
Journal of Chromutogra~hy, 139 (1977) SE100 
0 Ekevier Scientific Publishing Company, Amsterdam - Printed in The Netherlands 

CHROM- 10,041 

BEITRAG ZUR STANDARDISIERUNG DER ERGEBNISSE IN DER PAPIER- 
UND DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE 

J. CHUticEK, H. PECHOVA und J. CHOVANEC 

Lehrsruhl ftir amzlytische Chemie, Chemisch-Technologische Hochschule, Pardubice (Tschechoslowakei) 

(Eingegangen am 4. November 1976; gekderte Fassung eingegangen am 16. Februar 1977) 

SUMMARY 

Contribution to the standardization of results in paper and thin-layer chromatography 

Chromatographic indexes that facilitate a better reproducibility of paper 
chromatographic results have been proposed, using the homologous series of coloured 
derivatives of secondary amines as standard substances. When using dimethylforma- 
mide as the stationary phase the value of the indexes proved to be independent of the 
concentration of the impregnating solution of the stationary phase, of the tcmpera- 
ture changes during the chromatographic process, of the ways of impregnation and of 
the skills of workers. It depends only on the type of the stationary phase and on the 
composition of the mobile phase. The obtained indexes can contribute to a better 
reproducibility of RF values and to an easier and more objective identification of 
substances. 

EINLEITUNG 

Eines der Hauptprobleme der Papier- und Diinnschichtchromatographie ist 
die gute Reproduzierbarkeit gewonnener Angaben. Die Faktoren, die die Reprodu- 
zierbarkeit der &Werte in der Papierchromatographie in starkem Masse beein- 
flussen, vor allem der Eintluss der station&en Phase, der Impr%gnierungsverfahren, 
der Form und Griisse der Entwicklungskammer, der Sorptionseigenschaften des 
Papiers und der Arbeitsgewohnheiten der Arbeitenden selbst, werden in einer Reihe 
von ArbeitenL4 behandelt, die von auf experimentellem Wege bestimmtem Angaben 
ausgehen. 

In der Diinnschichtadsorptionschromatographie ist die QualitZt des Adsorp- 
tionsmittels der Hauptfaktor, der die Schwankung der &-Werte beeinflusst. Bei der 
Charakterisierung der Aktivit5t von Adso@onsm&cln geht man von der durch 
Snyder9 angefiiiien Beziehung aus, der den Begriff des dimensionslosen proportiona- 
len Wertes der Oberflgchenenergie eingefiihrt hat. Die Obetiichcnenergie scheint bei 
dem vollaktivierten Adsorptionsmittel am gr6ssten zu sein. Mit der Ausnutzung 
dieser Beziehung zur Standardisierung der R,-Werte beschiiftigen sich weitere Arbei- 
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tento--l~, die die Einfiihrung einer Reihe von Standards zur Berechnung der relativen 
&-Werte vorschlagen. 

Die Tatsache, dass es keine homologe Reihe gab, die die Forderung eines 
konstanten Zuwachses des R_,,-Wertes in Abhangigkeit von der Anzahl der Kohlen- 
stoffatome in dieser homologen Reihe erfiillte, behinderte bisher die Beziehung der 
RF-Werte auf eine bestimmte Stoffreihe. Bisher handelte es sich immer urn ver- 
schiedene Azofarbstoffe oder aromatische KohIenwasserstoffe, bei denen die einzel- 
nen Stoffe keine Glieder der homologen Reihe darstellten; oder es handelte sich urn 
ghnliche Verbindungen mit zunehmendem Molekulargewicht oder Zuwachs von 
Phenylgruppen. 

Nachdem wir verschiedene Gruppen organischer Stoffe chromatographiert 
hatten, stellte sich heraus, dass Derivate sekundzrer Amine (Amide der C(N,N-Dime- 
thylamino)-benzol-4’-azobenzoes&re) einerseits die Farbbedingung erfiillen, anderer- 
seits iiber ausgezeichnete chromatographische Eigenschaften verfiigen, d-h. sie kiinnen 
gut in den verschiedensten Systemen mit Dimethylformamid als stationHre Phase ge- 
trcnnt werden. Gleichzeitig ist such die Abhgngigkeit des _??,,-Wertes von der Anzahl 
der Kohlenstoffatome im Molekfil des urspriinglichen Amins linear. Diese Tat- 
sachen tragen dazu bei, dass Derivate sekundsrer Amine als Standards in der homo- 
logen Reihe benutzt werden k6nnen. 

Femer wurde gepriift, ob die Vergnderung des RrWertes (mit verschiedenen 
Mengen stationsrer Phase) bei Standardaminen und bei den gleichzeitig chromato- 
graphierten Stoffen (in demselben System und auf demselben Chromatogramm) 

konstant ist. 
Als Messwert fiir die Konstanz wurde die den Kovdts-Indexen analoge Bezie- 

hung (in der Gaschromatographie eingefiihrt) vorgeschlagen_ 
Der chromatographische Index I kann durch die folgende Beziehung ausge- 

driickt werden: 

1 = 2oo (~,,LmI+,, - (&Aln -i- loo ‘I 
(R,,,), = R,,-Wert des Stoffes s. 4-(N,N-Dimethylamino)benzol4’-azobenzamid 

des mit n bezeichneten sekundaren Amins hat einen nschstkleineren RF-Wert in 
Bezug auf unbekannten Stoff, der andere (bezeichnet mit n + 2) einen ni%chsthaheren 
R,-Wert. Da bei Homologeen dieser farbigen Amide die Anzahl der Kohlenstoffatome 
urn 2 stei@, wurde als Amidindex von Dimethylamin 200, von DiHthylamin 400 USW. 

gewghlt. 
Bestimmt wurden I-Werte folgender homologer Derivatreihen von Alkoholen, 

Ssuren und Aminen: Alkohole wie 4-Nitrobenzoate; Alkohole wie 4-(N,N-Dime- 
thylamino)benzol-4’-azobenzoate; Alkohole wie 3,5-Dinitrobenzoate; Alkohole wie 
?,4_Dinitrobenzyl5ther; Szuren wie 4-(N,N-Dimethylamino)benzol~-azophenacyl- 
ester; SIuren wie 2,4_Dinitrobenzylester; SBuren wie 4-Nitrobenzylester; substitu- 
ierte Phenole wie 4-(N,N-Dimethylamino)benzol-4’-azobenzoate; primlre Amine 
wie 4-(N,N-Dimethylamino)benzol-4’-azobenzamide- 

EXPERIMENTELLES UND ERGEBNISSE 

Hergestellt wurden Hunderte von Chromatogrammen auf verschiedenen 
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chromatographischen Papieren, Whatman Nr. 1 und 2 und Schleicher-Schfill204Ob, 
bei Temperaturen im Bereich von 17-24” unter Anwendung gewchnlicher handels- 
fiblicher, nicht gereinigter L&ungsmitteI, Reinheitsgrad p-a. 

Durch Chromatographieren dieser homoIogen Reihen zeigt sich, dass die Z- 
Werte beinahe nicht durch die Kqnzentration der station&en Phase beeinflusst 
werden. Aus den gewonnenen Ergebbissen ist ersichtlich, dass die I-Werte des unter- 
suchten Stoffes fiir alle Konzentrationen der stationaren Phase im Bandbereich liegen, 
und diese Bgnder fiir einzelne Homologe deutlich voneinander getrennt sind. Auf 
Grund dessen ist die Identifizierung der Stoffe also durchfihrbar. Aus den graphi- 
schen AbhHngigkeiten chromatographischer Indexe von der Konzentration der sta- 
tioniren Phase kann man folgende Schlussfolgerungen ziehen. 

Derivate der Alkokole 

BQnder von 4-(N,N-Dimethylamino)benzol4’-azobenzoaten sind relativ gut 
getrennt (Fig. 1). Die I-Werte fiir die einzeinen Konzentrationen von Dimethyl- 
formamid (DMF) sind gleichm%sig iiber die ganze Bandbreite verstreut. Durch die 
station&e Phase werden Benzoate relativ wenig adsorbiert. Hijchstens n-Amyl- 
alkohol kann noch getrennt werden, und zwar auf 70% DMF. Sollen such Derivate 
hiiherer Alkohole als C5 geetrennt werden, muss man eine andere mobile Phase, z.B.. 
Hexan, Benz01 (5:l) benutzen. Durch Zugabe von Benz01 in die mobile Phase wird 
die Lijslichkeit der Derivate wesentlich gesteigert ; dadurch senken sich die Indexwerte. 

CNitrobenzoate geben breitere Bsnder, sie werden in der gegebenen mobilen 
Phase bis zu C, getrennt. Die Werte sind wieder gleichm%sig im ganzen Band ver- 
streut (Fig. 2)_ 

Bei 3,5_Dinitrobenzoaten werden relativ schmale und getrennte Bgnder (Fig. 
3) gewonnen. Nur die 20 %ige Impriignierungsliisung von Dimethylformamid verur- 
sacht eine wesentliche Bandverbreiterung vom Derivat des &hylalkohols. 

BBnder von 2,4_Dinitrobenzyliither sind ebenfalls sehr schmal und d&tlich 
getrennt. Das System DMF-Hexan erscheint als sehr geeignet fiir die Trennung dieser 
Derivate. I-Werte kiinnen bis zum Alkohol C, (Fig. 4) berechnet werden. 

Derivate der S&rren 

4-(N,N-Dimethylamino)benzol4’-azophenacylester werden im oben er- 
wghnten System am schlechtesten geetrennt, und es kommt nicht zu einer deutlichen 
Trennung der SIuren C, und CL. In Fig. 5 ist eine Liicke fiir die nicht zur Verfiigung 
stehende Sgure C,. 

2,4-Dinitro- und 4-Nitrobenzylester von homologen Sguren verfiigen iiber 
annahemd Ihnliche reproduzierbare Ergebnisse. Wiirde man bei diesen Derivaten 
die Z-Werte (gewonnen auf 20 % DMF) nicht in Betracht ziehen, so wgren die besteh- 
enden BHnder halb so breit. Bei der 30-, 4O-, 50- und 60%igen Tmpr~gnierungsl~sung 
von DMF fur 4_Nitrobenzylpropionsgureester, evtl. -butterssureester, befinden sich 
die berechneten I-Werte praktisch auf einer Gerade (Figs. 6 und 7). 

Aus C(N,N-Dimethylamino)benzol-4’-azophenacylester bekommt man in 
diesem System [DMF-Hexan, Benz01 (3 :l)] deutlich getrennte Binder fiir die SIuren 
C, und C+ Andere Sguren sind schon sehr schlecht trennbar (Fig. 8). Der RF-Wert 
der Ssure C, ist kleiner als der R,Wert des ersten Standards; darum kann Z nicht be- 
rechuet werden. 
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Derivate der Phenole 
Das angewandte System war nicht fiir eine Trennung von Phenolen wie z.B. 

4-(N,N-Dimethylamino)benzol-4’-azobenzoate gee&net, darum wurden als Beispiel 
ewei sich deutlicher trennende Derivate des Phenols gewHhlt (Fig. 9). 

Derivate der Amine 
Im System DMF-Hexan, Benz01 (3 : 1) geben C(N,N-Dimethylamino)benzol- 

4’-azobenzamide primsrer Amine relativ breite Binder, was teilweise durch die hohen 
I-Werte fiir 20% DMF verursacht wird (Fig. IO). 

DISKUSSION 

Aus diesen Ergebnissen ist ersichtlich, dass die I-Werte der zu bestimmenden 
Stoffe nicht von der Konzentration der stationgren Phase abhlngen. Nur die Indexe 
einiger Derivate homologer Reihen sind bei Verwendung von 20 %iger DMF-ImprZg- 
nierungsliisung offenbar gr6sser als bei anderen Konzentrationen der station&en 
Phase. Ein praktisches Beispiel fiir eine solche Trennung wird in Fig_ 11 und 12 dar- 
gestellt. 

Aus den Ergebnissen ist zu ersehen, dass bei der Identifiiierung einer Verbin- 
dung nur ihre Bezeichnung (z.B. Derivat van SZuren, Aminen u.a.) und das chromato- 
graphische System, ohne Angabe iiber Liisungskonzentration des DMFs und iiber 
den Bereich des I-Wertes angefihrt werden kann (z.B. Alkohole wie 3,5-Dinitro- 
benzoate, System: DMF-n-Hexan ; Fig. 3) (Tabelle I). 

Werden also unbekannte Stoffe und Standards gleichzeitig chromatographiert, 
so wird dadurch der Einfluss der Diffusion von der stationsiren Phase im Papier ausge- 
schaltet, d.h. der Einfluss von verschiedenen Impr5gnierungsverfahren. Dadurch 
werden atich weitere Einfliisse, z.B. Einfluss von Arbeitenden, von der Reinheit be- 
nuqter Chemikilien, von Temperatur und von SBttigung der Atmosphare beseitigt. 
Unsere Arbeit gibt eiilen Beitrag zu der oft diskutierten Frage der wirklichen 
Konzentration von stationzrer Phase in Papier oder Schicht. Femer besteht die 
Miiglichkeit, die gewonnenen Ergebnisse such auf andere Systeme von Liisungsmitteln 

TABELLE I 

ANFUHRUNG DER ERGEBNISSEN FUR DIE DIE iDENTIFIZIERUNG VON ALKO- 
HOLE ALS 3,5DINITROBENZOATE IM SYSTEM DMF-n-HEXAN 

AIkohoI I in Bereich AZ am der 
Bereichmitre 

__~ __. 

Methanol 460-475 
152.5 

khan01 605-635 
I IL5 

Propanol 710-75s 
100.0 

B&o1 !310-855 
112.5 

Pentanol 930-960 
Durchschnittswert Z fiir Zuwachs einer Methylengmpper 4Z--EH2_ = 113.4 
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Fig. Il. Papierchromatographische Trennongen. Papier, Whatman Nr. 1; Temperatur, 18-20”; 
ImprZQnierung, DMF-Hexau. 1 = 3,5-Dinitrobenzoate von Alkoholen C&s; 2 = Z&Dinitro- 
benzylester VOR SHuren C,-C6, Cs und Cp; 3 = 4-(N,N-Dimethylamino)benzol4’-azobenmmide van 
sekund&en Aminen C&Z& (Standardreihe); 4 = &(N,N-Dimethylamino)benzol_4’-azobenzoate Van 
n-Alkoholen C&Z,; S = 4-@&N-Dimethylamino)benzol4’-azophenacylster von Sgilren CI-% CS, 
Cs und Cu- 

Fig. 12. Papierchromatographische Trennungen. Papier, Whatman Nr. 1; Temperatur, 18-20”; 
Impdgnierung, DMF-Hexan, Benzoi (39). I = 4-(N,N-DimethyIamino)benzol~‘-azobenamide 
von prim&en Aminen CI-C6 und Cs; 2 = 4-(N,N-Dimethylamino)benzoL4’-azobenzamide VOll 
sekundsren Aminen G-G2 (Standardreihe); 3 = 4-@&N-Dimethy!amino)benzol~-azophenacyl- 
ester von Siiuren C,-C,; 4 = 4-(N,N-Dimethylamino)benzol-4’-azophenacr von Siuren Cs, Gt 
Cs und C,. 

anzuwenden. Femer sol1 der Nachweis erbracht werden, dass das durchgefClhrte 
Staudardisierungsverfahren such die Standardisierung von Adsorptionsmitteln in 
der Diinnschichtchromatographie ermiiglicht. 

Die Beurteilung der zur Berechnung gewshlten Chromatogramme erfolgte nur 
auf visuellem Wege. Zur Berechuung von I aus den gemessenenen Werten (Entfer- 
nungen von FIecken und Front vom Start in mm angegeben) wurde ein Programm fiir 
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Computer Odra 1013 in der Sprache Autokod Most F 13 aufgestellt. Die auf diesem 
Wege gewonnenen I-Werte von Derivaten einzelner homologer Reihen sind in der 
Tabellen II-XI angefihrt. Diese Werte k&men als chromatographische Konstanten 
bei Identifizierung entsprechender Stoffe dienen. 

Zum Schluss kann festgestellt werden, dass durch Eim?&rung von Indexen ein 
gewisser Fortschritt in der Papierchromatographie erreicht wurde, obwohl in diesem 
Fall nur bei DMF als stationzre Phase. Die Konzentration der station&en Phase in 
der ImprQnienmgslSsung spielt nur im Falle der Stoffbeweglichkeit auf dem Chro- 
matogramm eine Rolle. 

Scheiden wir beide Hijchstkonzentrationen der Impr~gnierungsliisung von 
stationHrer Phase aus, d-h. 20 % und 70% ( vor allem 20% Lzisung), so werden die 
begrenzten Binder sehr schmal (Fig. l-10); und die Identihzierungsgenauigkeit so- 
wie die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse nehmen wesentlich zu. Fiir die Praxis folgt 
daraus die Schlussfolgerung, dass sich die optimale Menge von DMF in der Impmg- 
nierungslijsung im Bereich von 30-60x bewegen sollte, wobei die Erhshung oder 
Herabsetzung der Rr-Werte von chromatographierten Stoffen durch eine Ver5nderung 
der Zusammensetzung der mobilen Phase erreicht werden ~011. Bei Einhaltung dieser 
Bedingungen brauchte man nur die Zusammensetzung der mobilen Phase und die Art 
der station&en Phase anzugeben (in unserem Falle DMF), die Angabe tiber Konzen- 
tration der Impr&nierungslSsung wiirde wegfallen. Andere Einfltisse, diedie Reprodu- 
zierbarkeit der &-Werte verschiechtern (Fltichtigkeit von DMF, ImprQnierungsver- 
fahren, Geschicklichkeit der Arbeitenden), wiirde man ausschalten. 

ZuIetzt kiinnen GrundsHtze festgestellt werden, auf die bei Ermittlung der 
Berechnung und praktischer Ausnutzung von Indexen zu achten ist: 

(1) Die Glieder der Standardreihe miissttn sich gut trennen. 

(2) Die Standardstoffe werden gleichzeitig auf dem gleichen Chromatogramm 
nebkn den getrennten Stoffen aufgetragen (Fig. 11 und 12). 

(3) Wenn moglich verzichten wir auf Systeme, in denen die Impr@gnierungs- 
ISsung extreme Konzentrationswerte erreicht (d-h. 20- und 7O%ige Liisung); dadurch 
wird die Reproduzierbarkeit grijsser und die Binder werden wesentlich schmaler (Fig. 
l-10). 

(4) Bei Bespritzung farbloser Stoffe mit Detektionsmittel sollten Flecke von 
Standards verdeckt werden. 

(5) Wenn sich lange, asymmetrische Flecken bilden, wird die Entfernung vom 
Schwerpunkt des Fleckes ausgemessen. 

Bei Einhaltung der angefiihrten Grundsltze ist die Indexermittlung Vorteil- 
baft; weil die gute Reproduzierbarkeit nicht abhsngt: (I) von der benutzten Sorte 
des chromatographischen Papiers; (2) von der Reinheit benutzter Liisungsmittel; 
(3) von der Men= der stationaren Phase im Papier; so ist sie such unabhsngig von 
der Konzentration der stationsren Phase in der Impr@nierungslSsung; (4) vom 
Impriignierungsverfahren; (5) von der Temperaturschwankung wghrend der chromato- 
graphischen Trennung; (6) von der Art, wie man die Proben am Start auftdgt; 
(7) von der geometrischen Anordnung der Entwicklungsaniage; (8) von der vollkom- 
mene SIttigung der chromatographischen Kammer durch DImpfen von LBsungs- 
mitteln, die als mobile und station&e Phase benutzt wurden; (9) van-der Entfemung 
des Startes vom Niveau der mobilen Phase; (10) von den Arbeitsgewohnheiten des 
Arbeitenden selbst. 
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TABELLE X 

I-WERTE m S&JREN WE 4-@&N-DIME;THyLAMIN O)BENZOL4’-AZOPbENACYL- 
ESTER 
C, z_ n und s, uud Temper&x uud Papier: s. Tabelle IL Liisuugsmittelsystem: DMF-Fexan, 
Benz01 (3:l). 

c Konzentration der statkwrijren Phase (%_J 

20 30 40 SO 
- 

8 ns x ns .?? ns ;Q ns 

2 261 5 24 232 5 13 238 5 25 230 5 16 
: 481 384 5 5 28 26 452 353 5 S 25 16 463 364 5 5 26 32 441 350 5 5 24 17 

S - 513 5 23 572 5 33 559 5 33 
6 - 583 S 21 668 s 3s 600 5 33 

TABELLE XI 

I-WERTE FilR 4-(N,N-DIME+HYLAMiNO)BENZOL-4’-AZOBENZAMIDE VON PRIMA- 
REN AMINEN 
C, 2, n und s, und Temperatur und Papier: s. Tabelle II. LSsungsmittelsystem: DMF- Hexau, 
Benzol(3 : l)_ 

c Konzentration der station&en Phase (%) 

20 30 40 50 
-- 

R ns-R tzs_Fns 8 ns 

4 251 5 26 212 5 7 210 5 12 208 5 7 
5 329 S 16 287 5 15 292 - 
6 412 5 25 364 5 23 370 : 

13 279 5 19 
11 361 5 15 

8 572 5 20 525 5 16 536 S 13 523 S 28 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es wurden chromatographische Indexe vorgeschlagen, die eine gute Reprodu- 
zierbarkeit der Ergebnisse in der Papierchromatographie ermBglichen. Als Stindard- 
stoffe wurden homologe Reihen der von den sekundaren Aminen abgeleiteten Farb- 
derivate benutzt. Bei Verwendung von Dimethylformamid als station5re Phase 
zeigte sich, dass der Indexwert nicht von der Konzentration der Impr%gnierungs- 
liisung, von der Temperaturverlnderung wlhrend des chromatographischen Prozes- 
ses, von den ImprPgnierungsverfahren und von den Arheitsgewohnheiten der Arbei- 
tenden selbst abhangig ist. Er hiingt nur von der Art der stationaren Phase und von 
der Zusammensetzung der mobilen Phase ab. Die festgestellten Indexe sollen zur 
wesentlichen Verbesserung der Reproduzierbarkeit der RrWerte und zur leichteren 
und objektiven Identifizierung der Stoffe beitragen. 
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