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SUMMARY 

In this introductory lecture the reproducibility in paper and thin-layer chrot 
matography is, examined.. The factors that are responsible’ for non+eproducibility 
are discussed and possibilities of increasing the reproducibility are indicated. : 
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Die Reproduzierbarkeit- des chromatographischen Verhaltens in, der Papier- 
und Diinnschichtchromatographie ist eng “mit der Frage verbunden,: wie man die 
relative ,Beweglichkeit in ,dem chromatographischen~ System ausdrticken ~011, welche 
bei den’ beiden Methoden ein heikles Problem, darstellt. ‘Abgesehen von der. Struktur 
der Analysensubstani ist die .Beweglichkeit, des ,Stoffes’ durch die Zuszimmensettiung 
undrelativen’ Quersclinitt des Phasensystems ‘in’ allen Teilen des Chromatbgramines 
gegebenl. Diese Zusammensetzung ‘sollte, ,im a idealen’ %alle 15ngs. des. ganzen Chrom&- 
togr+nmes konstant sein .Da aber bei der ,Papier- nnd Diinnschichtcliromatographie 
die. Liisungsmittelfront meistens, mit ‘der: station&en Phase in; ,I<ontakt ‘konimt, mit 
der sic, bisher nicht im, Gleichgewicht : gewesen war, wird wahrend, der Entwicklung 
nicht mir die, Zusamrnensetzung der station&en‘ urid der mobilen Phase standig ge- 
andert, sondern ‘such deren Querschnittz. Die Beweglichkeit des Stoffes ‘wir.d .bei ‘den 
Methoden in der Flachenanordnuiig allgemein durch die &-W&b ausgedrtickt, *,die 
jedoch ,keine’ ver&-rderlichen Grijssen einschliessen, ‘welche,.ftir ‘die”Rildung der Gra- 
diente verantwortlich sind. Und, gerade’ bier muss der Hauptgrundt fiir~’ die ‘unvoll- 
kommene Reproduzierbarkeit der. Rj-Werte ,gesuclit werden. ‘, : ” ;’ 

: ‘. Die, .Faktdren, welche ‘die, Gradientbildung verursaclien oder. welche sich in 
anderer, Weise an der: Nichtreproduiierbarkeit ‘der XpAWerte .beteiligen, sirid Sowohl 
in der- Papier- als such in’ der Diiniischicl~tchromatographie ~geniigend bekannt (siehe 
z.B; ‘Lit’;g-ro) . .Es wird:ihnen. jedoch in’ der t&$&en chromatograpliischen’~Praxis 
meistens nicht ; hinreichende Aufmerksamkeit, gewidmet. 25.1 den Vorteilen der’:,Me- 
thodenin :Flachenanordnung. gehbrt .n~mlich die Tatsache, dassftir ‘die” Identifikation 
eines’bekannten Stoffes seine, absolute Beweglichkeit nicht ~erforderlich ist xind einen 
gewissen, Mangel. an s ~Reproduzierbarkeit die : Identifikation nicht’: :beeir&&htigt i 

Neben -derAnalyserisubstanz wird auf das’gleiche Chromatogranim die Standard&b; 
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stanz aufgetragen, sodass der Gradient des Lijsungsmittclsystems die Beweglichkeit 
der beiden Substanzen in gleichem Masse beeinflusst, Die meisten Chromatographie- 
Praktiker ntitzen diese Tatsache aus ,und beschaftigen sic11 nicht mit den angefiihrten 
Faktoren, leider such nicht bei der Verdffentlichung von chromatographischen Daten. 
Es ist aber eindeutig klar, dass man sic11 in vielen Fallen mit einem einfachen Ver- 
gleich der Analysensubstanz mit dem Standard nicht zufriddenstellen kann, s&iclern 
dass man die Beweglichkeit des Stoffes mit einer Grosse ausdriicken muss, die als 
eine Konstante angesehen werden kann. Ich meine damit die Ausniitzung der Be- 
ziehung zwischen Struktur und cl~romatograpl~ischen~ Verhalten bei der L&sung der 
Strukturfragen, den systematischen Analysengang und allgemein alle Arten der Er- 
fassung einer grijsseren Anzahl von cl~ron~atograpl~iscl~en Daten und deren Riick- 
ausniitzung, besonders bei Anwendung von Rechenrnaschinenll. 

Vom Standpunkte der Reproduzierbarkeit wurde den1 Vergleich zwischen pa- 
pier- und diinnscl~icl~tchromatograpl~iscl~er Methode bisher in der Literatur nicht vie1 
Aufmerksamkeit gewidmet. Die Authoren machen meistens auf Grund der empiri- 
schen Erkenntnis.die Feststellung, class die Papierchromatographie mehr reproduzier- 
bare Ergebnisse liefert als die Dtinnscl~icl~tchron~atograpl~ie (z.B. Lit. IS-15). Diese 
aus : taglicher Praxis resultierenderr Ergebnisse,’ bei -welchen dem chromatographi- 
schen Prozess keine besondere Aufmerksamkeit gewidmet wird, sind zwar gut be- 
greiflich, jedoch nicht. immer berechtigt.. Man muss unterscheiden, wie weit, sich die 
gewahlte Separationsfunktion an der Reproduzierbarkeit beteiligt, und was fur einen 
Einfluss die elrperirnentelle Anordnung aufweist. Wenn man annimmt, dass die Re- 
produzierbarkeit grijsstenteils eine Frage der Gradiente und des Phasenquerschnittes 
darstellt, dann kann die ganze Problematik in zwei Gruppen eingeteilt werden :, I. 

‘; ,’ I. ., In .,wie fern sic11 die Bedingungen gestalten liessen, dass es nicht zur Gra- 
clientenbildung kornmt, .und somit die Phasenzusammensetzung ’ und der Phasen- 
querschnitt Zings ,des Chromatogrammes. konstant bliebe; . 

,2. Wie die Bedingungen sicherzustellen; y.un , die Reproduzierbarkeit der Gra- 
dienten oder ,Quersclmittsver&nderungen zu erm8glichen. : 

Erwtigen wir in der , e&en Gm&5e :zuerst die Distributionsisotherme Flussig- 
keit-Flussigkeit,, dann, wurden die ,: besten Resultate auf dem miti verankertem po- 
1aremiO oder nichtpolarem” organiscliem Lijsungsmittel ,impr&niertem Papier er- 
halten, bzw. .in einer Anordnung zwischen, zwei ,Platten 17.:. Es besteht grundsgtzlich 
kein ,wesentlicher Unterschied zwischen. dem Papier, und z.B.,’ einer Celluloseschicht. 
Eine :gewisse Verminderung der Reproduzierbarkeit kann jedoch in Hinsicht auf :die 
manuelle Schichtbereitung erwartet werden.. Die Reproduzierbarlceit betragt nach 
unseren Erfahrungen- etwa ~-IO% und wird durch Verankerung von ungleicher Menge 
der station&en Phase verursacht, Dieser Fehler kijnnte, herabgesetzt werden, .und 
zwar meistens, durch die Art der ,Impragnierung. Kleinere’ Fehler. sind bei der Dtinn- 
schichtchromatographie zu .erwarten, falls man Cellulose ,mit. z;B., Formamid vor dem 
Streichen:.mischt. Nach :GREEN UND MARCINICIEWICZ 17 kdnnen bei der Papierchro- 
matographie. die,Bedingungen so, gestaltet werden, dass die Reproduzierbarkeit besser 
alsj:o.or, des.J+Wertes ist., Bei, Wassersystemen kann nach :MACEIC~! der Gradient 
der stationQren ,Phase. durch die Impragnierung des. Papiers init. der wassrigen Phase 
herabgesetzt: werden,,.odernoch besser .,durch :Auftragen der Probe auf den Start des 
scl?on, laufenden Chromatogrammes : Hier ist, schon die stationare Phase in Gleichge- 
wicht’:mit:.der mobilen ,Phasej und die Situation ,&hnelt ‘der bei -der.~Saulenchromatot 

J.. ChgomuLog., 3,3~z($g68)~2573-262. 



REPRODUZI~RBARICEIT IN DER PC UND DC 259 

graphie. Zu &hnlichen Schlussfolgerungcn kam spater such DALLAS~O bei d&z Dunn- 
schichtchromatographie auf einer I~ieselgelschicht mit Benz01 :als Laufmittel; Wenn ‘/ 
man .von technischen Schwierigkeiten : absieht; so’ ist leider bei dem .Auftragen’ ,auf 
linen feuchten Blatt das Lijsungsmittelvolum~ der Probe. begrenzt, was bei Extrakten 
aus biologischem Material die Anwendbarkeit herabsetzt. ‘i ,. ” . 

In der zz&teut Gr@$e setzen wir den. gebildeten Gradienten voraus, .wo’bei es 
aber notwendig ist ihn zu standardisieren. Aus der Praxis ist bekannt, dass je grijsser 
die Gradienten desto schwieriger ist die Reproduzierbarkeit. Die grijsste Rolle werden 
sie deshalb in der Dtinnschichtchron~atographie vom Typ fester Stoff-Fltissigkeit 
austiben : Die Bestandteile, des ~Mehrkomponenten-Gemiscbes werden bei der Ent- 
wicklung ,durch ein’ trockenes Sorbent der Frontalanalyse. unterworfen, was sogar 
zur Bildung von mehreren Fronten fiihren kann 2osz. : ‘Vorteilhafter sind, mit Rtick- 
sicht auf die Reproduzierbarkeit, die Systenx Fliissigkeit-Fltissigkeit mit veranker- 
ter Wasserphase. Von dem Standpunkt der experimentellen Anordnung aus betrach- 
tet, kann auf dem Papier verhaltnism5ssig leichter eine hijhere Reprodutiierbarkeit 
erzielt werden. Nacb einer Studie von BRODASKY 21, der die -Reproduzierbarlceit auf 
dem Papier mit der auf Cellulose- oder Kieselgelschicht ,in .der Gruppe vo,ri Antibio- 
tika. verglichen hat, variierte die Standardabweichung auf dem Papier von 0.003. bis 
0.01, wogegen bei der Diinnschichtchromatographie ‘auf Cellulose- .,,oder Kieselgel- ., 
schicht von 0.004 bis 0.03. BRODA&Y verfolgte in ‘seiner ‘Studie sowoh ,die signifi- 
kante Abweichung wahrend eines Tages, als such von einem Tage, zu dem anderen. 
Eine der Hauptquellen von Fehlern sieht er in der gleichzeitiger Zubereitung von einer 
begrenzten Anzahl von Platten,, die .eine Charge vorstellen, wobei die Variationen bei 
dem Obergang von einer ‘Charge zu der anderen grosser sitid als bei’ der ,Arbeit auf 
einer Charge. Das kann gewissermassen ‘durcli Bentitzung von Folien und besonders ,‘,,. 
Fertigplatten vermieden werden, j edoch .auch bei diesen Schichten betrzgt die Varia- 
bilitat etwa 5%. Ahnliche Resultate gehen au& aus einer Reihe von:anderen Arbei- 
ten hervor (z.B. Lit. 17 ,23,33). Zu einem anderen Resultat kamen nur B&&NER und 
Mitarbeitera, nach denen die mittlere Standardabweichung bei,der Papier-und Diinn- 
schichtchromatdgraphie ungefahr diegleiche ist und 0.014-o&8, betragt; Diese und 
such anderel9 Versuche wurden jedoch mit einer Kieselgelcharge durchgeftihrt . T ,: f 

Eine gewisse Ltisung beruht bei ‘dieser Gruppe such in, den Versuchen, die,Be- .’ 
weglichkeit der Stoffe mit einer anderen Grijsse. als RF-W&t aus%udrtickeu, die% die 
veranderlichen Faktoren einschliessen wtirde, welch’e fur die. ,Gradientbildung ver- 
antwortlich sind. Die ‘einfachste L8sung, such wenn sie die Problematik riicht ‘ganz 
lest, ist die’ Ausdrucksweise ‘der relativen Bewegliclikeit iu einer od$r besser mehreren 
Leitsubstanzen. RACI-IINSKII~” leitete ab, dass das Verhaltnis der ‘R+Werte iweier 
Stoffe, und dadurch such der relative Rx-W&t in der’ .Papier~~l~omat~~yaie: bei 
einer niedrigen Beweglichkeit unabhangig von dem Verhaltnis des Querschnittes der 
stationaren und mobilen Phase A~/AM ist, und dass also die Rx-Werte im Bereich 
von niedrigen Beweglichkeiten besser reproduzierbar sind. DECI<ER~~ schlug vor, die 
Gradienten. mit, .Hilfe, von Substanzen einer ,homologen Referenzreihe :zu eichen. Auf 
das gleiche Chromatogramm tragt er die Analysensubstanz. ,und als Leitgemisch die 
homologe Reihe auf, deren einzelnen Gliedern er positive ganze, Fablen_ nach der. An- 
zahl. der, Inkremente, YC,H,-, zuordnete. Dadurch entsteht ein RcY,Masst,ab, der gut die 
An,derungen’ des Querschnittes. und der Zusammensetzung beider Phasen vom Start 
itir Fliessmitteifront erfasst. Es handelt sjch urn eine ~Analogie‘ ‘der Eov~Ts-Indexe 
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in. der Gaschromatographie. Es ist jedoch fraglich, ob diese Ausdrucksweise der Be- 
weglichkeit eine Losung fiir die extremempfindlichen nichtwassrigen Systeme in der 
Diinnschichtchromatographie ware, da es nach GEI& durch die Anderung der .Rela- 
tivfeuchtigkeit in ‘diesen Fallen zu einem anderen ,Mechanismus kommen kann, und 
sogar zur Inversion der Wanderung. Auch die Mehrkomponentensysteme waren we- 
gen der. ,Frontalanalyse einzelner Komponente nicht gerade ,geeignet. 

,. 

ZUSAMMENFASSUNG 

In dem Einfiihrungsreferat wird die Reproduzierbarkeit in der Papier- und 
Diinnschichtchromatographie erljrterf . Es wurden die Faktorcn diskutiert, die sic11 
an der Nichtreproduzierbarkeit beteiligen und weiterhin die Mtiglichkeiten gezeigt, 
wie die Reproduzierbarkeit zu erhbhen. 
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DISCUSSION. 
1 

: 

BREHNER: ‘The question,arose how to visualize.m&bile phase movemkt Wheri 

the medium & wetted before chromatography has been starte’d. The best thing to do 
is to:label;the ‘solvent; Y ‘, -. ,’ ,, ‘, : ,. ‘; .., ;: ‘. 

‘::‘HA~: Prof.. BRENNER ha&suggesti$* adding kotopically labelled inobile,phase " , _j ~, :,*,. .: :,., ,, .“‘:, 
Cdmpare M. B&NI&R, i’n’ Ic. MA&K AND I. M. IYIA~S (Editors), ‘Station&$ ~k&i irt P&per 

‘,._.’ 

tind’TZ&-Lityer Cirrohzatography; Elsevier, Ainsteidanij 1965, p; 337. ” ’ “’ “’ 
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solvent to the sample as a marker of the front. This is limited to cases in which the 
particular mobile phase component is not sorbed at all by the stationary phase. If it 
enters, .the stationary’ liq’uid, or is adsorbed on the eurface i of the. stationary’ phase it 
will lag behind the front and exhibit Rp.values.smaller than I. This:phenomenon: has 
been shown experimentally, e.g., by RACHINSKII et a?. in columns, using water as the 
mobile solvent and, tritiated water as the marker. Another substance, which is not 
sorbed at all, should be applied as a marker if the chromatographic solvent, is sorbed. 


