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Fig. 1. Chromosomes from the feather base of a female chick showing
a single metacentric sex chromosome,

spersed with numerable dot-like micro-chromosomes. A
critical examination of the macro-chromosomes reveals
the following sets (Figure 1 and 2). The largest two pairs
of the macro-chromosomes are J-shaped, each with a pro-
minent smaller limb. Macro-chromosomes of the third pair
are rod-shaped and those of the fourth are again J-shaped
with a diminutive smaller limb. The chromosomes of the
fifth pair are the only metacentric elements in the macro-
chromosome complement and these are the sex chromo-
somes. In the mitotic plates from the male birds (Figure 2)
there are two metacentric sex chromosomes, while in the
female there is only a single unpaired element (Figure 1).
The chromosomes of the sixth pair appear as small rods.

Sexing of the newly hatched chicks can thus be easily
done on the basis of paired or unpaired nature of the meta-
centric sex chromosome. Mitotic divisions from the above
mentioned source are easily available and the hypotonic

PRO EXPERIMENTIS

Zur Reproduzierbarkeit der Rf in der Diinn-
schicht-Chromatographie!-2

In der Diinnschichtchromatographie wird bei gegebe-
nem Fliessmittel die relative Wanderungsgeschwindigkeit
einer Substanz durch folgende Faktoren beeinflusst:

(1) Qualitidt des Adsorbens.

(2) Aktivierungsgrad der Schicht.

(3) Schichtdicke.

(4) Qualitit des Fliessmittels (Reinheitsgrad der
Komponenten und Alter der Mischung).

(5) Sdttigungsgrad der Kammer.
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Fig. 2. Chromosomes from the feather base of a male chick showing
two metacentric sex chromosomes,

water pretreatment (MAKINO and NiSHIMURA®) prevents
effectively the clumping to which the avian chromosomes
are so susceptible.

Zusammenfassung: Beschreibung ciner cytologischen
Methode zur Bestimmung des Geschlechts junger Kiiken
auf der Basis von gepaarten oder ungepaarten Geschlechts-
chromosomen.

A. Krisnan

Department of Zoology, Panjab University, Chandigarh
(Punjab, India), November 6, 1961.

2 S. Maxkino and I. N1sHIMURA, Stain tech, 27, 1 (1952).

3 1 am deeply indebted to Dr. G. P. SuarMa, Panjab University,
Chandigarh, for his kind supervision, helpful suggestions and
laboratory facilities,

(0) Technik (aufsteigende, horizontale oder abstei-
gende Chromatographic).

(7) Laufstrecke und Entfernung des Startpunktes
vom Eintauchspiegel («immersion line»).

(8) Aufgetragene Substanzmenge.

(9) Temperatur.

Diese Parameter haben jedoch verschiedenes Gewicht
und sollen deshalb im folgenden kurz diskutiert werden.
Hilt man die wichtigen unter ihnen konstant, so resultie-
ren durchaus reproduzierbare Rf.

1 Der Ausdruck Rf-Wert ist bei haufiger Wiederholung umstindlich.
Wir gebrauchen an seiner Stelle: das Rf (Singular), die Rf (Plural).

2 Die Mittel zur Durchfiihrung dieser Arbeit verdanken wir Arbeits-
beschaffungskrediten des Bundes (M.B.) sowie einer Studienbei-
hilfe vom Land Baden-Wiirttemberg (A.N.).
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(1) Wie bei der Papierchromatographie von der Papier-
sorte?, so sind bei der Diinnschichtchromatographie die
Rf von der Qualitit des Schichtmaterials? abhingig. Wir
haben bei verschiedenen Lieferungen des Kieselgel G
(«Merck») grosse Unterschiede festgostellt*. Sollten diese
durch eine bessere Kontrolle der Fabrikationsbedingungen
nicht zu beheben sein, so besteht die Moglichkeit, die ein-
zelnen Chargen durch leicht bestimmbare, theoretisch be-
griindete Konstanten zu eichen. Wir werden in einer sepa-
raten Arbeit darauf zuriickkommen 5.

{2) Der Aktivierungsgrad der Schicht (Erhitzungs-
dauer® und Temperatur) bedingt Affinitdtsschwankungen
innerhalb ein und derselben Lieferung des Schichtmate-
rials. Dies mag teilweise auf einem indirekten Effekt be-
ruhen: bei hoher Temperatur aktivierte Schichten?® sind
zweifellos mehr oder weniger hygroskopisch und daher
bei Verwendung wasserfreier Fliessmittel schon durch
Feuchtigkeitsspuren verdanderlich.

(3) Der Einfluss der Schichtdicke ist umstritten4®-12,
Sicher ist, dass sie lings einer Platte konstant sein
muss. Diese letztere Bedingung ist bei der Anwendung von
schmalen Platten (200 x 50 mm) frotz Streichgerit
hiufig nicht erfiillt; die Folge ist ungleichmissige Bewe-
gung des Fliessmittels, damit Verzerrung der Flecken und
eine Verschiebung ihrer Lage, die Rf-Angaben sinnlos
macht!?, Gleichmissigere Schichten auf schmalen Platten
diirften dagegen nach einer neuen, von Duncan entwickel-
ten Technik erzielt werden!t. Auf grisseren Platten (200
X 200 mm) ist die mit dem Stahlschen Streichgerit berei-
tete Schicht sowohl gleichmaissig als auch von Platte zu
Platteim Rahmen des Notwendigen reproduzierbar. STABL
hat Schichtdicken zwischen 0,2 und 0,3 mm miteinander
verglichen und keinen Einfluss auf das Rf festgestellt .
Manuell hergestelite® oder aufgespriihte®? Schichten
gewdhrleisten keine einheitliche Schichtdicke und sind
deshalb nur mit Vorbehalt anwendbar.

(4) Es ist schon von der Papierchromatographie her
bekannt!® und theoretisch verstindlich, dass die Qualitit
des Fliessmittels eine schr grosse Rolle spielt. Auch bei
sorgfiltiger Kontrolle der Komponenten von Lsungs-
mittelgemischen kénnen sich von Fall zu Fall Unterschiede
ergeben, die auf nachtriglicher Verinderung der Mischung
beruhen. Wichtige Fehlerquellen sind partielles Verdun-
sten und chemische Reaktionen. Verinderungen durch
partielles Verdunsten sind besonders leicht bei Anwendung
der bedeckten Plattel® vermeidbar, wenn nur die fiir ein
einziges Chromatogramm bendtigte Fliessmittelmenge in
den Fliessmittelbehilter eingefiillt wird. Chemischen Ver-
inderungen kann man begegnen, indem man stets frische
Gemische verwendet.

{5) Aus der Papierchromatographie ist bekannt, dass
der Sdttigungsgrad der Kammeratmosphire das RIi
wesentlich beeinflusst?°. Verdampft das Fliessmittel wih-
rend der chromatographischen Trennung von der Schicht,
so wird die Fliessmittelmenge vergrossert, welche zur Be-
netzung der vorgegebenen Strecke zwischen Start und
Front benétigt wird. Die Dauer des Substanztransportes
wird dadurch ebenfalls grosser und als Folge davon beob-
achtet man grossere Rf. Die Verdampfungsgeschwindig-
keit nimmt von den Plattenrdndern gegen die Platten-
mitte etwas ab. Fiir sich allein ist dies erfahrungsgemaéss
ohne grossen Einfluss auf das Substanzverhalten; die
Laufstrecken am Plattenrand und in der Plattenmitte
unterscheiden sich nicht wesentlich. Bewirkt indessen der
Verdampfungsunterschied Anderungen in der Zusammen-
setzung von Fliessmitteln, die aus Komponenten verschie-
dener Polaritit bestehen, so konnen sehr grosse Rand-
effekte auftreten1?,21, Sie lassen sich vermeiden, wenn man
die Kammerwinde mit Filterpapier ausschligt («Kammer-
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iibersdttigung» !, « Kammersdttigung»2?) noch besser wird
die Anndherung an das Dampfdruckgleichgewicht, wenn
die Kammer vor dem Einbringen der Platten zusitzlich
geschiittelt wird. Der Grad der Kammersattigung beein-
flusst das Rf eventuell noch iiber einen anderen Mechanis-
mus. Bei zusammengesetzten Fliessmitteln entwickelt sich
lings des Chromatogramms infolge von Frontalanalyse
ein Konzentrationsgradient. Dieser Erscheinung wirkt
aber die Diffusion aus der Gasphase entgegen?%2!. Bei
hoher Kammersittigung entstehen deshalb flachere Gra-
dienten als bei geringer Sittigung; mit der Steilheit des
Gradienten verschieben sich zwangsldufig auch die be-
troffenen Rf.

{6) Unterschiede im chromatographischen Verhalten,
welche auftreten, wenn man von aufsteigender Chromato-
graphie zu horizontaler!® oder absteigender Chromato-
graphie iibergeht, diirften unter anderem ebenfalls auf
einer Anderung des Gradienten beruhen. Ein schoner
Vergleich zwischen aufsteigender und absteigender Pa-
pierchromatographie findet sich bei BUNGENBERG DE
JonGg und HooGEVEEN #. Diese Autoren nennen als Haupt-
grund fiir die Rf-Unterschiede das Auftreten von Kon-
vektionsstrémungen in der Gasphase; aus dem Papier oder
aus der Schicht verdunstetes Fliessmittel sinkt nach
unten. Bei absteigender Chromatographie wird dadurch
der Transport von Fliessmittelkomponenten durch den
Dampfraum in der Fliessrichtung begiinstigt. Hier kann
also ein Konzentrationsgradient, welcher durch Frontal-
analyse des Fliessmittels entstanden ist, besser ausgegli-
chen werden als beim aufsteigenden Verfahren.

(7) Gelegentlich bemerkt man bei Verwendung von
Fliessmitteln, welche aus mehreren Komponenten zusam-
mengesetzt sind, eine Abhingigkeit des Rf von der Lauf-

* Wie wir horen, soll die Firma Merck bald ein standardisiertes
Kieselgel liefern konnen, das diese Mingel nicht mehr aufweist.

3 R. PouLouDEK-FaBint und H. WoLLMANN, Pharmazie 15, 590
(1960).

4 R. Tscugscue, F. Lampert und G. Sxatzke, J. Chromatography
5, 217 (1961},

5 M. Brenner und G. Paraxi, Helv, chim. Acta, in Vorbereitung.

§ J. H. Duoxr und C. pE Roy, Analyst 86, 527 (1961).

7 R, Kuuxn, H. Wercanpr und H. Ecee, Angew, Chemie 73, 580
(1961).

8 E. CuerBULIEZ, B. BarsLer und J. RaBivowrrz, Helv. chim Acta
¢3, 1871 (1960),

® R. JasPERSEN-ScHiB, Pharm. Acta helv. 36, 141 (1961).

10 G, MacuaTA, Mikrochim. Acta 1960, 79.

11 E, StauL, Arch. Pharm. 292, 411 (1959) ; Pharmazie 11, 633 (1956).

12 A, SENER, Fette, Seifen 61, 345 (1959).

i3 M. BRENNER, A. NIEpDERWIESER und G. Pataxi, Exper. 17, 145
{1961).

14 C. R. Duncan, J. Chromatography, im Druck.

15 Vgl. z.B. G. PastUuska, Z. analyt. Chemie 179, 355, 427 (1961);
G. Pastuska und H. Trinks, Chem. Z. 85, 535 (1961); L. MECKEL,
H. Miuster und U, Krausg, Textilpraxis 10, 1032 (1961),

16 M, TorLEr und O. HécL, Mitt. Lebensmitteluntersuch. Hyg. 52,
123 (1961).

17V, LErNY, J. Joska und L. LABLER, Coll. Czech, Chem. Comm. 26,
1658 (1961).

8 T M, Hars und K. Macex, Handbuch der Papierchromatographic
(Fischer Verlag, Jena 1958), Bd. I, p. 141, Zur Temperaturab-
hing.gkeit der Rf vgl. auch J. Gasparié, ], BoreckY, K. Os-
ruBA und J. Hanzuig, Coll. Czech. Chem. Comm. 26, 2850 {1961},

18 M. BRENNER und A. NIEDERWIESER, Exper. 17, 287 (1961).

26 1, Jaxusexk, Coll. Czech. Chem. Comm. 24, 616 (1959},

21 ¥. DeEmotE, J. Chromatography 1, 30 (1958).

22 E, StanL und P. J. Scuory, Z. physiol. Chem. 324, 263 (1061).

2 H. G. BUNGENBERG DE JonG und J. T, HooceVEEN, Proceedings
(Amsterdam), Series B 64, 1 (1961).

# H, G. BUNGENBERG DE JonG und J. TH. HooGeEVEEN, Proceedings
(Amsterdam), Series B 64, 18, 167 und 183 (1961).
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strecke, BUNGENBERG DE JoNG und HOOGEVEEN 23-25
untersuchten dieses Phinomen ausfithrlich bei der Chro-
matographie von Phosphatiden auf unbehandeltem und
SiCl,-behandeltem Papier. Es beruht ebenfalls auf Fron-
talanalyse des Fliessmittels. Die Grosse des Effektes hingt,
wie man leicht zeigen kann, bei einem gegebenen System
von der Distanz zwischen Startpunkt und Eintauchspie-
gel (¢«immersion line») ab. Fiir die Praxis folgt daraus,
dass man das Verhiltnis der Strecken

Eintauchspiegel — Startpunkt
Eintauchspiegel —~ Front

konstant halten muss.

{8) In der Papierchromatographie sind die Rf nicht
stark von der aufgetragencn Substanzmenge abhidngig?.18.
Ihr Einfluss kann auch in der Diinnschichtchromatogra-
phie vernachlidssigt werden, solange die aufgetragene
Menge einen gewissen Grenzwert nicht iiberschreitet. Die-
ser Grenzwert ist substanzabhéngig und sollte von Fall zu
Fall bestimmt werden 13:17,28,27,

(9) Das chromatographische Verhalten wird bei der
Diinnschichtchromatographie von der Temperatur weni-
ger verindert?® als bei der Papierchromatographie 18, Wir
untersuchten den Einfluss der Temperatur auf die Diinn-
schichtchromatographie von 9 Aminosduren im Fliess-
mittel Phenol/Wasser (75:25 g/g). Es ist erstaunlich, dass
eine Temperaturerhthung von 18 auf 38°C noch keine
signifikante Verdnderung der Ri-Mittelwerte aus je 8 Rf-
Einzelwerten hervorruft (t-Test, statistische Sicherheit
959%,). Bei 18 weiteren Aminosduren scheint dies ebenfalls
zuzutreffen; fiir eine statistische Priifung liegt hier nicht
genug Material vor. Zu bemerken ist indessen, dass sich
die Standardabweichung des Rf im obigen Beispiel durch
die Temperaturerhdhung nahezu verdoppelt.

Folgende Arbeitsvorschrift tragt dem genannten Um-
stinden Rechnung und hat sich in unserem Labor bewéhrt:

Innerhalb einer Versuchsreihe wird Kieselgel G aus ein
und derselben Lieferung (Merck AG., Darmstadt) ver-
wendet; man bereitet die Chromatoplatten (200 x 200
mm}, wie frither beschrieben??2%, und trocknet iiber Nacht
an der Luft. Die Substanzproben (0,5~5 pugin 0,5 pl) werden
15 mm vom unteren Plattenrand entfernt aufgetragen;
der Abstand zum seitlichen Rand betrage mindestens
15 mm und jener zwischen den Flecken wenigstens 8 mm.,
Vor dem Einstellen in die Trennkammer wartet man, bis
das Losungsmittel von der Platte vollstindig verdampft
ist, meistens geniigen dazu einige Minuten®. Als Fliess-
mittel werden nur Losungsmittel definierter Qualitdt und
nur frisch bereitete Gemische verwendet, Man fiillt 100~
120 ml in die lickenlos mit Filterpapier ausgekleidete
Trennkammer (F'irma C. Desaga, Heidelberg) und schiit-
telt nochmals kriftig um, bevor die Platten vorsichtig
eingestellt werden. Die Raumtemperatur sei vor und wih-
rend der Chromatographie moglichst konstant3°. Die {ib-
liche Laufstrecke betrigt 10 cm; ist sie grisser oder klei-
ner, so vermerkt man dies bei der Rf-Angabe . Das fertige
Chromatogramm wird zur Revelation mit méglichst wenig
Reagens-Losung bespriiht, um eine nachtrigliche Ver-
schiebung der Substanzflecken zu vermeiden. Dies ist be-
sonders wichtig, wenn stark eluierende Reagenslosungen
verwendet werden.,

Zur Priifung der Ri, die nach obiger Arbeitsvorschrift
erhalten werden, haben wir anhand von insgesamt etwa
850 Ri-Einzelwerten von 42 Substanzen aus verschiede-
nen Verbindungsklassen (Aminoséuren, Peptide, 3-Phenyl-
2-thiohydantoine, 2, 4-Dinitrophenylaminosiduren und 2, 4-
Dinitrophenylamine) Standardabweichungen ({srs} und
daraus eine mittlere Standardabweichung (Sgry) bestimmt.
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Fiir jede Substanz & wurde aus # Rfy-Beobachtungen
(8 = n £ 18), die » Chromatogrammen auf » verschiede-
nen, aber mit Kieselgel identischer Qualitit beschichteten
Platten in einem passenden Fliessmittel entnommen wor-
den waren, nach (1) ein Rfp-Mittelwert und nach (2} die
Standardabweichung der Einzelwerte berechnet. Aus der
Gesamtheit aller Standardabweichungen (total 60) ergab
sich nach (3) der gesuchte Mittelwert der Standardabwei-
chungen.

— R — R, - SRS
Ry = %f—k SRfy = V&ELE s 1=£_._k

n—1

@ {2 3

Eine entsprechende Priifung der horizontalen Technik?!®
an 160 Rf-Einzelwerten (10 Substanzen) lieferte ein sk
aus 20 Standardabweichungen. Ferner erhielten wir fiir
die absteigende Papierchromatographie auf der Basis von
rund 2000 Rf-Einzelwerten von 16 Carbonséuren in 6 ver-
schiedenen «Chromatographischen Systemen»332 ein Sg¢
aus 108 Standardabweichungen. Schliesslich haben wir
aus der Literatur 6 Standardabweichungen von Amino-
siure-Rf in Zirkular-Papierchromatogrammen entnom-
men3® (143 Rf-Einzelwerte, 3 Substanzen) und daraus
ebenfalls den Mittelwert Sis bestimmt.

Nachstehend sind die Mittelwerte der Rf-Streuungen
bei den verschiedenen chromatographischen Techniken
zusammengestellt:

Anzahl
Sre SR
Diinnschichtchromatographie: aufsteigend 0,016 60
horizontal'® 0,014 20
absteigend 0,018 96
zirkular 0,014 6

Papierchromatographie:

Im Hinblick auf diese Daten kénnen wir die Ansicht
nicht teilen, wonach die Rf in der Diinnschichtchtomato-
graphie schlechter reproduzierbar seien als in der Papier-
chromatographie®3 -3, Im allgemeinen wird man wohl
bei beiden Verfahren mit etwa derselben Reproduzierbar-

25 H. G, BUNGENBERG DE JoNG und J. Tu. HoocevEEN, Proceedings
{Amsterdam}, Series B 63, 228, 243 und 383 {1960},

2 M. BRenNNER und A, NIEDERWIESER, Exper. 16, 378 (1960],

27 Die Rf von Zuckern (E. Stann und U, Kavrrensacu, J. Chro-
matography 5, 351 (1961)) sind bei Beladungen bis 10 ug, jene
von Peptiden, 2,4-Dinitrophenylaminosiuren und 2,4-Dinitrophe-
nylaminen bei Beladungen bis zu etwa 26 zg praktisch konstant,

28 H, Jarzxewrtz und E. Meu, Z. physiol. Chem, 320, 251 (1960).

2 Siuren, Basen und Salze, die hierbei zuriickbleiben, kénnen die
Chromatographie stéren.

3 Bei Verwendung viskoser Fliessmittel ist es zeitsparend, zum Bei-
spiel bei 40°C zu arbeiten.

3t Jirreicht die Front das Eunde der Laufstrecke (Plattenrand oder
Begrenzung durch einen Querstrich), so wandern die Substanzen
noch eine Weile weiter, indem der Fliessmittelstrom nicht sofort
aufhért. Die Rf kénnen dabei bis zu 109% zunchmen. Es ist also
in dieser Beziehung besondere Vorsicht geboten! Vgl, 26,

22 Wir danken den Herren Prof. Dr. R. Ponroupex-Fasini und
Dr. H. WoLLmann, Pharmazeutisches Institut der Universitiit
Greifswald, fiir die freundliche Angabe dieser Zahlen.

33 A, Sarrer und 1. OreskEes, Anal, Chem. 25, 1539 (1953).

3 H. LenuNer und J. Scumurz, Helv, chim, Acta 44, 444 (1961).

3 B, G, Worrisn, M. ScumaLL und M. HAwrRyLysuyN, Anal, Chem,
33, 1138 (1961).

8 K, Scuuder, H, PeLousEk und A, Mouar, Monatsh. Chem. 92,
533 (1961),
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keit rechnen diirfen. Wir glauben indessen, dass man in
Veroffentlichungen Ri-Mittelwerte angeben und die An-
zahl der zugrundeliegenden Einzelmessungen vermerken
sollte.

Summary. Conditions are discussed which influence Rf?!
on thinlayer chromatograms, and directions are given to
guarantee good reproducibility. Variance of Rf on thin-
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layer chromatograms is of the same order of magnitude as
on paper chromatograms.

M. BRENNER, A. NIEDERWIESER, G. PATAKI
und A. R. FaAumy

Institut flir Ovganische Chemie dev Universitit Basel
(Schweiz), 4. Dezember 1967.

Great Britain

Third International Reinforced Plastics
Conference

London, November 28-30, 1962

Previous conferences organised by the Federation were
held in Brighton in 1958 and in London in 1960. '

The organising committee is now inviting the sub-
mission of papers for the conference and will welcome
suggested titles, with short synopses, for consideration.
These should be sent to The British Plastics Federation,
47—48 Piccadilly, London, W.1.

An outline of the programme, and the exact venue of
the conference, will be announced later.



