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epithio fatty acids. Separation of cpithio ancl epoxy acids are only slightly less satis- 
factory than by the direct systems. In both epithio and epoxy compounds neither 
geometrical nor positional isomers are resolved by reversed-phase TLC, 

Separation of epithio fatty alcohols are less satisfactory than the corresponding 
fatty acids both by direct and reversed-phase TLC, as can be seen from Table II. 

Thus epithio fatty acids and their derivatives can be well resolved both by 
direct and reversed-phase TLC in a manner corresponding to their oxygen. analogues. 
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Diinnschicht-Chromatographie von Lipiden mit Gradienten-Elution auf 
Kieselgel G 

Das Gebiet der Lipide umfasst zahlreiche Substanzklassen, die sich zum Teil 
sehr erheblich voneinander unterscheiden. Trotzdem gewinnt man sie aus biologi- 
schem Material in der Regel mit Hilfe organi;cher Lijsungsmittel als Total-Lipid- 
extra&l. Eine vollstandige Ruftrennung des Rohextralctes ist daher gegenwartig 
fast nie mijglich, und man muss sic11 haufig mit einer Trennung in einzelne Gruppen 
begntigen. Mit einem normalen Dtinnschicht-Chromatogramm ist selbst dieses be- 
scheidene Ziel nicht ohne weiteres erreichbar : Ein betr&chtlicher Anteil des Extraktes 
wander-t mit der Fliessmittelfront ‘oder bleibt am Startpunkt zurlick. Ressere Resul- 
tate erzielt man mit Hilfe cler Mehrfachchromatographie (vgl. z.B. Lit. 2). Dieser 
Technik haftet aber neben dem grossen Aufwand an Zeit vor allem der schwer- 
wiegende Nachteil an, dass sic11 die chromatographierten Substanzen wahrend der 
erforderlichen Zwischentrocknungen teilweise veranclern kijnnen. 

Beides wird bei Gradienten-Elution vermieden. Schon mit einem sehr einfachen, 
konvexen Elutionsgradienten erreicht man unter Umstanden befriedigencle Tren- 
nungen, z.B. von Mono-, Di- und Triglyceriden sowie verschieclenen l?entaerythrit- 
estern nach RYBICKA~. Eine gute Anpassung an spezielle Probleme wird aber erst 
miiglich, wenn die .Form des Elutionsgradienten frei wghlbar und nicht mehr an die 
Versuchsanordnung gebunden ist. Wir haben vor kurzern eine Technik entwickelt*g Ii, 
die praktisch jede beliebige Gradientenform zu verwenden gestattet!. Man kann 
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damit sogar die Konzentrationen mehrerer Elutionsmittelkomponenten in unter- 
schiedlicher Weise variieren und so den speziellen Eigenschaften einzelner Substanzen 
in der zu cl~roma.tograpl~ierenclen Probe Rechnung tragen (z.B. durch Zusatz von 
S&_rren, Basen oder Komplexbildnern zum Fliessmittel). .Der Elutionsvorgang ist 
reproduzierbar und bleibt tibersichtlich, da man die momentane Fliessmittelzusam- 
mensetzung am Eintauchspiegel w&rend der ganzen Chromatographie kennt. 

Im Iolgenden werden zwei Gradienten beschrieben, die sich besonclers gut dazu 
eignen, einen Oberblick auf die verschiedenen Substanzklassen eines Lipidgemisches 
zu vermitteln (Fig. I und 3). Kohlenwasserstoffe, Cholesterylester, Glyceride, 
Cholesterin, Cerebroside, Ganglioside und Lecithin beginnen dabei nacheinander zu 
wandern. Die Substanzen zeigen auffallend schmale Fleckenformen mit relativ 
hoher Brtlicher Substanzdichte. Eine eventuelle Neigung zur “Schwanzbildung” ist 
stark reduziert und der Nachweis von Substanzen, die nur in geringen Konzentrationen 
in der Probe vorliegen, ganz erheblich erleichtert. 

- FRONT 

- START 

- “EINTAUCWSPIEGEL” 

Fig. I. Gmdionten-Elution der Lipidproben 1-5 und dcr Fsrbstoff-‘Tostmischung 6 mit Flicss- 
mittcl A auf Kicselgel G. Gcsamtlaufstreclte des Fliessmittels (G ml) :z,, = IS cm in etws 50 Min. 
Verlauf cler Konzcntrationsgradienlen, siehe Fig. 3; Trennbedingungcn, siehe Text. 
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Fig. 2. Konzentrationsverlauf der Komponcnten von Fliessmittel A in Abhktngiglceit VOIII Strck- 
lcenverh~ltnis : momentane Fliessmittellaufstreclce z/Gesamtlaufstrecltc z, (siehe Fig. I), Die 
relstiv lcleinen Konzentrationen von Eisessig und von Wasser wurdcn urn den Falctor IO ver- 
grt&sert eingezeichnet. Unberiiclcsichtigt blieben hier die kleinen IConzentrationsverschicbungen, 
welche beim Durchlaufen cles Fliessmittels durch den Fliessmittelbel~tllter auftreten (vgl. dazu 
Fig. 7 in Lit. 4). 

A~tordwng WY Clarowaatogra~laie 
Eine brauchbare Anordnung zur Diinnschicht-Chromatographie mit Gradien- 

ten-Elution wurde frlihera beschrieben. Sie liess sic11 inzwischen stark vereinfachen : 

Eine als Fliessmittelbehalter dienende Teflonkapillare ist zickzackfiirmig auf einer 
schiefen Ebene mit verstellbarem Neigungswinkel montiert. Das Fliessmittel l&uft 
daraus kontinuierlich iiber eine mehrfach durchbrochene Stahlkapillare nach Art 
einer Berieselungsanlage direkt auf die Dtinnschicht, wobei die Fliessmittelzufuhr 
durch hydrostatischen Druck und durch Kapillarkrafte reguliert wird. Die Chromato- 
graphic erfolgt in einer Sandwich-Kammer (BN-KammeP) . Eine genaue Beschrei- 
bung der vereinfachten Anordnung findet sich in Lit. 5 und 6. Eine entsprechende 
Ausftihrungsform wird in Ktirze im I-Iandel erh~ltlich sein’. 

Werstellwzg der Fliessmittel 
Auf Einfachheit der Fliessmittelzusammensetzung wurde bewusst verzichtet, 

urn die Variationsf2higlceit der Methode zu demonstrieren (Fig. 2 und 4). Fliess- 
mittel A wird in einer kleinen 6-Kammer-Mischbatteried hergestellt ; Fliessmittel B 
entsteht direkt in der Teflonkapillare : Die 5 hintereinander eingesaugten Fliissig- 
keiten durchmischen sich teilweise aufgrund von Reibung beim laminaren Durch- 
striSmen der Kapillare 6. In beiden Fallen ergeben sich die Konzentrationen der ver- 

* Firma C. Denn.an. ClmhW. T-Tnirlelhmw fT3m~~+at~l~lnnrl\ 
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- FRONT 

- START 
- “EINTAUCWSPIEGEL” 

Fig. 3 Graclicnten-Elution clcr Lipiclproben 1-5 und clcr Farbstbff-Testmischung 6’ mit Flicss- 
rnittcl I3 auf Kiesclgcl G. Gcsamtlaufstrcclce clcs Fliessmittcls (G ml) :q, = 17.5 cm in etwa 50 Min. 
Vcrlauf clcr IConzcntrationsgracknten sichc Fig. 4. Trcnnbeclingungen siehe Test. 

schiedenen Komponenten im Auslauf cler “Mischbatterien” ( w am Eintauchspiegel 
des Chromatogramms) durch Summation von (Relativ-)Beitragen cler einzelnen 
Kammern bzw. Volumensegmente. Diese Beitrage sind in Modellversuchen mit 
Salzlosungen durch Leitf%higkeitsmessungen ermittelt worden. 

Das erste Drittel von Fliessmittel B (Fig. 4) wurde in Anlehnung an das erste 
Drittel von A zusammengestellt. Die verbliebenen, zum Teil doch beachtlichen 
Unterschiede wirken sich tiberraschenderweise lcaum auf die Chromatographie aus, 
wie ein Vergleich der oberen Chromatogrammhalften in Fig. I und 3 zeigt. Dies 
mag ein Grund sein fur die erstaunlich gute Reproduzierbarkeit der Methode. Ein 
strenger Vergleich beider Gradienten ware allerdings nur untcr Berticksichtigung 
der in der Dtinnschicht zwangslWig auftretenden Fliessmittelentmischung’ m6glich. 

Die G Mischbatterie-,Kammern” mit je 1.3 ml Inhalt werden geftillt mit: 
(I) Heptan-Methylenchlorid (I : L, v/v) ; 

(II) Methylenchlorid; 
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Fig. 4. IConzentralionsverlauf cler Komponentcn von Flicssmittcl I3 am Eintauchspiegel des 
Diinnschicht-Chromatogramms in Fig. z in Abhtingiglceit vom StreclcenverhUtnis : momentane 
Fliessmittellaufstreclce z/Gesamt.laufstreclce q,. Die relativ lcleinen Konzentrationen von Eisessig 
und von Wasser sincl urn clen Falctor IO vergrkwrt eingezeichnct. 

(III) &her; 
(IV) .&her-Methanol-Eisessig-Wasser (30 : 50 : 20 : 8, v/v) ; 

(V) &her- Methanol-Wasser (50 : IO : IO, v/v) ; 

(VI) wie V. 
Der Auslauf der Mischbatterie (aus Rammer Nr. I) wird in die 6 ml-Teflon- 

kapillare (360 cm lang, Innendurchmesser 1.45 mm) geleitet und die Kapillare so mit 
der Zuleitung verbunden, class der unpolare Teil des Fliessmittels zuerst auf die 
Dtinnschicht gelangt. 

Fliesssnittel B 
In die 6 ml-Teflonlrapillare (360 cm lang, Innendurchmesser 1.45 mm) wcrden 

hintereinander ohne Einschluss einer trennenden Luftblase folgende Fltissiglceiten 
in der angegebenen Reihenfolge eingesaugt (Ftillgeschwindigkeit etwa 0.1 ml/set) : 

(1) * I ml Heptan-Methylenchlorid-Ather (37 : 58 : 5, v/v) ; 

(II) I ml Heptan-Methylenchlorid-Ather-Methanol-Eisessig (rg : 48 : 24: 7 : x.5, 

v/v) ; 

(III) I ml Heptan-Methylenchlorid-lither-Methanol-Eisessig-\;Vasser (5 : 35 : 

35:20:3:2, V/V); 

(IV) I ml Chloroform-Methanol-Wasser (69 : 26.5 : 4.5, v/v) ; 

(V) 2 ml Chloroform-Methanol-Wasser (60 : 32.5 : 7.5, v/v), 
Die Kapillare wird so mit der Zuleitung verbunden, dass der unpolare Teil des 

Fliessmittels zuerst auf die Dtinnschicht gelangt. 
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Sacbstanzj+vobe9z 
Substanzen i eweils nach zunehmender 
I. 

2. 

Squalen (Fluka) 
Cholesteryl-stearat (Merck) 
Methyl-oleat (Fluka) 
Triolein (Fluka) 

3. 
4* 

5* 

6. 

Polaritat geordnet. 

Diolein (Fluka) 1 alle Isomere 
Monoolein (Fluka) \ 
Cerebroside 
Cholesterin (Merck) 
Ei-Lecithin “reinst” (Merck) 
Total-Lipidextrakt aus I<uhri.ickenmark nach FOLCH~, unter andercm ent- 
haltend: Cholesterin, Cerebroside, Ganglioside, Lecithin 
Sudanschwarz 13 (Merck) 
Cibacetrot B ‘(Ciba) 
Artisilblau BSQ (Sandoz) 
Artisilblaugriin S (Sancloz). 

Treaaaobediaaga6ngeaa mad Nachveis der Szcbstanzen 
Die in Fig. I und 3 gezeigten Chromatogramme wurden auf den liblichen, 

200 x 200 mm Platten erzielt, beschichtet mit Kieselgel G.(Merck), Streichdicke 0.25 

mm. Unmittelbar vor der Chromatographie wurde die lufttrockene Schicht IO min bei 
ILOO aktiviert, die Platte 5 min auf dem Ktihlblock der BN-Kammer abgekiihlt, auf 
die erkaltende Schicht die Substanzproben aufgetragen und dann sofort die Chromato- 
graphic (bei ISO) gestartet. Die relative Luftfeuchtigkeit betrug 70 %. 

Die fertigen, 5 min bei IIOO getrockneten Chromatogramme wurden mit etwa 
6 ml 10 yO iger Phosphomolybd&&i.ure in abs. Athylalkohol besprtiht uncl 10 min 
auf 110’ erhitzt. 

Die vorliegenden Experimente wurden zum tiberwiegenden Teil im Forschungs- 
labor der Neurologischen Universitatsklinik Base1 (Schweiz) durchgeftihrt. 

I;orsc?aa6l~,oslaboratoY~a6~ fiir Medizinzische A izzistik, 
Univevsitiit Dikseldorf (Dea$sclaZa&) 
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