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Werksiir,-tlicher Dienst, Week Sindelfingen der Daimler-Benz A-G., D-7032 Sin&@ngen (B.R.D.) 

(Eingesen am 12. Januar 1978; ge5nderte Fassung eingegangen am 14. Juli 1978) 

SUMMARY 

Michaelis-Menten equation as calibration function for remission measurements after 
thin-layer chromatography 

The validity of the Michaelis-Menten equation as calibration function could 
be demonstrated by means of three compounds with physically different modes of 
measurement, after remission analysis with thin-layer chromatography: upon the 
representation of Lineweaver and Burk a straight line can be established as an ideal 
basis of measurement. 

EINLEITUNG 

Unseres Wissens fehlt bislang fur quantitative Bercchnungen nach Diinnschicht- 
Chromatographie (DC) ein allgemeingiiltiges Eichprinzip. Hauptsachlich greift man 
zu Approximationen, wie Ausgleichsparabeln oder zu transformierten Funktionen 
hoherer Ordnung. Eine lineare Eichfunktion mit Nullpunktforderung wird damit 
seIten erreicht. 

Die nach Kubelka und Munk’ benannte Theorie erlaubt zwar eine .Linearisie- 
rung von DC-Kurven im sichtbaren Bereich; sie ist jedoch aufwendig uncl wenig 
praktikabel. uber ihre Anwendung im UV-Bereich und bei fluoreszierenden Ver- 
bindungen ist nur wenig bekannP. 

Einen neuen Weg geht die in letzter Zeit entwickelte Hochleistungs-DC 
(HFTLC) oder such Nanogramm-DC genannt 3: die geringen Substanzmengen mit 
denen dieses Verfahren arbeitet, bietet neben anderen Vorzugen ein scheinbar 
lineares Interpretieren erhaltener Eichkurven. Jedoch bedingen such hier zunehmende 
Konzentrationen einen Ubergang der Eichfunktion in Parabeln gemischter hiiherer 
Ordnung. 

Wir selbst versuchten die aus der Enzym-Theorie stammende Michaelis- 
Menten-Gleichung auf deren Eignung bei DC-Remissions-Analysen hit% zu unter- 
suchen. Die von den AutoretP anaegebene Form der Gleichung beschreibt die zeit- 6_ 
abhangige Umsetzungsrate eines enzymspezi&chen Substrates durch einen Bio- 
katalysator (Enzym) und besitzt den Ausdruck: 

v = V *==- *S 

K, + s 
(1) 
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Darin bedeuten: V = Geschwindi_ekeit; V,,,. = maximale Geschwindigkeit; S = 
Substrat: K, = Konstante nach Michaelis und Menten. 

EXPERI%CIENTELLES 

Chromatogramm-Spektralphotometer nach E. Stahl Typ KM 3 der Fa. Carl 
Zeiss (O’berkochen, B-R-D.); Aufstellungsart: “M-Pr”. Strahlungsquellen: H_g-Lampe, 
Deuterium- und Glutlampe. Spaltbild : Einsteckblende 3.5. Nullabgieich sowie Ver- 
stgrkung erfolpt automatisch. Vorschub am Kreuztisch (y = Achse): 120 mm/min. 
Kompensationsschreiber (Typ ServoFor): Schreiberspannung: 1 V; Messweise: 
calibriert. Remission: 100% (UV-Messung). Simultanmessung: Transmissionsanteil 
SO?; (Fluoreszenz- und Messune im sichtbaren Bereich mit Gliihlampe). 

Liisenlittel 
Methanol, Toluol. Dichlormethan. Aceton, Ameisensgure, Salzsaure 36 %; 

samtliche Produkte waren vom Typ “zur Analyse” der Fa. Merck (Darmstadt, 
B.R.D.). 

Hippursaure (Benzoylglycin) Mol.-Gew., 179.18 und Protoporphyrin-9-di- 
methylester .Mol.-Gew., 590.70 bezogen vvir von Schuchardt (Miinchen, B.R.D.); 
Kopro-III-porphyrin-tetramethylester Mol.-Gew., 710.77 A grade (Calbiochem, 
San Diego, Calif., U.S.A.) “Pyrrolmonomethylester” Synonym fur 2-methyl-3- 
methoxy-4-(3-propionssuremethylester)-pyrrol, Mol.-Gew., 226.24: Synthese nach 
Mauzerall und Granick’: p-Dimethylaminobenzaldehyd (Merck)_ 

Xlle Experimente wurden auf Ferti_wlatten der Fa. Merck durchgefiihrt: 
Art.-Nr. 5729: Kieselgel 60 FZS+ 10 x 20 cm ; Schichtdicke: 2 mm; Art.-Nr. 5626: 
dto., jedoch ohne Fluoreszenz-Indikator Fzsa_ Das Auftragevolumen war in sjimtli- 
then Esperimenten Z ,~l: desgleichen die Laufstrecke von 10 cm. Die Chromatographie 
erfolgte in DC-Kammern (20 x 23 x S cm) der Fa. Cama,a (Muttenz, Schweiz). Die 
Detektion nach Chromato_eaphie wurde mittels UV-Lampe (Camag) 254/366 nm 
vorsenommen. Als Mass der Konzentration wurde die Peakhohe in “/,-Remission 
vervvendet (analose Anzei?e). 

(I) Hippursilure (5.70 mmoljl = 1.05 g/l in Methanol); (2) Protoporphyrin- 
9-dimethylester (0.97jcmoljl = 0.57 mg/l in Dichlormethan) ; (3) Kopro-III-porphyrin- 
tetramethylester (I -29 ;cmol/l = 0.92 mg/l in Dichlormethan): (4) “Pyrrolmono- 
methylester“ (76 ,~moljl = 17.2 mg/l in Dichlormethan). 

Von den LSsunsen wurden zur Ermittlung der Eichfunktion fol_gende Ver- 
dfinnungen aufgrtrasen: Die LSsung selbst = Co/r,; Verdiinnung 1~3 = C&,; Ver- 
diinnung 1:7 = Ctl,,:,- Aus den Losungen Ccljl, wurden in einer geometrischen Ver- 
diinnungs reihe (0 = 2) definierte Konzentrationen erhalten, welche mittels Eich- 
kurve berechnet Lvurden: Co,l,, C(i,,+ Co.,, und Ctiila,. Die Abweichung des defi- 
nierten Wertes (Sollwert) zum Errechneten ‘aus der Eichkurve (gefundenen) wurde als 
-lOi aneezeben (s. Tabelle III). 
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Chomatographische Bedingungett 

(A) HippursCure: Kieselgel60 Fzsa; Laufzeit: 35 min (keine KammersHttigung); 
Laufmittel : Chioroform-Aceton-Ameisenssure (10: 1 I 1, v/v) ; RF-Wert s 0.45. 

Nach Entwicklung wurde das Chromatogramm 5 min bei 100” exponiert urn 
das Laufmittel zu verf%ichti_gen. Unter UV-Licht 254 nm, erkennt man die Hippur- 
sgure als dunkle Lbschungszone. Etwa 1.5 cm vom Spot entfemt (frontal) wurcle eine 
punktfdrmise Bleistiftmarkicrung vorgenommen, welche als Zielpunkt bei der Remis- 
sionsmessung diente. KM 3 Gerilteparameter: Deuteriumlampe, Wellenlange 244 nm; 
Lochblende; Filterscheibe “0”. 

(B) Protoporphyrin-9-dimethylester, Kopro-III-porphyrin-retra-methylester 
und “Pyrrolmonomethylester”. Kieselsel 60: Laufzeit: 25 min (Kammer$&ti_eung, 
Filterpapierauskleidun 2; Aquilibrierungsdauer : 30 min); Laufmittel: Dichlormethan- 
Toluoi-Methanol (8:12:0.5) v/v); R,-Werte: Protoporphyrin-9-dimethylester 0.56; 
Kopro-III-porphyrin-tetramethylester 0.38; “Pyrrolmonomethylester” 0.25. 

Nach Verfliichtigung des Laufmittels wurden unter durchscheinendem UV- 
Licht (366 nm) die rotfluoreszierenden Porphyrine bleistiftmarkiert (s. HippursHure) 
und mit einer Glasplatte 10 x 20 cm abgedeckt. KM 3 Gerzteparameter (Porphyrine): 
Hg-Lampe, Anregungswellenl~nge: 405 nm: Sekundgrfilter: FL 63, Filterscheibe 38% 
500. Nach Abschluss der Porphyrin-Messunseen wurde das Chromato_gamm im 
Abzug mit modifiziertem Ehrlich’s Reagenz (15 % p-Dimethylaminobenzaldehyd in 
6 N SalzsHure) bis zur Transparenz bespriiht. Nach Trocknung (Kaltluftfdn) wurde 
das Chromatogramm mittels Glasplatte ab?edeckt. KM 3 Gerateparameter (“Pyrrol- 
monomethylester”): Gliihlampe: Wellenlfnge 546 nm, Lochblende, Filterscheibe 
“0”. Die erhaltenen Messwerte siehe Tabelle 1. 

9ie Werte-Paare C und X-R wurden im rechtwinkeligen Koordinatensystem 
aufgetragen (siehe Fig. 1). 

TABELLE I 

KOORDINATEN-WERTE DER RELATIVEN EICHKURVEN NACH LINEWEAVER UND 
BURK, HOFSTEE UND AUGUSTINSON BZW. UNSRANSFORMIERT 

Parameter C~ve,d&..r;p, C %-R CM. Rx,. I!C?d. f!R,,. I - R~C~L CJR,,. 

Hipputiure 
C = mmol/l 

l/l 
l/3 
l/7 

Protoporphyrin- 
9-dimethylester l/l 
C = pmol/l 113 

l/7 
Kopro-III- 

porphyrin- 
tetramethylester l/l 
C = pmol,0 l/3 

l/7 

“Pyrrolmono- 
methylester” l/l 
C = pmol/l l/3 

117 

5.70 69.2 I.000 1.000 1.000 l.CUIO 
1.90 32.5 0.333 0.470 3.000 2.128 
0.81 17.2 0.143 0.249 7.OOQ 4.016 

0.97 31.2 1.000 1.000 l.OOfl 1.000 0.000 1.000 
0.32 15.2 0.333 0.485 3.000 2.w9 -0.465 0.682 
0.14 7.3 0.143 0.234 7.000 4.274 -0.636 0.611 

1.29 43.0 1.000 1.000 l.ooO 1.000 0.000 1.000 

0.43 23.0 0.333 0.535 3.050 1.869 -0.607 0.622 
0.17 12.0 0.143 0.279 7.oaO 3.584 -0.951 0.513 

76.00 69.0 1.050 1.000 l.ooO 
25.30 49.9 0.333 0.723 3.000 
10.90 32.1 0.143 0.465 ~.CUO 

l.OCO 
1.383 
2.151 

0.000 
-0.411 
-0.741 

0.000 
- 1.171 
-2.252 

1.000 
0.709 
0.574 

l.ooo 
0.461 
0.305 
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Fig. 1. Untransformierte Eichkurven nach Dfinnschicht-Chromatograpbie. Es bedeuten: 1 = Hip- . 
pur&ure (C = mmoljl); 2 = Protoporphyrin-9-dimethylester (C = pmolfl); 3 = Kopro-III-por- 
phyrin-tetramethylester (C = ycmol/l): 4 = “Pyrrolmonomethylester” (C = /cmol/l). 

Den Eichkurven aus Fiz. 1 ist gemeinsam, dass niedrige Konzentrationen (C) 
mit den entsprechenden Remissionen (%-Rj nahezu linear ansteigen (Bereich der 
Nanogramm-DC). Bei weiterer C-Zunahme wird 76-R immer geringer, sodass dieser 
allmzh!ich in einen asymptotischen Zustand iibergeht. In diesem Grenzbereich.ist 
eine quantitative Messung nicht mehr mtiglich. WBMt man einen Kurvenabschnitt, 
Lvelcher sich im Messbereich befindet, so liegt es nahe diesen als Definitionsbereich 
zwischen 0 und 1 zu begrenzen, zu relativieren. Der erlaubte Messbereich ist weit- 
gehend von der verwendeten Wellenlznge und der Blendeneinstellung abh&&. Wir 
gingen dabei so vor, dass das 1 %-R von C,,!,, und Ctlj3, mindestens 25 “/‘, betragen 
sollre. Dies ist natiirlich ein willkiirlich aqenommenes Voqehen, denn je ,oriSsser das 
1 %-I? ist, umso besser wird die Prgzision der Messung. Die Relativierung der Koordi- 
natenpaare zelingt bei den %-R-Werten apparativ indem die Konzentration Ccl,l, auf 
100 y/; Schreiberausschla_g (= I) getrimmt wird oder arithmetisch. Bei letzterem werden 
die iibrigen Werte mit dem reziproken Wert von CcI!l, bzw. &,,, multipliziert. Dar- 
aus entstehen: Crc,. und R,,.,. (Index rel. steht fiir relativj. Die relativierten Werte siehe 
Tabelle I. In der graphischen Darstellung von Crei. und R,,,_ erhslt man zu den beiden 
Diagonalen des Koordinatensystems symmetrische Eichkurven vom Hyperbeltyp 
(s. Fi_g. 2). 

Die reziproke Umwandluns der relativen Form fiihrt unmittelbar zur Lineari- 
sierung: Darstellung nach Lineweaver und Burk6. Die Geraden sind vom Typ: 
Y = A t B - C (s. Fig. 3). Aus Crr,. folgt l/C,,,_ sowie R,,,. zu l/R,,.. (s. Tabelle I). 

Die Darstellung nach Lineweaver und Burk l&t charakteristische Merkmale 
erkennen: Den Geraden ist gemeinsam, dass diese durch P( l/l) gehen, bei P(O/l) die 
Ordinate und im negativen Teil zwischen P(O/O) und P(O/--00) die Abszisse schneiden. 
Diese Schnittpunkte bedeuten im einzelnen : P( l/l) = Bezugspunkt 1 der relativen 
Eichkurve. P(O/l) = (Ordinatenschnittpunkt): R,,,. = Asymptote der Eichkurve 
(anal09 v,,,. j_ P(Oj-co) = (Abszissenschnittpunkt): Michaelis-Menten-Konstante 
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Fig. 2. Die Eichkurven (s. Fig. 1) nach deren relativer Transformierung. 
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G& 

Fig. 3. Darstellung der relativen Eichkurven nach Lineweaver und Burk. 

(K,). Diese ist ein Mass der Hyperbelkriimmupg und bedeutet als (K, f 1) in “/d-R von 
R,,/,, ausgedriickt : R,,,. 12. Diese Konstante halbiert den Bereich zwischen ?A-R = 0 

und %-Rmax.- K, selbst wird 00 bei linearem Zusammenhang. Je griisser ihr rezi- 
proker Zahlenwert umso ausgepr5gter wird die Hyperbelkriimmun,o. 

Substituiert man Gleichung 1 durch die entsprechenden Parameter R und C so 
erhzlt man in erster Nsherun_g: 

Da unter relativen Bedingungen I?,,,. unklar ist, sol1 dieser Term anhand der Line- 
weaver und Burk Darstellung abgeleitet werden: Die Steigung der Geraden ist ge- 
zeben durch den Kotangens CI (ctg a): 

UGL - 1 ctg a = l/R,,,_ _ 1 bzw- 
K, -!- 1 

K, 
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Der Ordinatenschnittpunkt ist : 

1 1 
--__=l__ 
R InFLI. ctg a 

1 K, -= 
ctg a K&2- 1 

Durch Substitution foIgt: 

Dann wird: 

1 1 
-----=I= 
R mrlx. K, $- 1 

R mnr. =K,+l 

Die endgiiltige Form der Michaelis-Menten-GleichunS erhslt unter relativen Bedin- 
gungen folgenden Ausdruck : 

Die Darstellung nach Lineweaver und Burk erhslt dann die Form: 

1 K, + Cre,. -= 
R re1. (Km + 1)-C,,,. 

Zerlegung ftihrt zu: 

(2) 

(3) 

1 K, C _ =- 
Rr;,. (Km t I)-crc,. + (K, -+r;;.-cr,,. 

Durch Umformen hisst sich obiger Ausdruck in die graphische Darstelhmg iiberftih- 
ren (s. Fig. 4a): 

1 
-= 
R (K_t_ 1) + m- 

.- 
rcl. tKmK+ 1) c:e*. 

Auflijsung der Gleichung 2 nach CFcI. ergibt: 

C 
-K 

rcl. = (K, f$j -mRrc,_ 

Fur Berechnungen ist der Weg iiber die erst zu ermittelnde K, umstandlich, schneller 
gelangt man iiber den ctp a zum Ersebnis: Substitution mit l/ct_g a ergibt: 

c, = cst 

E( 
1 

R - rcl. <.x> 
I)-ctgn] -i_ 1 

6) 
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bl 

Fig. 4. Darstellung von Y = ri t B - C. (a) Nach Lineweaver und Burk: (b) nach Hofstee; (c) nach 
Augustinson. 

Index x = gesuchte Konzentration und Index St = Standard-Konzentration. Aus 
der Darstellung (s. Fig. 4a) lassen sich die Kurvenparameter als Kotangensfunktio- 
nen, wie folgt angeben (s. Tabelle 11): 

Km= l 
ctg a - 1 

%-Rmax. (Asymptote) : = 
ctg a 

ctg a - 1 - %-&,t, 

= W, + 1). X$L,,, 

bzw. 

TABELLE II 

PARAMETER DER MICHAELIS-MENTEN-ElCHFUNKTlON 
~- _____- -------__ __- .---..- __- .~___._. .._. .~_._~ ~.. .~.~ 

Parameter ctgaCl!3 ctg aC1/7) ctg a(;, 10; ctg a K, R mrr.(%) Cr<,.wz, R.,,.,w, I\’ 
.__~. - -.-. ~.___ ____.~~. ..~~.~_. .~~ _.--. - ._. ~._ ---~ - - - 

Hippursiiure 1.771 1.985 1.878 es.68 1.139 148 0.653 0.347 1.306 

Protoporphyrin- 
9-dimethylester 1.900 

Kopro-III- 
porphyrin- 
tetramethylester 2.300 

1.833 1.866 -1.80 1.155 67 0.650 0.350 1.300 

2.323 2.311 PO.49 0.763 76 0.698 0.302 1.396 

“Pyrrolmono- 
methylester” 5.225 5.220 5.222 -0.05 0.237 85 0.839 0.161 1.678 
-. - ~. _.__ _~__..__-...-._. .--_ - _~ -_ -~ .- -. - - 
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c43om bedeutet die untransformierte Remission von Coil,) 

ctg a,;, = 
cte q1/3) t ctg atlj7) 

2 

-1 “/,‘ctp G = 
(ctg U(l/,) - ct_g a,,,) - 100 

ctg a,;, 

Die Funktionen Crel.oiZj und Rre,.cl!z, sind geeignet urn die relative Eichkurve (s. Fig 
2) darzustellen, gleichzeitig sind sie ein Mass der Hyperbelkriimmung;: ifber Crel.(l,Zj 
15sst sich eine Verhaltniszahl bilden = K (Kriimmung). Nimmt man an, dass C~c,.<t,Z, 
von 0.5 die ideale Gerade ist, so nehmen Abweichungen, welche durch K, definiert 
sind den doppelten Crci.oilj- Wert an. Definitionsbereich: l.ooO (Gerade) bis 2.000 
(Asymptote). Als Mass der Ubereinstimmung der Eichkurve betrachten wir il % ctg u. 
Es ist dies die %-AbwcichunS von ctg a(,, aus ctg Q,,~~, und ctg CI~~,~,_ Wir orientierten 
uns am k5 %-Bereich. 

Substiiuiert man Gleichung 2 mit der ermittelten K,-Konstante sowie O/L-Rmax_ 
(Asymptote) und lost nach C auf, dann ergibt sich: 

"/,-R-K, 
‘= “‘R 

i’o- mnx. - X-R 

Durch Einsetzen von C,, folgt: _ - 

c, = ( _,_R~-R’“~,_R ;, - G 
,o mnx. - /o 

(6a) 

Die Gleichungen 5 sowie 6a sind formal Zquivalent und selten fur den Konzentra- 
tionsbereich O- ?;-R -..o mclx: 

Weitere Darsteilmgsarten 
(I) Noclr Hofstee ‘. Aus Gleichun? 2 folgt durch Division mit Crcl.: 

R 
K, + 1 

rel. = K __.!?.Lfl 
c El. 

Umformen : 

W, + 1) = R,,,_ - + f R,,,. 
X-Cl. 

(1 - L.) = 
Km-R,,,. _ K 

c m 

rcl. 
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Fig. 5. Darstellung der relativen Eichkurven nach Hofstee. 

Graphische Darstellung (s. Fig. 4b und Fig. 5): 

R =lfK,. ‘1-p) 
( 

R 
*CL. 

rc1. 

Die quantitative Berechnung bei gegebener Remission erfolgt iiber die K,: 

Kna= I- 2’- 
l-F rcl. 

oder 

= Crsl. (1 - &I.) 
R re1. - Crc,. 

c Km - R,,r_ 
rel. = 

(2) Nacit Augtcstinson ‘. Ausgehend von der Lineweaver-Burk-Darst&ng (s. 
Fig. 3) erfolgt nach hilu!tiplikation von Crcl.: 

Gel. C re1. Km _ 
R rel. Km+! + Km+1 

Zerlegung fiihrt zur graphischen Darstellung (s. Fig. 4c und 6): 

C rel. K, -= 
R 

+ l - Gl. 
Xl. K ‘1 m 1 K, f 1 
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Fig. 6. Darstellung der relativen Eichkurven nach Augustinson. 

Berechnung von C, erfolgt analog dem Vor_eehen nach Hofstee: 

czz (1 - Cm.)-Rrc,. ] -- 
R re1. - Cre,. 

c Km - R,,,. 

xi. = (1 - R,,,_) f K, 

Km - Rx,: Cs,. 
c-r = (1 - R,,!.) + K, 

Die Darstellungen nach Hofstee und Aupustinson sind fiir die Berechnung von C, 
vveni,oer gee&ret, da in einem zusatzlichen Rechenschritt K,,, errechnet werden muss. 
Sie eignen sich aber gut, urn Eichpunkte graphisch besser interpolieren zu kannen. 

DLSKUSSION 

Unter den iiblichen physikalischen Messarten innerhalb der analytischen DC 
finden sich Messungen im sichtbaren Bereich (400-700 nm), dem UV-Bereich (20% 
400 nm) und Messungen fluoreszierender Verbindungen nach Anregung zumeist mit 
Hg-Lampe. Urn die Giiltigkeit der Michaelis-Menten-GleichunS beweisen zu kcnnen, 
w&hen wir Verbindungen, welche den oben erwahnten Eigenschaften entsprachen: 
Die Hippurs&xe mit UV-Absorption bei 244 nm, den “Pyrrolmonomethylester” mit 
Absorption im Sichtbaren bei 546 nm, sowie zwei Porphyrine als TrQer fluoreszieren- 
der Eizenschaften : Protoporphyrin-9 und Kopro-III-porphyrin. Die vorgenommene 
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TABELLE III 

VERGLEICH VON DEFINIERTEN KONiENTRATIONEN (= SOLLWERT) &D NACH 
BERECHNUNG MITTELS MICHAELIS-MENTEN-EICHFUNKTION (= CiEFUNDEN) 

Hippurs&ure 
c = mmol/l 

Protoporphyrin- 
9-dimethylestet 
C = pmol/l 

ECopro-IH-porphyrin- 
tetramethylester 
‘C = pmol/l 

“Pyrrolmono- 
methylester” 
C = pmol/l 

l/2 2.85 2.84 45.0 
Ii4 1.43 1.46 27.2 
l/8 ’ 0.71 0.74 15.1 
l/16 0.36 0.38 9.1 

l/2 

l/4 
1;s 
ljl6 

l/2 
114 
l/8 
l/16 

l/2 
w 
l/8 
l/16 

0.49 0.47 19.8 

0.24 0.24 11.9 
0.1’ 0.13 6.0 
0.06 0.06 3.5 

0.65 0.66 30.5 t1.54 
0.32 0.32 18.5 0.00 
0.16 0.15 10.0 -6.25 
0.0s 0.0s 5.8 0.00 

38.Oo 38.40 58.1 
19.00 18.30 43.0 
9.50 10.00 30.5 
4.75 4.81 18.0 

-0.35 . 
+2.10 
i-4.23 
+-5.56 

-4.08 
0.00 

t8.33 
0.00 

i 1.05 
-3.68 
+X26 
+5.26 

Erstellung der Eichkurve nach Relativierung durch die Verdfinnungsstufen: CcI,r,, 
Cd,,, und C,,,,, konnte fur diese Beispiele die Richtigkeit der Ubereinstimmung der 
Michaelis-Menten-Gleichung mit der nach DC auftretenden Eichfunktion ‘bestitigen: 
Die durch geometrischen Verdtinnungsreihen definierten Sollwerte (s. Tabelle ILL) 
konnten anhand der Eichkurve mit nicht signifikanten Abweichungen innerhalb des 
5 ‘A-Bereiches gemessen werden. Hinweise auf’das Ausmass der Eichkurven-Kriim- 
mung geben ctg Q, K,, Crcl.olt,, R,cl.<1,2j, und K. Mitt& 0, 1, Crel&, und Rrt1.r~12, 
l&t sich in einer 4-Punkt-Konstruktion die relative Eichkurve (s. Fig. 2) rasch gra- 
phisch ermitteln und optisch in ihrer Kriimmung abschatzen. Unter den Kriimmungs- 
parametem ist K der anschaulichste : K-Werte grijsser als 1.500 bedingen zunebmende 
Verschlechterung der Prazision und sind ein Hinweis auf zu grosse Dichte am Messort 
(s. “Pyrrolmonomethylester” mit 1.678). Mit K = 2.ooO wird die Asymptote ( “/aR,,I_) 
erreicht. K-Werte kleiner als 1.500 bedeuten den giinstigsten Messbereich. Die 3- 
Punkt-Eichung (ctg Q(~,~), ctg qlli, und 1) betrachten wir nach Abschluss der Unter- 
suchungen zumindest fiir unsere ProbLemstellung als tiberbestimmt. Es geniigt, ti &a 
Linearitat vorausgesetzt werden kann, die 2-Punkt-Eichung (1 und ctg qr,,,) iiber eine 
dem Analysenproblem angepasste Verdunnung. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Mittels 3 physikalisch unterschiedlich messbarer Verbindungen konnte die 
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Giiltigkeit der Michaelis-Menten-Gleichung nach Remissionsanalyse bei Diinn- 
schichtchromatographie aufsezeigt werden: nach Relativierung der Eichkurven I&t 
sich in der Lineweaver-Burk-Darstellung eine Gerade als ideale Messbasis ermitteln. 
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