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SUMMARY 

Slanzdardisation of the direct s@m?rofihotom&ic quantitative a?zalysis of clwomatogvams, 
III. A hear detector system for quantitative thin-layer chromatogra$hy alzd its inz- 
portance 

A linear detector system for the in sitzc quantitative evaluation of chromato- 
grams has been constructed. The investigations showed that two-dimensional in- 
tegration was superior to the one-dimensional measuring technique. Correlation co- 
efficients of above 0.9979 (two-dimensional) and 0.9788 (one-dimensional) have been 
obtained for a wide concentration range. For the same measuring processes the 
standard deviations of the slopes were I; 2.3 oh and, 5 7.4 %, respectively. Possible 
applications for this measuring technique are discussed. 

IZINLEITUNG 

In zwei frtiheren Arbeiten1f2 wurden die Vorteile der gleichzeitigen Bertick- 
sichtigung der Lambert-Beer- und Kubelka-Munk-Funktion bei der direkten spektro- 
plzotometrischen Auswertung von Chromatogrammen behandelt. Man konnte fol- 
gende Rtickschlilsse ziehen: (I) fur lichtdurchl&ssige Messobjekte gelang es, die 
unspezifischen Schwankungen der Basislinie, die aus der Inhomogenitat der Ad- 
sorbentschicht herriihren, praktisch vollst%ndig zu beseitigenl; (2) die quantitative 
Auswertung von realen Messobjekten (die also weder ideal homogen noch ideal in- 

’ ! * Gogenw&x+igo Addrcsse: SOI: Olin Building, case Institute of Technology, Case Western 
Reserve University, Cleveland, Ohio 44 106, U.S.A. 
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homogen sind) kann zweckmgssig mit Wilfe einer n&en Funktiona behandelt werden, 
die die beiden klassischen Gesatze der Photometrie (Lambert-Deer-Funktion bzw. 
Kubelka-Munk-Theorie) umfasst und au& fur die herk8mmlichen Messprobleme 
gu.ltig ist. 

Die obigen Resultate stellen einen Teil der allgemeinen Entwicklung dar, die 
im Gebiet der Separationstechnik an dtinnen Schichten (Papier- und Dtinnschicht- _:,,,! 
chromatographie, Elektrophprese) wahrend der let&en Zeit erfolgte. 

:, 
;;X 

Da die chromatographische Auftrennung meistens eine Vorbereitung zur quan- 
titativen Analyse ist, lag es auf der Hand Mijglichkeiten zu suchen, die isolierten Sub- 
stanzen in silzc auf dem Chromatogramm zu bestimmen. Man kann heute feststellen 
dass fur die direkte quantitative Auswertung von Chromatogrammen mehrere ge- 
eignete Geraitetypen erhgltlich sinds. 

Die meisten Konstruktionen erlauben die qualitativen und quantitativen Aus- 
sagen an Hand der charakteristischen Lichtabsbrption oder -emission der aufge- 
trennten Substanzen im UV und sichtbaren Wellenl%ngenbereich. Nur in vereinzelten 
F&llen findet man andere Systeme, wie Leitf&higkeitsdetektor4 oder Infrarotre- 
flexionsspektroskopieG. 

Neulich erschienen Berichte tiber weitere Mijglichkeiten, die sich durch die 
Behandlung von Messwerten mit Hilfe der Computertechnik biete+‘. 

Auch die chemische Methodologie nimmt Rilcksicht auf die heutige Lage der 
Apparatentechnik. Es werden mehr und mehr solche Reagenzien empfohlen, die 
mit den zu untersuchenden Substanzen in Bildung von farbigen oder fluoreszierenden 
Derivaten eingehen. Auf die Analogie zur Einftihrung von isotopenmarkierten Grup- 
pen in die Molekale, wurde neulich die Bezeichnung “fluorigenic 1abelling”s verwendet. 
Auch die M6glichkeiten der photometrischen Markierung wurden systematisch unter- 
sucht und u.a. fur OxosteroidePp lo, ostrogene lr, Alkohole, Thiole, Amine und Amino- 
&.ureesterls gut bewtihrte Bestimmungsmethoden empfohlen. 

In ‘der vorliegenden Arbeit wurden Ergebnisse und Erfahrungen mitgeteilt, 
die die in sitzc Untersuchungen. von Chromatogrammen wesentlich vereinfachen und 
weitere Entwicklungswege erijff nen diirf t en. 

APPARATUR UND MATERIAL 

Die Untersuchungen wurden mit einem modifizierten Zeiss-Chromatogramm- 
spektralphotometer 192 (C. Zeiss, D-7082 Oberkochen, B.R.D.) durchgeftihrt. Zur Aus- 
rustung geh8rte ein elektronischer Integrator (Infotronics Model CRS-204, Info- 
tronics Corp., 2475 Broadway, Boulder, Colo. 80302, U.S.A.), ein Potentiometer- 
schreiber (Servogor F, Typ RE 541, Goerz Electra GmbH, A-IIOI Wien, Qostfach 
204, t)sterreich) und ein Digitalrechner (Addo-X, Facit A& Fack, S-597 00 Atvida- 
berg, Schweden), :, 

‘, Homogentisins&ure (purum, 2 g7 %) wurde von Fluka AG, CHg47o Buchs 
S.G., Schweic, bezogen. Die and-en Chemikalien,wurden durch die E. Merck AG, 
D&r Darmstadt, B.R.D., geliefert. 

EX+EIMEk?ELLERTEIL, 
I '/ I. ' ,I 

P~~~~~~~bescly~~b~~~ des AnaZogmnwami?le~s~ 
,,_ Der ,Konstruktion lag die,, fr!her beschriebene Formel f zu Grunde (in der 

originalen Arbeitl als Formel 7 aufgefuhrt) : 

J, Chromatogv., 73 (rgji). 15 I-r5g 
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(0 

um = Konstante; maximale Spannung bei c = 0 ,_I. 
&,T bzw. '%,n = aktuelle Spannungen bei c # o gemessen 
KZ, und I<2 = Konstanten 
Mit Hilfe der Lichtintensitgten wurde dieselbe Formel mehr allgemein ausge- 

drtickt (Lit. 2) : 

K,v2 = K$ ( +Q++_ 
X 0 

2 +K,+l$ 
> X 

(2) 

I&, I<n und KT sind Konstanten wenn nur die Konzentration der lichtabsorbierenden 
Substanz (c) gegndert wird. Dabei ist I, eine konstante LichtintensitM (bei c = 0). 
I,-LichtintensitM wird durch die aktuelle Konzentration c bestimmt. 

Das Licht ist monochromatisch, sein Einfallswinkel auf die Ebene der Ad- 
sorbentschicht, der Abstand der Lichtquelle vom Messobjekt, sowie die Lage der 
Photozelle im VerhMtnis zum Spaltbild ist unverSindert. Die Schichtdicke und Struk- 
tur des Mediums sind statistisch konstant. Letztere Bedingungen kijnnen bei Se- 
paration an dtinnen Schichten im allgemeinen leicht erfiillt werden. N&here ErlSiute- 
rungen sind aus den zitierten Arbeiten1g2 zu entnehmen. 

Die schematische AusfUhrurrg des Funktionswandlers kann man aus der Pig. I 
ersehen. 

Fig. I, Prinzipschcma des Analogumwancllcrs, Dio Ausgangsspannung dos Photometers ( Up) 
wird durch cinen Vorvorstlrkcr (o 2 Uz 2 Un8,~) normiorl. Die Bcrcchnung der Spannung Uz 
orfolgt parallel1 clurch je oinen Umwandler gem&ss cler Lambert-Beer-Gleichung (L-B) bzw. 
Kubelka-Munk-Theorie (K-M). Das ICT/ICn-Verhtlltnis wird durch den l?otontiometer (I?) einge- 
stellt. Die beidcn Funktionen sincl such cineoln zu crhalten. Die umgewancleltc Spannung, f ( U,), 
crscheint an dem Ausgangsverstlrker. R ux, RL_B uncl RI~-M sind Referenzspannungcn und er- 
laubcn die Kontrolle des Umwandlers mit Hilfe von Differentialvoltmetcrn. 

Statistische Uqatersuchzcng des AnaZogzcmwaNdZers 
Vovbeveitamg dev Dilnnschicht~Zatten. Die Platten fur Testosteron (Testo) und 

Testosteron-z,+dinitrophenylhydrazon (T+,+DNPH) wurden in abs, Athanol auf- 
steigend chromatographiert und anschliessend bei lo+IIOO wtihrend I Std. aktiviert. 

Die Platten fur HomogentisinsSiure (FIGS) wurden in 2 N Salz&ure aufsteigend 
chromatographiert, dann bei 220-125~ w&hrend r Std. aktiviert. 

Dl’l~~scltichtcttromatogvaphie. Es wurde dieselbe chromatographische Technik 
verwendet, wie frtier verijffentlicht 19s. Die auf der oben beschriebenen Weise vor- 
bereiteten Fertigplatten aus Kieselgel G (Schichtdicke: 0.25 mm) wurden auf IT-mm 

J. ChYomatogY,; 73 (rg72) 151-159 



,
Z
U
S
~
M
E
N
S
T
E
u
U
N
C
i
i
B
E
R
D
I
E
 

S
T
A
T
I
S
T
I
S
C
H
E
N
 U
N
T
E
R
S
U
C
H
U
N
G
E
N
V
O
N
 

K
A
L
I
B
R
A
T
I
O
N
S
K
U
R
V
E
N
 

A
bk

iir
zu

ng
en

: 
t?

&
 

=.
 k

or
ri

gi
er

te
 m

ax
im

al
e 

Sp
an

nu
ng

 
de

s 
A

na
lo

gu
m

w
an

dl
er

s;
 

U
 m

 =
 

m
ax

im
al

e 
Sp

an
nu

ng
 

de
s 

P
ho

to
m

et
er

s;
 

6,
a 

= 
di

e 
de

r 
F

on
ne

l 
Y

 =
‘a

-.
‘+

 6
.x

 
en

ts
pr

ec
he

nd
en

 
G

ra
ss

en
; 

r 
f 

K
or

re
la

ti
on

sk
oe

ff
iz

ie
nt

; 
&

sb
 =

 
St

an
da

rd
ab

w
ei

ch
un

g 
de

r 
R

eg
re

ss
io

ns
ko

ef
fi

zi
en

te
n;

 
T

-2
,4

-D
N

P
H

 
= 

~~
~~

~o
n-

?,
4d

in
it

io
ph

en
yl

hy
dr

az
on

; 
T

es
t0

 =
 T

es
to

st
er

on
; 

H
G

S 
= 

H
om

og
en

ti
si

nd
ur

e;
 

Si
m

 =
 

Si
m

ul
ta

nm
es

su
ng

; 
R

 =
 

R
em

is
si

on
sm

es
su

ng
; 

T
 =

 
T

~m
is

si
o~

m
es

su
fi

g;
 

P
 =

 
P

un
kt

fi
M

ni
ge

s 
Sp

al
tb

ild
 

(D
ur

ch
m

es
se

r 
in

 m
m

);
 S

 =
 

St
ri

ch
fM

ni
ge

s 
Sp

al
tb

ild
 

(t
in

ge
 

in
 m

m
).

 

tie
fs

w
hs

- Ve
rs

w
hs

be
di

ng
un

gk
r 

St
&

is
&

he
 

A
ng

ab
en

 d
er

 K
al

ib
ra

ti
on

sk
tr

vv
et

 
N

Y:
 

Su
bs

ta
nz

 
Sy

st
em

 
IV

el
le

nk
a^

zg
e T

ec
hn

ik
 

B
te

nd
e 

U
rn

,4
 

r 
3
X
5
.
6
 

(
4
 

(
t
n
n
z
)
 

(t
uq

/q
Y

; 
%

) 

.>
 

C
I 

.P
 1 -2
 

.\ : 2:
 

f, Y
 s cc

 
cn

 -x
 

..$
 

. 
I
 
_
.
 

2
 

I
.
 

..&
j 3.
. 

5 6.
 

Z
 

9 I
O
 

.-
 

II
 

I
2
 

I3
 

1
4
 

I5
 

I6
 

I7
 

-1
8
 :

: 

I9
 

20
 

i 
2
1
 

2
2
 

2
3
 

2
4
. 

25
 

T
-2

,4
-D

ti
P

H
 

T
-2

,4
-D

F
P

H
 

T
es

t0
 

T
-2

,4
-D

N
P

H
 

T
-2

,4
-D

N
P

H
 

T
;2

,+
D

N
P

H
 

T
-2

,&
D

N
P

H
 

T
es

t0
 

T
-2

,4
-D

N
P

H
 

T
-2

,4
-D

N
P

H
 

T
-2

,4
-D

N
P

H
 

T
-2

,4
-D

N
P

H
 

T
-2

,4
-D

N
P

H
 

T
-2

,4
-D

N
P

H
 

T
-2

,4
-D

N
P

H
 

T
-2

.4
:D

N
P

H
 

T
-2

,4
-D

N
P

H
 

T
-2

,q
D

N
P

H
 

T
-z

,~
-D

N
P

H
 

T
-2

,4
-D

N
P

H
 

T
-2

,4
-D

N
P

H
 

T
-2

,4
-D

N
P

H
 

T
&

to
 

H
G

S 
H

G
S 

38
5 

38
5 

2
5
2
.
5
 

38
5 

38
5 

38
5 

38
5 

25
2-

5 
38

5 
38

5 
38

5 
38

5 
38

5 
38

5 
38

5 
38

5 
38

5 
38

5 
38

5 
38

5 
38

5 
38

5 
25

2.
5 

29
0 

35
5 

Si
m

 
Si

m
 

R
 

Si
m

 
Si

m
 

T
 R
 

R
 

Si
m

 
Si

m
 

Si
m

 
Si

m
 

Si
m

 
Si

m
 

Si
m

 
Si

m
 

R
 

I:
 

R
 

R
 

R
 

R
 

R
 

R
 

p 
(1

) 
p 

(1
) 

p 
(1

) 
s 

04
) 

s 
(1

41
 

$ 
(1

4)
 

s 
04

1 
s 

04
) 

s 
(1

4)
 

s 
(1

0)
 

s 
(8

) 
s 

04
1 

s 
00

) 
s 

(8
) 

s 
04

) 
s 

04
) 

s 
04

) 
s 

(1
0)

 

: 
(i

i; 
s 

(1
0)

 
s 

(8
) 

s 
04

) 
s 

(1
41

 
s 

04
1 

ur
n 

ur
n 

U
III

 
U

tIl
 

u,
 

U
III

 
U

IU
 

u*
 

U
, 

fJ
tl8

 
U
r
n
 

U
U

I 
ul

l#
 

u,
 

0.
9.

 u
, 

0
.
9
'
 U

m
 

U
, 

U
, 

U
rn

 
U
r
n
 

U
,
 

U
m
 

o
.
g
.
u
,
 

U
m
 

U
m
 

19
6 

2
0
0
 

38
.2

 
7’

 
60

 
‘4

4 
* 

5’
; . .

 
59

-7
 

97
 

15
0 92
 

13
8 

2
2
0
 

1
0
2
 

77
 

39
 

55
 

:x
 

10
3 

13
6 24
 

60
 

77
 

--
r3

 
0.

99
80

 
--

-I
5 

o-
99

79
 

- 
1
.8

 
0
.9

9
9
6
 

- 
2
.3

 
o
-9

9
9
I 

-1
2
 

0
.9

9
8
6
 

-7
8 

O
-9

9
4
8
 

-
2
0
 

0
.9

9
6
7
 

-
 
0
.
1
2
 

0
.9

9
8
8
 

4.
3 

0
.9

8
9
9
 

0.
3 

O
-9

9
6
9
 

- 
4.

3 
O

-9
9
4
9
 

3.
1 

0
.9

9
6
2
 

- 
2
.
1
 

o
-9

9
7
7
 

-
1
1
.
2
 

0
.9

8
8
4
 

-
 

I.
7
 

0
.9

8
2
4
 

2
.0

 
o
-9

9
3
7
 

3
.5

 
o
-9

7
8
8
 

3
-O

 
O

-9
9
3
2
 

1
.6

 
0.

99
84

 
3
-2

 
o-

98
99

 
I:

0
 

O
-9

9
6
5
 

- 
1
.6

 
0
.9

9
8
5
 

- 
0
.
2
 

O
-9

9
9
6
 

-_
-3

-e
 

O
-9

9
6
7
 

- 
2
.
0
 

0
.9

9
7
9
 

4
.4

; 
2
.2

 
4
.6

; 
2
.3

 
0
.5

; 
I
.
2
 

r
-
1
;
 
I
.
5
 

;
:
;
;
 
;
:
;
 

1.
4;

 
2
.
9
 

0.
25

; 
2
.
0
 

3.
0;

 
5
.
1
 

2.
7;

 
2.

8 
5.

3;
 

3.
6 

2
.
9
;
 

3.
1 

3.
3;

 
2.

5 
I
2
.
0
;
 

5.
4 

6-
g;

 
6.

7 
3
.1

; 
4
.0

 
2
.8

; 
7
.4

 
2
.3

; 
4
.2

 
x.

4;
 

2.
0 

3.
5;

 
5-

I 
3
.1

; 
3
.0

 

2
.7

; 
2
.0

 
0
.2

1
; 

1
.0

 

2
.0

; 
3.

3 
2.

5;
 

3.
3 



SPEKTROPHOTOMETRISCHE AUSWERTUNG VON CHROMATOGRAMMEN. 111. 155 

breite Bahnen aufgeteilt. Die Modellsubstanzen wurden dann aufgetragen und in 
einem der folgenden Liisungsmittelsystemen chromatographiert : Chloroform-Dioxan 
(94:6) (I), JB enzol-Athylacetat (4: I) (II) und Athylacetat-Aceton (3:2) (III). 

Quantitative Atiswertzcng dev Chronaatogvamme. Testosteron und Testosteron- 
z,+dinitrophenylhydrazon wurden nur bei den aus Tabelle I ersichtlichen Wellen- 
langen ermittelt. Homogentisin&ure wurde such erst bei ihrer Eigenabsorption 
@go nm) gemessen. Anschliessend liess man die Platte iiber Nacht in Ammoniakgas- 
Luft-Gemisch stehen, wobei durch Oxydation braungelbe Plecke mit maximaler 
Absorption bei 355 nm entstanden. Die Messung wurde bei dieser Wellenlsnge 
wiederholt. 

Zweidimensionale lkfesszlflgen 29% 1% 14. Mit Hilfe einer Stichblende wurde ein 
punktfijrmiges Lichtbild mit einem Durchmesser von I mm hergestellt. Der Objekt- 
tisch wurde in der Y-Richtung mit konstanter Geschwindigkeit bewegt. Der 
Spurenwechsel in d,er X-Richtung erfolgte manuell an substanzfreien Stellen oberhalb 
und unterhalb des Farbflecks. Die Abst&nde in der X-Richtung betrugen jedesmal 
2.0 mm. Pig. 2 zeigt das Messverfahren (a) sowie die typischen Ortskurven (b) der 
zweidimensionalen Integrierung in der direkten Umgebung der Substanzflecke. 

(b) 

(al 

Y 

0 
X (mm) 

,’ 

Fig. 2. (a) Zur zweidimcnsionalcn Intcgrierung. Die schcmatische Darstellung zeigt den Weg des 
punktfttrmigen Spaltes tibcr don chromatographischen Fleck. Nach jedcm Abtasten in cler Y- 
Richtung erfolgt eine Integrierung. Die einzelnen Inlograle werden zuni Schluss addiert. (b) Orts- 
kurven dcr zweidimcnsionalen Messung einer Substanzserie : I-IO pg Testosteron als 2,4-Dinitro- 
phenylhydrazon im Lt)sungsmittelsystem (I). Geschwindiglccit des Objekttisc~cs : 30 mm/min. 
bzw. - 30 mm/min. Schreibergeschwindigkeit: 3 mm/min, Messverfahren: Simultantechnik (vgl. 
Tabolle I). 

Eindiwzensiovzale Messwzgen. Mit Hilfe von Stichblenden wurden strichfijrmige 
Spaltbilder erhalten. Die,Dimensionen des Spaltes konnten ,in der X-Richtung stuferi- 
weise, in der Y-Richtung kontinuierlich getindert werden. Die Messungen erfolgten 
in der Y-Richtung, wie ,es aus der ‘Fig: 3. schematisch ersichtlich. ist, (a). Die Orts- 
kurven (b) zeigen nur die direkte Umgebung der chromatographischen Zonen. 

J. Chvomatogv;, 73 (1972) x5x-yig 
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(a) 

Y 

. 
1 - ’ . - 1 1 . . * I 3-D 
0 10 20 

X(mm) 
Fig. 3, (a) Zur Intcgriorung mit einem strichfbrmigen Spaltbild. (b) Ortskurvcn dcr eindimen- 
sionalen Messung einer Substanzserie : sichc Fig. zb. Gcschwindigkcit des Objckttischcs: 30 
mm/min. Schreibergcschwindigkeit: 30 mm/min. Messverfahren : Simultnntechnik. 

Die Messungen bezogen sich auf einen Konzentrationsbereich von I-IS pg. 

Die Kalibrationskurven wurden bereits in einer pr&liminaren Mitteilung2 veroffent- 
licht. 

Die Tabelle I zeigt, wie die Variierung der Bedingungen die Kalibrat ionskurven 
beeinflusst. Die Prtifung der Resultate erfolgte durch statistische Berechnungen der 
Standardserien. Es wurden folgende Griissen untersucht: u und I> in der allgemeinen 
Pormel Y = a + b-X, sowie Korrelationskoeffizient (r) und die Standardabweichung 
der Regressionskoeffizienten (& sb). Die Berechnungen erfolgten mit Hilfe der 
Methode der kleinsten Quadrate (Tabelle I). 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Awssagelzraft dev Uottmstichwageti 
Bei der Beurteilung der Zuverlassigkeit eines Gerates ist es Busserst wichtig 

darauf zu achten, class chemisch-methodische Fehler ausgeschlossen werden. Es wurde 
in den frtiheren Arbeiten gezeigt, dass Substanzen, die eigene Lichtabsorption haben, 
ftir die Prtifung von Densitometern besonders geeignet sindlg2. 

Die Oxosteroid-z,+dinitrophenylhydrazone hnben sich fur die quantitative 
Bestimmung von Steroidhormonen hinl&rglich bew2hrt”g lo. Es handelt sich bei 
denen urn wohldefinierte Verbindungen. An I-land ihrer physikalisch-chemischen 
Eigenschaften’b ist es verst&ndlich, class ihre chromatographische Auftrennung leicht 
und, ihre. quantitative photometrische Ermittlung zuverlassig und empfindlich durch- 
geftihrt, tierden kann.. 

Es lagen such weitere Grtinde vor, warum eben. Testosteron als eine der Modell- 
substanzen ausgewtihlt wurde: man konnte leicht die durch eine Renktion erfol@e 
Vergnderung, der Lage des Absorptionsmaximums untersuchen, genauso wie bei 
Homogentisins&lre. Durch solche spezifische Farbreaktionen, die quantitativ ab- 
laufen, k6nnen sehr wertvolle Informationen erhalten werden. 1 I 

,’ ,Testosteron-z,+dinitrophenylhydrazon war ein dankbares Model1 such beiunter- 
suchungen. des Einflusses der Fleckenform;, ,Die Auftrennung der. Fraktion in syn- 
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und anti-Isomerelo~lfi im System II ergab eine hervorragende Miiglichkeit zur Unter- 
suchung des Funktionstransformators. 

Urn die durch ungleichm&ssige Verteilung der chromatographierten Substanz 
verursachten Fehler auszuschliessen, wurde die .Prtifung des Umwandlers mit zwei- 
dimensionaler Integrierung eingeleitet. Die Griisse des Spaltbildes (Durchmesser = 
I mm) war im VerhSiltnis zu den Dimensionen der chromatdgraphischen Zonen zu 
vernachl&sigen. Uber die zufriedenstellenden statistischen Werte (Tabelle I, Ver- 
such+Nr. L, z und 3) hinaus konnte man zeigen, dass die Reproduzierbarkeit such 
zwischen zwei Platten und bei extrem unterschiedlichen Fleckenformen hervorragend 
ist (Tabelle I, Versuchs-Nr. I und 2). 

Eine automatische Geratekombination ist zur Zeit leider nicht erh8ltlich, die 
die zweidimensionalen Messungen unter obigen Bedingungen ermoglichen ktinnte. 
Es war daher seltr wichtig die Bedingungen den zumindest vorfibergehend tiblichen 
Spaltinstrumenten anzupassen. Die Tabelle I zeigt eine Zusammenstellung Uber die 
Unt ersuchungen. 

Unsere Ausrtistung liefert such mit strichfiirmigem Spaltbild zufriedenstellende 
Resultate, wenn (I) die Auftragung der Proben mit der gleichen Losungsmittelmenge 
erfolgt hat, wodurch die Grijsse und Form der Flecke nahezu konstant isI?, (2) die 
Messungen mit Hilfe der Remissions- oder Simultantechnik durchgeftihrt werden 
und (3) die Lgnge des Spaltbildes den Dimensionen der Flecke angepasst wird. 

Die ungleichm&ssige Verteilung der chromatographierten Substanz in der 
Ebene der Schicht verursacht eine scheinbare Verringerung der Konstante IO. Dieser 
Effect kann-durch die richtige Wall1 der Stichblende oder der maximalen Spannung 
des Umwandlers (U,,..I = f* Urn, korrigicrte maximale Spannung) teilweise kom- 
pensiert werden (Tabelle I). 

An dieser Stelle sol1 betont werden, dass diese Modifizierungen nur vortiber- 
gehende Notmassnahmen sein sollten und sie kijnnen die Uberlegenheit der zweidi- 
mensionalen Integrierung nicht in Fragc stellen. 

Metkodologa’sche Cesichts+mKte 
Es durfte nachtraglich als Uberraschung gelten, dass sich Methoden mit iso- 

topenmarkierten Reagenzien frtiher und schneller verbreitet ha,ben, als solche, die 
mit der erheblich bihigeren und einfacheren fluorimetrischen oder photometrischen 
Markierung arbeiten. Ausser der etwes grijsseren Empfindlichkeit bieten die iso- 
topenmarkierten Reagenzien tiberhaupt keine Vorteile den stabilen farbigen Deri- 
vaten gegentiber. Wenn es auf die Spezifitat und Kontrollierbarkeit angeht, so ist 
die photometrische Markierung h%.rfig zuverllssiger : man sieht die Fraktionen auf 
dem Chromatogramm ~33, Bei isotopenmarkierten Reagenzien erhalten s8,mtliche 
Derivatc einc einzige Strahlungsenergie, diejenige des Isotopes, wahrend bei photo- 
metrischer Markierung die M8glichkeit besteht strukturspezifische Lichtabsorption 
und chromatographische Eigenschaften zu bekommer+g lo* la, urn nur die wichtigsten 
methodologischen Vorteile zu erwghnen. 

Wirtschaftliche Faktoren spielen beim Vergleichen ebenfalls eine wichtige 
Rolle: die Photometer sind in der Regel billiger und vielseitiger als Instrumente ftir 
Messung der RadioaktivitBt. 

Es ist zu erwarten, class das lineare Detektorsystem fur die Direktauswertung 
von Chromatogrammen die methodische .Weiterentwicklung in der klinischen Chemie, 
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Pharmakologie und der allgemeinen chromatographischen Technik beschleunigen 
wird. Es werden, papier- und dllnnschichtchromatographische Methoden ftir die 
Diagnostizierung von metabolischen Krankheitenles rs vorgeschlagen, die heute teil- 
weise nur qualitativ oder halbquantitativ sind. Eine quantitative Modifikation 
derartiger “Screening Tests” diirften die Massenspektrometerlo an Hand ihrer 
grossen Kapazit% irn” selben Gebiet effektiv entlasten, einerseits. hndererseits, die 
Mtiglichkeiten fur bescheiden ausgerustete Laboratorien wtirden gesichert, die “Chro- 
mogen”- oder “Spot’‘-Methoden mit den unvergleichbar zuverl%ssigeren und leis- 
tungsfghigeren chromatographischen Verfahren zu ersetzen. 

Weitem Entwiclthrtgsavbsit 
Obwohl unser Instrument zufriedenstellende Resultate lieferte, erscheint es 

miiglich, ja sogar notwendig die mit der zweidimensionalen Integrierung gesammelten 
Erfahrungen zur Weiterentwicklung. der vorhandenen Auswertungsmethode aus- 
zuntitzen. 

Wir beschtiftigen uns zur Zeit mit folgenden Fragestellungen: (I) Mid IIilfe 
vonLichtleiterns0 wird ein ZusatzgerBt gebaut, was jedem beliebigten Photometertyp 
anschliessbar sein wird. Der Objekttisch wird das zweidimensionale Abtasten von 
Messobjekten ermiiglichen, wodnrch die chromatographische Freiheit und uber- 
tragbarkeit von. Eichkurven von einer Platte auf die andere gesichert werden kann. 
Durch Verwendung von Doppelstrahlphotometer wird man in der Lage sein Ab- 
sorptionsspektren direkt ,auf Chromatogrammen einfach aufzunehmen. (2) Die unter 
Ausftihrung befindliche Konstruktion, wird uns erlauben, durch Verwendung von 
Computern vollautomatische hnalysen durchzuftihren. Ein &hnliches System ist 
bereits fur mikroskopische Untersuchungen erhZltlichsl. 

F4ir unsere Messobjekte fanden wir, dass eine gute Linearitgt erreicht wurde, 
wenn WiF Kz, = I und KR’= 3 gewghlt hatten. Durch eine einfache Modifizierung 
des Funktionstransformators wird die MiSglichkeit bestehen, nach richtiger Wahl 
der Konstanten .Uz( und & beliebigte photometrische Messungen durchzuftihren. 
In idealen F%llen hat man ja Aufgaben, die mit Hilfe der Lambert-Beer-Gleichung 
oder der Kubelka-Munk-Funktion gel&t werden kijnnen. 

Die geplante Konstruktion sollte vor allem filr ein der Gaschromatographie 
unzuglingliches Gebiet geeignet sein. Mit andercn Worten : Substanirdn, die Tem- 
peraturempfindlich sind oder sich nicht in fltichtige Derivate uberftihren lassen, 
durften mit .Hilfe der quantitativen Chromatographie an diinnen Schichten. mit 
Erfolg direkt analysiert werden., 

Uber die im Gange befindlichen und geplanten Experimente wird in einer 
sp&teren Arbeit berichtet werden. 

ZU,SAMMENFASSUNG 

Es wurde ein lineares Detektorsystem fti die in situ quantitative Auswertung 
von I Chromatogrammen konstruiert. Die Untersuchungen. zeigen die ,.Uberlegenheit 
der zweidimensionalen, Integrierung gegenuber der durch Spaltinstrumente er- 
mijglichten. eindimensidnalen Messtechnik. Innerhalb eines breiten Konzentrations; 
bereiches wurden :Korrelationskoeffizienten von tiber, 0.9979 (zweid.imensionale Inte- 
grieiung) .bzw. 0.9788. (eindimensionale Integrierung) erhalten: :Fur ,die selben Mess- 
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verfahren betrug die Standardabweicltung der Regrcssionskoeffizienten $2.3 oh bzw. 
% 7.4 Oh. Die Anwendbarkeit und Entwicklungsmtiglichkeiten der vorliegenden 
Messmethodik werden diskutiert. 
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