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176. Ein Beitrag zur Theorie der Papier- 
und Dunnschicht-chromatographie 

von M. Brenner u n d  G .  Pataki 

(16. V1. 61) 

Die Grundprinzipien der Chromatographie wurden von WILSON l), MARTIN & 
SYNGE’), DE WAULT3) und S M I T ~ )  formuliert. CONSDEN et d s )  leiteten aus solchen 
uberlegungen die folgende bekannte Beziehung zwischen Rf-Wert und Verteilungs- 
koeffizient ab : 

Hierin ist 

V, ,  : Volumen der mobilen Phase, 

[‘s: Volumen der stationaen Phase, 
V = V,+ V 8 :  Gesamtvolumcn, 
a: Vcrtcilungskoeffizient. 

Ahnlicher Verteilungskoeffizient und ahnliches chromatographisches Verhalteii 
chemisch ahnlicher Stoffe liess rein empirisch vermuten, dass zwischen Rf-Wert und 
Struktur ein Zusammenhang bestehe. OPIENSKA-BLAUTH et al. 6, versuchten in die- 
sem Sinne, den Rf-Wert additiv aus Beitragen der einzelnen Gruppen zusammenzu- 
setzen, wobei z. R. die Verlangerung der Kohlenstoffkette um ein C-Atom den Rf- 
Wert um 0,lO erhohen, die Einfuhrung einer OH-Gruppe um 0,22 vermindern sollte. 
Da aber Rf fur das Intervall: 1 2 Rf 2 0 definiert ist, fuhrt diese Betrachtungsweise 
ad absurdurn. .Wenn uberhaupt eine Additivitat besteht, dann kann sie nicht direkt 
fur den Rf-Wert, sondern nur fur eine abgeleitete Funktion desselben existieren. Eine 
solche Beziehung hat MARTIN ’) aufgestellt : 

( 2 )  2,3 RT lcg - Q 1  In_ (- - 1) = &, + m dF, $- n dI.; + ... 
Rf 4 s 

I t :  Gaskonstante; T: abs. Temp.; 

AF,,: Freie Energie, die unter Standardbcdingungen zur Uberfiihrung von 1 Mol einer be- 

A F ,  bzw. AF,: h d e r u n g  der Freien Uberfiihrungsenergie dFo infolge der Einfiihrung des 

m bzw. n: hnzahl der Substituentcn x bzw. y ,  die bei der Substitution von So eingefiihrt 

stimmten Substanz So aus der stationaren in die mobile Phase erforderlich ist; 

Substituenten x bzw. y in So; 

wcrdcn. 

l) J. N. WILSON, J. Amer. chem. SOC. 62, 1583 (1940). 
a) A. J.P.MARTIN & R.L.M. SYNGE, Biochem. J .  35, 1358 (1941). 
3, 1). De WAULT, J .  Amer. chem. SOC. 65, 532 (1943). 
4) W. M. SMIT, Discuss. Faraday SOC. 7, 38 (1949). 
6, R. CONSDEN, A. H. GORDAS & A. J. P. MARTIN, Biochem. J .  38, 224 (1944). 
6, J. OPIE~SKA-BLAUTH, 0. SAKLAWSKA-SZYMONOVA & M. K A ~ S K I ,  Nature 168, 511 (1951). 
’) A. J. P. MARTIN, Biochem. SOC. Symp. 3, 4 (1948). 
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Aus (2) erhalt man: 

Go = AFo/2,3 RT:  Konstante der Grundgruppe So8) , 

G, = AF,/2,3 R T :  Konstante der Gruppe ,u (p = x, v . . .) 8,  , 

CI = log (qJq,) : Grundkonstante Q, . 

BATE-SMITH & WEST ALL^^) fuhrten folgende Bezeichnung einl1) : 

(4) 
1 

Rf log (- - 1) = Rm . 

Nach (3) und (4) ist somit : 

R m =  G , f m G , + n G , i  ...+- G .  (5) 

Der Rm-Wert ist also nach (5) eine lineare Funktion der Anzahl gleicher Gruppen 
bei konstanter Anzahl der iibrigen Gruppen. Der Beitrag einer bestimmten Gruppe 
zum Rm-Wert einer gegebenen Substanz ware danach unabhangig vom Molekelrest 
und von der Stellung der Gruppe in der Molekel. Dies kann natiirlich nur naherungs- 
weise richtig sein. Trotzdem konnte die nach ( 5 )  geforderte Additivitat experimentell 
oft bestatigt werdenlO) 13) "9 15) .  Bei systematischer Auswertung von (5 )  lassen sich 
empirische Konstanten ermitteln, deren Kenntnis die Berechnung vom Rm- bzw. 
Rf-Werten ermoglicht. REICHL~~) ,  PARDEE 13) und MOORE &  BAKER^^) fanden zwi- 
schen berechneten und gefundenen Rf-Werten sehr gute Ubereinstimmung. SCHAUER 
& BULIRSCH 17) 18) schliesslich bestimmten aus der Umkehrfunktion der Gleichung (5) 
unter einigen praktischen Vorbehalten die Art und die Anzahl funktioneller Gruppen 
in unbekannten Verbindungen mit bekannten Rf-Werten. - Bei aromatischen Ver- 
bindungen besteht die Additivitat nur fur Substituenten im Kern ; die Abweichungen 
bei Kettensubstitution konnten fur den Fall polarer stationarer Phasen von FRANC 
&- JOKL l9) empirisch durch Einfuhrung von Dipolmomenten in die MARTIN'Sche Rela- 

*) 1st z. B. So = Benzol und x = C1, die substituierte Verbindung demnach Chlorbenzol, so ist 
die Grundgruppe So = Benzol bzw. Phenyl. Benzol und Phenyl werden nicht voneinander 
unterschieden. 

9) In der Praxis ist die Grundkonstante vom Fliessmittel und vom Papier oder von der Schicht 
abhangig. Man braucht deshalb in der Papierchromatographie auch den Ausdruck Papier- 
konstante; fur die Dunnschichtchromatographie schlagen wir Schichtkonstante vor. 

10) E. C. BATE-SMITH & R. G. WESTALL, Biochem. biophys. Acta 4, 427 (1950). 
l1) ~ E I C H L ~ ~ )  fuhrte die Bezeichnung : -log (1/Rf - 1) = Rm ein. 
l2) E. R. REICHL, Mh. Chem. 86, 69 (1955). 
13) A. B. PARDEE, J. biol. Chemistry 190, 757 (1951). 
14) J. GASPARIE & M. V E ~ E ~ A ,  Coll. Czech. chem. Comm. 22, 1426 (1957). 
15) J .  BORECKG, J. GASPARIE & M. VEEE~A,  Coll. Czech. chem. Comm. 24, 1822 (1959); D. G. 

16) T. B. MOORE & C. G. BAKER, J. Chromatography I ,  513 (1958). 
17) H. K. SCHAUER & R. BULIRSCH, 2. Naturforsch. l ob ,  683 (1955); Naturwiss. 43, 34 (1956). 
la) H. K. SCHAUER & R. BULIRSCH, Z.  Naturforsch. 7 3 b ,  327 (1958). 
19) J. FRANC & J. JOKL, Coll. Czech. chem. Comm. 27, 1161 (1956). 

Roux & S. R. EVELYN, J. Chromatography I ,  537 (1958). 
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tion beseitigt werden. Die gleichen Autoren %O) 21) beobachteten ferner und bestatig- 
ten an Hand vieler Rf-Wert-Tabellen der Literatur, dass der Beitrag einer Gruppe 
zum Rm-Wert von der Molekelgrosse abhangig ist, und dass dabei in vielen Fallen eine 
logarithmische Beziehung besteht 20). Auch diese Beziehung ist vorderhand nicht 
theoretisch begrundet. 

In der Ableitung der MARTIN'schen Relation wird nicht berucksichtigt, dass orga- 
nische Verbindungen haufig assoziiert sind. Nimmt man an, dass ein Monomeres A 
in der stationaren Phase als A,, in der mobilen Phase als A ,  vorliegt, wobei u und 1 
den Grad der Assoziation ausdrucken, dann existiert nach SCHAUER & BULrRsCH1*) 
fur den Verteilungskoeffizienten a die Beziehung : 

c: analytische Konzentration im Fleck. 

Danach ist der Verteilungskoeffizient abhangig : 
a) von der Konzentration der Substanz im Fleck, wenn cr # 1, 
b) vom reduzierten Phasenverhiiltnis (q:'/q:''), d. h. vom Phasenverhaltnis und 

vom Grad der Assoziation. 
Wird nun: 

log [(l - Rf)l/"/Rfl/n] = Razz) (7) 

gesetztZ3), so kann man analog zu (5) schreiben: 

R a =  G h + m G : + n G j + - - - +  G'. (8) 

I m  Fall einer Assoziation ist also der Ra-Wert und nicht der Rm-Wert eine lineare 
Funktion der Anzahl gleicher Gruppen bei konstanter Anzahl der iibrigen Gruppen. 

Ein grundsatzlicher Unterschied zwischen Papier- und Dunnschichtchromatogra-- 
phie in bezug auf die MARTIN'Sche Relation existiert naturlich nicht. Diese enthiilt 
keine Aussage uber die Art der Verteilung und ist deshalb ohne weiteres auf die Diinn- 
schichtchromatographie iibertragbar. Auch in der Gas- und Ionenaustausch-Chroma- 
tographie sollte sie gelten. In der Dunnschichtchromatographie ist ihre Anwendung 
besonders zu empfehlen, weil diese Technik einfach ist, die Substanzen hierbei wenig 
diffundieren und deshalb die Rf-Werte besonders gut definiert sind %). Wir werden 
in einer folgenden Arbeit zeigen, dass das dunnschichtchromatographische Verhalten 
der a-Aminosauren in samtlichen untersuchten Fliessmitteln durch Rm- oder Ra- 
Werte befricdigend ausgedruckt werden ksnn. Die Kenntnis der zugehorigen Kon- 
stanten gestattet damit die Vorausberechnung von Rf-Werten oder, bei bekannten 
Rf-Werten, die Klarung konstitutiver Fragen. 

no) J. FRANC & J. JOKL, J. Chromatography 2, 423 (1959). 
21) Vgl. aucli J. FRANC et al., Coll. czcch. chem. Comm. 24, 2102 (1959); 26, 1313 (1961). 
22) Ra bedeutet Rm-Wert bei Assoziation. 
23) SCHAUER & BULIRSCH~~) fiihrten die Bezeichnung: log [RP/A/(l- Rf)l/m] = RN ein. Wir 

nahmen eine Vorzeichenanderung vor, um mit BATE-SMITH & WEST ALL^^) in ubereinstim- 
mung zu bleiben. Folglich ist: Ra = - RN. 

n4) Siehe z. B. M. BRENNER & A. NIEDERWIESER, Experientia 76, 378 (1960); M. BRENNER, 
A. KIEDERWIESER & G. PATAKI, ibid. 17, 145 (1961). 
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Auf eine wichtige Frage der analytischen Chemie, jene der Isomerentrennung, 
gibt die MARTIN’sche Beziehung in ihrer ursprunglichen Form keine Antwort. Die 
D- und die L-Form eines Antipodenpaares besitzen die gleichen Rauelemente; dies ist 
auch der Fall bei cis- und trans-Isomeren, bei epimeren Verbindungen und bei Stel- 
lungsisomeren, z. B. isomeren Peptiden. Es ist wohlbekannt, dass solche Isomere in 
geeigneten Fliessmitteln trennbar sind, obschon die rechte Seite der Beziehung (5) 
bzw. (8) bei gleichen Bauelementen keine Unterschiede aufweist. Als Beispiel dafur 
seien genannt : 

1. 2,5-Dihydroxy-~-phenylalanin und 2,5-Dihydroxy-~-phenylalanin weisen in 
n-BuOH-AcOH-H,O (4 : 1 : 5) auf Papier verschiedene Rf-Werte auf ,5). 

2. cis- und trans-Form von Fural-2,4-dinitrophenylhydrazon sind in Cyclohexan, 
gesattigt mit Dimethylformamid, papierchromatographisch trennbarl4). 

3. Cholesten-(4)-01-(3/3) und Cholesten-(4)-01-(3~) unterscheiden sich nur durch die 
raumliche Lage der C-3-Hydroxyl-Gruppe, lassen sich aber in Benzol-Ather (4 : 1) 
dunnschichtchromatographischZ6) trennen. 

4. Isomere Dipeptide (Tabelle) und Dipe~tidamide~’) sind in manchen Fliessmit- 
teln dunnschichtchromatographisch trennbar. 

Um der Trennbarkeit der erwahnten Isomeren Rechnung zu tragen, ist es offen- 
sichtlich notig, die MARTIN’sche Relation durch zusatzliche additive Glieder zu er- 
ganzen. Man kann den Unterschied im Verteilungsverhalten zweier Isomeren durch 
die Energiedifferenz berucksichtigen, welche zwischen ihren Uberfiihrungsenergien 
besteht. Wir schreiben also z. B. im Falle des Paares Glycyl-alanin und Alanyl- 
glycin : 

RmAia-Giy == GO +- wz G, + N Gy + ..* -+ G (5a) 

RmGly-Ala = GO + Gx + ?’ Gy f ” *  + f GI Ala-GlyiGly-.%la (5b) 

GI Ala.GlyiG,y.Ala ist die Isomeriekonstante dieses Substanzpaares. Im gleichen Sinne 
kann man fur jedes Isomerenpaar ABIBA eine Isomeriekonstante GI As,nA definieren 
und experimentell bestimmen. 

Die physikalische Deutung von GI AB/BA ist speziell bei den Peptiden von beson- 
derem Interesse. Bestimmend fur den Verteilungskoeffizienten eines Peptids sind nam- 
lich neben Ladung und Molekelgrosse die Molekelgestalt und die Solvatation. 1st ein 
Isomerenpaar ABIBA in einem gegebenen Fliessmittel untrennbar, so besteht zwischen 
A B und BA offensichtlich kein Unterschied in der Wechselwirkung mit dem umge- 
benden Medium. Man darf annehmen, dass die solvatisierten Molekeln A B  und BA 
ausser gleicher Ladung und Molekelgrosse auch identische Gestalt besitzen. Sind die 
Isomeren trennbar, so darf umgekehrt auf einen Gestaltunterschied gcschlossen wer- 
den. Es wird nun interessant sein, die Fliessmittel, in welchen ein gegebenes Isome- 
renpaar ABIBA trennbar ist, mit jenen zu vergleichen, welche diese Isomeren nicht 
zu trennen vermogen, diesen Vergleich fur eine grossere Anzahl isomerer Peptide 
durchzufuhren, und das Ergebnis anhand der Isomeriekonstanten zu diskutieren. 

25) C. E. DALGLIESH, J .  chem. Soc. 1952, 3940. 
26) G. JUHASZ, Dissertation, Universitat Base1 1961, p. 17ff. (im Druck); daselbst weitere Bei- 

27) A. NIEDERWIESER & G. PATAKI, Chimia 74, 378 (1960). 
28) M. BRENNER & A. NIEDERWIESER, Experientia 77, 237 (1961). 

spiele zur diinnschichtchromatographischen Trennung epimerer Verbindungen. 
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Wir erwarten von einer solchen Studie einen ersten Einblick in das Gestaltproblem 
der Peptidchemie und werden in einer spateren Arbeit auch darauf zuriickkommen. 
Vorlaufig sei nur auf die in der Tabelle zusammengestellten Ergebnisse venviesen. 
Von 9 Dipeptidpaaren sind deren 5 nur in einem der beiden zur Dunnschichtchromato- 
graphie gewahlten Fliessmittel leicht trennbar. Im andern Fliessmittel sind die Rf- 
Wertunterschiede so gering ( ARf < 0.05). dass eine Trennung nicht mehr oder nur 
noch mittels der Durchlaufmethode28) moglich scheint. In zwei Fallen ergibt das eine, 
in drei Fdlen das andere Fliessmittel keine Trennung, und in vier Faillen versagen 
beide Fliessmittel. Die Wechselwirkung zwischen Substanz und Fliessmittel kommt 
also dunnschichtchromatographisch sehr individuell zum Ausdruck. 

RI- Werte ") b, von Paaren isomerer Dipeptide auf Dunnschichtchromatograwzmen (Kieselgel G )  
in zwei Fliessmitteln 

Dipeptidpaar ") 
Prlfix = H, Suffix = OH 

Ala-Gly/Gly-Ala . . . . 
Gly-Hypro/Hypro-Gly . 
Gly-Leu/Leu-Gly . . . 
Ala-Leu/Leu-Ala . . . 
Gly-Phe/Phe-Gly . . . 
Gly-Pro/Pro-Gly . . . . 
Gly-Ser/Ser-Gly . . . . 
Phe-Ala/Ala-Phe . . . 
Gly-Val/Val-Glg . . . . 

n-BuOH-AcOH-H,O n-PrOH-H,O 
4 '  1 : 1 ( v / v )  7:3 ( v / v )  

0,15-0,16 
0,08/0,13 
0,37-0,35 
0,45 /0,37 
0 ,36438  
0,08-0,09 
0.12-0,14 
0,48-0,45 
0,32/0,27 

0,15-0,14 

0,27/0,33 

0,32 /0,37 
0,08-0,07 

0,42-0,40 

0,12-0,13 

0,30-0,3 1 

0,12-0,14 

0.22--0,24 

a) Nach STAHL (Arch. Pharm. 292/64, 411 (1959)) mit tKammeriiber- 
sattigungt bestimmt. 

") Durch einen Bindestrich verbundene Rf-Werte sind zwar im Parallel- 
versuch unterscheidbar, ihre Differenz gcstattet aber im ublichen Ver- 
fahrenz4) keine Trennung. 

c) Schreibweise nach M. GOODMAN & G. W. KENNER, Adv. Protein 
Chemistry 72, 552 f f .  (1957). 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Der Regriff des Rm-Wertes wird in Anlehnung an Gedankengange von SCHAUER 
& BULIRSCH~~)  durch den Begriff des Ra-Wertes (d. h. Rm-Wert im Falle von 
Assoziation) enveitert, und es werden in die betreffenden Gleichungen weitere Kon- 
stanten eingefiihrt, um Isomerieverhaltnisse zu beriicksichtigen. Diese experimentell 
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bestimmbaren Isomeriekonstanten konnen bei der Beurteilung sterischer Probleme 
niitzlich sein. Wie an isomeren Dipeptidpaaren gezeigt wird, kommt die Wechsel- 
wirkung zwischen Substanz und Fliessmittel diinnschichtchromatographisch sehr in- 
dividuell zum Ausdruck. Die Anwendung der Theorie auf die Diinnschichtchromato- 
graphie empfiehlt sich auch wegen der ubrigen bekannten Vorziige dieser Methode. 

Institut fur Organische Chemie 
der Universitat Basel 

177. fitude de composes d’addition des acides de LEWIS 
XVII. Synthhse cetonique de FRIEDEL & CRAFTS en presence de 

par G. Oulevey et B.-P. Susz 
(29 VI 61) 

chlorure d’aluminium radioactif marque par l) 

Lors des synthhses c6toniques selon FRIEDEL & CRAFTS, on utilise une masse stoe- 
chiomdtrique de chlorure d’aluminium monomhre par rapport B celle de l’halog6nure 
d’acide. Or, ces deux espkces chimiques peuvent r6agir pour former des composCs 
d’addition de composition stoechiom6trique dCterminCe et dont un certain nombre 
ont CtC isolCs et CtudiCs A 1’Ctat solide2). I1 n’est cependant pas certain que ces compo- 
s6s soient les intermkdiaires actifs de la synthkse, et de nombreuses Ctudes ont C t C  
publikes sur le m6canisme de rkaction, dont on peut distinguer deux types, selon que 
l’on admet pour I’intermCdiaire actif une structure dative ou ionisCe. 

D’aprks BOESEKEN3), il se forme un complexe non-ionisk et la r6action se pour- 
suit par un mkcanisme de substitution faisant prkalablement intervenir la formation 
d’une liaison dative entre le chlorure d’acide donneur et l’acide de LEWIS. 

A0 .go + AIX, C,H, + .41X, 
\ \ 

R-C + AIX, + IX-C, __+ R-<: + H S  

X x C&5 

MEERWEIN4) et H U C K E L ~ )  pensent au contraire que la cin6tique de la rkaction 
est dCterminCe par la formation d‘un ion carboxonium form6 par rupture de la liaison 
covalente C-X. 

,i;o + AlX, + HX 
A0 Cf3W R--C + 41X,+- [R-C=O]+ [AlX,]- __t R-C 
\ \ 

X C,H5 

l) XVIe communication: P. GAGNAUX & B.-P. Susz, Helv. 44, 1132 (1961). 
2, B.-P. Susz & J.-J. WUHRMANN, Helv. 40, 971 (1957); D. CASSIMATIS, P. GAGNAUX & B.-P. 

SUSZ, Helv. 43, 424 (1960); D. CASSIMATIS & B.-P. Susz, Helv. 44, 395 et 943 (1961). 
,) J. BOESEKEN, Rec. Trav. chim. Pays-Bas 79, 19 (1900); ibid. 20, 102 (1901); voir aussi: 

THOMAS, *Anhydrous Aluminium Chloride in Organic Chemistry,, Reinhold Publishing Corp., 
NewYork 1941. 

4, H. MEERWEIN, Liebigs Ann. Chem. 455, 227 (1927); Ber. deutsch. chem. Ges. 61, 1840 (1928). 
5, W. HUCKEL, tTheoretische Grundlagen der organischen Chemien, SeBd., Leipzig 1956, I, p. 697. 
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