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260. Die Anwendung von Aktivitatsgradienten 
in der Diinnschichtchromatographiel) 

von C. G .  Honegger 
(15. X. 64) 

Die Anwendung der Gradiententechnik, fur VerschiedeneTrennverfahren sehr nutz- 
lich, hat sich in der Dunnschichtchromatographie relativ spat eingebiirgert. Einen 
Konzentrations-Gradienten der mobilen Phase gebrauchte erstmals RYBICKA [l] 2) im 
Jahre 1962 zur Auftrennung von Glyceriden. Die von NIEDERWIESER & BRENNER [a] 
durch chromatographische Fliessmittelentmischung erreichte polyzonale Diinnschicht- 
chromatographie kann ebenfalls als Gradiententechnik betrachtet werden. Neue M8g- 
lichkeiten wurden durch die Einfuhrung von Gradienten innerhalb des Adsorbens er- 
offnet. BERGER et al. [3] verwendeten erstmals zwei Adsorbentien auf derselben Platte 
zur Diinnschichtchromatographie. Erst durch die Entwicklung eines neuen (GM = 

Gradienten-Misch-) Streichgerates3) durch STAHL [4] ergibt sich eine fast universelle 
Anwendung von Adsorbensgradienten (Mischung verschiedener Adsorbentien-, pH- 
und Impragnationsgradienten). Eigene Versuche, die Diinnschichtchromatographie 
zu einer histochemischen Methode zu verwenden [ 5 ] ,  machten die Einfuhrung eines 
Gradienten wunschbar, urn damit den Trennungsbereich zu erweitern. Wir unter- 

Auszugsweise vorgetragen am UNILEVER Research Symposium, ({Recent Advances in the 
Chromatography of Lipids N, Cambridge, October 1964. 

2, Die Zahlen in eckigen Klammern vcrwcisen auf das Titcraturverzeichnis, S. 2387. 
3, Das GM-Streichgerlt wird durch die Firma DEsACA, Heidelberg, in den Handel gebracht. 
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suchten dazu die Anwendung von Aktivitatsgradienten innerhalb des Adsorbens, 
iiber die wir hier kurz berichten mochten. 

Methode. Die Einfuhrung von Adsorbens-Aktivitatsgradienten erreicht man, indem gewisse 
Bereiche einer wahrend 20 Min. bei 110' aktivierten Diinnschichtplatte rnit bestimmten Mengen 
destilliertem Wasser desaktiviert werden. Dies geschieht am einfachsten a) durch Aufspriihen 
von Wasser auf die Adsorptionsschicht oder b) durch Eintauchen der Platte in ein leicht ver- 
dampfbares Losungsmittel, welches einen bestimmten l'rozentsatz Wasser enthalt. 

Die letztere Methode ist vorzuziehen, da sie einfach und reproduzierbar ist. Aceton rnit 5-30% 
Wasser hat sich dazu bewahrt. Gradicnten an- oder absteigender Aktivitat werden durch mehr- 
maliges Eintauchen einer Dunnschichtplatte in 5-proz., wasseriges Aceton erzielt, wobei der Ein- 
tauchspiegel - nach dem jeweiligen Verdampfenlassen des Acetons - schrittweise verringert wird. 
Um reproduzierbare Resultate zu erhalten, muss diese Prozedur zeitlich standardisiert werden. 
Fur das Eintauchen wahlten wir ein Zeitintervall von 5 Sek., fur das Abdampfenlassen des Acetons 
ein solches von 6 Min. Dcr Gradient kann nach Belieben gewahlt werden - Zunahme nach obcn, 
unten oder nach der Seite. 

Um aus moglichst wenigen Versuchen die idealen Trennbedingungen fur ein spezielles Problem 
zu finden, verwenden wir Aktivitatsgradienten, die schrag zur Laufrichtung liegen. Eine 20 x 20- 
Tragerplatte wird dazu - von der Laufrichtung aus gesehen - rnit der linken, unteren Ecke soweit 
in das wker ige  Aceton eingetaucht, dass der linke und untere Rand jeweils 15 cm weit benetzt 
wird (Fig. 1 und 2). Dadurch wird ein Aktivierungsgradicnt erhalten, der nach rcchts und oben 
zunimmt. Wird eine Diinnschichtplatte in der Weise desaktiviert, dass - in Laufrichtung gesehen - 
die Schichtecke 15 cm seitlich vom linken und vom unteren Rand vom wasserigen Aceton nicht 
benetzt wird (Fig. 3), so erhalt man einen Aktivitatsgradienten, der nach rechts und nach oben 
abnimmt. Nach 6 Min. werden die Substanzproben auf die Startlinie einer Tragerplatte aufge- 
tragen und moglichst rasch nach den Standardmethoden aufgetrennt. 

Ergebnisse und Diskussion. In Figur 1-3 sind Chromatogramme abgebildet, 
deren Desaktivierungszonen mit 25-proz. wksserigem Aceton auf Kieselgel-G 
(MERCK) hergestellt wurden. Die Schicht nimmt dabei etwa 37% Wasser auf, was 
ungefahr der Sattigungsmenge entspricht (143% bei Lauf in H,O). Es wurden 
zur Trennung in Heptan (FLUKA) und Tetrachlorkohlenstoff (MERCK), Squalen 
(FLUKA) (hochster Rf-Wert), Cholesterylstearat (BDH) (mittlerer Rf-Wert) und 

Fig. 1. Trennung von Squalen, Cholesterylstearat und Cholesterin auf h'ieselgel-G-A ktivitatsgrudient 
(Schichtdicke 0,25 mm) in Heptan 

Laufstrecke: 10 cm, Laufzeit : 12 Min. bei Kammersattigung. Anfarbung rnit Phosphormolybdan- 
saure. Desaktivierung unterhalb Diagonale. 
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Cholesterin (HOFFMANN-LA ROCHE) (kleinster Rf-Wert) verwendet. In Figur 1 und 2 
verlauft die Desaktivierungszone links unter der eingezeichneten Diagonale. Die 
Trennung in Heptan (Fig. 1) zeigt Fine Zunahme der Laufgeschwindigkeit, der 
Fleckengrosse und der Rf-Werte rnit zunehmender Desaktivierung. Dabei nimmt der 
Trennbereich zwischen Squalen und Cholesterylstearat rnit der Desaktivierung zu. 
Aus der Auftrennung in Tetrachlorkohlenstoff unter sonst gleichen Bedingungen 
(Fig. 2) beobachtet man rnit zunehmender Desaktivierung eine Verbreiterung des 
Trennbereiches zwischen Cholesterylstearat und Cholesterin bei gleichzeitiger Ver- 
ringerung im Bereich Cholesterylstearat/Squalen. Bemerkenswert ist, dass Chole- 

Fig. 2. Trennung von Squalen, ChoZesterylstearat und Cholesterzn auf Kieselgel-G-A ktivitatsgradient 
(Schichtdicke 0,25 mm) i n  Tetrachlorkohlenstoff 

Laufstrecke : 10 cm, Laufzeit : 22 Min. bei Kammersattigung. Anfarbung mit Phosphormolybdan- 
saure. Desaktivierung unterhalb Diagonale. 

Fig. 3. Trennung von Squalen, Cholesterylstearat und Cholesterin auf Kieselgel-G-A ktivildtsgradaent 
(Schichtdicke 0,25 mm) in Tetrachlavkohlenslaff 

Laufstrecke: 10 cm, Laufzeit : 20 Min. bei Kammersattigung. Anfarbung mit Phosphormolybdan- 
saure. Desaktivierung oberhalb Diagonale. 
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sterin in diesem Laufmittel zur Wanderung gebracht werden kann, wenn eine ent- 
sprechende Desaktivierung des Adsorbens erfolgte. In Figur 3 liegt die Desakti- 
vierungszone rechts oberhalb der eingezeichneten Diagonale. Unter sonst gleichen 
Bedingungen wie in Figur 2 ist eine grossere Laufgeschwindigkeit in desaktiviertem 
Teil und eine unterschiedliche Beeinflussung der Substanzen mit hoherem Rf-Wert 
zu beobachten. Die Einfuhrung von abnehmenden Aktivitatsgradienten im oberen 
Teil des Trennbereiches ergibt somit eine zusatzliche Trennmoglichkeit. 

Die Ergebnisse demonstrieren, dass man mit Hilfe von Aktivitatsgradienten 
Trennbedingungen erzielt , die einem speziellen Trennproblem angepasst werden 
konnen. An Stelle von Wasser kann man auf diese Art auch andere Stoffe auf die 
Schicht bringen. Ausser der Moglichkeit, durch geeignete Wahl der Aktivitat einer 
Adsorptionsschicht zu einer Erhohung der Reproduzierbarkeit zu gelangen, sehen 
wir noch folgende spezielle Anwendungsmoglichkeit : oberall dort, wo einem relativ 
unpolaren Losungsmittelsystem mehr Wasser zugesetzt werden sollte als es die 
Loslichkeitsverhaltnisse, ohne Auftreten einer Entmischung, erlauben und ein 
Losungsvermittler unerwunscht ist, kann dieser Anteil Wasser direkt auf die Adsorp- 
tionsschicht gebracht werden. 

Frau M. EDER und Fraulein U. VOGELI danke ich fur ihre geschickte experimentelle Mithilfe. 

SUMMARY 

A simple method for preparation and use of adsorption activity gradients in 
thin layer chromatography is described. The results obtained are discussed in the 
light of further applications of this technique. 
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261. Recherches sur l’ozonation de l’olkate d’kthyle suivie par 
spectrographie d’absorption IR. 

par E. Briner, S .  Fliszhr et G .  P. Rossetti 
(15 X 64) 

Introduction. Dans un mCmoire relativement ancien [l] I), on a suivi spectro- 
graphiqucment en absorption IR. l’ozonation de l’acide olCique et de I’olCate d’Cthyle. 

Dans cette dernikre ozonation, aucun 6largissement apprCciable ne s’est manifest6 
dans la bande carbonyle de l’ester B 1737 cm-1, mCme aux degrCs d’ozonation 

1) Les chiffres entre crochets renvoient B la bibliographie, p. 2390. 


