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85. Neuere Untersuchungen zur 
Reproduzierbarkeit der Rf-Werte in der Dunnschichtchromatographie 

von Gyorgy Patakl 
(11.11. 64) 

Dem Zusammenhang zwischen Struktur und chromatographischem Verhalten in 
der Papier- und Dunnschicht-Chromatographie wird in den letzten Jahren besondere 
Aufmerksamkeit gewidmet l). Abgesehen von den Schwierigkeiten, welche durch 
reelle und scheinbare Abweichungen von der Theorie [5] z ,  verursacht werden (vgl. 
[3] [6]), bereitet die Reproduzierbarkeit der Rf-Werte gewisse Probleme. 

In dcr Diinnschichtchromatographie wurdcn bisher folgeude Einflussfaktoren auf die Rf- 
Werte festgestellt : Qualitat dcs Fliessmittels und des Sorptionsmittels [7] [B] [8a], Aktivierung 
der Schicht [9] [lo] 11. Luftfeuchtigkeit [12]. Schichtdicke [ll] [13], Plattenformat [14], Satti- 
gungszustand [15] [16], Laufstreckc und Entfernung des Startpunktes vom Eintauchspiegel 171 
[15], Auftragmengc und Losungsmittel [lo] [14] [17], Temperatur [7] [ l l ]  [lZ] und Technik [7]. 

Unter Standardbedingungen [7] [lo] [18] 3, ist die Reproduzierbarkeit der Rf- 
Werte in der Diinnschichtchromatographie durchaus mit jener in der Papierchro- 
matographie vergleichbar; die durch Qualitatsschwankungen des Sorptionsmittels 
verursachte Storung durfte sich rechnerisch beseitigen lassen [S] 4). 

Zur Bereitung der Schicht wird das Sorptionsmittel in der Regel mit Wasser auf- 
geschlammt und mit Hilfe einer geeigneten Einrichtung, z. B. des STAHL’schen 
Streichgerates [lS] [21], auf Glasplatten gebracht. HORHAMMER et a,?. [22] und spater 
BHANDARI et al. [23] berichteten uber eine neue Methode zur manuellen Bereitung der 
Chromatographieschichten, bei der eine Suspension des Sorptionsmittels in Essig- 
ester [22] oder einem Gemische von Alkohol/Wasser [23] auf die Platte gegossen wird. 
Gegenuber den mit einem Streichgerat hergestellten Schichten fanden sie keine Rf- 
Unterschiede. 

Papierchromatographie: vgl. [l] [Z] 2, ; Diinnschichtchromatographie: vgl. [3] [4]. 
2, Die Ziffern in eckigen Klammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, S. 786. 
3, GEISS et al. [12] haben kiirzlich gezeigt, dass der Einfluss der Luftfeuchtigkeit, der ubrigens 

auch in der Papierchromatographie beobachtet wurde [19]. ebenfalls eliminiert werden muss. 
4) Aus den mathematischen Betrachtungen von RACHINSKII [ZO] geht klar hervor, dass nicht nur 

der Rf-Wert, sondern auch der Rb-Wert (Rf bezogen auf cine Standardsubstanz) von der 
Qualitat des Tragers abhangig sein kann. 
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Demnach sollte die Reproduzierbarkeit der neuen Methode derj enigen der Stan- 
dardmethode entsprechen. Dies stimmt nun mit unseren friiheren Befunden [24] nicht 
iiberein und wir haben deshalb Kieselgel-Schichten, welche rnit dem STAHL’schen 
Streichgerat (Methode I) bzw. manuell nach BHANDARI et al. [23] bereitet wurden 
(Methode 11), miteinander verglichen. 

Zur Chromatographie verwendeten wir Kieselgel-WoELM zur Diinnschichtchromatographie 
(WOELM, Eschwege, Deutschland) und befolgten bei der Schichtbereitung genau die Angaben von 
BHANDARI et al. [23] (Methode 11) bzw. von STAKL [18] (Methode I : Schichteinstellung 0,25 mm). 
Fur 5 Glasplatten (20 x 20 cm) haben wir eine Aufschlammung von 30 g Kieselgel in 75 ml Alkohol/ 
Wasser (9 : 1) benutzt. Die Chromatographie erfolgte aufsteigend nach friiheren Angaben [7]. 
nachdem die Platten uber Nacht an der Luft getrocknet wurden. Samtliche Chromatogramme 
wurden zur gleichen Zeit ausgefiihrt, urn Storungen durch die Luftfeuchtigkeit zu eliminieren. 

Tabelle 1. Vergleich der Rf-Streuungen auf ein und derselben Platte (Fliessmittel: Benzol) 

Verbindung Schicht mit Streichgerat (I) Schicht manuell gegossen (11) 

Rf*) Schwankungs- sRf Rf*) Schwankungs- sRf 
breite breite 

Buttergelb 0,429 0,030 0,011 0,441 0,055 0,020 
0,401 0,015 0,004 0,390 0,045 0,014 
0,382 0,025 0,008 0,369 0,055 0,018 
0,420 0,030 0,012 0,452 0,050 0,017 
0,393 0,025 0,009 0,350 0,055 0,019 
0,400 0,025 0,008 0,380 0,045 0,014 

Sudanrot 0,185 0,020 0,005 0,190 0,040 0,014 
0,149 0,010 0,003 0,152 0,035 0,009 
0,137 0,010 0,004 0,138 0,030 0,008 
0,162 0,015 0,004 0,201 0,035 0,010 
0,170 0,020 0,006 0,129 0,040 0,013 
0,145 0,010 0,004 0,173 0,035 0.010 

*) Mittelwerte aus je 16 Einzelwerten der gleichen Platte. 

Tabelle 2. Vergleich der Rj-Streuungen auf mehreren Platten (vgl. Text) 

Verbindung Schicht mit Streichgerat (I) Schicht manuell gegossen (11) 

Rf*) Schwankungs- sRf Rf*) Schwankungs- sRf 
breite breite 

Buttergelb 0,404 0,047 0,018 0,397 0,091 0,041 
Sudanrot 0,158 0,048 0,018 0,164 0,072 0,029 

*) Mittelwerte je der 6 Platten von Tabelle 1. 

Tab. 1 zeigt, dass die Schwankungsbreite der Rf-Werte (SB) und die Standard- 
abweichung (sRf) bei Schichten, die nach Methode I1 bereitet wurden, allgemein 
grosser sind als bei Verwendung des Streichgerates (vgl. [24]). 

Bei Schichten nach I ist: 0,010 5 SB 5 0,030 und 0,003 5 sRf 5 0,012; bei 
Schichten nach I1 hingegen: 0,030 5 SB 5 0,055 und 0,008 sRf 5 0,020. Die 
mittlere Standardabweichung betragt : 0,0065 bzw. 0,0138. 
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Bildet man fur jede Substanz aus den Rf-Mittelwerten der einzelnen Platten die 
Gesamtmittelwerte, so lasst sich auch die Reproduzierbarkeit der Methoden I und I1 
an mehreren Platten beurteilen. Wie Tab. 2 zeigt sind bei I1 Schwankungsbreite und 
Standardabweichung grosser. Im Gegensatz zu dem Verfahren bei unseren fruheren 
Untersuchungen [lo] [24] lassen sich auch die Rf-Werte der Tab. 2, die nach I bzw. 
I1 gewonnen wurden, unmittelbar vergleichen, weil samtliche Chromatogramme unter 
identischen Bedingungen [7] zur gleichen Zeit (((konstante R Luftfeuchtigkeit ; vgl. 
GEISS et al. [12]) ausgefiihrt wurden. Die Unterschiede sind ausserordentlich klein 
und bestatigen den Befund von HORHAMMER [22] und von BHANDARI [23] ,  wonach 
die absoluten Rf-Werte nach I bzw. nach I1 kaum voneinander abweichen. Die manu- 
elle Methode ist jedoch in bezug auf die Reproduzierbarkeit der Rf-Werte der Stan- 
dardmethode unterlegen. 

skriptes bestens danken. 
Der Autor mochte Frau E. PATAKI-LEHNEN fur ihrc Mitarbeit bei der Abfassung des Manu- 

ZUSAMMENFASSUNG 

Durch Aufschlammung des Sorptionsmittels mit Alkohol/Wasser manuell berei- 
tete Kieselgel-Schichten zeigen sich unter sonst gleichen Bedingungen den mit Hilfe 
des STAHL'schen Streichgerates bereiteten Schichten in bezug auf Reproduzierbarkeit 
der Rf-Werte unterlegen. 
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86. Aminosauren und Peptide im Urin 
1. Mitteilung 

von Gyorgy Pataki und Max Keller 
(19. 11. 64) 

Die Dunnschichtchromatographie eignet sich vorziiglich zur Trennung und Cha- 
rakterisierung von Aminosauren im biologischen Material (fur Zusammenfassung vgl. 
[l] l)). Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber die Anwendung der Dunnschicht- 

x n 

Ubersichtschromatogramln der am Urin nachgewiesenen atherl Aslichen D N P -  Verbindungen 
(vgl. Tab.) 

I : Toluol/2-Chlorathanol/Pyridin/25-proz. Ammoniak (50 : 35 : 15 : 7). 
I1 : Chloroform/Benzylalkohol/Eisessig (70 : 30 : 3), jeweils Volumenverhaltnisse. 

l) Die Zahlen in eckigen Klammern verweisen auf das Litwaturverzeichnis, S. 789. 


