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31. Ein priiparatives Analogon zur Trennung an diinnen Schichten:
Horizontale Sdulenchromatographie im Cellophanschlauch
von H.Dahn und H.Fuchs?)
(7. XIL. 61)

In der klassischen Ausfiihrung der TsweTT'schen Siulenchromatographie war
* vorgesehen, die Substanzgemische durch Entwickeln mit Fliessmittel auf der Siule
zu trennen und darauf die Sdule auseinanderzuschneiden?). Dieses Verfahren erwies
sich jedoch als wenig praktisch, und auch verschiedene Varianten, die vorgeschlagen
wurden, biirgerten sich nicht ein, z. B. Auftrennen von Adsorbersiulen nach dem
Herausstossen aus dem Glasrohr?), Verwendung zerlegbarer®) oder geschlitzter?)
Sdulen aus Glas oder Lucit®) oder Verwendung von Plastikschliuchen als Rohr-
material 7).

In der Praxis zieht man es bei den verschiedenen Verfahren der priparativen
Anwendung der Chromatographie vor, die Bestandteile eines Gemisches nacheinander
von der intakten Sdule zu eluieren, z. B. bei der Methode des «fliissigen Chromato-
gramms»®), bei der Verteilungschromatographie, bei der Chromatographie durch
Ionenaustausch, wie bei der kontinuierhichen Papierchromatographie?) usw.

Demgegeniiber arbeiten die qualitativ-analytischen Verfahren der Papierchro-
matographie®®) (inklusive gewisser préparativer Ausfithrungsformen wie «Chromato-
pile»11) usw.) sowie der Diinnschichtchromatographie nach STAHL %) nach dem Prinzip,
das Chromatogramm nach der Entwicklung mechanisch aufzutrennen??). Die letzt-
genannten Verfahren zeigen ausgezeichnete Trennerfolge und verlangen weniger Ar-
beitsaufwand und geringe Fliessmittelmengen; es ist daher wiinschenswert, sie auch
fiir Trennungen im préiparativen MafBstab (d. h. fiir Mengen > 10 mg) heranzuziehen.

Die Trennerfolge der Diinnschichtchromatographie hingen vor allem davon ab,
dass man relativ zur Substanzmenge viel Adsorbens verwendet (1:1000 bis 1:10000)
1) Aus der Dissertation H. Fuchs, Basel 1962.

%) M. Tswerr, Ber. deutsch. Bot. Ges. 24, 316, 384 (1906).

3) L. ZEcHMEISTER & L. CHoLNoKY, Die chromatographische Adsorptionsmethode, Wien 1937,
.63.

4 g‘H WieLaND & H. MERrz, Chem. Ber. 85, 731 (1952); H. Fritz & A. BAUER, Chem. Ing.

Techn. 26, 609 (1954).

A. Kuritzkes, J.v. Evw & T. REICHSTEIN, Helv. 42, 1512 {1959).

W. R. CrowELL & O. K6ni16G, Ind. Eng. Chemistry, Analyt. Ed. 76, 347 (1944).

H. G. VEvERs & N. MiLrort, Nature 778, 1132 {1956).

)
)
)

) T. RercgsteEIN & C. W. SHOPPEE, Discussions Faraday Soc. 7, 305 (1949).
9 J. Sorms, Helv. 38, 1127 (1955).
)
)
)
)

=

E. LenkreRr, Chromatographie, Paris 1959, p. 223. -

H. K. MircHELL & F. A. HaskiINs, Science 770, 278 (1949).

E. StanL, Chemikerzeitung 82, 323 (1959); Arch. Pharmaz. 292/64, 411 (1959).
Chromatographische Verfahren, die die getrennten Substanzen durch Elution nacheinander
von der intakten Saule gewinnen, kénnen als Elutions-Chromatographie bezeichnet werden, im
Gegensatz zur Entwicklungs-Chromatographie, bei welcher die Substanzzonen nach der Ent-
wicklung des Chromatogrammes mechanisch getrennt werden. Die einzelnen Substanzen
koénnen bei der zweiten Methode gleichzeitig aus dem Adsorbens entnommen werden,
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und dass dieses sehr feinkgrnig ist (K6érnung < 0,08 mm). Will man dieses Prinzip
in priparativen MaBstab (Siule) iibertragen, so macht es der grosse Stromungswider-
stand praktisch unmdéglich, di= Substanzen von der intakten Sdule zu eluiersn, und
man ist auf mechanische Auftrennung des Sduleninhaltes angewiesen.

Nahtlose Cellophanschlduche, wie sie zum Dialysieren verwendet werden, eignen
sich sehr gut zum Herstellen von Chromatographiesdulen4), Wenn man das Adsorp-
tionsmaterial fest stopft, erhilt man sehr solide und steife Sdulen, die sich bequem
handhaben lassen. Man kann sie leicht bewegen und transportieren, ohne dass im
Adsorptionsmaterial Risse auftreten. Cellophan ist mechanisch sehr fest und gegen
die gebriauchlichen Losungsmittel bestindig; polare Losungsmittel wie Wasser,
Methanol, Athanol, Formamid diffundieren in geringem Mass hindurch, doch beein-
flusst dies die Chromatogramme praktisch nicht. Wir fanden, dass die Verwendung
sehr fein gepulverter Adsorbentien?®) (Aluminiumoxid, Kieselgel) im Cellophan-
schlauch eine Reihe von Modifikationen der iiblichen Arbeitstechnik verlangt. So
wird das Adsorbens nicht eingeschlimmt (die Sedimentation wiirde zu lange dauern),
sondern trocken eingefiillt und festgestampft; das zu trennende Gemisch wird, an
Adsorbens (ca. 10fache Menge) gebunden, ebenfalls trocken in einer Schicht von
ca. 5mm Dicke aufgebracht. Es zeigte sich ferner, dass schon bei geringem hydrostati-
schem Uberdruck Fliessmittel der Wand entlang lduft, wodurch die Zonen verwischt
werden und sich «Fahnen» ausbilden ). Daher muss das Fliessmittel ohne Uberdruck
durch Kapillarkrifte zugefithrt werden. Versuche, dies durch Anwendung einer «auf-
steigenden» Technik zu bewerkstelligen, misslangen wegen zu geringer Steiggeschwin-
digkeit. Aus diesem Grunde wurde die Sdule horizontal gelegt und ihr das zur Ent-
wicklung erforderliche Fliessmittel kapillar iiber eine Glasfrittenplatte und eine Watte-
rolle zugefiihrt. Auf diese Weise verliefen die Fronten sowohl des Fliessmittels als
auch der einzelnen Gemischkomponenten gerade, ohne Ausbildung von «Sickens.
Eine hierzu geeignete Vorrichtung (Fliessmitteltank) ist im experimentellen Teil
beschrieben. -

Verwendet man Aluminiumoxid oder Kieselgel, so hat man eine Variante der
Adsorptionschromatographie vor sich; man kann aber auch Verteilungschromato-
graphie nach unserer Technik ausfithren. So haben wir ein Gemisch von Cymarin und
Cymarol getrennt, indem wir mit Dimethylformamid getrinktes Cellulosepulver als
stationdre Phase und Tetrahydrofuran-Benzol als mobile Phase verwendeten.

Die Durchlaufgeschwindigkeit des Fliessmittels durch die gepackte Siule ist um-
gekehrt proportional der bercits durchlaufenen Streckel?). Um die Entwicklungszeiten

14) Wie wir nach Abschluss unscrer Versuche feststellten, wurde Cellophan bereits von E, OcHial
& H. Takeuti, J.pharmaceut. Soc. Japan 58, 724 (1938), empiohlen sowie nochmals in
einer schénen Arbeit von A, SABEL & W. KERN, Chemikerzeitung 87, 524 (1957) ; ihre Technik,
die sich von der unten beschriebenen in wesentlichen Punkten unterscheidet, biirgerte sich
jedoch bisher nicht ein.

15) Die normalen Adsorbentien der priparativen Chromatographie weisen Korngrossen von 0,1-
0,3 mm auf, die hier verwendeten «feinst gepulverten» Adsorbentien von < 0,08 mm.

16) Aus diesem Grunde misslangen auch Versuche mit der «absteigendens Technik.

17) Misst man wahrend der Entwicklung zu verschiedenen Zeiten die Laufstrecke sp der Fliess-
mittelfront, so lisst sich graphisch gemiss der Bezichung sF/l/t = const. ermitteln, zu welcher
Zeit die Front das Sdulenende erreichen wird: A, NIEDERWIESER, Privatmitteilung betr.
Diinnschichtchromatographie.

N
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in niitzlichen Grenzen zu halten, wird die Siule mit Vorteil nicht linger als 4045 cm
gemacht. Sind die Ri-Werte klein, so kann man die Fliessmittelfront am offenen Ende
der Sdule austreten lassen. Um hier das Verdampfen zu beschleunigen und eine
gleichmissige Durchlaufgeschwindigkeit zu erhalten®), haben wir in diesen Fillen
am Siulenende eine Heizmanschette angelegt. Wird die Siule verkiirzt, so erhilt man
demgemiss raschere Entwicklung'®), was fiir empfindliche Substanzen vorteilhaft
sein kann.

Die bisher von uns verwendeten Siaulen wiesen Durchmesser von 1,8 bzw. 3,6 cm
auf. Sie fassten ca. 70 bzw. 300 g Adsorbens (Kieselgel oder Aluminiumoxid); fiir
die Chromatographie wurden ca. 100 bzw. ca. 300 ml Fliessmittel benétigt. Dank der
hohen mechanischen Festigkeit der Cellophanrohre lisst sich das Adsorbens fest
pressen: fiir Kieselgel ist die-Packungsdichte ca. 4-5mal héher als auf der Platte.
Hohere Packungsdichte be_diﬁgt lingere Laufzeit und gibt schirfere Zonen, dagegen
werden die Rf-Werte dur¢h die Packungsdichte nicht beeinflusst.

Die Beladungskapazitit lasst sich an Hand des Mengenverhiltnisses von Adsor-
bens zu Substanz bei der analytischen Trennung auf der Diinnschichtplatte (bzw.
dem Papierchromatogramm) abschitzen. Fiir Kieselgel und Aluminiumoxid hat sich
das Verhiltnis 1000:1, fiir Cellulose 5000:1 bewihrt. Man kann so an Kieselgel- oder
Aluminiumoxid-Saulen von 3,6 cm Durchmesser (300 g Adsorbens) 250-300 mg Sub-
stanzgemisch trennen??). Fiir grossere Mengen zu trennender Substanzgemische ha-
ben wir mehrere parallele Sdulen der angegebenen Standardgrossen verwendet, welche
gleichzeitig mit Hilfe eines Fliessmitteltanks entwickelt wurden. Man konnte auf
diese Weise leicht bis zu ca. 1 g Substanzgemisch auftrennen. Zweifellos wird es auch
méglich sein, Cellophanschliuche von grésserem Durchmesser zu verwenden.

Ein besonders wichtiger Punkt ist das Auffinden der Substanzzonen auf dem ent-
wickelten Chromatogramm. Bei Chromatographie im Cellophanschlauch bieten sich
u.a. folgende Moglichkeiten:

a) Handelt es sich um farbige Substanzen, wie z.B. bei dem bekannten Testge-
misch von STAHL %), so kann man die Sdulen direkt zerschneiden. Zur Kontrolle der
Einheitlichkeit chromatographierten wir die einzelnen Fraktionen auf der Diinn-
schichtplatte.

b) Manche Substanzen zeigen eine UV.-Absorption; um solche Stoffe auf der
Séaule sichtbar zu machen, empfahlen BRockMANN und Mitarbeiter 2!), dem Adsorbens
Leuchtstoffe beizumischen, die bei Bestrahlen mit UV.-Licht fluoreszieren; ist die
Sdule mit Substanzen beladen, die im Anregungsbereich des Fluoreszenzstoffes ab-
sorbieren, erscheinen dunkle Zonen auf der Siule. — Cellophanschliduche eignen sich
sehr gut an Stelle der von BRoCKMANN empfohlenen Quarzrohre, da sie im UV. durch-
ldssig sind. Fiir unsere Versuche mit Kieselgel und Aluminiumoxid verwendeten wir
einen Zusatz von 1-29%, manganaktiviertem Zinksilicat {Anregungsmaximum bei ca.
250 mu, Emissionsmaximum bei ca. 525 my). Unter UV.-Beleuchtung konnten die

18) Bei Verdunsten des Fliessmittels wird sgpft = const.

19} Die Beladungskapazitit hingt auch von der jeweiligen Trennaufgabe ab.

20) Buttergelb, Sudanrot G und Indophenoll?),

2) H. BROCcKMANN & F. VoLpERs, Chem. Ber. 80, 77 (1947); H. BRocKMANN & E. BEVER,
Angew. Chem. 63, 133 (1951).
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Saulen nach der Lage der Zonen zerschnitten werden (Kontrolle mittels Diinn-
schicht chromatographie). Auf diese Weise trennten wir z. B. die Anthrachinon-g-
carbonsdureester der Pregnanderivate I, II und III (Beispiel 3, exp. Tei), ferner
Atiansaureester (Beispiel 5, exp. Teil).

¢) Auf Papierchromatogrammen und Dinnschichtplatten macht man Substanzen
meist mittels eines Reagens sichtbar, das farbige oder im UV. fluoreszierende Flecke
liefert. Auf die gleiche Weise kann man auch bei Siulen in Cellophanschlduchen ver-
fahren. Man kann nimlich den Cellophanmantel leicht der Linge nach aufschlitzen,
ohne dass der Sdulenkern zerfallt. Dann kann man entweder auf die mantellose Siule
einen Streifen Reagenslosung auftragen, die eine Farbreaktion ergibt; oder man fiihrt
in den Mantelschlitz einen Papierstreifen ein, den manein3 0 min in Kontakt mit dem
Saulenkern beldsst, damit er sich mit Losungsmitt Substanzzonenz vollsaugt, worauf
er getrocknet und wie iblich einer Farbreaktion Losungsmitt wird (Beispiel 2, exp.
Teil).

d) In vielen Fillen kann man Substanzzonen an Handoder Rf-Werte lokalisieren,
die man vorher auf Diinnschichtplatten oder Papierchromaten ammen am gleichen
Adsorbens und im gleichen Fliessmittel beobachtet hat. Wir fanaen eine befriedigende
Ubereinstimmung zwischen Rf-Werten der Platte und der Siule, wenn das Fliess-
mittel wenig fliichtig war; im anderen Fall zeigten sich erhebliche Differenzen. Es ist
bekannt, dass die Rf-Werte von Diinnschichtchromatogrammen je nach der Dampf-
sittigung der Kammer differieren2)2?). Man kann diesem Ubelstand abhelfen, indem
man die Chromatographieplatte mit einer zweiten, sie nicht berithrenden Glasplatte
bedeckt?3). Bei der Chromatographie auf der Siule la:sen sich die Rf-Werte befrie-
digend reproduzieren (vgl. Tab. 3), vorausgesetzt, dass ,leiches Adsorbens verwendet
wird. Die Rf-Werte waren demnach nicht von der Layfzeit abhingig?). Um eine
befriedigende Ubereinstimmung in den Rf-Werten von Platte und Sdule zu erreichen
(vgl. Tab. 1), muss man fiir gleichmissige Vorbehandlung des Adsorptionsmittels
sorgen, vor allem wenn es sich um Kieselgel handelt, dessen Eigenschaften sogar von
einer Fabrikationscharge zur anderen stark wechseln. Zur Plattenchromatographie
ist das Adsorbens bekanntlich mit 59, Gips versetzt und wennfeucht aufgetragen und
getrocknet. In den Cellophansdulen ist der Gips iiberfliissig, doch sollte, um eine
Ubereinstimmung der Rf-Werte mit denen von der Platte zu erzielen, das Kieselgel
mit Wasser vorbehandelt und auf dieselbe Weise getrocknet werden.

Wenn die Fliessmittelfront noch in der Sdule sichtbar ist; kann man die Zonen
angenihert nach den Rf-Werten lokalisieren und die Saule entsprechend zerschneiden;
wenn die Front bereits aus der Sdule ausgetreten ist, kann man ihre Lage durch
Extrapolation abschitzen, falls man ihre Wanderungsgeschwindigkeit (die von der
Packungsdichte abhingt) gemessen hat. Zur Extrapolation kann man die Tatsache
benutzen, dass der Fliessmittelnachschub mit konstanter Geschwindigkeit erfolgt,
wenn die Front das Sdulenende passiert hat1s).

€) Konnen die Substanzzonen nicht auf der Siule lokalisiert werden, oder handelt
es sich um eine quantitative Analyse tiber die gesamte Rohrlinge, so kann man die
23) M. BRENNER & A. NIEDERWIESER, Experientia 76, 378 (1960).

%) M. BRENNER & A. NIEDERWIESER, Experientia 77, 237 (1961).
#4) Die Laufzeit hingt von der Dichte der Packung ab.
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Tabelle 1. Vergleich der Rf-Werte einiger Trennungen an Diinnschichiplatten (Kieselgel G) mit
Sdulen (Kieselgel, Kérnung < 0,08 mm), bzw. Vergleich eines Papievchromatogramms mit einer

Cellulosesdule
Rf-Werte
Beispiel . .

Nr. Fliessmittel Substanzen Platte Sl

' (bzw. Papier) aule

1 Benzol Indophenolblau 0,11 26) 0,13
Sudanrot G 0,222) 0,24

Buttergelb 0,58 25} 0,59

2 Athanolf L-Arginin 0,01 0,05
H,07:3 f-Alanin 0,39 0,45

‘L-Alanin 0,56 0,57

3 Petrolather| I 0,19 0,22
CHCIl, (309%,)/ | ILI (s. S. 268) 0,31 0,30
Essigester(15%)| II 0,37 0,34

4 Methylithyl- Cymarol 0,70 0,67
keton Cymarin 0,85 0,85

5 Ather A 0,38 0,27

B (s. S. 268) 0,51 0,41
C 0,75 0,61
—

6 (Papier) (Cellulose)
Tetra- Cymarol 0,28 0,36
hydrofuran/ Cymarin 0,40 0,56
Benzol 1:2

Séule durch Zerschneiden in Scheiben aufteilen 26} und aus den einzelnen Scheiben die
organische Substanz eluieren, wigen und eventuell identifizieren (vgl. Fig. 3, exp. Teil).

Wir danken der KoMMISSION FUR ATOMWISSENSCHAFT DES SCHWEIZERISCHEN NATIONAL-
FONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG fiir die Unterstitzung dieser
Arbeit. Den Herren Prof. Dr. M. BRENNER, A. NIEDERWIESER, G. PATAK]I, J. v. Euw, H. ARNOLD
und H. OveEruoFF danken wir fiir wertvolle Ratschldge und technische Hilfe.

Experimenteller Teil

Adsorbentien: Fiir die Trennung auf der Siule wird Adsorbens gleicher Kérnung wie fiir die
Diinnschichtplatten (< 0,08 mm), aber ohne Bindemittel (Gips o. 4.)12) verwendet. Nachteilige
Beeinflussung der Trennung durch Anwesenheit von Bindemitteln konnte indessen nicht fest-
gestellt werden.

Vorbehandlung des Kieselgels fiir die Siulentrennung: 1 kg Kieselgel?”) wird mit 1500 ml
dest. Wasser (kein Ionenaustauscherwasser) zu einem Brei angerithrt und gut vermischt. Fiir die
Beobachtung der Fluoreszenz werden ca. 15 g manganaktiviertes Zinksilicat?®) zugemischt. Der
Brei wird ca. 2 Tage bei 110° getrocknet. Anschliessend wird gesiebt. Die Flasche mit Adsorbens
wird nur mit Filterpapier bedeckt und am gleichen Ort wie die vorbereiteten Diinnschichtplatten

%) M. BRENNER & A. NIEDERWIESER, Privatmitteilung.

26) Man kann leicht Scheiben bis hinab zu ca. 3 mm Dicke schneiden, ohne dass der Siulenkern
zerbrockelt.

27) Kieselgel (Korngrésse < 0,08 mm): E. MErRcK, Darmstadt.

28} LeucHTSTOFFWERK G.m.b.H., Heidelberg.
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aufbewahrt. Ohne diese Vorbehandlung konnte keine Ubereinstimmung der Rf-Werte von Platte
und S#ule erzielt werden.

Herstellung dev Sdaulen mit Cellophanmantel: Als Cellophanrohre eignen sich die im Handel
erhiltlichen nahtlos gezogenen Dialysierschliuche, welche mit Durchmessern von 20-150 mm
angeboten werden. Ein Schlauchstiick von 40-45 cm Lange wird zur Beseitigung der Faltkante
1-2 Min. in kaltes Wasser getaucht. Danach lassen sich die Schliuche durch leichtes Dehnen an
den Enden ctwas trichterférmig erweitern und auf ca. 5 cm lange Glasstutzen (s. Tab. 2) 2-3 cm
weit aufschieben; das Glasrohr, welches den unteren Abschluss des Chromatographicrohres bilden
soll, ist zur Rohrseite hin geschlossen (s. Fig. 1}.

Fig. 1. Heystellung dev Chromatographiesdule
im Cellophanschlauch (Mapstab 7 :6)
(1) offcner Glasstutzen, (2) geschlossener
Glasstutzen, (3) Adsorbens, (4) Startzone =
Substanzgemisch auf Adsorbens, (5) Watte-
rolle. Nach Herstellung der Saule wird an
den mit Pfcilen bezeichneten Stellen abge-
trennt (der Wattebausch soll ca. 1 cm iiber
den Cellophanmantel hinausragen).

An den beiden Glasstutzen wird das feuchte Cellophanrohr mit Hilfe von zwei Stativklam-
mern leicht gestreckt senkrecht eingespannt. Am oberen Ende wird ein durchbohrter Gummi-
stopfen, durch welchen ein kurzes Glasrohr gefiihrt ist, aufgesetzt. Der Schlauch wird prall auf-
geblasen und verschlossen; bei richtiger Vorbereitung darf kein Gas entweichen. Wahrend dem
Trocknen zieht sich das Rohr etwas zusammen, unter gleichzeitigem Komprimieren des Gases,
so dass die Cellophanhaut straff gespannt wird. Nach dem Trocknen verindert das Rohr seine
Form nicht mehr; es kann gedffnet und mit Adsorbens gefiillt werden.

[2 ¢ w7

Fig. 2: Fliessmitteltank zur hovizontalen Entwicklung dev Chovmatogramme
Bezeichnung der Teile im Text; MaBstab 1:6 (Startzone schraiffiert)
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Das Adsorbens wird in kleinen Portionen (etwa 5 cm Siulenhéhe in losem Zustand) trocken
eingefiillt und mit Hilfe eines Stempels eingepresst, dessen Durchmesser 1 mm kleiner ist als der
des Rohres. Auf diese Weise wird die Sidule bis ca. 8 cm unterhalb des oberen Glasstutzens ge-
fillt; dann wird das Adsorbens mit einem genau passenden Filterpapier bedeckt. Bis hierher
vorbereitete Sdulen kénnen auf Vorrat angefertigt werden; dazu werden sie mit einer Watterolle
abgeschlossen, welche gleichzeitig das Lockerwerden des Adsorbens verhindert, und unter Be-
lassung der beiden Glasstutzen aufbewahrt.

Tabelle 2. Masse und Fiillmengen dev verwendeten Rohve von 40-45 cm Linge

Breite gefaltet (cm) . . . e e e e e e e e e 2,8 5,6
Durchmesser nach Trocknung (cm) e e e e e e e 1,8 3,6
Durchmesser der Glasstutzen (cm) . . . . . . . . . . . .. .| 1,9-20 | 3,840
Fillmenge Adsorbens (g) . . . . . . . . . . . . . . . ... 70 300
Beladungskapazitit?®) (mg) . . . . . P 50-70 | 250-300
Adsorbens fiir Substanzgemisch in der Sta.rtzone g .. ... .| 0507 2,5-3,0

Das zu trennende Substanzgemisch wird ebenfalls trocken eingefiillt. Um dies sowohl bei
festen wie bei fliissigen Substanzen zu erreichen, werden sie in geeigneten Losungsmittein gelost
und mit Adsorbens (s. Tab. 2) verrithrt. Nach Vertreiben des Losungsmittels im Vakuum
wird das nun wieder trockene, substanzhaltige Adsorbens auf die Siule gegeben, festgepresst
und wiederum mit einem Filterpapier bedeckt. Oberhalb dieser « Startzone» wird nochmals 2-3cm
hoch reines Adsorbens eingefiillt, mit einem Filterpapier bedeckt und die Siule mit einer Watte-
rolle abgeschlossen (Fig, 1). Der obere Glasstutzen wird nun so abgetrennt, dass die Watterolle
ca. 1 cm iiber das Cellophanrohr hinausragt. Der unterste Teil der Sdule wird oberhalb des Glas-
stutzens abgeschnitten; die Sdule bleibt an dieser Stelle offen.

Die Entwicklung geschieht am zweckmissigsten unter Verwendung des speziellen Fliessmittel-
tanks. Die liegende Sdule wird mit der Watterolle an die 16sungsmittelgetrinkte Glasfrittenplatte
gelegt, leicht angedriickt und in dieser Stellung fixiert. Das Fliessmittel wird sofort von der
Watterolle aufgenommen und gelangt auf die Sdule. Wenn man die Entwicklung nicht beendet,
bevor die Fliessmittelfront das Siulenende erreicht hat, wird das freie Sdulenende mit einem
elektrischen Heizring versehen, welcher so aufgeheizt wird, dass das Fliessmittel vollstindig
verdunstet.

Der Fliessmitteltank (s. Fig. 2) besteht aus: a) cinem unteren Behilter (1) aus Glas, welcher
das Fliessmittel aufnimmt; b) einer plangeschliffenen Deckplatte (2) aus Glas mit Aussparung (8),
durch welche eine Frittenplatte (3) in den unteren Behilter (1) gestellt werden kann; c) einem
Deckel (4) (Glas) mit runden Bohrungen (5) von 2 und 4 cm Durchmesser, die jeweils an den
Seiten angebracht sind, welche parallel zur Frittenplatte zu liegen kommen; (4) besitzt dieselben
Abmessungen wie der untere Behilter (1); (1) und (4) sind plan geschliffen und werden von unten
bzw. oben gegen (2) gepresst, so dass ein Innenraum gebildet wird, der dampfdicht nach aussen
abgeschlossen ist, wenn die Bohrungen (5) geschlossen sind; d) einer Frittenplatte aus Glas (3)
von ca. 1 cm Dicke, welche vertikal in den unteren Behilter (1) gestellt wird und durch die Aus-
sparung (8) in der Abdeckplatte (2) in den oberen Raum (6) hincinragt; e) aussen an dem Tank
befindlichen Stiitzen zur Befestigung der Siulen.

Die Glasfritte (3) wird in das Fliessmittel (7) gestellt, welches sich im unteren Behalter (1)
befindet. Sie saugt sich voll und beférdert das Fliessmittel in den oberen Raum (6) des Tanks.
Durch die Bohrungen (5) in der Abdeckung (4) werden die Chromatographierohre (9) in den Tank
eingefiihrt und mit den Watterollen (10) an die Frittenplatte angelegt.

Trennversuche. — 1) Farbstoffgemisch nach Srtanr!?): p-Dimethylaminoazobenzol+ Lndo-
phenolblau+ Sudanrot G. Trennung an Kieselgel. Saule von 3,6 cmm Durchmesser, Flicssmittel
Benzol. Laufzeit 8 Std., Laufstrecke der Front 28 cm. Nach diecser Zeit lag die blaue Zone 2,8—
3,6 cm vom Start entfernt, die rote Zone 5,7-7,3 cm, die gelbe Zone 15,2-17,6 cm. Vergleich der
Rif-Werte (Zonenschwerpunkte) mit denen der Diinnschichtplatte s. Tab. 1.

2%) Die Beladungskapazitit ist fiir Kieselgel und Aluminiumoxid etwa gleich; sie hingt von der
jeweiligen Trennaufgabe ab.,
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2) 16 mg r-Alanin, 16 mg -Alanin, 17 mg r-Arginin. Trennung an Kieselgel. Fliessmittel:
709, Athanol/30%, Wasser. Laufzeit auf der Saule (1,7 cm Durchmesser): 20 Std.; die Front war
in dieser Zeit 20 cm weit gelaufen. — Nach Ende der Entwicklung wurde das Rohr der Linge
nach aufgeschlitzt und ein Filterpapierstreifen eingefiihrt, der 10 min in Kontakt mit dem Rohr-
inhalt gelassen wurde. Dann wurde auf dem Papier in iiblicher Weise mit Ninhydrin behandelt.
Die Farbflecke auf dem Papierstreifen wurden dazu benutzt, die Sdule in Abschnitte aufzuteilen;
vom Inhalt jedes Abschnittes wurde eine Probe auf ciner Diinnschichtplatte chromatographiert
(Kieselgel; 70%, Athanol/309, Wasser); diese Kontrolle (s. Tab. 3) ergab von jeder Fraktion
nur einen einheitlichen Fleck.

Tabelle 3. Kontrolle dev Fraktionen durch Diinnschichichvomatogvaphie

Liange des Zoncn-
Saulenabschnittes schwerpunkt Inhalt
vom Start (cm) (cm vom Start)
0- 1,6 1,0 L-Arginin
1,6- 2,8 wenig Arginin
2,8- 8,6 leer
8,6-10,4 9,0 p-Alanin
10,4-11,2 fast leer
11,2-12,4 11,5 L-Alanin

Vergleich der Rf-Werte mit dencn der Diinnschichtplatte siehe Tabelie 1.

3) Gemisch: 11,3 mg 12-Anthrachinon-fi-carbonsiureester von Pregnandiol-(3,12)-on-(20)
(Iy; 18,7mg 3,12-Anthrachinon-fi-carbonsiure-diester von Pregnandiol-(3, 12)-on-(20) (IT); 16,4 mg
Anthrachinon-f-carbonséureester von Pregnanol-(12}-dion-(3, 20} (I11)%), Adsorbens: Kieselgel mit
1,5% manganaktiviertem Zinksilicat. Sdulenlange: 28 cm; Durchmesser der Saule: 1,7 cm. Fliess-
mittel: 55% Petrolither/309, Chloroform/159%, Essigester. Laufzeit: 28 Std. Nach 12 Std. er-
reichte die Fliessmittelfront das Siulenende; durch Anlegen des Heizringes wurde fiir gleich-
missige Verdunstung am Rohrende gesorgt. Der IFortgang der Trennung wurde unter eincr Ana-
lysen-UV.-Lampe (253 myu) beobachtct; die Substanzzonen lagen bei 10,5-13,0 cm (T); 14,5—
16,8 cm (III) und 16,8-19,2 cm (II) ab Startzone; nach Zcrschneiden der Sadule Identifizierung
der Komponenten mittels Diinnschichtchromatographic (Vergleich der Rf-Werte: s. Tab. 1);
die Zonen von Substanz (II) und (III) iiberlappen teilweise.

Tabclle 4. Hovizontale Sdulenchromatographie: Einfluss der Laufzeit

Ri-Werte (Zonenanfang und -ende)
Trennung Gemisch- Laufzeit Laufstrecke
Nr. menge (h) der Front Substanz
(mg) (cm)
A B C
1 42 7,1 27,2 0,24-0,31 0,36-0,44 0,61-0,72
2 48 16,3 39,4 0,26-0,32 0,36-0,42 0,54-0,65
3 48 16,3 37,1 0,22-0,30 0,33-0,39 0,54-0,62
4 59 22,5 39,5 0,23-0,31 0,34-0,42 0,57-0,71

4) 34 mg Gemisch von Cymarin und Cymarol. Adsorbens: Kieselgel. Sdule: 1,7 ¢cm Durch-
messer, 37 cm Linge. Fliessmittel: Methylithylketon. Laufzeit: 11 Std. Zum Auffinden der
Substanzen wurde die Sdule in je 1 cm lange Abschnitte zerschnitten; jeder Abschnitt wurde
cinzeln mit Mcthyldthylketon cluiert und eine Probe jeder Lésung mit Diinnschichtchromatogra-
phie an Kieselgel kontrolliert (Sichtbarmachung mittels Tetranitrodiphenyllosung3l)). Vergleich

30y J.v.Euw, A. LarpoN & T. REIcHSTEIN, Helv. 27, 821 (1944).
3y R. MauLri, CH. Tamm & T. REICHSTEIN, Helv. 40, 284 (1954).
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der Rf-Werte s. Tab. 1. Die Abschnitte 20,9-22,0; 22,0-23,0; 23,0-24,1; 24,1-25,2; 25,2-26,5;
26,5-27,7 cm (von Startzoune an gemessen) enthielten ausschliesslich Cymarol; die Abschuitte
27,7-29,2 und 29,2-30,9 c¢cm waren leer; der Abschnitt 30,9-32,8 cm enthielt ausschliesslich
Cymarin.

5) Gemisch von Atiansduredcrivaten (aus Abbaureaktion von Tanghinigenin3%). 200 mg Sub-
stanzgemisch (Ester) wurden in 4 Sdulen von je 1,7 cm Durchmesser an Kieselgel (mit mangan-
aktiviertem Zinksilicat) getrennt. Fliessmittel: Ather. Sichtbarmachung der Substanzzonen mit-
tels UV. Tab. 4 zeigt, dass die Rf-Werte nicht von der Laufzeit und Laufstrecke abhingen.

Die Saulen wurden nach der Lage der Substanzzonen zcrschnitten; Kontrolie mittels Diinn-

schichtchromatographie. Dic einzelnen Substanzen wurden durch Elution aus der abgetrennten
Zone isoliert.

1mg Substanz pro cm Sdute
4 RF (Platte] 030 Q45 a60 19
Af (Sdule) 931 4962 o9/
;o , :
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Fig. 3. Beispiel Nr. 7. Quantitatives Bild einer Trennung von 300 mg Substanzgemisch®3)
an 300 g Kieselgel (Rohvdurchmesser 3,6 cm)

Sédulenabschnitte von je 1 bzw. 2 cm Lange wurden einzeln mit Methylenchlorid eluiert; Gewichts-
bestimmung nach Eindampfen

6) Verteilungschromatographie: Cymarin+4 Cymarol. 50 g gereinigtes Cellulosepulver wurden
mit einer Losung von 18 g Dimethylformamid in 70 g Aceton verriihrt; das Aceton wurde im
Vakuum verdampft und das formamidgetrinkte Cellulosepulver in den Cellophanschlauch gefiillt.
Das Substanzgemisch (10 mg) wurde auf Cellulosepulver aufgebracht: 0,5 cm breite Zone auf der
Séule; Saulendurchmesser 1,7 cm; Fliessmittel: Tetrahydrofuran/Benzol 1:2 (mit Dimethyl-
formamid gesattigt). Laufzeit 3 Std. Laufstrecke der Fliessmittelfront 38 cm. Nach der Entwick-
lung wurde das Cellophanrohr der I.inge nach aufgeschlitzt; auf dem Siuleninhalt wurde mit
einer Kapillare zuerst ein Strich von Tetranitrodiphenyl, darauf von KOH-Lésung gezogen3!):
blaue Zonen bei Rf = 0,32-0,41 (Cymarol) und 0,52-0,62 (Cymarin). Vergleich mit den Rf-
Werten der Papierchromatographie s. Tab. 1.

7) Quantitative Aufarbeitung: s. Fig. 3.

32) E. FLURY, Dissertation Basel 1962; es handelt sich um Stoffe, deren Struktur teilweise noch
nicht vollig feststeht.
3%) Zusammensetzung unbekannt; s. Dissertation W. EiSELE, Basel.
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SUMMARY

The authors describe a technique which allows the direct transfer of the results
of thin-layer chromatography or paper chromatography to preparative scale separa-
tions: a horizontal column is made using finely powdered adsorbents (silica gel, alu-
mina, or cellulose powder) in a cellophane tube which can be cut into slices after
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32. Synthese von Catechol-O-methyl-transferase-hemmenden
Verbindungen
In den Catecholaminmetabolismus eingreifende Substanzen
1. Mitteilung
von A. Carlsson, M, Lindqgvist, S.Fila-Hromadko und H. Corrodi
(7. XIL. 61)

Die zwei wichtigsten Abbauwege fiir Adrenalin und nahe verwandte Catecholamine
im Siugetierorganismus scheinen die oxydative Desaminierung durch die Mono-
aminoxydase (MAO) und die 3-O-Methylierung durch die Catechol-O-methyl-trans-
ferase (COMT) zu sein. Volle Klarheit iiber die relative Bedeutung dieser beiden Wege
hat man jedoch noch nicht erlangt?). Dies diirfte teilweise darauf zuriickzufiithren
sein, dass selektive Hemmer der COMT bis jetzt nicht zuginglich waren. Die bisher
am meisten fiir diese Zwecke verwendete Substanz, das Pyrogallol, hat ausgesprochene
Giftwirkungen (u. a. Methdmoglobindmie), welche seine Anwendung als COMT-
Hemmer in hohem Grad einschrinken.

Amide der allgemeinen Formel I schienen uns als synthetische COMT-hemmende
Verbindungen mit geringer Toxizitdt geeignet. In der vorliegenden Arbeit sind die
Synthese und pharmakologischen Eigenschaften von Substanzen beschrieben, in
denen n = 0, 1 oder 2, R, und R, Wasserstoff oder Athyl, R, Wasserstoff, R, Hydroxyl
und R, Wasserstoff oder Hydroxyl bedeuten. In 2-Stellung hydroxylierte Verbindun-
gen (R = OH), sowie Substanzen mit anderer Struktur werden in kommenden Ar-
beiten behandelt werden.

Da erwartet werden konnte, dass die Amide mit zwei oder drei phenolischen
Hydroxylgruppen in Losung sehr luftempfindlich sind und dass die Aufarbeitung der
Reaktionsprodukte deshalb und wegen der betrichtlichen Wasserldslichkeit der
Stoffe erschwert ist, wurde die Synthese so geleitet, dass die katalytische Hydro-

1) J. AXELROD in ¢« Adrenergic Mechanisms», CIBA Foundation Symposium, Editor J. R. Vane,
Ltd. Churchill, London 1960, S. 28-39; N. KirSHNER, L. TERRY & D. D. POLLARD, Arch. int.
Pharmacodyn. 737, 421 (1961); J. R. Crout, C. R. CREVELING & S. UDENFRIEND, J. Pharma-
col. expt. Therap. 732, 269 (1961).

2y Vgl. P. L. CouTurIER, Ann. Chim. (11) 70, 559 (1938).





