van de curve in fig. 10.

Op grond van het bovenstaande wordt de sorptie-isotherm  van water-

F ig .  10. A b so rp tie -  e n  d e s o rp t ie - is o th e r -
m en v a n  w a te r  e n  k a to e n  (—) e n  k u n s t
z i jd e  (—+ — ). H e r m a n s  1949, p ag . l82V



damp aan cellu lose  wel geïnterpreteerd a ls  een adsorptie van het water
gevolgd door capillair-condensatie . De uitdrukking adsorptie is  hier
echter minder op haar p laa ts , omdat het water in s taa t is  het „opper
v lak ”  van de ce llu lo se  te  veranderen doordat het in de am orphegebieden
kan penetreren. Een ju istere  beschrijving van het sorptie-m echanism e
is  a ls  volgt ( H e r m a n s ,  1949, pag. 180 e .v .):

De eerste  hoeveelheid water wordt aan droge ce llu lo se  gebonden
onder belangrijke warmteontwikkeling. Dit gaat gepaard met een
entropie-vermindering van het systeem , hetgeen w ijst op een geörien-
teerde toestand  van het water. Dit water vormt zeer w aarschijnlijk
ech te  hydraten. Hydraten van ce llu lo se  zijn nl. bekend in k ris ta llijn e
ce llu lo se , waar zij röntgen-analytisch kunnen worden onderzocht. Het
is  te  verwachten dat het water ook aan het oppervlak van de m icellen
en in de amorphe gebieden, waarin het penetreert, hydraten zal vormen.

Bij hogere r.d . penetreert meer water in de amorphe gebieden, waar
door de ce llu lo se  zwelt. Het warmte-effect hiervan is  gering en dit
proces is  te vergelijken met op lossen  van de amorphe ce llu lo se  in het
water. De gehele sorptie-isotherm  kan op deze w ijze quantitatief worden
geïnterpreteerd. Het eerste  stuk (van r.d . 0 to t ongeveer 60%) komt
dan overeen met hydraat-vorming, het tweede stuk (r.d. > 60%) met
oplossen  van de gehydrateerde ce llu lo se  in het water.

Ook de term capillair-condensatie voor d it la a ts te  proces is  volgens
H e r  m a n  s (1949,pag. 192) n ie t gelukkig gekozen omdat de „ c a p illa ire n ”
waarin he t geabsorbeerde water zich bevindt, pas on tstaan  door de
zwelling die met dit proces sam engaat. Het lijk t ons echter moeilijk in
te  zien waarom geen „ e c h te ”  cap illa ir-condensatie  zou optreden (dus
in capillairen  die reeds vooraf aanwezig zijn) indien de ce llu lo se  maar
voldoende lang met de (verzadigde) damp in contact is .

De hysterese  bij de sorptie van waterdamp door ce llu lo se  kan als
volgt worden verklaard ( H e r m a n s ,  1949, pag 191): Wanneer het water
in  de amorphe ce llu lo se  penetreert, worden waterstofbruggen tussen
de cellulose-m oleculen verbroken. Bij desorptie keert de oorspronke
lijke  toestand  n iet geheel terug en het aantal vrije hydroxyl-groepen
is  nu bij dezelfde r.d . groter dan voorheen. De hoeveelheid geabsor
beerd water zal dus ook groter zijn.

Ook cap illa ir-condensatie , in tegenstelling  to t onbeperkte m ultilaag-
adsorptie kan hysterese  vertonen, zoals experim enteel werd aangetoond
door C a r m a n  en R a a i  (1951). Er zijn verschillende theorieën opge
ste ld  om deze hysterese  te  verklaren (zie B r o w n  en F o s t e r ,  1950).

41



42

§ 4. Sorptie van de dampen van organische vloeistoffen.

Door B r i m l e y  (1924) werd de absorptie van enige organische
vloeistofdam pen door katoen onderzocht. Twee m onsters gedroogde
Egyptische katoen werden bij kamertemperatuur in de verzadigde damp
van de v loeisto ffen  gehouden en na  verschillende tijden gewogen.
Het gehalte  geabsorbeerde damp van de katoen bij verzadiging met de

damp w as a ls  volgt:

A. ongebleekte katoen.

water 18 - 20 gew %

aethanol 3 - 3'4  ”

aether 7V2 ”

aceton 2 - 2>' ”

benzeen 1*4 — 2

ijsa z ijn 18 - 20 ”

B. gebleekte katoen.

19 -  21 gew %
8‘/2 -  9 f t  •

7 -  TV, »*

6*2 -  7 I t

1 -  2 f t

17 -  19 f t

De absorptie van ijsaz ijn  is  dus b ijna even groot a ls  die van w ater.
T evens va lt het op dat in enige gevallen  het monster B veel meer

absorbeert dan het monster A.

Tabel 1

Sorptie van dampen aan gezuiverde katoen (A) en v iscose-zijde (B)
bij r.d. = 90%. in mol per 10 kg. Temperatuur 30° C.

A B

water 55,95 160,02

methanol 23,57 41,68

aethanol 10,25 —

propanol- 1 1,42 2,00

butanol- 1 0,00 0,00

aceton 3,65 2,24

azijnzuur 17,91 0,57

benzeen 0,00 0,00

chloroform 0,92 0,46

Een nauwkeurig en uitgebreid ond
m a r  u en C h a o  (1938). Zij bepaaiaen pumcu — ~  r
bij 30° C uitgaande van in vacuo (10 4 mm Hg) gedroog e ®*oe
kunstzijde. Het vacuum werd vervangen door damp van bepaalde druk
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en de maximale gewichtstoenem ing van de ce llu lo se  aan de uitrekking
van een kw artsspiraal gemeten. In tabel l  z ijn  enkele waarden opgenomen.

De absorptie van w ater, methanol en propanol is  bij kunstzijde
belangrijk  hoger dan bij katoen. Daar de kunstzijde een veel groter
, ,gehalte  aan amorphe geb ieden”  heeft dan katoen, w ijst d it op pene*
tra tie  van deze dampen in de amorphe gebieden van de ce llu lo se . Uit
de tabel volgt, dat het vermogen om in de amorphe ce llu lo se  te pene
treren, afneemt van water tot butanol. Bij methanol is  dit vermogen
nog groot, bij propanol echter al gering. Merkwaardig is  het gedrag van
azijnzuur, dat door katoen sterk , maar door kunstzijde nauw elijks wordt
geabsorbeerd.

Het onderzoek van K a n a m a r u  en C h a o  werd herhaald door L a u e r
(1944) die de gegevens grotendeels kon bevestigen. Door L a u e r  wer
den absorptie-isotherm en bepaald voor katoen en kunstzijde zoals
weergegeven in  fig. 11.

Fig* IL  A bsorp tie-isotherm en  van  e n ig e  v lo e is to ffe n  e e n  droge katoen  (A )
en  droge v is e  o s  « z ijd e  (B). ( L a u e r ,  1944).

In tegenste lling  to t de Japanse  onderzoekers kon hij sorptie v a s ts te llen
van benzeen en butanol. Ook tolueen en paraffinen werden opgenomen.
Hier va lt eveneens het eigenaardige gedrag van azijnzuur op.

L a u e r  meent dat een isotherm  met toenemende rich tings-coëfficiën t
a ls  van azijnzuur bij katoen, w ijst op zwelling en dat een isotherm
met afnemende rich tingscoëfficiën t adsorptie aanduidt. De sorptie van
methanol zou dan beginnen met zw elling, daarna in adsorptie overgaan
en tenslo tte  weer eindigen met zw elling. Alleen uit de vorm van de
isotherm mag hiertoe ech ter n ie t worden beslo ten , daar deze isotherm
ook op m ultilaag-adsorptie kan w ijzen (isotherm-type III van de Bru-

15 % odsorö S . %<jebor6\CMfCOOH cttfOH
%ads 15
HgO

CHjOH
CtMgOM

'VkOH

Denial
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nauer c la ss if ic a tie ). Het fe it dat azijnzuur nauw elijks door kunstzijde
wordt geadsorbeerd, maakt he t tw ijfelach tig  dat azijnzuur in de amorphe
ce llu lo se  kan penetreren. Wel is  he t duidelijk  dat water en methanol
hiertoe in s ta a t zijn .

§ 5. Inwerking van vloeistoffen op ce llu lo se .

I m b i b i t i e .

De w ijze waarop v loeistoffen  op de ce llu lo se  van filtreerpapier in
kunnen werken, is  van groot belang voor het begrijpen van het mecha
nisme van de papierchrom atographie (zie hoofdstuk V). In het bijzonder
is  het hierbij van belang te weten of en in welke mate versch illende
vloeistoffen  inde  amorphe gebieden van de ce llu lo se  kunnen penetreren.
Daar het penetreren in deze gebieden in het vervolg vaak ter sprake
zal komen, zullen wij kortheidshalve hiervoor de term imbiberen  ge
bruiken. Imbibitie van ce llu lose door een v loeistof za l dus in het
volgende u itslu itend  de betekenis hebben van penetratie  van deze
v loeistof in de amorphe gebieden van de ce llu lo se . De v loeisto f die
zich daar bevindt, zal im b ib itie -v loeisto f worden genoemd.

Dit kan m isschien aanleiding geven to t verwarring, omdat in sommige
gevallen  de gepenetreerde v loeistof n iet meer a ls  een „ v lo e is to f”  is
te  beschouwen, zoals in het geval van water dat bij een lage r.d .
a lleen  a ls  hydraatw ater aanwezig is . Het water dat bij hogere r.d . wordt
gebonden, is  met een oplossing te  vergelijken en kan dus wel een
v loeistof worden genoemd. N iettegenstaande dit zullen wij in he t
algemeen van im b ib itie -v loeisto f blijven spreken en s lech ts  in spec ia le
gevallen onderscheid maken tu ssen  kristalw ater en im bibitiew ater m

engere zin.
Over het vermogen van organische vloeistoffen om ce llu lo se  te

imbiberen is  nog het volgende bekend:
H e r m a n s  (1949, pag. 299 e .v .) merkt op, dat men op grond van

gemeten sorptiewarmten zouverw ach ten .dat alleen de lagere  alcoholen
tot propanol en m isschien  de lagere vetzuren in de vezel dringen. Het
gedrag van m echanische eigenschappen van ce llu lo se-veze ls  in ver
sch illende vloeistoffen  zou er op w ijzen dat methanol en aethanol,
mierenzuur en azijnzuur in de amorphe gebieden kunnen penetreren, de
hogere alcoholen en zuren echter n iet.
Het is  echter m oeilijk om de proeven waaruit dergelijke conclusies
worden getrokken goed te  beoordelen omdat a llerle i com plicaties kunnen



optreden. Ook optische eigenschappen zouden er op w ijzen dat alco
holen, maar ook aldehyden en stik sto fbasen  de ce llu lo se  kunnen
imbiberen ( H e r m a n s ,  1949, pag. 226).

D a v i s ,  B a r r y ,  P e t e r s o n  en K i n g  (1943) vonden dat w atervrije
primaire aminen tot en met heptylam ine ce llu lo se  sterk  doen zw ellen
en dat de lagere aminen zelfs de afmetingen van de k ris ta lce l kunnen
veranderen. Door S e g a l ,  N e l s o n  en C o n r a d  (1951) werd aange
toond, dat door behandelen van katoen met lagere watervrije primaire
aminen (tot en met propylamine) het gehalte  aan k ris ta llijn e  gebieden
wordt verminderd. Daar de lagere aminen dus blijkbaar in het rooster
kunnen dringen, is  het zeker te verw achten, dat zij ook in de amorphe
gebieden penetreren.

I n c l u s i e .

Door S t a u d i n g e r  en D o h l e  (1943) werd aangetoond,dat ce llu lo se
verschillende v loeistoffen  kan includeren ,d ie niet ontsnappen wanneer
de ce llu lose  2 dagen in vacuum bij 100° wordt gedroogd. Hiervoor is
het nodig eers t de ce llu lose  met water te doen zwellen. Wordt nu het
water verdrongen door een met water mengbare v loeistof, en dan ge
droogd, dan kan een deel van de v loeistof hardnekkig achterblijven.
Ook koolwaterstoffen e.d . kunnen worden geincludeerd a ls  men eerst
het water door alcohol verdringt en daarna de alcohol door de kool
w aterstof. Bij katoen werden de volgende gehalten gei'ncludeerde
v loeistof gevonden:

45

Water 0 , 0  gew.%
Methanol 0 , 8

9 »

Aethanol 1 , 6
9 9

Propanol 3,1 » 9

Aceton 2 , 0
I I

Pyridine 2,7 9 1

Hexaan 4,9 99

Het inclusie-versch ijnsel werd door de auteurs a ls  volgt verklaard:
Wanneer ce llu lose  im bibitiewater bevat en in contact is  met een orga
nische v loeistof die met water mengbaar is ,  zal deze v loeisto f in de
geimbibeerde ce llu lo se  overgaan. Wanneer nu het water h ieruit ver
dwijnt, zullen de ce llu lo seketens weer p laa tse lijk  door w aterstofbruggen
kunnen worden verbonden, waardoor moleculen van de organische
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v loeisto f kunnen worden ingeslo ten . De kans op inslu iting  zal des te
geringer zijn naarm ate het ingeslo ten  m olecule zelf in s ta a t is  de
waterstofbruggen te  verbreken.

U it de inclusie*gehalten  volgt dus dat de alcoholen des te minder
in s ta a t zijn  de w aterstofbruggen tu ssen  de cellulose-m oleculen te
verbreken, naarm ate zij hoger staan  in de homologe reeks. Hieruit kan
worden geconcludeerd dat ook het imbiberend vermogen van de alcohol
in  deze volgorde afneemt. Het hoge inclusie-gehalte  voor hexaan w ijst
er op dat deze v loeisto f geen imbiberend vermogen voor ce llu lo se
heeft, hetgeen ook n ie t anders te verwachten is ,  daar hexaan n iet in
s ta a t is  w aterstofbruggen met andere moleculen te  vormen. Tevens
b lijk t u it he t onderzoek van S t a u d i n g e r  en D o h l e  dat v loeistoffen,
die ce llu lo se  ze lf n ie t kunnen imbiberen, in de amorphe ce llu lo se
kunnen penetreren , indien de amorphe gebieden door een imbiberende
v lo e isto f toegankelijk  zijn  gemaakt.

Door M e a s e  (1933) w as reeds ontdekt dat aethanol door droge ce llu 
lo se  ingeslo ten  kan worden. Werd gedroogde katoen in absolute alcohol
bij 70° C gedrenkt en daarna weer gedroogd, dan b leek 1,8% alcohol
geïncludeerd te  zijn . Na u itw assen  met water en drogen, keerde het
oorspronkelijke gew icht weer terug waarna het proces herhaald kon
worden. Daar h ier van droge ce llu lose  gebruik werd gem aakt, volgt uit
d it experiment da t aethanol in s ta a t moet zijn ce llu lose te  imbiberen
en tevens d a t deze im bibitie een n ie t geheel reversibel proces is

(vergelijk hysterese).

U it h e t bovenstaande volgt dat droge ce llu lose  geunbibeerd kan
worden door water, m ethanol, aethanol en (m isschien) propanol. Het
imbiberend vermogen is  groot bij water, belangrijk bij methanol, gering
bij aethanol en onbeduidend bij propanol. Het vermogen van andere
v loeistoffen  to t im bibitie van droge ce llu lo se  is  onzeker. Het gedrag
van azijnzuur is  eigenaardig omdat het door katoen sterk , door kunst
zijde nauw elijks wordt geabsorbeerd. M isschien heeft aceton een zwak
imbiberend vermogen (vergelijk de absorptie hiervan met die van

i  -  * — — » * . - * • d"
prim aire aminen, alcoholen en vetzuren, ce llu lose  kunnen ‘■"biberen.
W ellicht geldt d it ook voor andere stiksto fbasen  en voor aldehyden.
Over de mate waarin deze vloeistoffen de ce llu lose imbiberen, is  uit
deze  gegevens weinig af te  le iden . Bovendien is  het m et duidelijk
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of de gegevens a lleen  gelden voor waterhoudende (luchtdroge) of ook
voor droge ce llu lo se . De aanw ezigheid van water in het papier (of in
de v loeistof), zal het imbiberend vermogen van de v loeisto f immers
aanzienlijk  kunnen vergroten, omdat t a t e r  de amorphe ce llu lo se  beter
toegankelijk maakt voor de v loeistof. IVoor een ju is te  beoordeling van
d it vermogen zal met de aanwezigheid van water dus rekening moeten
worden gehouden.

Hierbij valt nog op te merken dat verschillende organische v loei
stoffen, zoals methanol en aethanol, sterk water-onttrekkend zijn . Het
is  dus te  verwachten, dat zij bij contact met luchtdroog papier water
hieraan zullen onttrekken. De invloed van water op de imbibitie wordt
daardoor gecom pliceerd.

Naar aanleiding van het bovenstaande werden enige experimenten
uitgevoerd, die in het volgende hoofdstuk zullen worden beschreven.



HOOFDSTUK IV

EIGEN ONDERZOEK OVER DE INWERKING VAN

ORGANISCHE VLOEISTOFFEN OP FILTREER PAPIER

§ 1. Inleiding.

In het vorige hoofdstuk is  opgemerkt, dat het imbiberend vermogen
van een v loeisto f voor waterhoudend papier belangrijk groter zal zijn
dan voor uitgedroogd papier. Het leek  gew enst dit nader te  onderzoeken.
Bovendien werd het van belang geacht meer gegevens te  verzam elen
over het imbiberend vermogen van enige stik sto fb asen , vetzuren en
andere v loeisto ffen , door dit vermogen te vergelijken met dat van
m ethanol. Voor dit onderzoek werd een chrom atographische methode
gebruikt, uitgaande van de volgende overweging:
Wanneer een vluchtige v loeistof, die ce llu lo se  imbibeert en waarin
een stof is  opgelost, op het papier wordt gebracht, bevindt de opge
lo s te  stof zich, na het verdampen van het oplosm iddel, (gedeeltelijk)
in de amorphe gebieden van de ce llu lo se . Wordt nu het papier gechro-
matographeerd met een n iet imbiberend so lvens, zoals hexaan, dan zal
het gedeelte  van de sto f,dat zich in de amorphe ce llu lose  bevindt, n iet
door het solvens kunnen worden geëxtraheerd. Dit gedeelte  b lijft a ls
restvlek  achter, en de in tensite it van deze restv lek  is  een maat voor
het imbiberend vermogen van de v loe isto f, waarin de stof was opgelost.

Weliswaar is  de tijd , waarin de v loeisto f op de ce llu lo se  inwerkt, in
d it geval s lech ts  kort; door vergelijking met het gedrag van methanol,
kan het imbiberend vermogen van de v loeisto f echter voldoende beoor
deeld  worden. Bovendien zijn gegevens over de imbibitie ju is t bij een
korte inw erkingstijd eveneens van belang voor de kennis van de
papierchrom atographie.

De gebruikte stof moet aan de volgende voorwaarden voldoen: zij
moet voldoende op lossen  in het so lvens, mag uit deze oplossing n iet
aan het papier worden geadsorbeerd en moet goed aantoonbaar zijn.
Een zeer geschikte stof hiervoor b leek fluorenon te  zijn . De fluores
cen tie  in u ltra-v io let lich t (UV) en de vluchtigheid van deze stof
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bieden nl. nog-een extra mogelijkheid tot bevestiging van de theorie
die xn hoofdstuk III is  u iteengezet.

Een tweede probleem dat .naar voren is  gekomen is  de' vraag, in
hoeverre door inwerking van organische v loeisto ffen  op luchtdroog
papier water aan dit la a ts te  wordt onttrokken. Ook dit werd nader onder*
zocht en wel met de eerste  vier alcoholen van de reeks methanol-buta
nol, omdat het imbiberend vermogen hiervan voldoende bekend is .
De hiervoor gebruikte alcoholen bevatten slech ts  sporen water; a lleen
bij propanol werden m onsters met groter w atergehalte gebruikt om de
invloed van het water te onderzoeken. Het onderzoek geschiedde door
het luchtdroge papier met de alcohol geheel te  doordrenken. Na een
lange inw erkingstijd waarin het evenw icht, naar verondersteld werd,
zich  had ingesteld , werd het w atergehalte van de alcohol bepaald. Uit
de w atergehalten van de alcohol voor en na de proef en uit het water
gehalte  van h e t papier, konden conclusies worden getrokken (§ 3).
§ 2* Restvlek-proeven met fluorenon.

Hierbij werd gebruik gemaakt van 9-fluorenon (om gekristalliseerd uit
methanol; smeltpunt 83*5°); a ls  so lvens werd hexaan gebruikt. Fluore
non lo st niet op in water en wordt uit hexaan-oplossing n iet geadsor
beerd aan  droge of waterhoudende ce llu lo se . Bovendien vertoont
fluorenon het versch ijnse l van solvatochrom ie en is  de fluorescentie
sterk afhankelijk van de bindingstoestand van deze stof. De la a ts te  e i
genschap bleek ook waardevol voor deze proeven, hetgeen we eerst
nader zullen  to e lich ten .
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T abel II

Oplosmiddel Kleur
Rang
nummer
inten
s ite it

F luorescentie

Hexaan zwak geelgroen i zwak groen
Aether id. 2 vrij sterk groen
Dibutylaether id. 2 id .
Diaethy lamine (zwak)geelgroen 3 zeer zwak
Aceton id. 4 (zeer)sterk groen
Pyridine geelgroen 5 zeer sterk groen
Chloroform id. 6 sterk geelgroen
Methanol groengeel 7 sterk  bruingeel
Aethanol id. 7 id.
Propanol- 1 id. "J id.
IJsaz ijn id. 8 zwak bruingeel
Mierenzuur sterk  geel 9 zeer zwak bruingeel
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De kleur in daglicht en de fluorescentie in UV van oplossingen van
fluorenon (25 mg per ml) in versch illende v loeistoffen  zijn weergegeven
in tabel II. De rangschikking is  in volgorde van toenemende kleurs-
in ten s ite it bij v isuele  waarneming.

De kleur van de oplossing wordt b lijkbaar geler naarmate het oplos
middel een  sterkere proton-donor is .  Ook de fluorescentie hangt
hierm ee samen, zoals in een analoog geval van solvatochromie door
S u h r m a n n  en P e r k a m p u s  (195D kon worden aangetoond.

Wordt een fluorenon-oplossing in methanol (12 mg/ml) op luchtdroog
papier gebracht, dan vertoont de v lek , nadat de methanol is  opgedroogd,
een bruine kleur in UV, ongeveer zoals d ie van de oplossing. Wordt
een oplossing  in  chloroform, hexaan of andere koolwaterstoffen op
papier g ezet, dan vertonen de vlekken in UV m eestal een sterk  groene
fluorescen tie .

Het on tstaan  van deze vlekken kan het fra a is t worden waargenomen wanneer
men een langzaam  verdampend oplosm iddel gebruikt.

E en op lo ssing  in dekaline is  op het papier in UV te  z ien  a ls  een  donker
groene v lek . Wanneer de dekaline is  verdam pt, krijgt de v lek  een  lich tere  tin t
maar b lijf t zwak groen. Na enige tijd  z ie t men dan p lo tse ling  dat een of meer
punten van de v lek  fe l groen op lichten , hetgeen z ich  langzaam  a ls  k r is ta lli
s a t ie  van een amorph re s id u , over de gehele  v lek  u itb reid t. In sommige g e 
va llen  z ie t men ech ter ook punten die fe l geel oplichten  en zich  sn e l over de
v lek  u itbreiden . Het re su lta a t kan zijn  dat de v lek  geheel s te rk  geel fluo res

c e e r t , maar ook g ed ee lte lijk  groen en geel.
Het v e rsch ijn se l b leek  op allotropie te  berusten . Wordt fluorenon op een

voorw erpglas in wat chloroform opgelost, dan on ts taa t na  het verdampen
hiervan  een amorphe r e s t ,d ie  spoedig  k r is ta llise e rt. Onder de microscoop kan
men w aarnem en, dat deze k ris ta llen  m etastab ie l zijn  en  spoedig  omgezet
worden in een  andere m odificatie. In UV kan men bij deze proef z ien , dat de
amorphe re s t zwak groen fluo resceert, de m etastab ie le  k rista llen  feller groen
en  de s tab ie le  s te rk  g ee l. In het papier kunnen beide m odificaties b lijkbaar

n aas t e lkaar b lijven  bestaan .

Het fluorenon heeft dus de eigenschap dat het bruin fluoresceert,
wanneer het in de amorphe gebieden van de ce llu lo se  is  doorgedrongen.
Zeer w aarschijn lijk  berust d it op waterstofbrugbinding tu ssen  het
fluorenon en de hydroxylgroepen van het papier. Dat het versch ijnsel
n ie t u its lu itend  wordt veroorzaakt door eventuuel geïncludeerd oplos
middel b lijk t uit het fe it, dat wanneer men de bruinfluorescerende vlek
in methanoldamp brengt, de vlek groen oplich t om vervolgens weer

bruin te  worden.
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De methanol verdringt de stof dus eers t uit de binding met de hydroxyl*
groepep,om haar daarna op te  lo ssen . In overeenstemming hiermee z ie t
men ook bij inwerking van waterdamp of water een  kleursverandering
van bruin naar groen, d ie  hier echter b lijvend is  omdat de s to f n ie t
in water oplost. ,

O plossingen van fluorenon in versch illende vloeistoffen  werden nu
op uitgedroogd papier (Whatman no 1) gebracht. H iertoe werd een
papieren cylinder in een grote exsiccato r van ±10 lite r inhoud 6 x 2 4
uur boven CaO uitgedroogd. Daarna werden de oplossingen met een
lange pipet door een nauwe buis in de zijwand van de exsiccato r op
het papier g eze t, alle  op dezelfde hoogte op onderlinge afstand  van
1,5cm. De experim entele de ta ils  van deze techniek voor het opbrengen
der vlekken zijn beschreven in hoofdstuk V § 2. T ijdens het opzetten
van de sto f werd sterk  zwavelzuur in de exsiccato r gedruppeld in  een
schaal onder de cylinder, zodat geen vochtige lucht binnen kon komen.
Dit geschiedde door middel van een kraantrechter waarvan de bu is in
een zijtubus van de exsiccato r was bevestigd .

De hoeveelheid v lo e isto f en de concentratie  werden zo gekozen, dat
vlekken van ongeveer 8 mm doorsnede ontstonden die 30 Ug fluorenon
bevatten. B ij de zeer vluchtige oplosm iddelen, zoa ls  aether, was
3 fJ. 1 nodig, bij weinig v luchtige, zoals dekaline, w as 1 jj, 1 voldoende.
Steeds werd na het opzetten  van een vlek geruimen tijd  gew acht voor
een volgende werd opgebracht. Na het opbrengen van de la a ts te  vlek
werd de zijbuis afgeslo ten  met een  chloorcalcium buisje. Na 3 uur
werd v ia  de kraantrechter op het zwavelzuur hexaan toegela ten , waar
na hiermee werd geélueerd over een afstand van 3 cm vanaf de b a s is 
lijn . Het chromatogram werd in UV waargenomen.

Met uitzondering van de vlekken uit mierenzuur en  m ethanol opgezet,
was van een restv lek  n ie ts  te  zien. In a l deze gevallen  ( tab e l III)
bevond zich  he t fluorenon in een scherp begrensd ex trac tiegeb ied
d irec t achter het solvensfront. Het fluorenon uit m ierenzuur opgezet,
bevond zich echter nog geheel op de b as is  en dat uit m ethanol voor
een belangrijk deel (klein extractiegebied  achter he t front). Beide
restv lekken  fluoresceerden bruin, de extractiegebieden groen.

Uit deze proef volgt, dat methanol een vrij sterk  imbiberend vermogen
heeft voor droge ce llu lo se , daar het in  de korte tijd  dat het met de
ce llu lo se  in contact is  reeds belangrijk hierin pene treert. Mierenzuur
i s  nog sterker imbiberend (het verdampt ongeveer in dezelfde tijd  a ls
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methanol en kan dus hiermee vergeleken worden) maar we moeten hier
het voorbehoud maken dat het m isschien een zout vormt met fluore-
non, dat n ie t in  hexaan oplost, in welk geval geen conclusies over
im bibitie zijn  te trekken. Bij de andere V o e is to ^ en gecn in h ib itie
worden v as tg es te ld .

Merkwaardig is  het gedrag van azijnzuur, dat bij het hier beschreven
experiment geen im bibitie vertoont (ofschoon het veel langzamer ver
dampt dan m ethanol) terw ijl de absorptie aan katoen (hoofdstuk III)
belangrijk  groter is  dan die van methanol bij hoge r.d .. Dit bijzondere
gedrag kwam reeds to t uiting in de geringe absorptie aan kunstzijde
en het reeds geuite  vermoeden, dat de grote absorptie van azijnzuur
aan katoen n iet op imbibitie berust, wordt hierdoor dus bevestigd.

Het beschreven experiment werd herhaald met luchtdroog papier
(dit bevat voornamelijk hydraatwater). Het re su ltaa t hiervan is  te
zien in tabel III.

TABEL III

oplosmiddel

in ten site it restv lek

A uitgedroogd
papier

B luchtdroog papier

hexaan niet waarneembaar niet waarneembaar
dekaline 9 9 99

chloroform 99 99

tetrachlooraethaan 9 9 9 9

aether 9 9 f  9

dibutylaether 99 9 9

aceton 99 u iterst zwak
propanol- 1 99 zeer zwak
diaethylam ine 99 vrij zwak
aethanol ff1 vrij zwak
methanol vrij sterk (vrij) sterk
pyridine n iet waarneembaar sterk
ijsaz ijn 99 sterk
mierenzuur zeer sterk zeer sterk

Bij B w as in a lle  gevallen een ex tractiegebied te  zien . Dit was
natuurlijk d es  te  kleiner naarmate meer sto f in de restv lek  was



achtergebleven, maar nog duidelijk  waarneembaar in het geval van
mierenzuur. De in ten s ite it van de restv lekken is  in alle  gevallen  bij
B groter dan bij A en de extractiegebieden zijn , indien de restv lek
aanwezig is , bij B ie ts  kleiner dan bij A, uitgezonderd bij mierenzuur.
Het uitb lijven van een extractiegebied bij mierenzuur in geval A is
dan ook en igsz ins verdacht en w ijst in de richting van zoutvorming.
Bij aanw ezigheid van water zal dit zout worden gehydroly seerd . Het
gedrag van mierenzuur in geval B w ijst dus wel op im bibitie van
waterhoudende ce llu lo se  door dit zuur.

U it het bovenstaande volgt, dat de im bibitie van het waterhoudende
papier groter is  dan die van het droge. Bijzonder opvallend is  d it zelfs
bij de im bibitie door pyridine en ijsaz ijn . De veronderste lling , dat
water de toegankelijkheid van de amorphe ce llu lo se  bevordert, wordt
hierdoor dus bevestigd . Z elfs hydraatwater blijk t een belangrijke
invloed te hebben.

Het imbiberend vermogen voor luchtdroog papier is  groot bij mieren-
zuur, azijnzuur, pyridine  en methanol en w aarschijn lijk  ook bij diae-
thylamine (dit la a ts te  is  zeer vluchtig en verdampt veel sneller uit
het papier dan methanol). Het is  nog belangrijk bij aethanol maar
gering bij propanol en aceton. Bij de andere v loeistoffen van tabel III
kan geen im bibitie worden v as tg cs te ld .

Het fluorenon heeft nog een andere eigenschap die kan dienen als
indicator voor im bibitie of inclusie van of in ce llu lo se , nl. de v luchtig
heid. Een vlek van fluorenon, uit hexaanoplossing op papier gezet, is
na enige dagen geheel verdampt. Een bruin fluorescerende restv lek
neemt echter in maanden niet merkbaar in in ten site it af. Dit w ijst dus
op een geïncludeerde toestand van het fluorenon.

Uit de hier beschreven proeven volgt tevens, da t het fluorenon uit
hexaan-oplossing n iet aan het papier wordt geadsorbeerd, noch wan
neer dit uitgedroogd,noch wanneer dit waterhoudend is . Ook bij grotere
elutieafstanden (20 cm) b lijk t geen adsorptie op te treden. Het ex
tractiegebied  is  scherp begrensd en loopt d irect achter het front-

§ 3. Inwerking van alcoho len  op luchtdroog p ap ier.

Stroken Whatman papier no 1 van 57x5 cm werden bij kamertempera
tuur boven een verzadigde NaBr-oplossing (r.d. = 60%)geaccommodeerd
vervolgens uvergebracht in een goed slu itend  fles je  endaarnagew ogen
(D gram). Vervolgens werd een bekende hoeveelheid alcohol (A gram)
van bekend w atergehalte (B%) aan het papier toegevoegd. Na ongeveer
14 dagen staan  in he t geslo ten  f le s je , waarbij herhaaldelijk  werd
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TABEL IV

pr
oe

f 
no

a l c  o h o l g e w i c h t  v a n  h o t  p a p i e r

hoeveelheid  w ate r d ie  z ich
oo rsp ronkelijk  in  h e t pap ier

bevond

in  h o t pap ier
geb ic  ludeerde

ale  ohol*
soort

hoeveelheid
toegevoegd aan
h at papier

A

w ate rgehalte geaccommo
deerd

J i j  r.d.60%

gram

D

uitgedroogd
b lj 105° C
na inw erken
v .d . a lcoho l

gram

B

E n a t gem aakt
en  w eer u itg e 
droogd b ij

105° C

gram

P

voor da
proof

gew . %

B

n a  do
proof

gow.%

C

mg

G

gew % mg gew.%

H

m m o l/ lOOg

1 Methanol 9,475 0,27 2,28 2,6690 2,4906 2,4770 192,0 7,77 13,6 0 ,5 5 17

2 M athanol 19» 834 0,27 1,22 2, 7457 2,5634 2,5535 192,2 7,53 9 .» 0 , 39 12

3 Aethanol 9,704 0 ,62 2,40 2,6607 2,5098 2,4700 190,7 7*71 39 ,8 1 ,61 35

4 A ethanol 19,990 0 ,62 1,43 2,5095 2,3636 2,3315 178,0 7,65 32, 1 1, 38 30

5 P ro p a n o l-1 9,454 0 ,3 9 1, 78 2,5300 2,4037 2,3510 179,0 7,62 5 2 ,7 2 ,24 37

6 P ro p a n o l-1 19,480 0,39 1,16 2,7554 2,6140 2,5570 198,4 7,77 5 7 ,0 5# 24 37

7 P ro p an o l-1 3,818 4 ,8 6 .5 2,4758 2,3373 2,3037 172,1 7 ,48 33 ,6 1,46 24

8 Propanol- 1 6,934 4 ,6 5 .5 2,4685 2,3302 2,2970 171,5 7,48 3 3 ,2 t .  45 24

9 P ro p an o l-1 5,556 I M 11,3 2,4383 2,2902 2,2664 171,9 7 ,58 2 3 ,8 1,05 17

10 Propano l- 1 6 ,778 11,5 11,0 2,3833 2,2342 2,2153 168,0 7 ,82 18,9 0 ,9 7 16
1 _

11 B u ta n o l-1 8,308 0,31 1,56 2,3977 2,2642 2,2305 167,2 7 ,50 55# 7 1 ,51 20
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geschud, werd van de v loeisto f een gedeelte  afgeschenken. Hierin
werd het w atergehalte (C%) bepaald. Het p ap ie r werd vervblgens ge
droogd bij 105° C tot constan t gew icht (E gram). D aarna werd het met
water nat gemaakt en weer gedroogd bij 105° C to t constan t gew icht
(F gram). De resu lta ten  zijn  sam engevat in tabel IV.

Het verschil tu ssen  D en F geeft de hoeveelheid water aan, die het
papier bevatte (G), terw ijl het versch il tu ssen  E en F de hoeveelheid
alcohol aangeeft, d ie in het pap ier werd geïheludeerd (H). D at deze
inclusie  inderdaad p laa ts  vond, was duidelijk  te  consta teren  in  het
geval van propanol en butanol. Het papier w as in  droge toestand
(weging E) vrijw el reukloos. Wanneer he t aan luch t van normale
vochtigheid werd b lootgesteld , nam het onder warmteontwikkeling
water op, terw ijl de geur hierbij n ie t of nauw elijks veranderde. Werd
het papier vervolgens nat gem aakt, dan ontw ikkelde zich  een sterke
geur van de alcohol.

De w aterbepaling van de alcoholen geschiedde door titra tie  met het
reagens van F i s c h e r .  De omslag werd v isueel bepaald. De opgegeven
gehalten zijn gemiddelden van meerdere bepalingen en  nauwkeurig
tot op l a  2% re la tief.

Beschouwen we nu het papier, dat in contact is  met he t mengsel van
alcohol en water, a ls  een systeem , bestaande u it een binnen-phase
(im bibitie-vloeistof of im bibitie-phase) en een buiten-phase (de vloei
stof die zich buiten de amorphe ce llu lose bevindt):

Met de gegevens uit tabel IV kan de hoeveelheid w ater van de
im bibitie-phase berekend worden a ls  functie van de hoeveelheid  alco-
hol die zich in deze phase bevindt. Wanneer A g alcohol van water
gehalte B % is  toegevoegd aan papier dat G g water bevat, is  de to ta le
hoeveelheid water van het systeem  G + 0,01 BA.
Stel nu, dat x g  alcohol in de im bibitie-phase overgaat en dat y g water
hierin bij evenwicht aanwezig is .  De hoeveelheid water in de buiten-
phase is  gelijk  aafl G + 0,01 BA — y. Daar de to ta le  hoeveelheid
vloeistof in de buiten-phase gelijk  is  aan A + G -  x -  y , is  het water
gehalte van deze phase: (G + 0.01BA  -  y)/(A  + G -  x -  y ) = 0 ,0 1 C .
L ossen  we hieruit y op, dan volgt:

Cx A(C -  B)
y = 100 -  C “  1 0 0 -C + G * Px + Q* • • I)

Hierin zijn  A,G,x en y uitgedrukt in grammen en B en C in  gew. %. De
waarden van P  = C /(1 0 0 -C ), en van Q = G  -  A (C- B )/( 1 0 0 - C), zijn
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voor de 11 experim enten weergegeven in  tabel V.
Q s te lt  de hoeveelheid  water voor in de im bibitie-phase van het

papier, wanneer we aannemen dat geen alcohol hierin  is  overgegaan
(x=0). Bij de berekening van Q kunnen belangrijke fouten worden ge
maakt door de onnauwkeurigheid in de w atergehalten B en C. Wanneer
men rekening houdt met een maximale re la tieve  fout van 1 a 2% in deze
gehalten , kunnen de u ite rs te  waarden van Q worden gescha t. Deze
w aarden zijn in de tabel opgenomen.

TABEL V

proef
no.

alcohol
P . 10 3

mg

grenswaarden
van y

water oor
spronkelijk
in  het papier

(G)
mg

waterge
ha lte  bui
ten  phase

(C)
gew. %

Q .1 0 3

mg

y (1). 10 3

mg

i methanol 23,3 - 7  1 24 192,0 2, 28

2 methanol 12,4 - 5  7 19 192,2 1, 22

3 aethanol 24,6 9 19 44 190,7 2,40

4 aethanol 14,5 8 20 35 178,0 1,43
5 propanol 18, 1 41 49 67 179,0 1,78

6 propanol 11,7 40 52 64 198,4 1,16

7 propanol 70 96 110 180 172,1 6 ,5
8 propanol 62 84 112 174 171,5 5 ,8
9 propanol 127 159 211 338 171,9 11,3

10 propanol 124 176 236 360 168,0 11,0

11 butanol 15,8 59 65 81 167,2 1,56

De grootheid x hangt af van het imbiberend vermogen van de alcohol
en neemt dus af naarm ate deze hoger s ta a t in 'de homologe reeks en
toe naarmate het w atergehalte van de alcohol groter i s .  De ju is te
grootte van x is  onbekend, maar wel kunnen de grenzen binnen welke
x lig t, worden aangegeven. Volgens H e r m a n s  (1949»pag. 192) bevat
katoen bij maximale imbibitie met water 35 to t 40% HjO. Daar het
imbiberend vermogen van alcohol kleiner is  dan dat van w ater, kan x
dus ook niet groter zijn dan 40% van het papiergew icht ( lg ) . De
waarde van x lig t dus tu ssen  0 en 1.

C o n c l u s i e  s .
U it de boven om schreven experimenten kunnen nu de volgende

co nc lusies worden getrokken:



1. Wanneer luchtdroog papier in contact is  met w atervrije alcoholen
wordt een belangrijke hoeveelheid water aan het papier onttrokken
en wel minder naarmate de alcohol hoger s taa t in de homologe reeks.
Bij contact met waterhoudende alcoholen wordt eveneens water aan
het papier onttrokken, indien het w atergehalte van de alcohol n iet
te  hoog is . Neemt dit gehalte  toe , dan s ta a t het papier steeds
minder water af; bij een bepaald w atergehalte wordt geen water
meer onttrokken en hierboven neemt het papier water uit de alcohol
op.

Toelichting: In tabel V is  de bovenste grens (x = l)v o o r de hoeveelheid
water in de im bib itiephase a ls  y ( l)  opgenomen. Deze waarden zijn
volgens formule I) uitgerekend, waarbij de grootste waarden van Q zijn
gebruikt. Vergelijkt men y (l)m e t de waarden van G uit tabel IV ,d a n is
d irect te zien, dat de alcoholen met laag w atergehalte water aan het
papier onttrekken.

V ergelijken we nu de proeven 5 tot en met 10 waarbij de buiten-
phase b estaa t uit propanol van variërend w atergehaltet De hoeveelheid
water die het papier bevat, lig t in tu ssen  de waarden van y ( l)  (bovenste
grens) en van Q (onderste grens). Het b lijk t, dat de hoeveelheid water
in  het papier s tijg t naarmate het w atergehalte in de buiten-phase

is . Bij proef 8 wordt zeer w aarschijnlijk  nog water aan het
papier onttrokken, bij proef 10 wordt echter water door het papier
opgenomen.

V ergelijken we de waarden van y(x) voor de proeven 1 to t en met 6
en 11, waarbij de alcohol in de buiten-phase varieert van methanol tot
butanol, terw ijl het w atergehalte hiervan ongeveer gelijk  b lijft, dan
zien we dat de grenzen, waarbinnen y lig t, zodanig verschuiven dat y
in de genoemde volgorde groter wordt. Het papier behoudt dus meer
water naarmate de alcohol hoger s taa t in de homologe reeks.
2. Het w atergehalte van de im bibitie-vloeistof is  in alle  gevallen

groter dan dat van de buiten-vloeistof. De verhouding van de water-
gehalten in binnen- en buiten-phase neemt toe naarm ate de alcohol
in  de buiten-phase hoger s taa t in de homologe reeks en neemt af
naarmate het w atergehalte v an de buiten-phase groter is .

Toelichting: Het w atergehalte van de im bibitie-vloeistof wordt uitge
drukt door y /(x  + y) en de genoemde verhouding door y /(x  + y )0 ,01C  =
f(x).
Substitueren we hierin  y = P x  + Q en 0,01C = P /( P  +

P (P  + l)x + (P + 1)Q
W  P (P  + l)x  + PQ  ’ * ’

1) dan volgt

. . . .  II)



58

Deze functie s te lt een orthogonale hyperbool voor met asymptoten
f(oo) = l e n  t  > — Q /P ( + 1). In het in terval 0 i  i  ^  1 is  f(x) s teeds
groter dan de eenheid, m its P en Q positie f zijn.

Nu zijn P en Q in alle  gevallen positie f met uitzondering van de
proeven 1 en 2 waar de k leinste  waarden van Q negatief zijn . Deze
negatieve waarden zijn echter zeer onw aarschijnlijk. De~ hoeveelheid
water die het papier bevatte (G) is  n l. bepaald door drogen tot constant
gewicht bij 105°C. Onder deze omstandigheden blijft een kleine hoe
veelheid water, van de orde van in het papier achter. G is  dus in
werkelijkheid ongeveer 10 mg groter en Q dus eveneens*). In dit geval
is  de waarde van Q ook voor de proeven 1 en 2 positief. We mogen dus
concluderen, dat f(x) in het beschouwde interval s teed s groter is  dan de
eenheid, m.a.w. het w atergehalte is binnen groter dan buiten.

Beschouwen we nu de verschillende alcoholen van de homologe
reeks met gelijk w atergehalte. Deze alcoholen onttrekken in de volg-
orde methanol-butanol s teeds minder water aan het papier (conclusie 1)
en penetreren zelf minder in de ce llu lo se . Het watergehalte van de
im bibitie-vloeistof en dus ook f(x) is  dus groter naarmate de alcohol
in de bui teir vloei stof hoger s taa t in de homologe reeks.

Om aan te tonen dat f(x) afneerat met het w atergehalte van de buiten-
phase , zijn de u iterste  grenzen van f(x) voor de proeven 5 t/m  10
met propanol van variërend w atergehalte volgens formule II) uitgerekend
en in tabel VI opgenomen.

Tabel VI

f(x)

grenswaarden van f(x)

watergehalte
buiten-phase
(C) gew. %

x = 0 x =1 x . = 1
(voor Q+ 10 mg)

f,(*> 86,5 4 ,2 5 -5 , 18 5 ,0 3 -5 ,9 5 1,16
f5(x) 56,2 3 ,1 5 -3 ,5 4 3 ,6 4 -4 ,0 4 1,78

V*) 17,3 2 ,1 8 -2 ,5 4 2 ,3 1 -2 ,6 6 5 ,8
f7(x) 15,5 2 ,1 8 -2 ,3 4 2 ,2 8 -2 ,4 4 6 ,5

fio(x) 9,1 2 ,1 0 -2 ,4 0 2 ,1 4 -2 ,4 4 11,0
yx) 8,9 1 ,9 8 -2 ,2 3 2 ,0 2 -2 ,2 9 11,3

Wegens de onzekerheid in de waarde van Q zijn voor de bovenste
grens f( l) , twee waarden opgenomen nl. die voor de k leinste Q van de

*) Men ziet gemakkelijk in, dat d it de .conciliate ad 1) n ie t beïnvloedt.



tabel en die voor de grootste Q. De functies, overeenkomend met de
proeven 5 t/m  10 zijn genoteerd a ls  f5(x) t/m  f ,0(x). De volgorde in de
tabel is  die van toenemend w atergehalte (C) van de buiten-phase. We
zien, dat in deze volgorde zowel f(0) a ls  f ( l)  afnemen.

Nu heeft f(x) de volgende eigenschap: Wanneer voor 2 functies
b.v. f5(x) en ^ (x ) geldt dat f5(0 )< ^ (0 )  en dat ^ (1 )< ^ (1 ) , dan geld t
voor het gehele interval O lx £  1 dat fs (x)<  f 6 ( x \  We mogen dus co n 
cluderen dat f(x) voor het beschouwde interval afneemt in de volgorde
van tabel VI.
Opmerkingen.
a. De bovengenoemde conclusie b lijft geldig wanneer a lle  waarden van

Q 10 mg groter zijn . Dit blijk t uit tabel VI, waarin ook de waarden
van f( 1) voor deze Q’s zijn opgenomen.

b. Het afnemen van f( 1) in de volgorde van tabel VI geld t s lech ts  met
zekerheid voor f6(I) > f j( l)  > f ,( l) . Voor de andere waarden van f ( l)
is  d it s lech ts  een w aarschijnlijkheid. De getrokken conclusie wordt
echter nog ondersteund door het feit dat x groter wordt naarmate het
w atergehalte van de buiten-phase groter wordt.

3. Uit tabel IV blijk t dat de vier alcoholen in de ce llu lo se  g e ïn d u 
ceerd worden, indien het papier na de inwerking gedroogd wordt.
Het papier bevatte oorspronkelijk vrijwel uitslu itend hydraatwater
(w atergehalte 7,5%1 Het is  voor het to t stand komen van de inc lusie

dus n iet nodig, dat de ce llu lose eers t volledig door water wordt
geimbibeerd en dat daarna het water door de alcohol wordt verdron
gen, zoals dit door S t a u d i n g e r  en D o h l e  (1943) werd gedaan.
Gaat men echter volgens de methode van deze auteurs te  werk, dan
is  het inclusie-gehalte  van propanol (zie hoofdstuk III, § 5 ) belang
rijk  hoger dandat vantabel IV. Het is  w aarschijnlijk dat d it wordt
veroorzaakt doordat de propanol bij de inwerking op luchtdroog
papier slech ts  weinig in de ce llu lose  penetreert. Dit wordt bevestigd
door het feit dat het inclusie-gehalte  van butanol (tabel IV) kleiner
is  dan van propanol, ofschoon butanol gemakkelijker wordt gelhclu-
deerd. De penetratie  van butanol in het luchtdroge papier is  dus
zeer gering.

§ 4. Verandering van de samenstelling van de mobiele phase tijdens
de elntle.

Uit het bovenstaande volgt, dat de sam enstelling van een mengsel
van alcohol en water door contact met papier over het algemeen zal
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veranderen. E lueert men luchtdroog papier met alcoholen die s lech ts
weinig water bevatten , dan neemt de alcohol water uit h e t papier op.
Het w atergehalte van de alcohol s tijg t hierdoor en het zal dichtbij het
vloeistoffront groter zijn  dan verder hier vandaan.

Neemt het w atergehalte van de alcohol toe, dan wordt een punt be*
re ik t, waar de sam enstelling van de v loeistof n ie t meer verandert.
Bij dit w atergehalte neemt het papier water en alcohol op, in dezelfde
verhouding a ls  d ie  van de e lu tiev loeisto f. Uit de proeven 5 t/m  10 van
tabel IV is te  zien , dat voor w aterige propanol de evenw ichtsconcentratie
lig t bij ongeveer 10% water. Is he t w atergehalte van de e lu tiev loeisto f
groter dan deze evenw ichtsconcentratie, dan is  het te  verw achten, dat
re la tie f  meer water dan alcohol in  de ce llu lo se  za l penetreren, zodat
h e t w atergehalte van de alcohol afneemt door het contact met het
papier. Dit werd nog experim enteel geverifieerd door aan 2,5 g lucht
droog papier 6,3  g propanol toe te  voegen van een w atergehalte van
48,6% . Na enige dagen werd een deel van de propanol afgescheiden.
Het w atergehalte hierin bleek 45,2% te zijn . Het was dus belangrijk
gedaald , overeenkomstig de verwachting.

Ook van vele andere vloeistoffen  of vloeistofm engsels is  het in het
algemeen te verw achten, dat zij bij contact met luchtdroog papier van
sam enstelling  veranderen, hetzij door dat zij water uit he t papier op
nemen, hetzij doordat de componenten van het m engsel in de ce llu lo se
penetreren in een verhouding d ie  afwijkt van de sam enstelling van

he t mengsel.
Is  het evenwicht bereikt, dan is  er een binnen- en buiten-phase van
bepaalde sam enstelling . Deze sam enstelling  zal, in het algemene
geval, voor de binnen-phase anders zijn dan voor de buiten-phase.

Wordt het papier vooraf in de damp van het so lvens geaccommodeerd,
dan zal de evenw ichts-instelling  reed s gedeelte lijk  p laa ts  vinden voor
de e lu d e  begint. Bij geaccommodeerd papier zal dus de verandering
van de sam enstelling  van het so lvens geringer zijn dan wanneer het

papier n iet is  geaccommodeerd.
Dat de sam enstelling van het so lvens tijdens de e lu d e  verandert,

is  reeds door verschillende onderzoekers verondersteld of aangewoni .
Het versch ijn se l wordt echter n iet a ltijd  ju is t geïnterpreteerd: Zo
meent B u r m a  (1951) dat het solvens voortdurend water aan het papier
afgeeft, zodat het bij voortgezette e lude  tenslo tte  al he t water ver-

11 D e'verandering  van de sam enstelling  van de mobiele phase  tijdens



de e lu tie  kan aanleiding geven to t ontm engings-verschijnselen. Wordt
b.v . luchtdroog papier geëlueerd met een m engsel bestaande uit
20 vol.% methanol en 80% tetrachloorkoolstof, dan is  na enige tijd
een „tw eede front”  te zien dat zich achter het normale front bew eegt.
B lijkbaar wordt door de methanol zoveel water aan het papier ontrrok-
ken, dat het m engsel van te tra  en methanol dit n iet meer op kan nemen.

De ontmenging kan ook to t s tand  komen zonder dat het water uit he t
papier in het solvens overgaat. Gebruikt men b.v. een so lvens b estaan 
de uit m ethyl-n-propylketon,bedeeld met 5-25 vol.% geconcentreerd
zoutzuur, dan o n ts taa t volgens B u r s t a l l ,  D a v i e s ,  L i n s t e a d  en
W e l l s  (1949) bij e lu tie  een tw eede front. In dit geval bevat he t so lvens
zoveel water, dat het u itgeslo ten  geacht kan worden dat het papier
water a fstaa t. W aarschijnlijk neemt het papier in dit geval uit het
so lvens re la tie f meer HCL op dan water. Daar de hoeveelheid w ater,
die het keton kan opnemen, sterk afhangt van de hoeveelheid HCL die
aanwezig is , kan dit verlies van HCL aanleiding geven tot ontmenging.
Dergelijke gevallen van ontmenging z ijn o o k b e s c h re v e n d o o rL e d e re r
(1948) en door M u n i e r  e n  M a c h e b o e u f  (1950).

Een consequentie van het hier beschreven versch ijnse l i s ,  dat de
RF van een stof bij e lu tie  met een so lvens, waarvan he t w atergehalte
tijdens het proces verandert, in het algemeen afhankelijk zal z ijn  van
de afstand basis  - bron (zie hoofdstuk II, §7 ). De Rp van vele stoffen
is  immers afhankelijk van het w atergehalte van het so lvens (hoofdstuk V).
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HOOFDSTUK V

PAPIERCHROMATOGRAPHIE
ALS VERDELINGSCHROMATOGRAPHIE

§ 1. Inleiding.

In hoofdstuk I is  u iteengezet, da t verdelingschrom atographie n iet
beperkt hoeft te zijn to t „v lo  e is  to f-v loeistof”  chromatographie, maar
meer algemeen kan worden opgevat a ls  een p roces, waarbij een opge
lo s te  stof wordt verdeeld tu ssen  een stationnaire en een mobiele
volum en-phase. Met de gegevens van hoofdstuk III en IV is  het nu
m ogelijk, d it nader te specificeren voor het geval dat papier a ls  drager
fungeert. Een v loeisto f kan aan het papier worden gebonden, doordat
zij de ce llu lose  van het papier imbibeert. Door het contact van de
v lo e isto f met het papier o n ts taa t een volumen-phase (im bibitie-phase)
waarvan de sam enstelling  afhangt van de aard van de buiten-vloeistof.
Stroomt deze buiten-vloeistof door de cap illa iren  van het papier, dan is
het aannem elijk te  verwachten, dat de im bibitie-vloeistof stationnair
b lijft. Het is  immers n iet w aarschijn lijk , dat in de amorphe gebieden
vloeistofstrom ing kan p laa ts  vinden.

Een verdelingssysteem  kan dus reeds worden verwacht, wanneer
een so lvens wordt gebruikt, dat de ce llu lo se  im bibeert. Een moei
lijkheid  hierbij is  nog de vraag, wat er gebeurt wanneer de
im bibitie-phase n iet in evenwicht is  met de mobiele phase. Evenwicht
za l immers eerder uitzondering dan regel zijn en het is  zeker n iet
aanw ezig, wanneer het papier n ie t vooraf in de damp van he t solvens
wordt geaccommodeerd. De stationnaire phase zal dan tijdens het
proces moeten worden opgebouwd. Doordat de im bibitie betrekkelijk
langzaam  verloopt (vergelijk op lossen), kan het geruimen tijd  duren,
voordat ze haar maximale waarde heeft bereikt. Het gevolg i s ,  dat
Ag/A L groter wordt, naarmate de v loeistof langer op het papier heeft
ingewerkt en dat deze grootheid toeneemt van het front naar de b as is .
Bij de m eeste so lventia za l bovendien, zoals we in het vorige hoofd
stuk  hebben gezien, de sam enstelling van het solvens veranderen
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tijd en s de e lu tie , wanneer het papier n ie t voldoende i s  geaccommo
deerd. Het gevolg hiervan is ,  dat ook a  bij een bepaalde stof afhangt
van de p laa ts , waar deze stof zich op het papier bevindt.

Wanneer de verandering van AS/A L en van Otper lengte-eenheid van
h e t papier s lech ts  gering is ,  zal een normaal chromatogram on tstaan .
De reden hiervoor is  reeds in hoofdstuk II, § 7  u iteengezet. De invloed
van de twee effecten op de Rp kan dan worden afgeleid u it formule IV)
van Hoofdstuk II: De Rp neemt af wanneer Ag/ A L en a  toenemen.

In d it hoofdstuk zullen enige experimenten worden beschreven, die
werden uitgevoerd met het doel de ju isthe id  van de boven beschreven
opvatting te  toetsen . In de ee rs te  p laa ts  werd hierbij gebruik gemaakt
van water a ls  so lvens. In dit geval zullen immers de m inste compli
c a tie s  optreden, daar de sam enstelling van het so lvens tijdens de
elu tie  n iet kan veranderen. De proeven werden uitgevoerd met su ikers.
Hierbij zijn nl. geen com plicaties door ion isa tie  te  vrezen. De invloed
van het accommoderen van het papier -werd nagegaan, terw ijl achter
het front (dus op p laa tsen  van het papier, waar het vloeistoffront
reed s gepasseerd  w as) enige vlekken werden opgezet, om de toeneming
van AS/A L met groter wordende afstand  van l^et front te  onderzoeken.

Vervolgens werden alcoholen en enige andere organische so lventia
gebruikt. Hiermee werden g lucose, fluorenon en azobenzeen geëlueerd.

In a lle  gevallen werd gewerkt bij kamertemperatuur. Deze was n iet
c o n s ta n t, doch varieerde van 17°- 22° C.

§  2 .Experimentele techniek .

De experimenten werden uitgevoerd met luchtdroog Whatman papier
no 1. Van een vel papier (2 3 *  28cm) werd een cylinder gemaakt van
28 cm hoogte, die aan een g lazen geraamte werd bevestigd  (fig 12\
Op 3 cm van de onderzijde werd de b a s is lijn  aangebracht. Loodrecht
op deze b asis lijn  werd met potlood een schaalverdeling in cm aange
bracht, zodat de afstand, die het front van de basis  af heeft afgelegd,
op ieder moment kon worden afgelezen.

Een ruime glazen cylinder, afgeslo ten  door een vlakke glazen
p laa t, diende a ls  chrom atographische kamer. In de glazen p laa t bevond
zich  een gat, waarin het geraamte w aaraan het papier was bevestigd ,
door middel van een doorboorde kurk w as vastgezet. De boring van
deze kurk was zodanig gekozen, dat de naar buiten stekende s taa f
van het geraamte voldoende werd vastgeklem d, maar nog gem akkelijk
op en neer kon worden geschoven en om haar as kon worden gedraaid.
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De elu tie-v loeisto f bevond zich onder in de cylinder.
Op deze w ijze is  het mogelijk het papier eers t te accommoderen en

vervolgens te  eluëren, zonder dat de glazen cylinder wordt geopend.
Men trekt het geraamte zover op, dat de onderkant van het papier het
so lvens n iet raakt. Door het geraamte naar beneden te  schuiven, kan
men de e lu tie  la ten  beginnen. Als regel werd het papier M cm in de
elu tie-v loeistof gedompeld.

JSoi/enaanric/ii

lengtedoorsnede

F i g .  12. A. E x p e r im e n te le  t e c h n i e k .  D e g l a z e n  c y l in d e r  ( c )  is  a f g e s l o t e n  d o o r
d e  g l a z e n  p l a a t  (a ) .  D e p a p i e r e n  c y l in d e r  (p )  h a n g t  a a n  h e t  g e r a a m te  (g >  D o o r
g n a a r  b e n e d e n  t e  s c h u iv e n ,  k o m t h e t  p a p i e r  in  c o n t a c t  m e t h e t  s o lv e n s  ( s ) .
B .  c a p i l l a i r e  p ip e t  v o o r  h e t  o p z e t t e n  v a n  b a s i s v l e k k e n  o p  g e a c c o m m o d e e rd

p a p i e r .  H e t g e c a l ib r e e r d e  u i t e in d e  (u )  w a a r in  d e  o p lo s s in g  z i c h  b e v i n d t ,  w o rd t
d o o r  e e n  o p e n in g  in  d e  w a n d  v a n  h e t  v a t  n a a r  b in n e n  g e b r a c h t  e n  o p  h e t  p a p ie r
g e h o u d e n .  D o o r  n u  m m e t d e  d u im  a f  t e  s l u i t e n  e n  b  m e t d e  v in g e r s  t e  v e r 
w a rm e n , w o rd t d e  o p lo s s in g  o p  h e t  p a p i e r  g e d r u k t .

Indien het papier werd geaccommodeerd, werd in  alle  gevallen de
wand van de g lazen  cylinder bekleed met filtreerpapier (,,wandpapier ),
dat met het so lvens in contact was en hiermee dus geheel was door
drenkt. De accommodatie wordt door d it wandpapier zeer versneld.
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Wanneer n ie t werd geaccommodeerd, werd geen wandpapier gebruikt.
Wel werd er voor gezorgd, dat de atm ospheer van de g lazen  cylinder
met de damp van het so lvens was verzadigd, voordat he t papier in de
cylinder werd gebracht.

Wanneer papier, waarop vlekken van fluorenon of azobenzeen zijn
g ezet, langdurig wordt geaccommodeerd in de damp van alcoholen
en andere organische v loeistoffen , diffunderen de vlekken zo sterk ,
dat zij onbruikbaar groot worden. Bij de betreffende experim enten
w as het daarom noodzakelijk deze vlekken p as  na  de accommodatie
op het papier te  zetten , zonder het papier uit het va t te nemen. Dit
werd op de volgende w ijze uitgevoerd.

In de g lazen cylinder werd een gat geboord, waarin een bu isje  van
ongeveer 2 mm doorsnede en 2 cm lengte door middel van een door
boorde kurk werd bevestigd.T er p laa tse  van d it z ijb u is je  werd in het
vat geen wandpapier aangebracht. Door he t z ijb u is je  kan een cap il
la ire  p ipet (fig. 12) naar binnen worden gebracht. Doordat de papieren
cylinder, door middel van de naar buiten  stekende s ta a f  van het
geraam te, zowel op en neer bewogen a ls  om haar as kan worden ge
draaid , kan zo op elke gew enste p laa ts  van het papier een druppel
oplossing  worden gezet. T ijdens het accommoderen was het z ijbu isje
afgeslo ten . Het werd s lech ts  geopend om de sto f op he t papier te
brengen, waarbij de accommodatie n ie t noemenswaard wordt verstoord.
D ezelfde methode werd gebruikt om vlekken achter he t front op te
zetten  (§ 3) en bij experimenten met uitgedroogd papier (hoofdstuk IV,
§ 2 en hoofdstuk VI, §  2).

§ 3. Elutie met water.

Met water werden gechromatographeerd g lucose , fructose , la c to se
en xylo se . Van iedere suiker werden tw ee vlekken van 20 |j.g  en 50 lig
u it w aterige oplossing  opgezet en bovendien 5 cm boven de b as is lijn
nog 50 (j,g g lucose. Nadat het water was verdampt, werd eVn vel papier
(A) 40 uur in waterdamp geaccommodeerd en daarna geëlueerd . Een
ander, op gelijke  w ijze behandeld vel (B) werd d irec t met w ater ge-
elueerd. Bij bepaalde fronthoogten werden op 3 cm boven de b a s is  nog
vlekken van }/2 f i l  g lucoseoplossing van 10% achter het front opgezet.

Na een e lu tie -tijd  van ongeveer 70 minuten (e lu tie-afstand  = 18,5 cm)
werden de su ikers zichtbaar gemaakt volgens T r e v e l y a n ,  P r o c t e r
en H a r r i s o n  (1950), door het papier, na opdrogen van het so lvens,
te  dompelen in een oplossing van AgNOj in aceton en daarna te
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besproeien  met alcoholische loog. De chromatogrammen zijn  afge-
beeld in fig. 13.

------------  ■

o
■ o 0

+ +

© ©

+  +  +  +  +  +  +  + +  +  +  +  + ■ „ +  +  +

/  2 3  4 3  6 7 9  9  » 1 Z 3  * S  6 7 0  9 / 0

A B

F ig .  13. C hrom atogram m en van  s u ik e rs  g e ë lu e e rd  m et w a te r . A n a  40 uur accom 
m o d a tie , B z o n d er acco m m o d a tie . +  p la a ta  v an  d e  b a s is v le k k e n ,  _  a o lv e n a fro n t,
_________ g re n s  v a n  d e  zSne der „ p a p ie r s to f f e n " .  O p g eze t z i jn  g lu c o se
(no $ t / m  8), la c to s e  (no 1 e n  2), f ru c to s e  (no 3 e n  4 )  e n  z y lo a e  (no 9  e n  10).
De v le k k e n  op no  5 z i jn  e c h te r  h e t fron t o p g e z e t.

De Rp van de verschillende su ikers, die op dezelfde basis lijn  zijn
opgezet, is  ongeveer gelijk . De Rp-waarden zijn weergegeven in tabel\U

Tabel Vil

vlekken opgezet op b asislijn
vlek opgezet op 5cm boven basis
le  vlek achter het front opgezet
2 ^  *1 »* H  »» **

R F  na t
accom m odatie a s / a l

Rp zonder
accom m o-

d a t i e As / a l

0 ,6 6 -0 ,6 7 0 ,5 0 ( 0 ,90)

0 ,6 3 0 ,5 9 (0 ,9 0 )
0 ,6 6 0 ,5 1 0,90 0 ,11

0 ,87 0,15

Dij beide chromatogrammen is  er tussen  het front en de vlekken, die
op de b as is lijn  zijn opgezet, een zone. die met het AgNOj lichtbruir
kleurt en wel bij B sterker dan bij A. Achter deze zone b lijft het
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papier wit. B lijkbaar worden uit het papier stoffen geëxtraheerd, die
met dezelfde Rp a ls  de suikers v erp laa tst worden en ook met het
AgNO, reagens kleuren.

Het chromatogram A heeft goed gevormde vlekken met een Rp, die
onafhankelijk is  van de concentratie. Ook de v lek , die achter het front
is  opgezet, heeft deze Rp, terw ijl uit de figuur te zien is ,  dat deze
vlek tijdens de elu tie  aanm erkelijk gerekt wordt in de richting van de
stroming (vergelijk deze vlek met de vlek, die opgezet is  onm iddellijk
voor het einde van de elu tie). De vlek, die boven de b as is lijn  werd
opgezet, heeft echter een belangrijk kleinere Rp.

Het chromatogram heeft dus de karak teristiek  van een verdelings*
chromatogram en kan geheel door de verdelingstheorie worden ver
klaard. Het kleiner worden van de Rp bij vergroten van de afstand
b as is -b ro n  is  in overeenstemming met de theorie der cap illa ire  stro
ming, weergegeven in hoofdstuk II § 7  en kan h ier n iet worden ver
klaard door een verandering van de sam enstelling  van het solvens
tijdens de e lu tie .

Het chromatogram B heeft hartvormige vlekken, waarvan de voorkant
onduidelijk is  afgetekend en diffuus overgaat in de zone van de papier-
stoffen. De Rp van deze vlekken is  n iet nauwkeurig te  meten en is
daarom in de tabel tussen  haakjes g ep laa ts t. Vel is  het duidelijk , dat
de Rp onafhankelijk van de concentratie is . De abnormale vorm van
deze vlekken wordt w aarschijnlijk  veroorzaakt door de sn e lle  toe
neming van As in de frontzóne. D irect achter het front, waar As zeer
gering is ,  b lijft de stof nauw elijks bij het front achter.

Achter deze frontzóne neemt As s lech ts  langzaam  toe , zoals te  zien
is  aan de vlekken die achter het front zijn  g ep laa ts t. Deze vlekken
hebben een normale vorm. De Rp is  echter kleiner wanneer de vlek
la te r wordt opgezet en de toeneming van As met de im bibitie-tijd  is
dus duidelijk  te constateren . Vooral na een lange im bibitie-tijd , dus
bij het geaccommodeerde chromatogram (A), is  As belangrijk  groter
geworden en de Rp overeenkom stig kleiner. De RF van de v lek , die
hier achter het front is  opgezet, is  gelijk  aan die van de vlekken van
de b a s is . Dit is  ook niet anders te verw achten, daar bij d it langdurig
geaccommodeerde chromatogram As tijd en s de e lu tie  n ie t belangrijk
meer zal toenemen.

Beide chromatogrammen z ijn  dus geheel te  verklaren  door aan te
nemen, dat de su ikers worden verdeeld tu ssen  sta tionnair en mobiel
water. In dit geval zal 01 voor a lle  su ikers gelijk  zijn aan de eenheid
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(hoofdstukI) en  kunnen de w aarden  van A^y’A

(hoofdstuk I) en  kunnen de waarden van AS/ A L uit de RF worden
berekend. D eze w aarden zijn in tabel VII opgenomen.

Het leek  in te re ssan t te  trach ten  de berekende waarden van As/A ,
experim enteel te  verifiëren . Hiertoe werd uitgegaan van de volgende
overweging: De verhouding As /A , is  gelijk  aan de verhouding van de
volumina, d ie  he t stationnaire en het mobiele water in een bepaalde
hoeveelheid  papier innem en. Deze volumina worden voorgesteld  door
Vs resp . VL. Van Vs kunnen we’een indruk krijgen u it de gew ichts-
toeneming van luchtdroog papier bij absorptie  van waterdamp. Het
luchtdroge papier bevatte  immers b ijna alleen hydraatw ater en d it kan
veronderste ld  worden geen bijdrage te  leveren to t Vs . Het im bibitie-
w ater heeft v rijw el hetzelfde soortelijk  gewicht a ls  gewoon water
( H e r m a n s ,  1949 pag. 208), zodat het gewicht hiervan tevens het
volumen aangeeft. VL kunnen we berekenen, wanneer he t cap illa ir
volumen van he t luchtdroge papier bekend is .

Het cap illa ir  volumen van het papier werd gem eten door weging van
een  hoeveelheid  opgezogen petroleum . Stroken Whatman papier no 1
van 5 * 3 0  cm (w atergehalte 7,2%) werden met potlood verdeeld in 6
opvolgende genummerde se c tie s  van 5* 5 cm. Het papier werd gewogen
en daarna opstijgend  met petroleum geèlueerd. De onderste sec tie
(no 6) w as h ierbij 14 cm in de v loeisto f gedompeld. Nadat het front
van de petroleum  ongeveer 1 cm in de bovenste sec tie  (no 1) was door*
gedrongen, werden de vier m iddelste se c tie s  (no 2 t/m  5) snel uitge
knipt en gewogen. Het verlies  tijdens het uitknippen door verdamping
van petroleum  bedroeg volgens een controleproef minder dan 3 mg.
U it de wegingen en u it het gewicht van het papier kort het gewicht
van  de opgezogen petroleum  in iedere sec tie  worden berekend. In
tabel VIII zijn  de hoeveelheden petroleum a ls  % van het papiergew icht
van de se c tie , voor v ier verschillende stroken (A t/m  D) opgegeven.

Het volumen, dat door de v loeisto f wordt ingenomen, is  d ich t achter
he t front (sec tie  2) veel geringer dan op grotere afstand , in overeen
stemming met de theorie van de cap illa ire  opzuiging in papier, die in
hoofdstuk II, § 6  is  u iteengezet. Vanaf sec tie  3 neemt het volumen
minder toe, maar toch nog belangrijk. Het toekennen van een bepaalde
waarde voor de berekening van Ag/ A L kan dan ook s lech ts  een schat
ting zijn . We zu llen  65% van het papiergewicht aannemen met een
onnauwkeurigheid van 10% re la tief. Het soorte lijk  gew icht van de
petroleum  w as 0,80, zodat het cap illa ir volumen, in  watergewicht
uitgedrukt, 81% van he t gew icht .van het luchtdroge papier is .
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Tabel VIII

gew icht opgezogen petroleum in % van het
gewicht van het luchtdroge papier.

sec tie
2
3
4
5

A B C D
32 ,6  3 6 ,0  38 ,8  36 ,6
58 .0  6 0 ,7  5 8 ,3  57 ,5
6 4 ,5  6 8 ,7  6 7 ,1  6 4 ,0
7 2 .0  7 2 ,5  7 3 ,6  7 0 ,7

De absorptie van waterdamp door het papier werd bepaald met be
hulp van een veerbalans. De gevoeligheid van deze balans was 15 mg.
Een papieren cylinder, wegende 3,762 g (w atergehalte 7,2%), werd
opgehangen in een glazen cylinder, die voorzien was van wandpapier
en waarin zich water bevond. Het vat werd afgeslo ten  met een g lazen
p laa t, waarin een glazen buisje van enige mm doorsnede en enige cm
lengte was bevestigd . Een katoenen draad, waaraan het papier hing,
werd door dit buisje geleid en aan de veerbalans opgehangen. De
gew ichtsverm eerdering van het papier a ls  functie van de tijd  is
weergegeven in fig. 14*

mg
HjO

SB UUh

F ig . 14. Sorptie van w ater (x) e n  m ethanol (o) door 3 ,7 6 2  g luchtdroog Whatman
papier (no 1), a ls  fu n ctie  v a n  de tijd  van  accom m odatie. H et w atergeh alte  van
h e t papier w as b ij het b eg in  7,2% .
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Bij het chromatogram A was het papier 40 uur in waterdamp geaccom 
modeerd. In deze tijd  blijken 3,762 g papier 1,05 g water op te  nemen
of 28% van het gewicht van het luchtdroge papier. Nemen we aan, dat
d it water bij de chromatographie s ta tionnair b lijft, dan wordt dus
V_ = 28% van het papiergew icht. Het to ta le  cap illa ir volumen was
81% met a ls  grenzen 73% en 89%. Wanneer Vs hiervan wordt afgetrok
ken, verkrijgen we VL. We vinden hiervoor dus a ls  grenzen 45% en
61%, zodat de overeenkomende waarden van Ag/A L = VS/V L worden:
28/45 = 0 ,62 en 28/61 = 0,44.

Bij het chromatogram B verbleef he t papier in to taa l 70 min. in con
ta c t met het water. In deze tijd  neemt 3,762 g papier 350 mg water uit
de dam pphase op. V- is  dus maximaal 9,3% van het papiergew icht.
Nemen we voor het cap illa ir volumen de grensw aarden 73 en  89%, dan
wordt As/ A l 9 ,3 /63 ,7  = 0,15 resp . 9 ,3 /7 9 ,7  = 0,12. Deze w aardevan
As /A L is  echter pas bereikt na 70 minuten. De gem iddelde waarde
voor dit chromatogram is  kleiner. Daar uit de Rp 0,11—0,15 gemeten
werd, vinden we dus een waarde, d ie  w aarsch ijn lijk  te  laag is . De
opbouw van Vs werd bij d it chromatogram echter voornamelijk to t
gebracht door con tac t van het papier met de v lo e is to f  en het lig t voor
de hand, dat Vs onder deze om standigheid sneller wordt gevormd dan
door absorptie  van de damp.

We kunnen dus de overeenkomst tu ssen  theorie en experiment be
vredigend noemen. De beschreven chromatographie kan goed worden
verklaard a ls  een verdelingschrom atographie. De sterke daling van de
Rp bij langdurige accommodatie wordt volgens deze opvatting veroor
zaakt door de toeneming van AS/A L.

D eze toeneming is  zeer belangrijk zoals u it de d irecte bepaling
b lijk t. Uit fig. 14 zien we, dat na 48 uur ongeveer 38% van het droog-
gew icht van het papier aan water is  opgenomen en dat in d it stadium
de eindwaarde nog n iet is  bereikt. We hebben daarom voor het behan
delen  van het papier in de damp de term accommoderen gekozen, omdat
d it woord geen evenw ichtstoestand suggereert, in tegenste lling  tot
termen a ls  equilibreren  en satureren .

§ 4. Elutie met alcoholen.

Wanneer alcoholen worden gebruikt a ls  so lven tia  voor de papier-
chrom atographie, zal een  verdelingssysteem  o n tstaan , indien de
betreffende alcohol de ce llu lose  voldoende im bibeert. Z oals we in het
voorafgaande hebben gezien , hangt de m ate, waarin de alcoholen de
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cellu lo se  imbiberen, af van het uatergehalte, de acrd en de tijd  van
nwerking van de alcohol. De invloed van deze factoren werd daarom

bij deze chromatographische experimenten nader onderzocht.
A ls stoffen werden gebruikt g lucose , fluorenon en azobenzeen. De

glucose werd uit waterige oplossing op het papier gezet, s teed s vóo'r
d it werd geaccommodeerd. Van het fluorenon en het azobenzeen werden
per vlek 3 f l l  van een oplossing in  chloroform gebruikt. Indien het papier
vooraf werd geaccommodeerd, werden de beide la a ts te  stoffen pas na
de accommodatie op het papier gezet. Als gevolg hiervan kwam bij
deze experimenten een weinig chloroform (3 f il  per vlek) in het vat;
de invloed hiervan op het chromatogram werd verw aarloosbaar geacht.

De keuze van de stoffen werd bepaald door de volgende overweging:
Bij de chromatographie zullen de stoffen verdeeld worden tu ssen  de
im bibitie-phase en de mobiele phase. G lucose is veel beter oplosbaar
in water dan in de alcoholen, fluorenon en azobenzeen lo ssen  daaren
tegen in water n iet op, maar zijn oplosbaar in de alcoholen. De
im bibitie-phase die bij elu tie  met alcoholen on tstaa t, heeft een groter
w atergehalte dan de mobiele phase (hoofdstuk IV, § 3V We mogen dus
in eerste  instan tie  verwachten, dat de verdeling van glucose tussen
beide phasen ten gunste van de im bibitie-phase zal zijn (0t> 1) en die
van de beide andere stoffen ten gunste van de mobiele phase (0t< 1).
Fluorenon werd bovendien uitgekozen, omdat het uit methanol n iet
aan ce llu lose  wordt geadsorbeerd. Het omgekeerde kan nl. worden
geconstateerd: methanol verdringt fluorenon uit de binding met de
ce llu lo se , hetgeen blijkt uit het feit, dat de bruine fluorescentie van
het gebonden fluorenon overgaat in groen door inwerking van methanol-
damp (hoofdstuk IV, § 2 ). Ook uit de andere alcoholen wordt fluorenon
zeer w aarschijnlijk niet aan ce llu lose geadsorbeerd, omdat uit hexaan-
oplossing geen adsorptie kan worden v astgeste ld . Als regel neemt
immers de adsorptie aan een polair adsorbens af, naarmate het oplos
middel meer polair is  (C a s  s i d y ,  1951). Behalve fluorenon werd ook nog
azobenzeen gechromatographeerd, omdat deze stof sterk gekleurd is  en
dus tijdens de elu tie  goed kan worden waargenomen. Ook azobenzeen
b lijk t uit hexaan n iet aan ce llu lose te worden geadsorbeerd.

Alle stoffen werden in verschillende concentraties gechromatogra
pheerd, om de invloed van de concentratie op de Rp te kunnen consta
teren . Bij alle chromatogrammen was de afstand door het front afge
legd , ongeveer 20 cm gemeten van de b as is lijn  af. De glucose werd op
het papier zichtbaar gemaakt op de wijze zoals in S 3 is beschreven.
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Fluorenon en azobenzeen zijn zelf gekleurd, maar worden beter z ic h t
baar door het chromatogram in de damp van jodium te brengen. Het
azobenzeen wordt hierdoor blijvend grijs-blauw . Het fluorenon kan ook
in ultra-violet licht worden opgespoord.

1. F lu t i e  m e t m e th a n o l;  v a r i a t i e  v an  de  a c c o m m o d a t ie - t i jd .

Met absolute methanol werden drie chroraatogrammen gemaakt, resp .
zonder accommodatie, na 16 uur en na 120 uur accommodatie. De Rp-
waarden van de onderzochte stoffen zijn opgenomen in tabel IX.
De chromatogrammen zijn afgebeeld in fig. 15.

F i g .  15. C h rom atogram m en  v a n  g lu c o s e  (no  1 ,2  e n  3 ) , f lu o r e n o n  (no 4 e n  5 ) e n
a z o b e n z e e n  (n o  6 e n  7) g e é lu e e r d  m et m e th a n o l. A zo n d er  a c c o m m o d a t ie , B  n a
16 uur e n  C n a  120 uur a cc o m m o d a tie . — s o iv e n s f r o n t ,  4- b a s i s v l e k k e n .

Tabel IX

|  « §S1 ï  *>■ i-s

g l u c o s e f  1 u o r  e n o n a z o b e n z e e n

8
i.O ac

co
n

tij
d 10 Ug

20 Mg
a A S/A L

30 Mg 300 Mg
a V * t

30 Mg 150 Â g
aAs /Ai

A 0 0 , 397 (0 , 3973 1 ,5 2 0 , 760 (0 , 743) 0 ,3 2 0 ,8 1 2 (0 , 772) 0 ,2

B 16 0, 342 U 95 0 ,6 6 7 0 ,6 6 7 0 ,5 0 0 , 722 0 , 722 0 ,  3

C 120 0, 273 2 ,6 3 0 , 558 0 ,5 5 8 0 , 79 0 ,5 9 6 0 ,5 9 6 0 , 6
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Naar aanleiding hiervan is  het volgende op te merken:
a. Bij azobenzeen is  het verloop van de ex tractie  uit de b a s isv lek

goed te  volgen. Het extractiegebied is  bij chromatogram no 1 zeer veel
langer voor de vlek van 150 (Ig dan voor die van 30jXg. Het gevolg
hiervan is ,  dat ook de geëlueerde vlek veel langer is  bij de grote
hoeveelheid azobenzeen dan bij de kleine. De zw aartepunten van deze
vlekken vallen  daarom n ie t samen en de Rp, die aan deze zw aarte
punten wordt afgemeten, versch ilt aanm erkelijk voor beide vlekken
De voorkant loopt voor beide vlekken echter even sn e l en de ver-
p laa tsingssnelheid  is  dus in w erkelijkheid onafhankelijk van de con
cen tra tie . Ook de vlekken van grote concentratie bij fluorenon en
glucose zijn, door de langzame ex tractie , te lang om hieraan de Rp op
ju iste  wijze te  kunnen bepalen. De Rp-waarden van de langgerekte
vlekken zijn in de tabel tu ssen  haak jes gep laa tst.

Door vergelijking van de vlekken van de chromatogrammen A,B en C
is  te zien , dat de ex tractie  vlotter verloopt, wanneer het pap ier ge
accommodeerd wordt.

b. Afgezien van enige gerekte vlekken tengevolge van een langzam e
ex trac tie , zijn de chromatogrammen normaal. Het chromatogram w ijst
op verdelingschrom atographie en kan n ie t door adsorptie  worden ver-
kl aard.

c . De belangrijke daling van de Rp door accommodatie van he t
papier, moet worden toegeschreven aan het groter worden van Ag/ A , .
Uit de Rp-waarden kunnen de waarden van (XAS/ A L met behulp van
formule IV) (hoofdstuk II) worden berekend. Deze waarden zijn  in tabel
IX opgenomen. De verhouding hiervan voor de drie stoffen  van een
zelfde chromatogram is  voor de volgorde g lucose : fluorenon : azo
benzeen als volgt:

chromatogram A 1,52 0, 32 0 ,2 3 = 6 ,6  : 1,4 : 1
B 1,95 0, 50 0 ,3 9 = 5 ,0  : 1 ,3  : 1
C 2,63 : 0 ,79 0 ,6 8 = 3 ,9  : 1 ,2  : 1

Deze verhouding is  ongeveer dezelfde a ls  die van de verdelings-
coëfficiè’nten. Weliswaar is  A g/A ^ n iet op ieder punt van het papier -
ge lijk , maar de varia tie  i s ,  afgezien van de frontzone, n ie t groot.
Ze is  zeker te verwaarlozen voor p laa tsen  die d icht bij elkaar liggen,
zoals de p laa tsen , waar het fluorenon en het azobenzeen zich  bevinden.
We mogen dus concluderen, dat de verdelingscoèïficiën ten  toenemen
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in de volgorde 01 (azobenzeen) < 01 (fluorenon) < 01 (glucose).
In verband met de oplosbaarheden van de stoffen in  w ater en  alco

holen, hebben we reeds verondersteld , dat de 01 van g lucose  groter, de
01 van fluorenon echter kleiner is  dan de eenheid. In d it geval zou bij
chromatogram B de waarde van AS/A L groter moeten z ijn  dan 0,50.

Om te onderzoeken of dit mogelijk is ,  werd de absorptie  gemeten van
methanol-damp door luchtdroog papier, met de methode, d ie  in §  3 is
beschreven. In fig . 14 is  de absorptie a ls  functie van de tijd  weerge
geven, betrokken op 3,76 g papier (w atergehalte 7,2%). In 20 uur nam

F ig . 16. C h ro m tto g ra m m frn v a n g lu c o ie  (no 5 e n '6 ) ,  flu ro re n o n  (no l e n 2 )
e n  a z o b e n z e e n  (no 3 e n  4 ), g e è lu e e rd  m et m e th an o l v a n  v a rië re n d
w a te rg e h a lte .  W ate rg eh a lte  in vole%  D 0% , E 12%, F  35%  e n  G 45%
— s o lv e n s f r o n t , +  b a s is v le k k e n .
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het gewicht met 800 mg toe. Daar in hoofdstuk IV, § 3  is  gebleken, dat
door inwerking van methanol op luchtdroog papier b ijna al het water
(d.i. 250mg) uit het papier wordt verdreven, moet dit gewicht nog bij
de 800 mg worden opgeteld. Door het papier wordt dus geabsorbeerd
1.05 g methanol of 32% van het gewicht van het luchtdroge papier.
Aannemende dat Vs wordt bepaald door het volumen van deze geabsor
beerde methanol, vinden we Vs = 40% (uitgedrukt in watergewicht; het
soortelijk  gewicht van methanol is  op 0,80 geste ld ). Uit de voorwaarde

^  °»50 volgt nu VS/V L > 0,50 of VL<Vs /0 ,5 0 . Substitutie van
Vs = 40% geeft VL< 80%.

Vergelijken we dit met de waarde die in § 3  voor het capillair
volumen van het papier is gemeten, dan zien we dat hieraan zeker
voldaan is . Het is  dus w aarschijn lijk , dat de veronderstelling a  (flu-
orenon, azobenzeen) < 1 ju ist is .

Een tweede conclusie , die uit de boven weergegeven verhouding
van de verdelingscoëfficièhten kan worden getrokken, is  dat de a ’s
door de accommodatie veranderen en meer aan elkaar gelijk  worden
naarmate het papier langer wordt geaccommodeerd. We komen hier aan
het einde van deze paragraaf op terug.

2. E lu t ie  m et m e th a n o l;  v a r ia t ie  v an  h e t  w a te r g e h a l te .

Met methanol van verschillend w atergehalte werden vier chromato-
grammen gemaakt, met papier dat 20 uur in de damp van het solvens
was geaccommodeerd. De Rp-waarden van de onderzochte stoffen
en de waarden van aA g/A Lzijn weergegeven in tabel X. De chromato-
grammen zijn afgebeeld in fig . 16.
Bij deze tabel is  het volgende op te  merken:

a . Naarmate de methanol meer water bevat, neemt de oplosbaarheid
van fluorenon en van azobenzeen in dit so lvens sterk af. Hierdoor
wordt de extractie  van de grote hoeveelheden van deze stoffen zeer
bem oeilijkt (zie hoofdstuk VI) en on tstaan  lange strepen. De Rp is
in dit geval tussen  haak jes gep laa tst.

b. De verhouding van de verdelingscoëfficiënten a  (glucose : fluore
non : azobenzeen) is  voor de verschillende chromatogrammen:
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D 1,94 0 ,5 5 0 ,48  = 4 ,0  : 1 ,2  : 1
E 1,38 0 ,4 8 0 ,4 4  = 3 ,1  : 1 ,1  : 1
D 0 ,76 0 ,5 4 0 ,4 8  = 1,6 : 1 ,1  : 1
G 0 ,67 0 ,56 0 ,5 0  = 1,3 : 1,1 : 1
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T ab e l X

g 1 u c  o s e f 1 u o r  e n o n a z o b e n z e e n
w a te r 

ch rom a g e h a l te «F « F
tog ram m eth an o l

a V * L a w 30 Ug 300 ug a V * Lvo l  y. 5 <% 20 30 /ig 300 Ug

D spoor 0,  340 0,  340 1,94 0 ,6 4  7 0 , 6 4  7 0 ,5 5 0 , 6 7 7 ( 0 , 6 7 7 ) 0 , 4 8

E 12 0,  4 20 0 , 4 2 0 l ,  38 0 , 6 7 5  ( 0 , 6 7 5 ) 0 , 4 8 0 ,6 9 4 ( 0 , 6 9 4 ) 0 .44

F 35 0,  569 0 ,  569 0,  76 0 , 6 5 0  ( 0 , 6 5 0 ) 0 ,5 4 0 , 6 7 5 ( 0 , 6 7 5 ) , 0 , 4 8

G 45 0 , 6 0 0 0 , 6 0 0 0 , 6 7 0 , 6 4 3  - 0,56 0,667 ~~ 0 , 5 0

Vie z ien , da t de Ct’s to t e lkaar naderen  naarm ate het w ate rgehalte
van de m ethanol s ti jg t.  Dit komt overeen  met he t fe it, d a t de sam en
s te llin g  van de im bib itie- v lo e is to f m eer g e lijk  wordt aan  d ie  van de
b u ite n -v lo e is to f, naarm ate het w ate rgehalte  in  de a lcoho l g ro ter is .

3 . E lu t i e  m e t v e r s c h i l l e n d e  a l c o h o le n .

Met de a lcoholen  m ethanol t/ra  am ylalcohol werden chromatogramm en
gem aak t, w aarbij het pap ier langdurig  in de damp van he t so lv e n s  werd
geaccom m odeerd . De alcoho len  b ev a tte n  s le c h ts  sporen w ater. De
R _-w aarden van de onderzoch te sto ffen  zijn  w eergegeven in tabel XI.
De chromatogramm en zijn  afgebeeld  in  fig. 17 (het chromatogram C in

fig . 15).
Vte kunnen het volgende opm erken:

a. De v erp la a ts in g  van g lucose  wordt geringer naarm ate de alcohol
hoger s ta a t  in  de homologe re e k s . Bij ae thanol o n ts taa n  langgerek te
v lek k en , d ie  zich van de b a s is  af u its trek k en . De v lekken worden in
de genoem de volgorde korter en de voorkant wordt s te e d s  ondu ide lijker.
Bij de hogere alcoho len  is  goed waar te  nem en, da t de v e rp la a ts in g
van  de g lu co se  g ro ter wordt naarm ate meer sto f op de b a s is  is  g ez e t.
M ogelijk wordt g lu co se  uit d it m ilieu  aan  de c e llu lo se  geadsorbeerd
(z ie  ech te r ook opmerking b .). Een R,. van g lu co se  is  daarom voor de
hogere alcoho len  n ie t meer opgenom en.

b. De v lekken  van fluorenon en  azobenzeen  v e rto n e n , ind ien  de
hogere a lcoholen  a ls  so lv e n tia  z ijn  gebru ik t, een b ijzondere vorm (zie
fig . 17). De v lekken  b es taa n  u it een  „ k o p ”, w aarin de g roo tste  h o ev eel
h e id  van de s to f  i s  geconcen tree rd , gevolgd  door een  s te e d s  vager
w ordende „ s t a a r t ” . De v erp la a ts in g  van de kop is  onafhankelijk  van
d e  h o ev ee lh e id  s to f d ie  op de b a s is  i s  g eze t. De Ry-w aarden van
ta b e l XI z ijn  in  de betreffende g ev a lle n  gem eten aan  h e t centrum

van  deze  koppen.



Tabel XI

chrom a so lv e n s accommo* R p  g lu c o se flu o ren o n Rp a z o b e n z e e n
togram d a tie - t i jd

in  i r e n 10 /ig 20 /ig 30 /ig 300 lig 3 0 /ig 15 0 /ig

C m eth an o l 120 0 , 27 0 ,2 7 0 ,5 6 0 ,5 6 0 ,6 0 0 ,6 0
H a e th a n o l 120 ( 0 ,1 0 )  ( 0 ,1 0 ) 0 ,6 3 0 ,6 3 0 ,4 5 0 ,6 5
K p ro p a n o l-1 170 - - 0 ,6 4 0 ,6 4 0 ,6 7 0 ,6 7
L b u ta n o l-  1 170 - — 0 , 70 0 , 70 0 , 72 0 ,7 2
M am y la lco h o l 170 - - 0 ,7 8 0 , 78 0 ,8 0 0, 80
N a ce to n 120 - - 0 , 71 0 , 71 0 ,7 4 0 , 74
P pyrid ine 120 0 ,5 7 0 ,5 7 0 ,6 5 0 ,6 5 0 ,6 6 0 ,6 6
0 d ia e th y l am ine 120 0 ,5 8 0 ,5 8 0 ,6 4 0 ,6 4

De lengte van de staart is  bij fluorenon steed s groter dan bij azo-
benzeen. De s taart is  bovendien langer, naarmate de hoeveelheid sto f
van de vlek groter is . De staartvorming treed t n ie t op bij elu tie  met
methanol, begint zwak bij aethanol, is  sterk bij propanol en neemt
dan weer af, zodat bij .elutie met amylalcohol weer normale vlekken
van azobenzeen ontstaan.

Dit bijzondere versch ijnsel kan n ie t bevredigend door adsorptie
worden verklaard, daar fluorenon en azobenzeen uit de oplossing in de
hogere alcoholen zeer w aarschijnlijk  n iet aan ce llu lo se  worden ge*
adsorbeerd. De bijzondere vorm van de vlekken w ijst er op, dat bij de
verdeling van de stof tu ssen  stationnaire phase (S) en mobiele phase (L)
hysterese  optreedt. I e  kunnen dit a ls  volgt nader toelichten.

Methanol imbibeerg cellu lose  sterk  en bij e lu tie  met deze v loeistof
o n ts taa t dus een , ,goed ontw ikkelde”  im bibitie-phase. In dit geval
ontstaan  normale fluorenon* en azobenzeen*vlekken, zodat de ver
deling van deze stoffen tussen  S en L geheel reversibel geschied t:
de concentratie in S is  een eenzinnige functie van de concentratie in L.
Bij e lu tie  met propanol on ts taa t echter een vrij s lech t ontwikkelde
im bibitie*phase. Een in de propanol opgeloste stof zal ook in deze
phase  overgaan, maar hierdoor zal de mate van de imbibitie van de
ce llu lo se  gemakkelijk groter kunnen worden, afhankelijk van de aard
van de stof (veronderstel bv. dat aethanol met dit systeem  zou worden
gechromatographeerd). Wanneer nu de opgeloste stof de imbibitie-
phase gedeeltelijk  weer verlaat, kunnen we ons voorstellen , dat hyste
re se  optreedt, evenals d it het geval is  bij absorptie en desorptie van
van waterdamp bij niet te  hoge dampdrukken (dus ook bij ce llu lose
met , , s lech t ontw ikkelde”  im bibitie-phase). Dit betekent, dat de con-
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cen tra tie  van de stof in  S, die met een bepaalde concentratie in I- in
evenw icht i s ,  groter is  naarmate dit evenwicht to t stand komt bij het
verla ten  van S („ d e so rp tie ” ), dan wanneer het tot stand komt bij
overgang naar S ( ,,ab so rp tie” ).

u  +  +

© ffl + +

F ig . 17. Chromatogrammen van  g lu c o s e  (no 1 en  2)» flu orenon  (no 3 en 4 ) en
a z o b en zeen  (no 5 e n  6 )g e e lu e e r d  met v e rsc h ille n d e  v lo e is to f fe n , na  langdurige
accom m odatie van  h et papier* H a eth an o l, K propanol* I, L butanol* 1, M am yl-
a lc o h o l, N a c e to n , P  pyrid ine. — so lv en sfro n t, + b a s isv lek k e n .
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Deze hysterese  zou hier mogelijk verklaard kunnen worden door
inc lu sie  \ an de stof, veroorzaakt door het slu iten  van waterstofbruggen.
Een dergelijk gedrag is  immers bekend bij het penetreren van aethanol
in droge ce llu lose  (hoofdstuk III, §  5). Het gevolg van de inclusie  is ,
dat de stof bij haar beweging over het papier kleine hoeveelheden
stof achter laa t, die de staart van de vlek vormen. Later wordt de
geincludeerde stof blijkbaar weer geëlueerd en de inc lusie  is  hier dus
s lech ts  tijdelijk . Ook dit is  begrijpelijk , omdat de ce llu lose  immers
voortdurend geimbibeerd b lijft, zij het dan ook, dat deze imbibitie
s lech ts  zwak is . Er blijft dus steeds de mogelijkheid, dat le sto f uit
de ge'includeerde toestand  w ordt, ,v e rlo st” .

Deze verklaring maakt het feit begrijpelijk , dat het , , s ta a rte n ”  van
de vlekken bij propanol maximaal is . Het versch ijnsel zal immers pas
duidelijk  optreden bij een slech t ontwikkelde im bibitie-phase. Is deze
phase echter zeer slech t ontwikkeld, zoals in het geval van butanol
of (vooral) amylalcohol, dan is  de mogelijkheid voor de stof om in de
amorphe ce llu lose  te penetreren zo gering, dat de hoeveelheid stof
die geüicludeerd wordt, onbeduidend is . De staarten  zijn in dit geval
dan ook zo vaag, dat zij nog maar nauw elijks waarneembaar zijn.
Dat de voorwaarden voor staartvorming bij elu tie  met propanol opti
maal zijn , is  te zien aan de inclusie-gehalten  voor de alcoholen bij
de experimenten van hoofdstuk IV, § 3* Ook hier is  er een maximum
voor propanol, omdat de hogere alcoholen de ce llu lo se  s lech ts zeer
weinig imbiberen.

De veronderstelling, dat het versch ijnsel van staart'vorming wordt
veroorzaakt door een matig ontwikkelde im bibitie-phase werd op de
volgende wijze bevestigd.

(1) . Wordt het papier geëlueerd met absolute propanol zonder accom
modatie, dan is de im bibitie-phase zeer slech t ontwikkeld. In dit geval
lopen fluorenon en azobenzeen vrijwel even snel a ls het front en is
bij fluorenon s lech ts  een zeer onduidelijke staart te zien.

(2) . Wordt het papier geëlueerd met waterhoudende propanol (na l6uur
accommodatie), dan zien we dat de staart van het fluorenon verdwijnt
naarmate het w atergehalte van de propanol groter wordt. Bij een
w atergehalte van 10vol%  geeft een vlek van 300 [Ag nog een kleine
staart; bij een w atergehalte van 20 vol % o n tstaa t een normale vlek.
In het la a ts te  geval is  de im bibitie-phase blijkbaar voldoende ont
wikkeld om hysterese  bij de verdeling te voorkomen.

(3V E lu tie  met watervrije pyridine en diaethylam ine na  120 uur

79
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accommodatie geeft normale fluorenon- en azobenzeen-vlekken. Elutie
met aceton geeft echter een lange s taart bij fluorenon. Uit de experi
menten van hoofdstuk IV, § 2 volgt, dat pyridine en diaethylam ine een
goed ontw ikkelde-, aceton daarentegen een matig ontwikkelde im bibitie-
phase vormen. De Rp-waarden van deze chromatogrammen zijn opge
nomen in tabel XI.

c . U it tabel XI b lijk t, dat de Rp-waarden van fluorenon en azoben-
zeen groter worden naarmate de alcohol, waarmee wordt geëlueerd,
hoger s taa t in de homologe reeks. In deze volgorde wordt het verschil
tu ssen  de sam enstelling  van im bibitie-vloeistof en mobiele phase
groter; volgens hoofdstuk IV, §  3 neemt het w atergehaite van de
im bibitie-v loeistof toe. De verdeling van fluorenon en azobenzeen zal
gunstiger worden vdor de m obiele-phase (ot wordt kleiner) en de Rp
wordt dus groter.
Een andere reden voor het groter worden van de Rp is  het feit, dat
Ag in de genoemde volgorde kleiner wordt.

U it het onder 3b van deze paragraaf behandelde b lijk t, dat de
im bibitie-phase, die door inwerking van amylalcohol op het papier
wordt gevormd, zeer slech t ontwikkeld is . De Rp van azobenzeen is
in  d it geval 0,80, hetgeen overeenkomt met (XAS/A L = 0,25. Daar a
kleiner is  dan de eenheid (de verdeling is  gunstiger voor de mobiele
p hase), moet Ag/A L groter zijn dan 0,25, dus veel groter dan deze
waarde is ,  wanneer het papier zonder accommodatie met water wordt
geëlueerd  (zie § 3 van dit hoofdstuk). In he t la a ts te  geval is  de
im bibitie-phase ech ter goed ontwikkeld. Hieruit volgt, dat As bij
chromatogram M n ie t u itslu itend  door de grootte van de imbibitie-
phase  wordt bepaald, omdat anders AS/A L veel kleiner dan 0,25 zou
moeten zijn .

Het lijk t ons daarom w aarschijn lijk , dat de stationnaire phase ook
wordt gevormd door c ap ill air-condensatie van het so lvens in de nauwe
cap illa iren  van het papier. Dat deze condensatie  optreedt, wordt be
v estig d  door de volgende waarnemingen:

1. De snelheid  waarmee het front van het so lvens zich  door het
papier verp laa ts t, wordt belangrijk groter indien het papier vooraf in
de dampen van he t so lvens wordt geaccomodeerd. De snelheid van het
front wordt immers afgeremd doordat de v loeisto f u it de wijde- in de
nauwe cap illa iren  wordt gezogen, (hoofdstuk II, §  6). Indien de nauwe
cap illa iren  door condensatie  reeds met v loeisto f zijn gevuld, zal dus
de snelheid  van het front toenemen.
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2. Indien he t papier langdurig geaccommodeerd is ,  is  m eestal de
aftekening van het solvens-front tegen het papier onduidelijk. Deze
aftekening berust nam elijk op het versch il in lichtbreking tu ssen  het
droge en het natte  papier. Bij cap illa ir-condensatie  bevindt zich ook
voor het front v loeisto f (in de nauwe cap illa iren ) en de aftekening
wordt dus slech ter.

De veronderstelling, dat het cap illa ir-condensaat a ls  (deel van de)
stationnaire phase fungeert, betekent, dat de v loeisto f die in  de nauwe
capilla iren  van het papier is  gecondenseerd, n iet meer bew eegt, wan
neer het solvens door de nog lege cap illa iren  wordt opgezogen. Om dit
aannem elijk te  maken, zijn verschillende veronderstellingen nood
zakelijk , waarvan wij de w aarschijnlijkheid zonder nader onderzoek
n iet kunnen beoordelen. Wij zien daarom van een nadere bespreking
van dit probleem af.

De veronderstelling, da t het cap illa ir-condensaat, dat door accommo
datie  van het papier wordt gevormd, ook a ls  s ta tionnaire  phase bij de
papierchrom atographie kan fungeren, geeft eveneens een verklaring
voor het onder l.c . van deze paragraaf geconstateerde fe it, da t de a ’s
van verschillende stoffen tot elkaar naderen, indien het papier lang
durig wordt geaccommodeerd. Door het accommoderen o n ts taa t ee rs t
een im bibitie-phase. De sam enstelling  hiervan v ersch ilt van d ie  van
de mobiele phase. Wordt de accommodatie voortgezet, dan wordt de
im bibitie-phase groter en gaat (geleidelijk) over in een cap illa ir-con
densaat. De sam enstelling van het condensaat zal n ie t (of s lech ts
weinig) versch illen  van d ie  van de mobiele phase. Daar de sta tionnaire
phase in dit geval wordt gevormd door im bibitie-phase en cap illa ir-
condensaat tezam en, wordt de sam enstelling  van de sta tionnaire  phase
door accommodatie meer gelijk  aan die van de mobiele ph ase . De
verdelingscoëfficiënten naderen hierdoor tot de eenheid . Een p rac tisch
belangrijke consequentie hiervan i s ,d a t  de scheiding door langdurige
accommodatie ongunstig zal worden beïnvloed.

Na langdurige accom m odatienis het solvens-front vaak onregelm atig.
Dit bleek te worden veroorzaakt door verandering van de temperatuur
in de chrom atographische kamer. Wanneer bv. de ach terzijde van he t
vat warmer wordt dan de voorzijde, s tijg t het front aan deze kant lang
zamer. Door de temperatuursverhoging verdampt blijkbaar een deel van
cap illa ir-condensaat. Hierdoor s tijg t het front langzam er en  wordt

8r<>ter. Het gevolg is , dat de van dezelfde s to f op tw ee
p laa tsen  van hetzelfde papier aanm erkelijk kan versch illen .
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§ 5. C o n c lu s ie s .

Door de bovenbesch reven  experim enten  kan bew ezen  worden geach t,
d a t p ap ie r-v erde lingsch rom atog raph ie  o p tre e d t, w anneer een  so lv e n s
w ordt g eb ru ik t, d a t de c e llu lo se  im bibeert. De verde ling  van de s to f
v in d t dan p la a ts  tu ss e n  de s ta tio n n a ire  im b ib itie -phase  en de strom en '
de v lo e is to f . H et is  voor de m ogelijkheid  van een  v erd e lin g ssy steem
d u s n ie t n o o d zak e lijk , da t de im b ib itie -p h a se  wordt gevormd door een
v lo e is to f ,  d ie  (bu iten  h e t pap ier) n ie t m engbaar is  m et de m obiele
p h a se . De v lo e is to ffen  in  beide p h asen  mogen ze lfs  iden tiek  z ijn ,
z o a ls  h e t g eva l i s ,  w anneer w ater a ls  so lv e n s  wordt gebru ik t. Even
min is  het n o o d zak e lijk , dat de s ta tio n n a ire  p h a se  w ater beva t, omdat
er b eh a lv e  w ater, nog andere v lo e is to ffen  z ijn  (bv. m ethanol), d ie
c e llu lo s e  vo ldoende im biberen.

Met verde lingsm echan ism e fungeert s le c h ts g o e d , in d ie n d e  im b ib itie -
p h a se  goed on tw ikkeld  is .  Is d it n ie t het g ev a l, dan kunnen abnormale
v lekken  o n ts ta a n . Als voorlopige verk laring  h iervan  werd veronder
s te ld ,  da t d ez e  v e rsc h ijn se le n  worden veroorzaak t door in c lu s ie  van
de s to f  in de amorphe ce llu lo se .

H et op treden  van abnorm ale v lekken , d ie  door onvoldoende im bib itie
van  de c e llu lo s e  o n ts ta a n , kan d u s worden verhinderd  door aan het
so lv e n s  een  v lo e is to f  toe  te  voegen met groot irobiberend vermogen
voor c e llu lo se  (bv. w ater). Neemt he t so lv e n s  n ie t voldoende h iervan
op (zo a ls  bv. h ex aan , dat b ijn a  geen w ater opneem t), dan is  h e t nood
za k e lijk  he t pap ier vooraf in de dam pen van de im biberende v lo e is to f
(ev en tu ee l verzad igd  met het so lv e n s)  te accom m oderen.

Bij chroraatographie van g lu c o se , fluorenon en  azobenzeen  met
m ethanol, kan de verde ling  tu ss e n  s ta tio n n a ire  en m obiele p h ase
worden beschouw d a ls  een  verdeling  tu s s e n  tw ee m ethanol-phasen
van  v e rsc h ille n d  w ate rgehalte . Bij een  derg e lijk  sy steem  kan een
indruk van de v erd e lin g sco ëffic iën t van een  s to f  worden verkregen,
door v e rg e lijk in g  van de op losbaarheden  van de s to f  in beide p h asen .
D it dem onstree rt he t belang  van de z ie n sw ijz e , vo lgens w elke he t
m echan ism e van de papierchrom atographie a ls  een  verdeling tu sse n
tw ee  volum en-phasen  opgevat kan worden. H ierdoor kan immers de
m oge lijkhe id  om tw ee stoffen  door papierchrom atographie te  sch e id en ,
b eo o rd ee ld  worden met behulp van de experim en tee l gem akkelijk
to e g a n k e lijk e  o p losbaarheden  van de sto ffen . Een voorbeeld moge dit

nader i llu s tre re n .
E en  in  de pharm acie belangrijk  probleem  is  de sche id ing  van barbi-

ta le n . D eze s to ffen  lo s s e n  in  w ater p ra c tis c h  n ie t op. Wil men ze
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pap ierch rom atog raph isch  sc h e id e n , dan m oet men d u s  in  e e r s te  in s ta n tie
een  v e rd e lin g ssy s tee m  trach ten  te  v in d en , w aarb ij d e  s ta tio n n a ire
p h a se  s le c h ts  w einig w ater bevat. Een tw eede  v e re is te  voor h e t
v e rd e lin g ssy s te e m  is ,  d a t de v e rd e lin g sc o e ffic ië n ten  van  de s to ffen
gro ter z ijn  dan de een h e id , om dat anders d e  s to ffen  z ich  a lle  in  d e
frontzone zu llen  bev inden , h e tgeen  de sch e id in g sm o g e lijk h e id  zeer
beperk t. D it b e tek e n t, da t de o p lo sb aarh e id  van  de s to ffen  in  de
s ta tio n n a ire  p h a se  g ro ter moet z ijn  dan d ie  in  de m obiele p h a se .

Op grond van he t b ovenstaande  werd geëxperim en teerd  met m en g se ls
van m ethanol en  te trach lo o rk o o lsto f a ls  so lv e n s . D aar m ethanol s te rk
po la ir  is  en te trach lo o rk o o ls to f n ie t, mogen we verw ach ten , d a t een
m engsel van beide  v lo e is to ffen  bij inw erking op  p a p ie r  een  im b ib itie -
p h a se  za l geven  met een  g ro ter m ethanol g e h a lte , d an  d a t van de
m obiele p h ase  (vergelijk  hoofdstuk IV, §  3). De b a rb ita le n  lo s s e n  goed
in m ethanol op en  s le c h t in  te trach lo o rk o o ls to f, zodat aan  de g e 
noem de voo rgaarden  voor he t v e rd e lin g ssy s tee m  is  vo ldaan .

Met m en g se ls  van m ethanol en  te trach lo o rk o o ls to f  w erden en ig e
b arb ita len  g eë lu e erd  op luchtdroog Whatman p ap ier (no 1) n a  een  h a lf
uur accom m odatie van het pap ie r. De b arb ita le n  w erden z ich tb a ar
gem aakt met k w ik su lfaa t, zo a ls  aangegeven  door W i c k s  t r o m  en
S a l v e s e n  (1952). Normale chrom atogram m en o n ts to n d en , in d ien  h e t
so lv e n s  10 vol % of meer m ethanol b e v a tte . Met meer dan  20% m etha
nol in het so lv e n s  w as er e c h te r  w einig  d if fe re n tia tie  in  de R p-w aarden.
In d it geval v e rsc h ilt de sa m en ste llin g  van s ta tio n n a ire  en  m obiele
p h a se  dus n ie t v ee l. Met een  so lv e n s  b es ta a n d e  u it 20—10% m ethanol
v e rsc h ille n  de Rp-w aarden ech te r vo ldoende om sc h e id in g  te  v e rk rijg en ,
tu s s e n  ru tonal (m ethyl-phenyl-barbituurzuur) en  lum inal (ae thy l-pheny l-
barb ituurzuur) en tu s s e n  veronal (d iae thy l-barb ituu rzuu r) en  proponal
(dipropy 1-bar bit uur zuur).

Het m engsel met 10% m ethanol b leek  re e d s  te  vo ldoen , zonder d a t
h e t pap ier werd geaccom m odeerd. De v lekken  z ijn  e c h te r  langer g e rek t
dan  bij gebruik van geaccom m odeerd p ap ie r. Worden so lv e n tia  m et
m inder dan 10% m ethanol gebru ik t, dan o n ts ta a n  abnorm ale v lek k en .
De im b ib itie -p h ase  is  dan w aa rsc h ijn lijk  n ie t vo ldoende on tw ikkeld ,
zodat in c lu s ie  o p treed t. Het is  ech te r ook m ogelijk , d a t d ez e  v lekken
w orden veroo rzaak t door ad so rp tie  o f door s le c h t o p lo sb a a rh e id  van
de s to ffen  in h e t so lv e n s  (zie  hoofdstuk  VI).



HOOFDSTUK VI

A D S O R P T I E  EN IONENUITWISSELING

§ 1. Abnormale chromatogrammen.

In hoofdstuk I is  u iteengezet, dat adsorptie van de opgeloste stof
aan de ce llu lo se  van het papier in het algemeen aanleiding zal geven
tot een abnormaal chromatogram. Het optreden van een dergelijk chro
matogram is  echter n iet voldoende om tot adsorptie te  kunnen be
slu iten . Afwijkingen van het normale papierchromatogram kunnen
immers reeds bij vloeistof-vloeistof-chrom atographie voorkomen, nl.
wanneer aan de voorwaarde van de verdelingstheorie niet is  voldaan.

De verdelingstheorie e is t een kleine H .E .T .P . en een constante
verdelingscoëfficiënt. Dovendien is  voor het ontstaan van normale
vlekken nodig, dat de waarde van AS/ A L slech ts  weinig varieert in
het gebied, waar de sto f zich bevindt en dat het extractiegebied n iet
te  lang is  (hoofdstuk II).

Indien aan deze e isen  n iet is  voldaan, zullen abnormale chromato
grammen on tstaan . Als oorzaken hiervan kunnen dus worden genoemd:
te grote snelheid van de mobiele phase (grote H .E .T .P .), concentratie-
afhankelijkheid van de verdelingscoëfficiënt, variatie  van de waarde
van Ag/ A L en langgerekt extractiegebied.

De variatie  van AS/ A L zal alleen  in de frontzöne van betekenis
zijn , terwijl de snelheid  van de mobiele phase wordt bepaald door de
keuze van de papiersoort en van het solvens.

C oncentratie-afhankelijkheid van de verdelingscoëfficiënt kan worden
veroorzaakt door ion isa tie  of a sso c ia tie  van de stof, of door een te
grote concentratie (hoofdstuk I). Het effect van grote concentratie
wordt bij papierchromatographie echter gecompenseerd door de diffusie
van de stof. De verdelingscoë'fficiënt kan bovendien van de concen
tra tie  afhangen, doordat de sam enstelling van stationnaire en mobiele
phase door aanwezigheid van een opgeloste stof wordt beïnvloed. Dit
is  bij vloeistof-vloeistof-chrom atographie mogelijk, omdat de onder
linge mengbaarheid van twee vloeistoffen door de aanwezigheid van
een derde stof belangrijk kan veranderen. Op deze wijze verklaren
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J e r m y n  en I s h e r w o o d  (1949) het o n tstaan  van langgerekte vlekken
bij papierchromatographie van su ikers met so lven tia  bestaande uit
w ater-methanol-chloroform, w ater-m ethanol-aethylacetaat e .a .

Een lang extractiegebied zal s lech ts  on tstaan , wanneer de sto f n ie t
voldoende in het solvens op lost. De vlek, die dan bij e lu tie  o n ts taa t,
is  langgerekt en wel des te langer naarm ate meer stof in de b as isv lek
aanwezig was. De verplaatsing  van de stof is  in eerste  in s tan tie  onaf
hankelijk  van de concentratie (zie f ig .l6 E , hoofdstuk V). Wanneer de
stof echter moeilijk in het so lvens op lost en in  grote hoeveelheid  in
de basisv lek  aanwezig is ,  wordt de ex tractie  aanm erkelijk gestoord,
doordat de cap illa iren  voor het so lvens zijn  geblokkeerd. In d it geval
is  in het voorste deel van het ex tractiegebied  slech ts  zeer weinig
ópgeloste stof aanwezig. Naarmate meer sto f wordt geextraheerd , neemt
de blokkade van de cap illa iren  af, zodat de concentratie van de sto f,
in de meer naar achter gelegen delen van het ex tractiegebied , toeneem t.
Door dit effect kan de concentratie van de stof in  he t voorste deel
van de geëlueerde vlek zo gering zijn , dat de stof n ie t meer aangetoond
kan worden. De verplaatsing van de sto f wordt hierdoor voor een grote
concentratie  (schijnbaar) geringer dan voor een kleine concen tra tie ,
waarbij het blokkade effect s le c h ts  onbeduidend is  (zie de vlekken
van fluorenon en azobenzeen in fig. 16 G, hoofdstuk V).

Behalve door bovengenoemde oorzaken kunnen abnormale vlekken
on tstaan  door de w isselw erking van de opgeloste sto f met de ce llu lo se
(en begeleidende stoffen) van het papier. In hoofdstuk V is  reed s
inclusie  genoemd a ls  een m ogelijke oorzaak van he t optreden van
bijzondere vlekken. In dit verband kan ook nog verwezen worden naar
de in hoofdstuk IV beschreven restv lekken , die eveneens door inc lu sie
kunnen ontstaan . R eeds vaak is  adsorptie  ter sprake gekomen a ls  een
oorzaak van abnormale chromatogram men, terw ijl in 8 3 van d it hoofd
stuk zal worden aangetoond, dat bij e lu tie  van ioniserende stoffen
ook ionenuitw isseling de oorzaak van d it versch ijn se l kan zijn .

Bovenstaand overzicht zou nog kunnen worden aangevuld (w edenken
hierbij aan chem ische reac tie s  van de stof tijd en s het p roces). Het is
echter n iet de bedoeling een sy stem atische  behandeling van deze
m aterie te  geven. S lechts adsorptie  en ionenuitw isseling  zuilen nader
worden onderzocht.

§ 2. Adsorptie.

U it he t bovenstaande volgt, dat de eenvoudigste methode om het
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optreden van adsorptie bij papierchrom atographie te  onderzoeken, zal
bestaan  uit een elu tie-proces, waarbij verdeling u itgeslo ten  is . Wanneer
in d it geval blijk t dat de sto f bij het front ach terb lijft, is  adsorptie
aangetoond, indien tenm inste de concentratie  van de stof niet zo on
gunstig  wordt gekozen, dat het achterblijven van de s to f ook door
storingen bij de ex tractie  kan worden verklaard.

Op grond van deze overweging werd het volgende experiment uitge
voerd: Een papieren cylinder van Whatman no 1 (14x 23cm) werd 72uur
boven CaO uitgedroogd. Vervolgens werden vlekken van 20 (Xg atropine
(in chloroform -oplossing) opgezet met behulp van de in hoofdstuk V
beschreven techniek. Daarna werd geëlueerd met hexaan, over i  8 cm
en werd het alkaloïde met jodiumdamp zichtbaar gemaakt. Het chroma
togram is  afgebeeld in fig. 18 A.

De basisvlekken werden op s teed s  grotere afstand  van de bron
opgezet, zodat het verloop van het p roces aan het chromatogram goed
te zien is . Er o n ts taa t eerst een ex tractiegebied  (a). De achterzijde
hiervan beweegt zich met dezelfde snelheid  a ls  het front. Uit het
ex tractiegebied  wordt voortdurend atropine afgegeven aan het papier,
to tdat het gehele gebied , ,geconsum eerd”  is .

In dit stadium is  een langgerekte vlek on tstaan , die zich tot aan de
b a s is  u its trek t. Het atropine is  dus aan het papier gebonden en wordt
door hexaan uit deze binding niet meer geëlueerd, m.a.w. de binding
geschied t irreversibel,

De binding van het atropine berust zeer w aarschijnlijk  op adsorptie
aan het oppervlak van de uitgedroogde cellu lose . Zij kan niet op
ionenuitwisseling  berusten, daar he t atropine in het hexaan n iet
ion iseert. Er is  echter nog een andere mogelijkheid, nl. inclusie, In
dit geval zou de op lossing  van atropine in  hexaan de droge ce llu lo se
zwak moeten imbiberen. Het is  echter n iet w aarschijn lijk , dat dit door
zulke grote moleculen a ls  die van atropine za l kunnen geschieden.

Het boven beschreven experiment werd herhaald met papier, dat
24 uur boven een verzadigde N aBr-oplossing in water (r.d. =60%)  w as

geaccommodeerd. Het chromatogram is  afgebeeld in fig, 18B, Ook hier
b lijk t het atropine irreversibel aan  het papier te worden gebonden.
Dit is  eveneens te constateren  aan het fe it, dat de lengte van de
vlekken n ie t meer toeneem t bij verdere e lu tie , nadat het ex tractie
gebied volledig is  geconsumeerd.

Bij deze proef tre e d t tevens een restv lek  op. De oorzaak hiervan
werd n iet nader onderzocht. Daar het atropine in chloroform was
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F i g .  IR. A e n  B c h ro m a to g ra m m e n  v a n  20  /tg  a t r o p in e ,  g e d u e e r d  m e t h e x a a n .  A  u i t g e 
d ro o g d  p a p i e r ,  n  p a p i e r  g e a c c o m m o d e e rd  b i j  r . d .  =  6 0 7 . .  a  =  e x t r a c t i e g e b i e d ,  b  = r e s t -
v l e k .  C  m e n g s e l  v a n  20  /tg  a t r o p in e  ( a t )  e n  12 (tg  a p o a t r o p in e  ( a p o ) o p  p a p i e r  g e a c c o m 

m o d e e rd  b i j  r . d .  = 6 0 7 ,  e n  g e e lu e e r d  m e t h e x a a n .  a { e n  a j  z i jn  d e  e x t r a c t i e g e b i e d e n
v a n  a p o a tr o p in e  r e s p .  a t r o p in e ,  b  = r e s t v l e k .

I
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opgelost bij het opzetten  van de vlekken en daar chloroform zelf de
de ce llu lose  n iet im bibeert, w ijst het versch ijnsel er op, dat de op*
lossin g  van het alkalo ïde in chloroform w el in s taa t is  het luchtdroge
papier zwak te imbiberen, of dat de im bibitie wordt veroorzaakt door
condensatie  van waterdamp op het papier, a ls  gevolg van de tempera-
tuursdaling tijdens het verdampen van de chloroform.

Fen volgende proef werd uitgevoerd met een mengsel van 20 |LL g
atropine en 12 jj.g apoatropine, maar overigens anoloog aan het
experiment van fig. 18B. Het chromatogram is  afgebeeld in fig. 18C.
Beide alkaloïden worden aan het papier gebonden. Het atropine geeft vlek*
ken, die ongeveer even groot zijn a ls  In het geval dat het apoatropine
n iet aanwezig is en die in tensiever zijn en goed te onderscheiden van
de vlekken van apoatropine. Het atropine verdringt dus blijkbaar het
apoatropine uit de binding aan het papier. Dit werd bevestigd  door
12 jj,g apoatropine, zonder aanwezigheid van atropine,op overigens
gelijke w ijze te  chromatographeren. Het b leek, dat het apoatropine
zich over een veel geringer afstand verp laatst, dan bij aanwezigheid
van het atropine.

Uit het feit, dat een alkaloïde uit de binding aan het papier door een
aider alkaloïde kan worden verdrongen, kunnen we beslu iten , dat
deze binding op adsorptie berust. Namen we inclusie (d.i. een p assie f
ingeslo ten  worden) aan, dan kan het versch ijnsel van verdringing
immers niet verklaard worden.

Deze irreversibele adsorptie veroorzaakt eeivébnormaal chromatogram.
De vlekken worden langer, naarmate de concentratie van de stof groter
is ; het duurt dan langer voordat het extractiegebied geconsumeerd is.
De sp itse  vorm van de vlekken komt tot stand, doordat de concentratie
van de stof in het centrum van het extractiegebied het grootst is  (zie

fig. 18).
Het is  w aarschijn lijk , dat de binding van het atropine aan het papier

gesch ied t v ia de polaire groepen in het molecule. Moleculen zoals
azobenzeen en fluorenon, die s lech ts  zwak polaire groepen bevatten,
bleken uit hexaan-oplossing niet aan het papier te worden geadsor
beerd (hoofdstuk IV). Het atropine bevat een sterke proton-acceptor-
groep in de am ine-stikstof en bovendien een proton-donor-groep in het
alcoholische hydroxyl. Deze groepen kunnen waterstofbruggen vormen
bv. met de hydroxylgroepen van de cellu lose . Vooral de proton-donor-
groep b lijk t een  rol te spelen , daar het apoatropine, dat deze groep
m ist, door het atropine uit de geadsorbeerde toestand  wordt verdrongen^
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Het is  dus te verw achten, dat het alkaloïde door sterk  polaire
solventia, zoals w ater, eveneens uit de geadsorbeerde toestand  zal
worden verdrongen. Waterhoudend papier kan echter de alkaloïden
sterk  adsorberen, zoals b lijk t uit de chromatogrammen van fig. 18 B
en C. De adsorptie is  hier zelfs sterker dan bij uitgedroogd papier,
zoals b lijk t uit het fe it dat de in ten s ite it van de atropine - vlekken
van fig. 18 B groter is  dan van de vlekken van fig. 18 A. Het water in
het papier van fig. 18 B en C is echter voornamelijk a ls  hydraat-w ater
gebonden (het papier was geaccommodeerd bij r.d . 60%). Een eventu
ele verdringing door d it water zal aan de vorm van het chromatogram
niet geconstateerd kunnen worden, omdat de gehydrateerde ce llu lo se
zelf a ls  een vast adsorbens is  te beschouwen, m.a.w. de adsorp tie  kan
ook aan het hydraatwater p laa ts vinden.

Verdringing zal dus p as  geconstateerd  kunnen worden, wanneer
im bibitie-water aanwezig is .  Om dit na te gaan, werd het experim ent
van fig. 18 B herhaald met papier, dat 24 uur was geaccommodeerd
boven een verzadigde NaCl oplossing (r.d. = 75%). Het b leek, dat het
versch ijnsel van irreversibele adsorptie hier was verdwenen (/ïg. 19).

89

F ig .  19. C hrom atogram m en v a n  20 /Jg a tro p in e , g e è lu e e rd  m et h e x a a n  op
p a p ie r  g eacco m m o d eerd  b i j  r .d .  =  75 7 »  b  =  re a tv le k .

Aan het chromatogram is  te  zien , dat de verplaatsing  van het atropine
regelm atig toeneemt met de afstand, die het front heeft afgelegd. In dit
geval zal dus de verdeling van het atropine tussen  im bibitie-w ater en
hexaan een rol gaan spelen.



90

De overgang van adsorptie naar verdeling bij toenemend w atergehalte
van het papier, is  beter te constateren bij stoffen, die in water n iet
ioniseren . Er zijn dan immers geen com plicaties te verw achten, ver
oorzaakt doordat de verdelingscoë'fficiënt van de concentratie afhangt,
of door ionenuitw isseling (zie § 3). Deze factoren veroorzaken ook bij
verdelingschrom atographie abnormale chromatogrammen evenals ad
sorptie dit doet en hierdoor is  het onderscheid tu ssen  adsorptie en
verdeling in dergelijke gevallen weinig spectaculair.

G eschikte stoffen bleken pyramidon en antipyrine te zijn . Dit zijn
zeer zwakke basen, die in water nauw elijks ioniseren. Ze kunnen
evenals atropine met jodiumdamp zichtbaar gemaakt worden. Bij elutie
met hexaan op papier, dat bij r.d . = 60% werd geaccommodeerd, worden
beide stoffen geadsorbeerd. Er on tstaan  zeer gerekte vlekken en de
verp laatsing  is  sterk afhankelijk van de concentratie. Het antipyrine
b lijk t het pyramidon uit de geadsorbeerde toestand te verdringen.
Wordt het papier echter 4 uur in waterdamp geaccommodeerd en dan
met hexaan geëlueerd, dan is  de verplaatsing onafhankelijk van de
concentratie. De Rj, van pyramidon is  0,29, die van antipyrine 0,01 —
0,02, zowel voor de zuivere stoffen als voor m engsels van beide.
De vlekken van pyramidon hebben echter nog een zeer zwakke staart,
die bijna tot aan d e  b a s is  te volgen is .  M isschien wordt d it veroorzaakt
door adsorptie van het pyramidon aan de k rista llijne  gebieden van de
ce llu lo se  op die p laa tsen , welke d irect met het hexaan in contact zijn.
Dit vraagstuk werd echter n iet nader onderzocht.

S 3. lo n e n u i tw is s e l in g .

R eeds lang voor de invoering van de papierchromatographie was
door R o n  a en Mi c h a e  1 i s (1920; cf. F r e u n d l i c h ,1 9 3 0 ,P ag* 309)
geconstateerd , dat ionen van filtreerpapier kunnen u itw isse len  tegen
ionen in een oplossing, die met het papier in contact is .  M e t h y l  e e n -
b l a u w  wordt door het papier , ,geadsorbeerd” , waarbij het Cl in de
oplossing b lijft en geneutraliseerd  wordt door C a++ uit het papier.
D e ,adso rp tie” is  hoger bij papier met hoog asgehalte , dan bij asvrij
papier. Het zouden dus de asbestanddelen  zijn, met name Carsilicaat,
die in u itw isse len d e , , adso rp tie”  met de kleurstoffen in w isselwerking
treden.

N iet a lleen  de s ilic a ten  van het papier, maar voornamelijk de car-
boxylgroepen, d ie door oxydatie van de cellu lose bij de fabricage van
het papier en haar grondstoffen ontstaan  (zie hoofdstuk III), zijn de
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oorzaak van het vermogen, to t ionenuitw isseleing ( H e r m a n s  1949,
pag. 82 e.v .).

Het optreden van ionenuitw isseling  bij papierchrom atographie werd
onderzocht met behulp van zuren en alkaloïden. Voor de experimenten
werd, tenzij anders is  aangegeven, Whatman papier no 1 gebruikt.
De chromatographie geschiedde zonder accommodatie van het papier en
volgens de opstijgende methode.
Z u r e n .

Als zuur werd voornamelijk sa licy lzuur  gebruikt, daar zowel het
waterstofion als het anion hiervan eenvoudig op het papier zijn aan
te tonen. Wordt het zuur (HZ) met water geëlueerd, dan kunnen de
volgende reac tie s  optreden:

H Z ^ H + + Z* en H+ + M ^ H p  + M+ ......................I)

Hier s te lt M het metaalion voor, dat aan het papier gebonden is  en
Hp het H + , dat voor deze ionen in de p laa ts  is  gekomen. Het H + en
het Hp kunnen op het papier worden aangetoond door besproeien  met
een geneutraliseerde m ethylrood-oplossing in verdunde alcohol. Het
sa licy laation  (Z ~ ) kan worden zichtbaar gemaakt met een oplossing
van FeClj in verdunde alcohol.
In fig .20  zijn chromatogrammen weergegeven
van 20 (ig  en 40 jj,g sa licy lzuur, opgezet
uit m ethanol-oplossing en geelueerd met
water. De basisv lek  bevond zich 2cm boven
de bron en de stijghoogte van het front was
9 cm vanaf de b a s is . Het H + bleek zich te
bevinden in het gebied a, het sa licy laa t in
het gebied b.

Uit het chromatogram blijk t, dat het H +
van het zuur u itgew isseld  is  tegen M* en
dat het vrijwel irreversibel aan het papier
wordt gebonden. De com binatie van de vrij*
gekomen kationen en het sa licy laa tion  Fi«-20- Chrora-o g ,.m .„
/,4+ , -7 — \ i___ , , , salicylzutv, geelueerd met(M + Z ), h e t zou t van he t zuur d u s , wordt

, ,  ,  ,  w a te r . 1 =  4 0 / l g .  2 =  20 A'S,
afzonderlijk  gechrom atographeerd  en  geeft

°  °  r  ö ■ = tuirvlek, b = zoutvlek.
de zoutvlek  b, die geheel gescheiden kan

0 0  +  =  p la a t s  d er  b a a is v le k k e n .
worden van de zuurvlek  a.

De lengte van de zuurvlek hangt af van de hoeveelheid M+ en van
het aantal aequivalenten zuur, da t is  gechromatographeerd. In het geval
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van chromatogram no 2 (fig .20) werden 20 |i,g of 0,145 (Xaeq. salicyl-
zuur gebruikt. De oppervlakte van de zuurvlek die hierbij on tstaa t,
b leek  2,65 cm2 te zijn , zodat het gebruikte Whatrtan papier 0,55
m aeq/ra2 u itw isselbaar ion bevat, indien tenm inste de zuurvlek alle
H+ afkomstig uit het salicylzuur bevat en geen M*, dat nog niet is
u itgew isseld .

Dit behoeft echter niet het geval te zijn , zoals uit het chromatogram
van fig.21  b lijk t. Hier zijn  salicylzuur, sulfosalicylzuur en benzoëzuur

F ig .2 1 . C hrom atogram m en v a n  s a lic y lz u u r  (no 1 e n  5 — 30U g, no  2 e n  6 — 6 0 /X g),
benzolfcuur (no 3 en  7 =  3 0 /% ) en  s u lfo s a l ic y lz u u r  (no 4 en  8 =  30 A% ),  geV lueerd
m et w a te r . 4- =  p la a ts  d e r b a s is v le k k e n .
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in d e  aangegeven hoeveelheden opgezet op 2cm en 7cm  boven de bron.
Bovendien is  geelueerd over een grotere afstand (24 cm vanaf de
bron). We zien dat de zuurvlekken kleiner worden en dat de achterzijde
van de zuurvlekken verder verwijderd is  van de b as is , naarmate de
elu tieafstand  en de afstand basis-bron groter zijn.

Ter verklaring hiervan werd verondersteld, dat het water uit het
papier kationen vrijmaakt, die de u itw isse lingsreactie  I) terugdringen.
De concentratie van deze ionen zal het grootst zijn dicht achter het
front en voortdurend toenemen, naarmate dit een grotere afstand heeft
afgelegd. Bevindt de basisv lek  zich op grote afstand van de bron, dan
zal het water dat passeert^ een aanm erkelijke hoeveelheid electro lyt
bevatten , dat de u itw isseling  verstoort.

De invloed van electrolyt op de u itw isseling  werd daarom nader be
studeerd door salicylzuur te elueren met verschillende zoutoplossingen.
Elutie met 0,1 mol air NaCl, KC1 en MgS04 gaf het zelfde resu ltaa t
a ls  elu tie met zuiver water. Serd echter geelueerd met Mg-en C a-acetaat-
oplossing, dan bleek de zuurvlek vrijwel rond te zijn en zich te be
vinden kort achter het front, zelfs ie ts  dichter hierbij dan de zoutvlek.

Vle mogen hieruit beslu iten , dat de betreffende groepen in het papier
een grote affiniteit tot H+ hebben. Wanneer met MgS04-oplossing
in contact is , kan het in principe tegen Mg Uitwisselen. Er komt
dan echter H + in de oplossing en hierdoor komt de reactie  spoedig tot
s tils tan d . Bevindt zich echter Mg-acetaat tegenover het Hp , dan wordt
het vrijkomende H + door de grote overmaat acetaat-ion weggenomen
en kan de reactie  veel verder voortschrijden dan in het geval van MgS04.

Het kation dat uit het papier door water wordt vrijgemaakt en dat
het effect van fig. 21 zou veroorzaken, moet dus vergezeld zijn door
anionen van een zwak zuur of eventueel door OH- . Dit zal het geval
zijn , wanneer de elutie van het e lectro ly t berust op een uitw isseling
met het H+ van het water, een hydrolyse dus van het M p . Deze hydro
lyse van het M* wordt door H i r s c h  (1952) aangenomen ter verklaring
van versch ijnselen , die optreden bij de titra tie  van orycellu lose . Het
versch ijn se l kan verklaard worden door een D onnan-evenw ich t aan
te  nemen tussen  binnen* en buiten-phase van de ce llu lose. Door de
hydrolyse gaan ionen van het papier in het water, terw ijl OH als
tegenionen fungeren. Ook carbonaat- of bicarbonaatiónen kunnen
tegenionen zijn bij aanwezigheid van koolzuur in  het water.

Deze hydrolyse zal afnemen naarmate meer Mp door Hp i s  vervangen.
Wordt het papier dus eerst met water „ c a p illa ir”  gew assen (hieronder
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verstaan we elu tie  van papier met water volgens de afdalende methode,
tot het water geruimen tijd  van de onderzijde is  afgedruppeld, w aarna
het papier bij kamertemperatuur wordt gedroogd), dan zal he t effect
van de hydrolyse belangrijk moeten afnemen. Tevens neemt dan ook
de hoeveelheid Mp af, daar een gedeelte  door Hp wordt vervangen
(het papier wordt zuur).

Dit kon worden geverifieerd  door het experiment van fig .21 te her
halen met cap illa ir gew assen  papier. De oppervlakten van de zuur-
vlekken en de hieruit berekende waarden van M zijn in de onderstaande
tabel weergegeven.

afstand hoeveel
b as is  bron heid aeq. opp.zuurvlek M P

cm zuur gew. cm2 m aeq/m :

2 salicylzuur 30 138 00 0,37
2 s a l i c y  lzuur 60 138 11,2 0„39
2 su lfosa licy lz . 30 127 6,5 0,38
2 benzoézuur 30 122 6,0 0,39
7 salicylzuur 30 5,4

Met effect van grote afstand basis-bron is  sterk  verminderd maar nog
n iet geheel opgeheven; ook uit het gew assen  papier wordt door water
nog electro ly t vrijgemaakt. De waarde van Mp is  belangrijk kleiner
dan die berekend uit het chromatogram van fig.20. Bovendien b lijk t
deze waarde voor zuren van uiteenlopende sterkte gelijk  te zijn. Het
is  dus w aarschijnlijk  dat deoppervlakte van de zuurvlekken een ju iste
maat is  voor de hoeveelheid u itw isselbaar metaalion.

De waarde Mp = 0 ,55  m aeq /m 2, die uit he t chromatogram van fig.20
is  berekend, zal de w erkelijke waarde goed benaderen, daar de stijg-
hoogte van het front hier s lech ts  gering was en daar de basisv lek  zich
dicht bij de bron bevond. Op de beschreven wijze kan dus de hoeveel
heid M+ van het papier worden bepaald. Deze waarde hoeft natuurlijk
n iet overeen te komen met de to ta le  u itw isse lin g scap ac ite it, omdat
het papier voor een gedeelte met H + bezet kan zijn. Bij het gebruikte
Xhatman papier was w aarschijnlijk geen H p aanwezig, daar dit papier
neutraal reageerde op een met ammonia geneutraliseerde methylrood-
op lossing . Voor papier, dat gedeeltelijk  met H + is bezet, kan men de
u itw isse lin g scap ac ite it op genoemde wijze bepalen, door vooraf het
H + door Mp te  vervangen. Dit la a ts te  kan gesch ieden  door het papier
te behandelen met NH3.
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Met le e k  in te re s sa n t n a  te  gaan hoe groot de h oeveeleh id  M+ is  bij
andere p ap ierso o rten . H iertoe w erden 40 p.o sa lic y lzu u r u it m ethanol
op v ersc h ille n d e  pap iersoo rten  g ez e t, w aarna geê lu eerd  werd met w ater
over 10 cm. De verkregen chromatograinm en zijn  w eergegeven in  /tg . 22.

F i g . 2 2 .  C h r o m a t o g r a m m e n  v a n  4 0 » . g  s a l i c y l z u u r ,  g e è l u e e r d  m e t  w a t e r ,
o p  v e r s c h i l l e n d e  p a p i e r s o o r t e n .  l = S c h l e i c h e r  e n  S c h ü l l  U O  1 L .  2 ,3  e n  4 =
M ach e rv  N a g e l  (MN1 r e s p  6 10, 6 13 e n  6 l 3 n .  5 e n  6 =  S c h u t  r e a p .  V 2 IS e n
T V N .  +  =■ p l a a t s  d e r  b a s i s v l e k k e n .

De zuurvlek is in a lle  gevallen  vee l k le iner dan bij gebruik van
Whatman pap ier no 1. De hoeveelheid  i s  dus naar verhouding groter.
Bovendien v a lt het op, d a t bij de p ap iersoo rten  TVN, V 215 en  M N 6l3n*)
de zuurvlekken g ed e e lte lijk  , , m ob ie l”  zijn ; s le c h ts  een  g ed e e lte  be
vindt zich  aan de b a s is .  Dit deel is  n ie t scherp  beg rensd  en  door een
vage corridor verbonden met een  zuur geb ied , d a t z ich  d ic h t bij het
front bevindt.

U it h e t onderzoek  van de as  van de gebruikte p ap ie rso o rten  b leek ,
da t ju is t  TVN, V 215 en M N613n v ee l grotere hoeveelheden  phosphaat
bev a tten  dan de andere soorten . Als m ogelijke verk laring  van he t
, , mobiel w orden”  van de zuurvlek werd daarom  g ed ach t aan  een  u it
w isse lin g  van H + met b .v . C a-phosphaat. H ierbij o n ts ta a t op losbaar
pho sp h aat (prim air phosphaat of phosphorzuur). Bij d ez e  u itw isse lin g
wordt dus he t anion mobiel in  te g e n s te llin g  to t de u itw isse lin g  met

gebonden aan carboxylgroepen en s il ic a a t.
H et sto rende phosphaat zal worden verw ijderd  door h e t p ap ier c a p il

la ir  te  g a s s e n  met N HC1. Bij de betreffende soorten  werd d it gedaan ,
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la ir  te  w assen  met N HC1. Bij de betreffende soorten  werd d it gedaan ,
w aarna h e t p ap ie r werd gedrenkt in N a -ac e ta a t-o p lo ss in g , gedroogd en
c a p illa ir  met w ater g ew assen . Het pap ier is  nu dus voor een  belang rijk
dee l met N a+ b e z e t. Bij e lu tie  van sa lic y lzu u r op d it pap ier met w ater
b leken  goed  gevorm de k le ine  zuu rv lek jes  te  o n ts ta a n , analoog aan  d ie
van  de chrom atogram m en no 1 t/m  3 van fig .22 . D it i s  in  ov ereen stem 
ming met de bovengenoem de veronderste lling .

A l k a l o ï d e n .

Een a lk a lo ïd e  (XN), d a t in w ate rige  o p lo ss in g  in  c o n ta c t i s  m et p ap ie r,
kan  u itw is se le n  met de ionen u it h e t p ap ie r vo lg en s de re a c tie s :

XN + H20 - X N H + + O H ' en XNH+ + Mp J=tXNHp + M+.............D)

Wanneer he t p ap ier met H + is  b e z e t, is  d irec te  zoutvorm ing m ogelijk:

XN + H* P? XNH+ . • . ................................................................................ I n >p  p

Om de la a ts te  re a c tie  nader te  onderzoeken , werd Whatman p ap ier no 1
met H + b e z e t , door d it p ap ier c a p illa ir  te  w a sse n  met zouzuur en  vervol
gens met w ater (H +-pap ier). V ervolgens werden 20 Mg en 40 Mg atropine
op d it p ap ier gee lu eerd  met w ater over een  e lu tie a fs ta n d  van  10 cm.
H et a lk a lo ïd e  werd z ich tb aar gem aakt met jodiumdamp en  b leek  z ich
te  bevinden in  een k le in  gebied , dat z ich  b ijn a  vanaf de oorspronke
lijk e  b a s isv le k  u its tre k t (fig,23X Het b lijk t dus
vrijw el irre v e rs ib e l aan  het pap ier te  worden ge
bonden. De op p erv lak te  van de atrop inev lek  van
40 f ig  b leek  2,80 cm2 te  z ijn , w aaruit kan worden
berekend  da t 0 ,50  m .aeq. atropine per m2 papier
wordt gebonden. Het pap ier bevat d u s tenm inste
0 ,50  m .aeq ./m 2 Hp. De ju is te  w aarde za l ie ts  g rotér
z ijn , daar tengevo lge van hydro lyse n ie t al he t Hp
door XNHp za l z ijn  vervangen. Dat deze  hydro lyse
o p tree d t, is  te  z ien  aan  het fe it , da t de atrop inevlek
ie ts  t .o .v . de oorsp ronkelijke  b as isv le k  is  v e r
schoven  en wel h e t m eest bij de k le ine  atropine-
c o n c en tra tie . D eze w aarde stem t dus overeen  met
de u it de zuurv lek  van sa licy lzu u r berekende w aarde.

F ig .2 3 .  A trop ine  ( 1 =  20 p g  2 = 4 0  p % ) g e e lu e e rd  met w a ter
op p a p ie r  (W hatman no  1 ) .-------=  om trek  v a n  d e  b a s is v le k k e n .
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T erw ijl he t a lk a lo ïd e  in de to e s ta n d  XNHp n au w e lijk s  door zu iver
w ater wordt g eë lu eerd , zal d it wel he t g eva l z ijn , w anneer h e t w ater
e le c tro ly t beva t, daar nu de u itw is se lin g s re a c tie  v o lg e n s  II) in  teg en 
g e s te ld e  zin kan verlopen . Dit werd experim en tee l n ag eg aan  door atro
p ine  op H+-pap ie r te  e lu eren  met 0 ,2  molair KC1 o p lo ss in g . Er ont
s tond  nu een  norm aal chrom atogram . B lijkbaar wordt door de overm aat
K+ de binding van h e t a lk a lo ïd e  in  de vorm van XNHp v erh inderd .
We kunnen d it ook o p v atten  a ls  een  verdring ing  van h e t XNH+ door K +.

Het a lk a lo ïd e  zal d u s ook door een  ander a lk a lo ïd e  u it de b ind ing
aan  he t pap ier g eh ee l o f g e d e e lte lijk  kunnen worden verdrongen , zodat
op deze  w ijze sch e id in g  m ogelijk  is  door io n e n u itw isse lin g . In fig*24
i s  een  chrom atogram  afgebeeld  van een  m engsel van  scopolam ine,
atropine, apoatropine en belladonnine g e ë lu e e rd  m et w ater op Whatman
H + -pap ie r. De v ier a lka lo ïden  b lijken  (geheel o f ge-
d e e lte lijk )g e sc h e id e n  te  worden.

Wanneer a lka lo ïden  met w ater worden gechrom ato-
grapheerd  op gewoon f iltree rp a p ie r, o n ts ta a n , zo a ls
wij e ld e rs  reed s besch rev en  h e b b e n ( S c h u te ,  1951)
abnorm ale chrom atogram m en. Het chrom atographisch
b ee ld  kan belangrijk  v e rsc h ille n  bij v e rsc h ille n d e
p ap ierso o rten . In v e le  g ev a llen  kunnen met w ater
sch eid in g en  verkregen worden.

Het i s  in  verband m et he t voorafgaande d u id e lijk ,
d a t deze  abnorm ale chrom atogram m en door ionen
u itw isse lin g  zu llen  worden veroorzaak t. Wanneer h e t
gebru ik te pap ier g eh e e l met rae taa l-ionen  is  b e z e t,

F ig .2 4 .  M e n g s e l v a n  s c o p o la m in e  (d ), a t r o p in e  (c ) ,  a p o a t r o p in e
(b )  e n  b e l l a d o n n i n e  ( a )  g e e lu e e r d  m e t w a te r  o p  H ^ p a p i e r  (W hat
m a n  n o  I ) ,  f  =  b a s i s v l e k .

zal de u itw isse lin g  verlopen  v o lgens re a c tie  II). De m ate, w aarin  d ez e
re a c tie  v o o rtsch rijd t, hangt af van de a ff in ite it van XNH+ en  M+ to t
h e tp a p ie r  en van de e le c tro ly t-c o n c e n tra tie  in  h e t w ater. D itp ro b le em
za l h ier n ie t nader g ea n a ly see rd  worden.

§ 4. C on c lu sies .

U it he t voorgaande b lijk t, d a t bij pap ierch rom atograph ie  onder be
p aa ld e  om standigheden  ad so rp tie  kan op treden . D eze ad so rp tie  i s  van
p o la ire  aard . De neig ing  to t ad so rp tie  neem t to e , naarm ate h e t p o la ire

&
9
Q\
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karakter van de opgeloste stof groter en dat van het solvens kleiner
is .  Het is  w aarschijn lijk , dat de m eeste stoffen uit waterige oplossing
n ie t aan de ce llu lose  worden geadsorbeerd. Het water is  immers sterk
po la ir en zal de stof uit de geadsorbeerde toestand verdringen. Hier
komt nog b ij, dat water de ce llu lose  imbibeert en dus een belangrijk
dee l van he t oppervlak omzet in een volumen-phase.

U it de experimenten van hoofdstuk V (S 3) kan worden geconcludeerd,
da t su ikers  u it w aterige oplossing n ie t aan ce llu lose worden geadsor
beerd. Evenmin is  dit het geval voor atropine, antipyrine en pyramidon
(§ 2). Dat d it ook voor verschillende andere alkaloïden geldt blijk t uit
een publicatie  van M u n i e r  en M a c h e b o e u f  (1950,a). Deze onder
zoekers toonden aan, dat morphine, codeine  en thebainè  normale vlek
ken geven bij e lu tie  met propanol, indien de propanol 20 to t 70% water
bevat. Wanneer het watergehalte van de propanol groter of kleiner is
dan is  aangegeven, ontstaan gerekte vlekken.

Bij een gering watergehalte zullen de alkaloïden dus geadsorbeerd
(of geïncludeerd ) worden; neemt het w atergehalte toe, dan treedt nor
male verdeling op, terw ijl bij een groot w atergehalte blijkbaar de
ionenuitw isseling  een rol gaat spelen. In propanol met minder dan 70%
w ater is  de ion isa tie  van de alkaloïden dus zo gering, dat hierdoor
h e t normale chromatogram n iet wordt verstoord.

Ook sa licylzuur  en su lfosa licylzuur  worden uit water n iet aan cellu 
lo se  geadsorbeerd. Uit fig.21 b lijk t, dat de anionen van deze zuren
normaal gechromatographeerd worden. Het H wordt w el aan het papier
gebonden, nl. door uitw isseling . Dit is  geen adsorptie te noemen,
omdat deze binding geen specifieke oppervlakte-binding is .  Zij kan
immers evengoed plaatsvinden aan de carboxylgroepen van de cellu-
lo sek e ten s , die in het im bibitie-water gedispergeerd zijn. De „adsorptie
van carbonzuren aan 'filtreerpapier, die L u g g  en O v e r e l l  (1948)
meenden te  constateren  (zie hoofdstuk I), is  dus naar alle w aarschijn
lijkheid een u itw isseling  van het H+ gew eest tegen Mp, waardoor
natuurlijk  de PH van de oplossing van het zuur stijg t, maar waarbij
he t anion van het zuur in de oplossing blijft.

De abnormale chromatogrammen, die bij elu tie  van carbonzuren en
alkaloïden met neutrale so lventia on tstaan , zullen dus door ion isatie
en n ie t door adsorptie veroorzaakt worden, indien het w atergehalte
van  de stationnaire phase n iet te laag is .  Het is  duidelijk, dat de
ionenuitw isseling  een rol zal spelen , wanneer de stoffen in de sta tion
naire phase ioniseren. Het beeld, dat het chromatogram vertoont, zal
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in  d it geval afhankelijk  zijn  van de w ijze , waarop men de s to ffen
z ich tb aar m aakt.

V olgens L u g g  en O v e r e l l  (1948) o n ts ta a n  bij e lu tie  van appelU
zuur, w ijnsteenzuur, citroenzuur e .a .  met butanol a l s  so lv e n s  (verzad igd
m et w ater) lange  s ta a rtv le k k en . D eze v lekken  w erden z ich tb aar ge
m aakt door b esp roe ien  met een  in d ica to r en geven dus de p la a ts  aan ,
w aar he t H+ zich bevindt.

Worden ech te r glutaminezuur en asparagine zuur met een  n eu traa l
so lv e n s  g ee ïu eerd , dan kunnen norm ale v lekken  o n ts ta a n . D eze sto ffen
w orden a ls  reg e l aangetoond m et n inhydrine en  d it rea g en s  m aakt
a lle e n  de p la a ts  van h e t anion van h e t zuur z ich tbaar. Indien u itw is se 
lin g  p la a ts v in d t, wordt he t anion g e n e u tra lisee rd  door ionen  u it he t
p a p ie r  en h e t gevorm de zout kan een  norm ale v lek  geven (vergelijk
sa lic y lz u u r  en su lfo sa lic y lzu u r, fig . 21). Wanneer de abnorm ale v lekken
a lle e n  veroorzaak t zouden worden door co n cen tra tie -a fh an k e lijk h e id
van  de v erd e lin g sc o ëffic ië n t, zou h e t gedrag van de zure am inozuren
la s t ig  te  verk laren  z ijn .

Ook met w ater a ls  so lv e n s  geven g lu tam inezuur en asparag inezuu r
norm ale v lekken  (aangetoond met n inhydrine), zo a ls  b lijk t u it een
onderzoek  van B u r m a  en B a n e r j e e  ( 1Q5 1). De b a s isc h e  am inozuren
arginine en lysine  geven ech te r lange  s trep en . Dit is  b eg rijp e lijk , daar
bij de b a s is c h e  am inozuren door n inhydrine het kation  w ordt aange
toond.

Een ander probleem , dat b eg rijp e lijk  wordt ind ien  men aanneem t d a t
de abnorm ale v lekken  van carbonzuren  door io n en u itw isse lin g  ont
s ta a n ,  is  het volgende: Het op treden  van s taa rtv lek k en  bij e lu tie  van
w ijnsteenzuur  en citroenzuur (Pr _  ± 3 ,0 ), kan ree d s  voorkomen worden
door aan het so lv e n s  azijnzuur  (pK = 4 ,8 ) toe te  voegen ( L u g g  en
O v e r e l l ,  1947). Het is  n ie t w aa rsc h ijn lijk , da t d it a llee n  op een
terugdringen  van de io n isa tie  van de g eë lu eerd e  zuren b eru st, daar
d ez e  zuren vee l s te rk er zijn dan he t az ijnzuu r. Het az ijnzuu r kan
e c h te r  wel Nf* vervangen  door H *. D it kan overal g esch ie d en  w aar het
az ijn zu u r met he t pap ier in co n tac t i s ,  m .a.w . re e d s  op p la a ts e n  van
h e t pap ier, w aar de zuurvlekken nog n ie t g e p a sse e rd  z ijn . De g eë lu 
ee rd e  zuren zu llen  dan bij hun weg over he t pap ier g een  M*, maar
a lle e n  H *ontm oeten , zodat u itw isse lin g  voor deze  zuren ónm ogelijk  i s .

H e t v e r h i n d e r e n  v a n  a d s o r p t i e  e n  i o n e n u i t w i s s e l i n g .

In het voorafgaande is  geb leken , d a t w aardevolle  sc h e id in g en  kunnen
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worden verk regen  door m iddel van pap ierchrom atograph ie , die b e ru st
op ad so rp tie  o f io n e n u itw isse lin g . Het is  e c h te r  van  belang  om het
o p treden  van ad so rp tie  en io n e n u itw isse lin g  ook te  kunnen verh inderen ,
om dat zij m e esta l abnorm ale chrom atogram m en veroorzaken .

Een norm aal chrom atogram  heeft imm ers het b e lan g rijk e  voordeel,
d a t de Rp o n afh an k e lijk  is  van de co n c en tra tie  van de sto f. De RF is
d u s  een  k a ra k te r is tie k e  grootheid  voor de s to f  en  kan a ls  hulpm iddel
voor id e n tif ic a tie  w orden gebru ik t.

A dsorptie kan worden voorkom en, door een  so lv e n s  te  gebruiken dat
vo ldoende p o la ir  i s .  H et is  een  bekend v e rsc h ijn se l,  d a t vaak abnor
m ale v lekken  o n ts ta a n  w anneer h e t so lv e n s  s le c h ts  w einig w ater
b ev a t ( B e n t l e y  en W h i t e h e a d ,  1950; D e c k e r  en  R i f f a r t ,  1950).
Door vo ldoende w ater aan he t so lv e n s  to e  te  voegen, o n ts ta a n  normale
v lekken . De oorzaak  van de genoem de abnorm ale v e rsc h ijn se le n  zou
d u s  ad so rp tie  kunnen z ijn , hoew el zij onder b ep aa ld e  om standigheden
ook door in c lu s ie  of s le c h te  o p lo sbaarhe id  in h e t so lv en s kunnen
w orden verk laard .

Io n en u itw isse lin g  kan w orden voorkom en door de io n isa tie  van de
o p g e lo s te  s to f terug  te  dringen. Bij zuren kan d it, door aan h e t so lv en s
ee n  s te rk e r  zuur toe te  voegen. R eeds is  opgem erkt, da t de werking
h iervan  ook kan b eru s ten  op een  vervanging  van M door H*. We
kunnen d u s io n e n u itw isse lin g  bij chrom atographie van  zuren ev en een s
v e rh in d e ren , door gebruik te m aken van p ap ie r , d a t van te  voren ree d s
met H + is  b e z e t (H -p ap ie r), in  w elk geval met een  n eu traa l so lv en s
g eé lu e erd  kan worden.

Om d it la a ts te  te  onderzoeken  w erden sa lic y lzu u r en su lfo sa licy Izm ir
gechrom atographeerd  met w ater op H ^p ap ie r, gem aakt van W hatm anno l.
Er o n ts to n d  een  norm aal chromatogram (fig. 25)- De Rp v e rsc h ilt voor
b e id e  zuren  be lan g rijk  (0,55 re sp . 0 ,70), zodat sch e id in g  op d eze
w ijze  m ogelijk  is .  U it h e t experim ent mogen we co n c luderen , d a t de
sc h e id in g  b e ru s t op een  v e rsc h il in  de verd e lin g sco ë 'ffic iën ten  van
b e id e  zuren , voor de verde ling  tu s s e n  de im b ib itie -p h ase  en  w ater.

In d it geval zou de o p losbaarhe id  van  b e ide  zuren  in h e t im bibitie-
w ater belang rijk  g ro ter m oeten zijn  dan in gewoon w ater (voor (X = 1
zou de Rp on g ev eer 0 ,90 m oeten z ijn . z ie  hoofdstuk  V, §  3)- A nalogieën
h ie rvan  z ijn  bekend . Zo werd door B a n c r o f t  en  B u t l e r  (1932)
aangetoond , d a t de o p lo sb aarh e id  van b arnsteenzuu r in  m en g se ls  van
w ater en a lcoho len  g ro ter is  dan met d e  o p lo sb aarh e id  van  d eze  s to f
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in  de com ponenten van het m engsel overeenkom t. De au teu rs  verk laren
d it door aan te nem en, da t de alcohol he t w ater depolyffieriseert en  dat
de sto f in  het gedepo lym eriseerde w ater b e ter o p lo s t dan in  norm aal
w ater. O fschoon d eze  verk laring  kunstm atig  li jk t,  i s  z ij a l s  een  werk
hypo these  toch  wel g e sc h ik t om bovengenoem de scheid ing  van sa lic y l-
zuur en su lfo sa lic y lzu u r beg rijp e lijk  te  m aken. V olgens d ez e  hypo these
zou de structuu r van he t im bib itie-w ater door de aanw ezigheid  van de
a lco h o lisch e  hydroxylgroepen (en even tueel carboxylgroepen) van  de
c e llu lo se  zodanig worden gew ijzigd , d a t de o p lo sb aarh e id  van de zuren
in d it w ater g ro ter is  dan in  norm aal w ater.

O  CD CD O

F i g . 2 5 .  E l u t i e  m e t  w a t e r  v a n  s a l i c y l z u u r  (no  I t / m  4 )  e n  s u l f o s a l i c y l z u u r
(no  5 t / m  8)  i n  v e r s c h i l l e n d e  c o n c e n t r a t i e s  o p  H ^ - p s p i e r  (W h a tm an  n o  ! )•
N o  o e n  10 z i j n  m e n g s e l s  v a n  b e i d e  z u r e n .  +  =  p l a a t s  d e r  b a s i s v l e k k e n .

D eze vero n d erste llin g  is  ech te r n ie t erg bevred igend , zolang we n ie t
in z ie n , waarom d eze  gew ijzigde structuur de o p losbaarhe id  van be
p aa ld e  verbindingen w el, d ie  van andere verbindingen ech te r n ie t
verandert. Een nader onderzoek  van d it probleem  is  dus zeer gew enst.
M erkwaardig is  ook nog h e t fe it, dat de v erd e lin g sco ëffic iën t bij h e t
experim ent van fig .25 onafhankelijk  van de co n cen tra tie  b lijk t te  z ijn ,
o fschoon  de zuren in he t w ater g ed e e lte lijk  ion iseren .

Io n en u itw isse lin g  kan bij e lu tie  van a lk a lo ïd en  worden verhinderd ,
door de io n is a tie  van h e t a lka lo ïde  terug te  dringen (toevoegen van
am m onia bv .) maar ook door de aanw ezigheid  van een  overm aat
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w illekeurig electro ly t in de stationnaire phase (§ 3). Verschillende
alkalo ïden , die abnormale vlekken vertonen bij e lude  met water, geven
een normaal chromatogram wanneer zij met 0,1 NKC1 worden gechroma-
tographeerd. Dit effect van electro ly t zal ook aanwezig zijn bij e lude
met andere so lvenda  dan water. Door M u n i e r ,  M a c h e b o e u f  en
C h e v r i e r  (1952) werd aangetoond, dat de abnormale verschijnselen
bij chromatographie van alkaloiden met neutrale so lvenda sterk ver
minderen, indien het papier wordt geïmpregneerd met KC1.

Volgens onze ervadng kunnen op deze w ijze zelfs normale chroma-
togrammen ontstaan : Chromatogrammen werden gemaakt met Whatman
papier no 1, dat gedrenkt was in 0,1 NKC1 oplossing en daarna bij
kamertemperatuur gedroogd. Alkaloide-vlekken werden opgezet, waarna
het papier 20 uur werd geaccommodeerd in de dampen van butanol en
water (w ederzijds met elkaar verzadigd). Daarna werd geëlueerd met
butanol (met water verzadigd). Het bleek dat atropine en cocaine
hierbij normale vlekken gaven en dat de R_ onafhankelijk was van de
concentratie. Werd dezelfde proef uitgevoerd met gewoon Whatman
papier, dan gaven de genoemde alkaloïden gerekte vlekken. Ionenuit
w isseling heeft dus een grote invloed op het chromatogram, terwijl
tevens b lijk t, dat de invloed van de ion isa tie  op de verdelingscoëffi-
c iên t, in het geval van de elu tie  van atropine en cocaïne op geïmpreg
neerd papier, n iet waarneembaar is.



SAMENVATTING EN SLOTBESCHOUWING

Depapierchroraatographie werd door C o n s d e n ,  G o r d o n  en M a r t i n
(1944) geïntroduceerd a ls  een vorm van verdelingschrom atographie,
waarbij de geelue erde s to f wordt verdeeld tu ssen  een  sta ionnaire
phase (S) bestaande uit water en een mobiele phase (L) bestaande u it
een solvens, dat n ie t mengbaar is  met water. De verdelingstheorie van
M a r t i n  en S y n g e  (1941) geeft voor een dergelijk  systeem  het verband
tu ssen  de Rp van een stof op het papierchromatogram en de verdelings-
coëfficiënt (ot) volgens

Rp = 1/(1 + <XAs/A l ) .......................................  I)

Hierin s te lt AS/A L de verhouding voor van de oppervlakten van dw ars
doorsneden van S resp . L op eenzelfde p laa ts  van het papier. De ver*
delingstheorie geld t s lech ts  indien a  onafhankelijk van de concentratie
is . Zij is  echter n ie t u its lu itend  van toepassing  op een verdelingssys-
teem, maar geld t ook voor adsorptie  van de sto f aan S m its de adsorptie-
isotherm lineair is .  In d it geval worden a  en AS/A L uit formule I) door
andere constanten  vervangen.

De verdelingstheorie en de toepassing  ervan op de papierchromato*
graphic werden in verband met het hier beschreven onderzoek, uit
voerig besproken (hoofdstuk II). Uit de theorie volgt dat de Rj, onaf
hankelijk  is  van de concentratie  en dat de vlek van een sto f op het
chromatogram min of meer rond is  (normaal chromatogram^

C o n s d e n ,  G o r d o n  en M a r t i n  konden hun opvatting over het
mechanisme van de paglierchromatographie experim enteel verifiëren
door de a ’s van een aan tal aminozuren u it de Rp-waarden van he t
chromatogram volgens I) te  berekenen en  te  vergelijken met de d irect
bepaalde a ’s.

Uit la te r onderzoek bleek echter, dat voor bepaalde aminozuren de
u it I) berekende a  groter is  dan de d irect bepaalde. Tevens bleek, dat
bij e lu tie  met so lven tia  die onbeperkt mengbaar zijn met water en zelfs
met zuiver water normale chromatogrammen kunnen ontstaan en schei
dingen kunnen worden verkregen. Hieruit werd door verschillende
onderzoekers geconcludeerd, dat ook adsorptie bij de papierchromato-
graphie een rol speelt.
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Deze conclusie  is  ech ter n ie t noodzakelijk, omdat de genoemde
versch ijn se len  ook kunnen worden verklaard door verdeling schromato-
graphie, indien tenm inste aan dit begrip een ruimere dan de oorspron
kelijke betekenis wordt toegekend.

Bij het hier beschreven onderzoek werd verdelingschrom atographie
gedefin ieerd  a ls  een chrom atographisch p roces, waarbij de stationnaire
phase een volum en-phase is ,  in tegenstelling  to t adsorptiechrom ato-
graphie, waar de stationnaire phase een oppervlak is .  Volgens deze
defin itie  is  een  d irecte  binding van de opgeloste s to f  aan de ce llu lo se
van het papier n iet noodzakelijk a ls  adsorptie op te  va tten . Het water,
dat aan het papier wordt gebonden, im bibeert de ce llu lo se  (penetreert
in de amorphe gebieden van de ce llu lo se je n  de geïm bibeerde ce llu lo se
kan worden beschouwd a ls  een oplossing  van de ce llu lo se  in het
water en dus a ls  een volumen-phase (im bibitie-phase). Een reversibele
overgang van de opgeloste  sto f in de geïm bibeerde ce llu lo se  valt ge
heel onder het begrip verdeling, ook wanneer de stof d irect aan de
ce llu lo se-ke tens wordt gebonden. Dit deze opvatting volgt tevens, dat
de oplosbaarheid van een stof in de geïmbibeerde ce llu lo se  kan ver
sch illen  van de oplosbaarheid in zuiver water. De a  uit I) berekend,
kan dus afwijken van de verdelingscoëfficiënt die bepaald is  voor de
verdeling tu ssen  so lvens en w ater, zonder dat adsorptie in het spel
behoeft te zijn.

H iertegenover s ta a t ech te r,d a t een stof die d irec t aan de ce llu lose-
ketens in de im bibitie-phase wordt gebonden, hoogstw aarschijn lijk  ook
zal worden gebonden aan het oppervlak van de ce llu lo se  in de kristal-
lijne  gebieden. Dit la a ts te  is  a ls adsorptie op te vatten  en  dit zal

tegel tengevolge hebben dat het chromatogram abnormaal wordt.
Een afwijking van de oplosbaarheid van een sto f in de im bibitie-

phase van die in zuiver water, kan echter ook toegeschreven worden
aan een indirecte invloed van de ce llu lo se  op het im bibitie-w ater.
Dit is  analoog aan het bekende v ersch ijn se l, dat de oplosbaarheid  van
een stof in m engsels van water en alcoholen groter kan zijn  dan met
de oplosbaarheden in de zuivere componenten overeenkomt. De op los
baarheid van een stof in de im bibitie-phase kan dus ook versch illen
van die in water, zonder dat een directejrbinding van de stof aan de
cellu lo se  behoeft te  worden aangenomen.

Volgens de gegeven defin itie  is  verdelingschrom atographie n iet be
perkt to t een verdelingssysteem  bestaande uit water en een hiermee
n ie t mengbare v loeisto f. Het is  immers geen noodzakelijke voorwaarde
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voor het sta tionnair blijven van de im bibitie-vloeistof (d.i. de v loeisto f
die door imbibitie aan de cellu lose  wordt gebonden), dat het so lvens
n iet met water mengbaar is . R eeds met water a ls  so lvens zal een ver-
delingssysteem  gerealiseerd  zijn , indien het im bibitie-w ater stationnair
b lijft, wanneer water door de cap illa iren  van het papier stroomt.
Hetzelfde zal gelden voor een willekeurig so lvens dat de ce llu lo se
imbibe ert.

Om te kunnen beoordelen in hoeverre de papierchrom atographie a ls
een verdelingschrom atographie kan functionneren, is  he t dus nood*
zakelijk te weten hoe de verschillende v loeistoffen  die a ls  so lven tia
worden gebruikt, op de ce llu lose  inwerken. De eigenschappen van
cellu lose in het algemeen en de inwerking van v loeistoffen  op ce llu 
lose in het bij zonder, werden daarom uitvoerig besproken (hoofdstuk lil).

C ellu lose neemt water op door hydraatvorming en im bibitie. De
geïmbibeerde ce llu lose  is  te vergelijken met een op lossing  van ce llu 
lose in water. M a r t i n  (1950) vergelijkt de geïm bibeerde ce llu lo se
met een oplossing van glucose in water. Het is  ech ter n ie t te beoor
delen hoever deze vergelijking kan worden doorgevoerd, omdat de
opvattingen over de aard van de amorphe gebieden van de ce llu lo se
uiteenlopen. Bovendien moet rekening worden gehouden met de moge
lijkheid , dat de aard van de amorphe ce llu lo se  belangrijk kan versch il
len voor verschillende cellu lose-m onsters. De eigenschappen van de
im bibitie-phase kunnen dus bij verschillende papiersoorten eveneens
uiteenlopen, afhankelijk van de grondstof die voor het papier is
gebruikt.

Ook andere v loeistoffen  dan water kunnen droge ce llu lo se  imbiberen,
zoals methanol en aethanol. Het imbiberend vermogen neem t af in de
volgorde: water > methanol > aethanol. De im bibitie van droge ce llu 
lo se  door aethanol b lijk t, in tegenstelling  to t de im bibitie door water,
een n iet geheel reversibel proces te zijn. Bij uitdrogen van ce llu lo se
die door aethanol is  geTmbibeerd, b lijft een deel van de aethanol
hardnekkig achter (inclusie).

V loeistoffen die droge ce llu lo se  n iet imbiberen, kunnen wel in de
amorphe gebieden penetreren, indien deze door water of een  ander
imbiberend so lvens toegankelijk  zijn gemaakt. V loeistoffen die zich
in d e  amorphe gebieden van de ce llu lo se  bevinden, kunnen bij uitdrogen
worden geincludeerd. Een v loeistof wordt des te  gem akkelijker geïn-
cludeerd, naarmate haar imbiberend vermogen voor ce llu lo se  geringer
is .
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N adere geg ev en s over de inw erking van en ige v lo e is to ffen  op c e llu 
lo se  w erden door experim en tee l onderzoek  verkregen  (hoofdstuk IV).

H ydraatw ater-houdend p ap ie r b leek  in  be lang rijke  m ate geunbibeerd
te  worden door m ierenzuur, az ijnzuu r, p y rid ine , m ethanol e n d ia e th y l-
am ine, m inder door ae thano l en  s le c h ts  w einig door p ro p an o l-1 en
ace ton . G een im bib itie  kon worden g ec o n sta tee rd  bij a e th e r, chloroform
en koo lw atersto ffen . Bij uitgedroogd p ap ier kon a lle e n  im b ib itie  door
m ethanol v a s tg e s te ld  worden. Bij inw erking van m en g se ls  van v lo e i
s to ffen  is  de sa m en ste llin g  van de im b ib itie -v lo e is to f  v e rsc h ille n d
van de sa m en ste llin g  van de b u ite n -v lo e is to f (de v lo e is to f  bu iten  de
amorphe c e llu lo se ) , d ie  met de im b ib itie -v lo e is to f in  evenw ich t i s .
L'it het onderzoek  b leek , da t m en g se ls  van een  a lcoho l met w ater
bij co n tac t met p ap ier een  im b ib itie -v lo e is to f vormen m et g ro ter w arer-
g eh a lte  dan d a t van de b u iten -v lo e is to f. De sam en ste llin g  van beide
v lo e is to ffen  v e rsc h ilt d e s  te  meer, naarm ate het w a te rg eh a lte  van  de
b u iten -v lo e is to f k le iner i s  en de a lcoho l hoger s ta a t  in  de hom ologe
re e k s . B ovendien b leek  da t alcoho len  met een  gering  w ate rgehalte ,
w ater aan luchtdroog pap ier on ttrekken . Is he t w a te rg eh a lte  ech te r
groot, dan g aa t w ater u it de alcoho l in het p ap ie r over. Bij een  bepaald
w ate rgehalte  g aa t geen  w ater in o f u it het p ap ier. D it g eh a lte  i s
afhankelijk  van de aard van de a lcoho l.

'to rd t luchtdroog p ap ier met een  w illekeurig  so lv e n s  g eë lu eerd , dan
zal a ls  reg e l de sam en ste llin g  van h e t so lv e n s  ti jd e n s  de e lu tie
veranderen , doordat w ater van h e t p ap ier in  het so lv e n s  o v erg aa t o f
doordat de com ponenten w aaruit het so lv e n s  is  sam en g este ld , in  de
c e llu lo se  p en e treren  in een verhouding d ie afw ijkt van de sa m e n s te l
ling . Dit e ffec t kan worden verm inderd door he t p ap ie r vooraf in  de
dam pen van het so lv e n s  te  accom m oderen.

Door m iddel van een  se rie  ch rom atograph ische experim enten  kon
worden aangetoond , dat de im b ib itie -phase  die door inw erking van he t
so lv e n s  op liet p ap ie r o n ts ta a t,  a ls  s ta tio n n a ire  p h ase  voor v e rd e lin g s-
chrom atographie kan fungeren (hoofdstuk V). Het i s  h ie rb ij n ie t nood
zak elijk  dat de im b ib itie -p h ase  en he t so lv e n s  met e lk aa r  in evenw ich t
zijn .

In he t g eva l van e lu tie  van su ik e rs  met w ater, kon het m echanism e
worden h erle id  to t een  verdeling  tu s s e n  tw ee w ate rp h asen  (Ot = 1);
chrom atograph ie van g lu c o se , azo b en zeen  en fluorenon met m ethanol-
w ater m engsels , kon w orden te ruggeb rach t to t een  verde ling  van de
s to f  tu s s e n  tw ee m ethanol-phasen  van v e rsc h ille n d  w ate rg eh alte .
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De w aargenom en v e rsc h ijn se le n  le idden  to t de opvatting  d a t he t
he t probleem  van de pap ierch rom atograph ische sch eid in g  in  hoofdzaalc
kan worden herle id  to t de volgende vragen:

a )  Moe is  de sam en ste llin g  van de im b ib itie -v lo e is to f bij gebruik
van een  bepaald  so lv en s.

b) Moe wordt de s to f verdeeld  tu sse n  tw ee v lo e is to ffen  van bekende
sa m en ste llin g .

De sam en ste llin g  van de im b ib itie -v lo e is to f kan experim en tee l
worden onderzoch t. Om een indruk te verkrijgen, zal men vaak  kunnen
v o ls taa n  met de reg e l, da t de im b ib itie -v lo e is to f  rijke r za l zijn  aan
po la ire  v lo e is to f  dan he t so lv e n s , da t er mee in evenw icht is  en da t
het v ersch il in sam en ste llin g  van beide v loe isto ffen  groter is ,  naarm ate
het so lv e n s  m inder po la ir is .  Deze rege l, d ie  een g e n e ra lis a tie  is  van
hetgeen  bij inw erking van alcoholen  op pap ier werd gevonden, d ien t
ech te r nader te worden g e v e rifie e rd .

Ken indruk van de v erd e lin g sco ëffic iën t van de s to f kan men ver
krijgen door v erge lijk ing  van de op lo sbaarheden  van de s to f in im bibitie-
v lo e is to f  en so lv en s.

Dat de bovenstaande opvatting  een  r ich tlijn  kan zijn  voor h e t op
lo sse n  van een scheid ingsprob leem , werd aan een  voorbeeld  g e ïllu s 
treerd  (sche id ing  van enige barb ita len ). De keuze van h e t so lv en s
werd in d it geval bepaald  door de op losbaarheden  van de s to f en door
bovengenoem de rege l over de sam en ste llin g  van de im b ib itie -phase .

Met behoeft geen betoog, dat he t belangrijk  is  da t h e t chrom ato-
g raph isch  gedrag van een sto f in d irec t verband kan worden gerbacht
met de op lo sbaarheden  van de sto f in v e rsch illen d e  so lv e n tia . O plos
baarheden  zijn immers experim enteel gem akkelijk  te b epa len . Met kan
dus van belang  g each t worden nader te  onderzoeken in hoeverre de
h ier naar voren geb rach te  v o o rste llin g  op de papierchrom atographie kan
worden to e g ep a s t. Een com plicatie  hierbij i s ,  dat de op lo sbaarhe id
van een  sto f in de im b ib itie -v loe is to f door de aanw ezigheid  van de
c e llu lo se  kan worden b e ïnv loed . Hierdoor wordt sche id ing  m ogelijk
door verde lings chrom atograph ie met water a ls  so lv e n s  (hoofdstuk VI
§ 4). Ook d it d ie n t n ader te  worden onderzoch t o m h ie rin  een  beter in z ich t
te  verkrijgen.

Bij he t experim en tele  onderzoek kwamen enkele punten  v a n p ra c tis c h
belang  naar voren (hoofdstuk V):

Door accom m odatie van he t p ap ier kan de Rp be langrijk  d a len , he t
geen wordt veroorzaak t door he t toenem en van de verhouding A8/ A L .
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Deze toeneming is  in bepaalde gevallen zo groot dat aangenomen
werd, dat ook het cap illa ir-condensaat dat bij accommodatie kan ont
s taan , a ls  een deel van de stationnaire phase fungeert. Opgemerkt
werd dat bij geaccommodeerd papier het front vaak sneller s tijg t en
minder scherp is  afgetekend dan bij d irect geêlueerd papier. Ook dit
kan door aanw ezigheid van capilla ir-condensaat worden verklaard.

Het versch ijnse l kan aanleiding geven tot onregelm atige stroming
van het so lvens, indien de temperatuur in de chrom atographische
kamer n iet gelijkm atig is . Op p laa tsen  van het papier, waar het cap il
lair-condensaat door stijg ing  van de temperatuur verdampt, verp laa tst
het front zich langzamer. Het gevolg is ,  dat de Rj. van een sto f op
twee p laa tsen  van hetzelfde papier kan versch illen .

Door langdurige accommodatie van het papier naderen de verdelings-
coefficiénten van verschillende stoffen to t elkaar. De scheiding wordt
hierdoor ongunstig beïnvloed. Ook dit versch ijn se l kan worden ver
klaard door aan te nemen, dat een cap illa ir-condensaat van dezelfde
sam enstelling  a ls  he t so lvens, a ls  deel van de stationnaire phase
fungeert. Een korte accoram odatietijd veroorzaakt echter vaak meer
compacte vlekken en dit is  dus gunstig voor de scheiding.

Aangetoond werd dat abnormale vlekken kunnen ontstaan  zonder dat
adsorptie optreedt, indien de imbibitie^phase n iet goed ontwikkeld is .
Verondersteld werd, dat dit wordt veroorzaakt door inc lusie  van de
sto f in de gebieden van de amorphe ce llu lose.

Adsorptie van enige stoffen aan ce llu lo se  kon worden aangetoond
(hoofdstuk VI). In deze gevallen ontstonden abnormale vlekken. Door
verdringing van een geadsorbeerde stof door een andere, die sterker
wordt geadsorbeerd, kunnen scheidingen worden verkregen. Aangetoond
werd dat de adsorptie van een opgeloste sto f aan het papier van polaire
aard is . Zij kan worden verhinderd door te zorgen, dat he t so lvens
voldoende polair is  of door de cellu lose te imbiberen door een polaire
v loeisto f. In vele gevallen zal de aanw ezigheid van een bepaalde
hoeveelheid water in het solvens voldoende zijn  om adsorptie  te
voorkomen en normale vlekken te verkrijgen.

Hij chromatographie van ioniserende stoffen kunnen abnormale
vlekken on tstaan  door ionenuitw isseling met de kationen van het
papier. Dit werd onderzocht door middel van elu tie  van zuren en
alkalo ïden  met water (hoofdstuk VI).

Bij zuren wordt het H + van het zuur u itgew isseld  tegen  de m etaal
ionen (M+ ) van het papier. Het H+ wordt hierbij irreversibel gebonden,
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terw ijl het vrijgekomen M+ en het anion van het zuur samen een
normale zoutvlek geven. De u itw isseling  kan worden verhinderd door
de ion isatie  van het zuur terug te dringen of door het M + van het
papier door H + te vervangen. Dit la a ts te  kan reeds voor de e lu d e
geschieden door het papier met zoutzuur te behandelen.

Bij e lude  van alkaloïden met water, kan het kadon van het alkaloïde
u itw isselen  tegen M , terwijl het vrije alkaloïde d irect gebonden kan
worden aan het H + van het papier. Hierdoor on tstaan  abnormale vlek
ken. De vorm hiervan hangt zeer af van de gebruikte papiersoort. Daar
het alkaloïde uit de gebonden toestand weer door een kadon en dus
door een ander alkaloïde kan worden u itgew isseld , is  scheiding van
verschillende alkaloïden mogelijk. De ionenuitw isseling bij e lu tie  van
alkaloïden kan, behalve door het terugdringen van de io n isa tie , worden
verhinderd door een overmaat kadon (bv.KCl) aan het so lvens of aan
de stadonnaire phase toe te voegen.

De ionenuitw isseling bij e lude  van zuren en de binding van alkalo--
ïden aan het H+ van het papier, kunnen worden gebruikt om de uit-
w isse lingscapacite it van het papier te bepalen. Hierbij kunnen ver
schillende com plicaties optreden. Het b lijk t, dat de u itw isse lings-
capacite it van verschillende papiersoorten aanzien lijk  uiteenloopt.



INVESTIGATIONS OF THE MECHANISM OF

PAPER CHROMATOGRAPHY

SUMMARY

P ap er chrom atography w as in troduced  by C o n s d e n ,  G o r d o n  and
M a r t i n  (1944) as a v a ria n t o f p a rtitio n  chrom atography, in which the
so lu te  is  d is trib u te d  betw een  a s ta tio n a ry  p h ase  (S) co n s is tin g  of
w ater and a mobile p h a se  (L) c o n s is tin g  of a so lv en t im m iscib le w ith
w ater. The p artitio n  theory of M a r t i n  and S y n g e  (1941) co n n e c ts
the  Ry. of a so lu te  on a paper chrom atogram  with the  p artitio n  co e ffi
c ie n t (Sl)by the follow ing equation :

Rp = 1/(1  + a  As/ A l ) .................................................I)

in  w hich A j /A L re p re se n ts  the ra tio  o f th e  a re a s  of c ro ss  s e c tio n s
o f S and L on the sam e p lace  of the paper. The p artitio n  theory h o ld s
only  when X is  independen t of the C oncen tra tion - T he theory is  a ls o
ap p lica b le  to adso rp tion  of the  so lu te  on S provided th a t the  adso rp 
tion  isotherm  is  linear.

T he p a rtitio n  theory and i ts  ap p lica tio n  to  paper chrom atography
w ere ex ten s iv e ly  d is c u s se d  (chap ter II). It fo llow s from the  theory
th a t the Rp is  independent of the co n cen tra tio n  of the so lu te  and th a t
the  sp o ts  on the chrom atogram  are nearly  round. Such a chrom atogram
w ill be c a lle d  here a normal chrom atogram .

C o n s d e n  et a l. were ab le  to  verify  the ir concep tion  of the M echa
nism  of paper chrom atography by com paring the a  v a lu e s  of som e am ino
a c id s  c a lc u la te d  from I) w ith the p a rtitio n  c o e ff ic ie n ts  w hich w ere
determ ined  d irec tly .

It h a s  been  show n, how ever, by q th e rs ,  th a t in som e c a s e s  the  a
c a lc u la te d  from I) w as considerab ly  h igher than  th e  p a rtitio n  co e f
f ic ie n t.
M oreover, i t  appeared  th a t normal chrom atogram s occurred  and se p a ra 
tio n s  could  be perfortned by u sing  so lv e n ts  w hich were fu lly  m isc ib le
w ith  w ate r, inc lud ing  w ater i ts e lf  a s  a so lv e n t. T h erefo re , se v e ra l
in v e s tig a to rs  ( M o o r e  and S t e i n  1948, D e c k e r  and R i f f a r t  1950,
B u r m a  and B a n e r j e e  1950) conc luded  th a t adsorp tion  p la y s  an
im portant part in paper chrom atography. T h is  co n c lu s io n , how ever, is
not n e c e s sa ry , s in c e  the phenom ena in q u es tio n  may a lso  be ex p la in ed
by p artitio n  chrom atography , if  a broader m eaning is  g iven  to t th is  term .
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In the p resen t study partition  chrom atography is  defined  a s  a  chrom a
tography in  which the sta tio n ary  p h a se  is  a  volum e p h a s e , in d is 
tin c tio n  from adsorp tion  chrom atography in which the sta tio n ary  p h ase
is  a su rface . According to th is  defin ition  a d ire c t bonding of the
so lu te  to  the c e llu lo se  of the paper should  not n ec e ssa r ily  be con
s id e re d  a s  an adsorp tion . The w ater which is  bound to the paper, may
p e n e tra te  in the am orphous reg ions of th e  c e llu lo se  (im bibition) and
the w a te r-c e llu lo se  com plex may be co n s id ered  a s  a  so lu tion  of
c e llu lo se  in w ater and therefore a s  a volume p h ase  (im bibition p h ase ) .
A rev e rs ib le  tran s itio n  of the so lu te  in such  an im bibition p h ase  is  in
acco rd an ce  w ith the m eaning of p a rtitio n , even* in  the c a s e  th a t the
c e llu lo s e  ch a in s  are d irec tly  involved  in binding th e  so lu te . Another
re su lt  of th is  conception  is  tha t the so lu b ility  of a  su b stan ce  in the
im bibition  p h ase  may d ev ia te  from the so lu b ility  in pure w ater. The
Ot-value ca lc u la te d  from I) may d ev ia te  therefo re from the  p artitio n
co e ffic ie n t w hich is  determ ined d irec tly  w ithout adsorp tion  tak ing
p la c e .

H owever, a su b s tan ce  w hich is  bound d irec tly  to  th e  c e llu lo se
c h a in s  in the im bibition p h ase , w ill a lso  be bound to the su rface  of
the c e llu lo se  in the c ry s ta llin e  reg io n s. The la tte r  is  to  be co n sid ered
a s  adsorp tion  and th is  may re su lt in th e  occu rrence  of an abnorm al
chrom atogram .

A dev iation  of the so lub ility  of a su b s tan ce  in the im bibition  p h ase
from the so lu b ility  in pure w ater may a lso  be exp lained  by an in d irec t
in fluence of the c e llu lo se  on the im bibition  w ater. T h is  is  analogous
to  the phenom enon th a t the so lub ility  of a su b s ta n c e  in m ixtures
c o n s is tin g  of w ater and a lcoho ls may be higher than th e  sum of the
correspond ing  so lu b ilitie s  in the pure com ponents. ( B a n c r o f t  and
B u t l e r  1932). The so lub ility  o f a su b s ta n c e  in  th e  im bibition
w ater may d ev ia te  therefore from the so lu b ility  in pure w ater w ithout
the  n e c e s s ity  of assum ing  a d ire c t bonding o f the so lu te  to  the
c e llu lo s e  m olecu les.

P a r titio n  chrom atography a s  defined  above w ill not be confined  to
a p artitio n  system  c o n s is tin g  of w ater and a so lven t not m isc ib le  w ith
w ate r, b ecau se  the u se  of such  a so lven t is  not a condition  for the
im bibition  liqu id  rem aining s ta tio n a ry . A p artitio n  system  w ill be
re a lis e d  a lready  when w ater is  u sed  a s  a so lv en t, if the im bibition
w ater rem ains sta tio n ary  w h ilst the m obile w ater flow s through th e
c a p il la ire s  o f the paper. The sam e view  holds good when an arbitrary
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solvent is  used  which is  bound to the ce llu lose  by imbibition.
In order to judge the p o ss ib ilitie s  of a partition  system  in paper

chromatography, it  is  necessary  to know how the so lven ts which are
used  as the mobile phase can be bound to the ce llu lose  of the paper.
The properties of the ce llu lose  and in particular the action of liquids
and vapours upon ce llu lo se  were d iscu ssed  therefore extensively
(chapter III).

C ellu lose takes up water by hydration and by imbibition. The cellu 
lo se  w ater complex may be considered a s  a solution of cellu lose  in
water. M a r t i n  (1950) compares it to a solution of glucose in water.
It is  d ifficu lt, however, to judge how far th is  comparison holds good,
because the opinions 'about the nature of the amorphous cellu lose
diverge on e sse n tia l points ( He r  m a n  s 1949, F r e y  - Wy s s 1 in g  1951,
A lg  a r ,  G ie  r t z and G u s t a f  s s o n  1951, R S n b y  1952). Moreover, we
have to consider the possib ility  that the nature of the amorphous
ce llu lo se  and consequently the properties of the imbibition phase may
differ importantly for different kinds of paper.

Other liqu ids than water, for instance methanol and ethanol, are
able to  be bound to dry ce llu lose by imbibition ( K a n a m a r u  and C h a o
1938, L a u e r  1944). The imbibition d ecreases in the sequence water >
methanol > ethanol. It appears that the imbibition of ethanol is  a
irreversib le proces (Mease 1933); when ce llu lose  contains ethanol
a part of the la tte r remains in the ce llu lose  after drying (inclusion).
L iquids which are not bound to dry ce llu lose by imbibition may pene
trate  into the amorphous components of the fibre, if these  components
are made acc e ss ib le  to the liquids by water or other imbibing solvents.
In drying the ce llu lose  which contains a liquid in the amorphous parts,
inclusion of the liquid may occur ( S t a u d i n g e r  and D ö h l e  1943).
A liquid is  included in the ce llu lose the more easily  when it pene
tra te s  the more difficultly  into the amorphous regions of dry cellu lose.

By our own experim ents concerning the action of liquids upon cel
lu lo se  the following resu lts  were obtained (chapter IV).

Air-dry paper (containing water of hydration) appeared to be imbibed
strongly by formic acid , acetic  acid , pyridine, methanol and diethyl-

amine, le s s  by ethanol and only slightly  by propanol-1 and acetone.
Imbibition of e th ers , chloroforme and hydrocarbons could not be e s 
tab lish ed . In the case  of fully dried paper only imbibition of methanol
could be ascerta ined .

When mixtures of liquids act upon ce llu lo se , the composition of the
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imbibition liquid is , as a ru le, different from the composition of the
outer liquid (the liquid outside the amorphous regions) which is  in
equilibrium with the imbibition phase. Mixtures of alcohols and water
give an imbibition liquid of higher water content than the outer liquid.
The composition of inner* and outer liquid is  the more different when
the water content of the outer liquid is lower and the molecular weight
of the alcohol is  higher.

It appeared that alcohols with a low percentage of water are able to
withdraw water from air-dry paper. However, when the water content of
the alcohol is  high the paper takes up water from the alcohol. At a
given water concentration, dependent on the nature of the alcohol, no
transition  of water between the paper and the alcohol takes p lace.

When an arbitrary solvent is  used for chromatography on air-dry
paper, it follows that the composition of the solvent is  apt to  change
during the p rocess of elution. This may be caused  by a transition  of
water from the paper into the solvent or by a transition  of the compo
nents of the solvent into the paper in a ratio  different from the com
position of the solvent. This change in com position will decrease
when the paper is  exposed for some time to  the vapours of the solvent,
before the elution is  started  ( ,,accommodation”  of the paper).

It could be shown by several chromatographic experim ents that the
imbibition phase , which resu lts  from the interplay of the solvent and
the paper, a c ts  as the stationary phase of partition chromatography
(chapter V). Elution of sugars with water as  a solvent could be reduced
to a partition of the so lu tes between two water p h ases ({X = 1).
Elution of g lucose, fluorenone and azobenzene with mixtures of metha
nol and water as so lvents could be reduced to a partition between two
methanol p h ases  of a different water content.

As a resu lt of the experiments the conclusion was drawn that the
problem of a separation by paperchromatography can be reduced to
the following questions:
a) How is  the composition of the imbibition liquid when a given sol

vent is  used. §
b) How is  the distribution of a solute between two liquids of a given

com position.
The composition of the imbibition liquid may be investigated  experi

m entally. For obtaining a qualitative im pression, we may generalize
the re su lts  found for the action of alcohols upon paper in the following
way: The imbibition liquid will be more polar than the solvent and the
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com position of the imbibition liquid and the solvent w ill differ more,
the le s s  polar the solvent is .

For obtaining an im pression of the partition  coeffic ien t we may
compare the so lu b ilitie s  of the substance in  the im bibition phase and
the solvent.

It could be shown, that the above ca lled  conception may serve as
a guidance in separating  m ixtures of su b stan ces by paper chromato
graphy (separation of some barbiturates by m ixtures of methanol and
car bonte trachloride.

The possib ility  of connecting the chromatographic behaviour of a
substance to  the so lub ilities  of the substance  is  of importance a s
so lu b ilitie s  are easily  determ ined. It seem s to be important to investi
gate more close ly  how far th is  conception may be applied to paper
chromatography. A com plication a rise s , however, from the fac t that the
solubility  of a substance  in the imbibition liquid may be influenced
by the presence of ce llu lo se . As a  re su lt of th is , separations may be
obtained by partition  chromatography with water a s  a  so lvent (chapter
VI, §  4). Also th is  should be further examined in order to get a better
insigh t.

In the course of the  experim ental investiga tion  some points of
p rac tica l importance emerged:
By accommodation of the paper in the vapour of the solvent the Rp
d ecreases  im portantly. This is  caused  by the in crease  of the ratio
^ 3 / Thi s  in crease  may assum e such proportions a s  to compel the
assum ption that a part of the stationary phase is  formed by capillary
condensation of the  solvent in the narrow cap illa rie s  of the paper.
It was noticed th a t the rate of flow of the so lvent in c reases  and that
the sharpness of the front d ec reases , when the paper is  accommodated
in the vapour for a long time. This may a lso  be expained by capillary
condensation with the aid of the theory of paper structure developed
by T o l l e n a a r - a n d  B l o k h u i s  (1950).

Capillary condensation may give r is e  to  an irregular solvent front
when the tem perature in  the chromatographic chamber is  unequal.
At those p laces  of the paper where the condensate evaporates by the
increase  of tem perature, the solvent front travels  more slowly. This
may cau se  a difference of the Rp values of the same so lu tes eluted
on different p laces  of the same paper.

Accommodation of the paper for a  long time is  unfavourable for
effecting sep ara tio n s, since  the ra tio  of the partition  coefficients
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approaches to unity in th is  case . This may be explained by the assump-
tion that after prolonged accommodation the stationary  phase co n sis ts
(partly) of a capillary condensate of the  same com position as the
solvent. A short accommodation of the paper, however, favours the
occurence of more compact spots.

It could be shown that abnormal spots may occur in c a se s  in which
adsorption and ionization  are excluded, when the im bibition phase is
developed insufficiently . This has been explained by the assum ption
that a part of the solute is  included in the amorphous ce llu lo se  in
these  c a se s .

It has been dem onstrated that under c ircum stances adsorption on the
paper may occur, causing abnormal spots (chapter VI). Since a sub
stance  may be d isp laced  out of the adsorbed s ta te  by another one,
separations may be obtained by adsorption chromatography on paper*
It could be shown that th is  adsorption is  of a polar nature. The ad
sorption can be prevented by using a sufficiently  polar solvent or by
imbibition of the ce llu lo se  with a sufficiently  polar liquid. In many
c a se s  the presence of a certain  quantity of water in the solvent w ill
preveat the adsorption and will cause normal spots.

In the chromatography of ionizing su b stan ces abnormal spo ts may
occur by ion exchange with the kations of the paper. T h is was inves
tiga ted  by elution of ac ids and alkalo ids with water (chapter VI).

When acids are elu ted  with water, the H+ of the acid  is  exchanged
against the m etalions (M*) of the paper. The H+ is  irreversibly bound
to the paper, giving a streaky acid spot, w hilst the combination of M+
and the anion of the  acid is  chromatographed further, giving a normal
sa lt spot. The ion exchange may be prevented by preventing the ioni
zation of the acid or by displacing the M* o f the paper by H+. The
la tte r can be done by treating the paper with hydrochloric acid.

When a lkalo ids are elu ted  with w ater, the kation of the alkaloid
exchanges with M* and the free alkaloid can be bound directly  to the
H of the paper. T his cau ses  abnormal sp o ts , the  shape of which
may vary much when different kinds o f paper are u sed . Since the
alkaloid which is  bound to the paper may be d isp laced  by another one,
separation  of alkalo ids is  possib le  in th is  way. The ion exchange of
a lkalo ids can be prevented by preventing the ionization or by an
e x cess  of an arbitrary electro ly te (e.g.K Cl) in the stationary  phase .
The ion exchange which occurs in elution of ac id s  and the bonding of
alkalo ids to the H+ of the paper can  be u sed  for determ ining the
carboxyl content o f the paper. Several com plications may, however, occur.
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s le c h ts  berust op het fe it, dat bij de ee rs te  de ce l wand nog in tac t i s ,
is  on ju ist.

Schneider E ., D eutsch. Ap. Ztg. 91, 292(1951)

IX

De m athem atische behandeling van de verdelingschrom atographie, zo a ls
deze wordt gegeven door M a r t i n  en S y n g e  en J a m e s  en M a r t i n ,
voert to t een physisch e  ongerijm dheid, indien men aanneem t dat het
evenw icht voor de verdeling van de sto f tu ssen  sta tionnaire  en mobiele
p h ase  zich n ie t onm iddellijk in s te lt.

Martin A .J .P . en Synge L.M ., B iochem .J. 3 5 ,1358(1941)
Jam es A.T. en Martin A .J .P ., Analyst 77,915(1952)
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