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ERFAHRUNGEN MIT AI(TIVIT~TSGRADIENTEN IN DER 

SUMMARY 

Eivjtwiemes with nctivitJ j gvntlients i9t t/aiwln.~ev clzrorwto,nmq!&y 

It is shown that some particular separations (hypnotics, dyes) described in the 
literature were likely to be accomplished not by “parallel” pre-loading grxlients of 
the layer but by other effects, e.g. favourable activity, increased solvent transport. 
In all cases examined, equivalent results could be obtained without any gradient. 
When chromatograms are developed in unsaturated N-chambers with binary solvent 
mixtures whose components are very different= in polarity, contrary to prior assump- 
tions no parallel gradients but slightly antiparallel ones are formed (e.g. with benzene- 
ethanol, 97: 3). Several examples show that it: is not at all the same whether a cliro- 
matogram is developed by pure or by ethanol-stabilized chloroform. 

EINLEITUNG 

NIEDERWIESER~ hat kiirzlich ein rationelles System fiir die Bezeichnung von 
Gradienten bei chromatographiscl~en Verfahren vorgeschlagen (Fig. I). Die Richtung 
des Gradienten wird dabei auf die Fliessrichtung der mobilen Phase bezogen; die 
Pfeile zeigen in Richtung zunehxnender Mobilitgit der zu chromatographierznden 
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Fig. I. Rationelk Bczcichnung cler Richtung von Gradienten. I3ezug: Flicssricl~tung. 

Substanzen. Ein paralleler Gradient liegt z.B. vor, wenn die “Aktivit~it” einer DC- 
Platte in Laufrichtung abnimmt. NIEDERWIESER~~ z zeigte ebenfalls, dass die parallele 
Anordnung prinzipiell unvorteilhaft ist, weil die Flecken in Laufrichtung ausein- 
andergezogen werden (siehe dazu such Lit. 3). DE ZEEUW~-~” hingegen hat i_iber eine 
Reihe von speziellen Trennungen berichtet, deren Gelingen er ausdriicklich dem 
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jeweiligen Vorliegen eines parallelen Aktivitgtsgradienten zuschreibt, der nahe bei- 
einanderliegende Substanzen unter Trennung auseinanderziehe. Solche parallelen 
Gradienten sollen sich 2.13. immer bilden, wenn in ungesgttigten N-Kammern mit 
I%.ss~nittelgen~iscl~en aus Komponenten unterschiedlicher Polaritgt entwickelt wird ; 

deshalb seien in solchen Kammern “theoretisch verbesserte Trennungen zu er- 
warten”O. Wir haben eine Reihe cler Versuche nachgearbeitet, konnten aber in 
keinem Pall die speziellen Trenneffekte auf das Vorliegen von p-Gradienten zuriick- 
f iihren. 

CR.-\DIENTEN UND UNGESXTTIGTE N-KAMRIERE; 

DE ZEEWW hat in einer unge&i.ttigten N-Kammer zehn Barbiturs&uren mit 
stabilisiertem Chloroform-Aceton (go: IO) getrennt’. Wir erhielten unter diesen Beding- 
ungen annghernd die gleicheTrennung (Fig. za; vergl. mit Fig. 3 von Lit. 7) a Dass diese 
Auftrermung nicht an die ungesgttigte N-Kammer und p-Gradienten gebunden ist, 
zeigt Fig. zb: Diese gegeniiber Teilbild (a) eher noch verbesserte Auftrennung 
wurde auf einer Platte erzielt, die in einer Vario-KS-Kammer mit stabilisiertem 
Chloroform-Aceton (go: IO) 15 Min. homogen vorbedampft und dann rnit dem 
gleichen Gemisch So Min. durchlaufend chromatographiert wurde. Die Trennung 
beruht also in beiden I%Ilen - ausgehend von einer “Grundtrennung” - auf dem er- 
l+hten Fliessmitteldurcbsatz, der in unserem Falle durch die Durchlauftechnik und 
im Falle der ungessttigten N-Kammer’ durch die Abdampfung des Fliessmittels von 
der Schicht in die Kammer erfolgte (s. dazu Fig. da). Wenn man die Trennbilder in 
der gesgttigten und der ungesgttigten N-Kammer (z.B. Fig. 3 links und rechts in 
Lit. 7) vergleicht, stellt man festj::dass alle RF-Werte in der unges5ttigten Kammer 
um den Faktor 1.8 gr6sser sind, die Trennung ist also lediglich durch den urn den 
Faktor 1.S grijsseren I;liessmitteldurchsatz “herausentwickelt” worden’. Die vor- 
erw5hnte Grundtrennung beruht auf der zufgllig giinstigen Kombination Chloroform- 
lithanol-Aceton im richtigen Mischungsverh5ltnis. Dies zeigte sich, nachdem wir in 
der Vario-KS-Kammer erfolglos eine Reihe anderer Vorbedampfungs- und Fliess- 
mittelkombinationen probiert hatten. Die Trennung wird schon schlechter, wenn man 
statt des stabiiisierten Chloroforms reines benutzt. 

Um die Verteilung der polaren und unpolaren Komponenten eines bingren Fliess- 
n$ttelgemisches auf der Schicht vor und nach der Entwicklung zu bestimmen, haben 
wir durch eine geeignete Vorrichtung (s. EXPERIMENTELLER TEIL) in unterschiedlichen 
Hahen “trockene” und fliessmittelfeuchte Schichtproben entnommen und gaschro- 
matographisch analysiert. Wir zogen das Gemisch Benzol-Athanol dem von Chloro- 
form-Aceton vor, urn vor Zersetzungserscheinungen siche+ zu sein. Die wichtigsten 
Ergebnisse sind in den Fig. 3a und b zusammengefasst. 

Es zeigte sich, dass sich in der ungesgttigten N-Kammer bei der Entwicklung 
mit einem Fliessmittelgemisch wie Benzol-h;thanol (97 : 3) nicht etwa - wie in der 

l Kt’n-zlich wurde die Trcnnung ciniger Hypnotika auf Cclluloseschicl>ten beschriebenll, die, 
wcnn man nur clie angegebcncn Rp-Wertc in Betracht zieht, etwa ebenso gut wtre wie die Trennung 
durch DE ZEEUW', in natura aber wegen prohibitiv .ungtinstiger Fleckform deutlich unterlegen ist. 
Die dortll beklagte Nichtreproduzierbarlceit kann asehr cinfach durch Feuchtelcontrolle behoben 
werden. Zudem wird bei hoher Feuchtc (- So o/O r.F.) die Fleckform wescntlich bosser. Nach 
unsercn Ergebnissen erzielt man auf diesen Schichten die besseren Resultate bei So oh r.F. und 
mit 13cnzol als Fliessmittel. 
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Fig. 2. Trennung von Hypnotilca auf Kieselgcl HP (Merck). (a) ungcstittigtc N-Kammcr; Flicss- 
mittcl, stab, Chloroform-Aceton (9: I); 40% r.F. (b) Vario-KS-Kammer; Flicssmittcl, stab. 
Chloroform-Accton (g : I) ; 15 NIin. homogene Vorbeclampfung; Durclllaufchromatogr~~l~l~ie, 
C IOO Min.; offener Schiebcr; 35% r.F. I = Heptobarbital, a - Phenobarbital, 3 = Cyclobarbital, 

4 = Allobarbital, 5 = Butobarbital, 6 = Pentobarbital, 7 = Itobarbitnl, 5 = Secobarbital, 

9 = Hexobarbital, IO = Methylphenobarbital. 
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Fig. 3. Fliessmittelkonzentrationcn vorbeclampfter uncl entwickelter Kieselgelschichten. Kieselgel 
G (Merck) ; Fliessmittel, Benzol-Pithanol (97 : 3). Sorptivc SOttigung: Aus clern gesgttigtcn Gas- 
raum maximal aclsorbierbare l?licssmittclmenge. Kapillare SBttigung : Fliessmittelbeladung cler 
Schicht nach der Entwickling, (a) UngesBttigte N-Kommer (Volumen 3 1) ohne Filterpapier- 
auslclciclung, Entwicklung clarin sofort nach Einftillen des Fliessmittels begonnen. (b) GesLttigte 
N-Kammer mit Papierauskleiclung. 
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Fig, 4. I~anlxncrs~ttigungcn. Probennl~n~cstcllen auf Mdhc A = 2.5 cm, B = g cm uncl C = 10 cm. 
Il;ieselgel G (Merck) ; ungcs%ttigte N-Iiammer; Plicssmittcl, Benzol-AthanoI (go: IO). (a) Ein- 
stellung dcr I<nmrner&ittigung bei Benzol. (b) Einstellung cler I<ammers5ttigung bei AthanoI. 
In cler ges%.ttigten Kammer ist die I<ammersSttigung flir bciclc Komponentcn I 5 Min. nach 
Binfiillen clcs Pliessmittcls uncl Schiitteln cler Iiammer crreicht. 

Literatur vermutet7 - ein paralleler, sondern ein schwach antiparalleler Gradient aus- 
bildet (Fig. 3, “kapillare S&ttigung”). Nach cler Entwicklung befindet sich also “oben” 
auf der Platte weniger Athanol pro Gramm trockene Schicllt als unten. Das bei Ende 
der Entwicklung gemessene Konzentrationsprofil verlief aucl! wghrend der Entwick- 
lung analog. Fiir die Ausbildung des antiparallelen Athanolgradienten geben wir 
folgende ErklYrung : Fiir das obere Kammerdrittel verlguft die Sgttigungskurve’ des 
iithanols wesentlich flacher als die des Bcnzols (Kurve C, durchgezogene Linie in 
Fig. 4a und b). Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass die unteren und mittleren Teile 
der Schicht aus dern von der Fliissigkeitsoberfl~che aufsteigenden Gasgemisch schon 
bevorzugt die polarere Komponente herausadsorbieren, und ixifolgedessen obcn ein 
an Athanol relativ verarmtes Gemisch ankommt (vgl. Fig. 4a und b). Erst mit dcm 
Erreichen der I<ammer&ittigung -in allen Zonen der Kammer und flir alle Kompo- 
nenten -wird der Gradient ausgeebnet (sorptive Sgttigung). Die dazu n6tige Zeit 

(= 2 Std,) ist betrgchtlich lgnger als die Entwicklungszeit in der ungesgttigten Kam- 
‘mer (45 Min.). 

Die oberen Schichtpartien haben zwar - wie richtig festgestellt wurde; - eine 
15ngere Zeit als die unter& 
- 

* Da- ICsmmer&i.ttigung. 

zur Verfiigung, wghrend der sie vor dem Eintreffen der 

J# CIl~vcw~rtetog., 44 (1969) 2go-2gg 



294 F. GEISS, S. SANDRONI, H. SCHLITT 

Front mit cler Gasphase in Kontakt sind; es steht ihnen aber such im entsprechenden 
Gasraumabschnitt weniger Athanol zur Verfiigung als den unteren. Schliesslich darf 
nicht tibersehen werden, dass such die kapillar aufsteigende Fliissigkeitssaule mit 
dem davor befindlichen Gasraum in Wechselwirkung tritt, ein Effekt, den wir nicht 
weiter messend verfolgten. 

Aus den Fig. 3a und b lassen sich noch weitere Erkenntnisse iiber die Verteilung 
der I~liessmittelltoml~onenten auf der Schicht in verschiedenen Phasen des clxomato- 
graphischen Prozesses gewinnen. Es f5llt zungchst auf, dass such in der gesattigten 
Kammer nach der kapillaren Sattigung noch ein flacber ap-Gradient ftir #than01 
vorliegt (Fig. 3b). 

In der ungessttigten N-Kammer* wird der Gradient der ~thanolvorbelaclung 
mit zunehmender Vorbedampfungszeit flacher. Er ist nach 3 Std, nivelliert. %u diesem 
Zeitpunkt ist such die sorptive SYttigung erreicht (Fig. 3a). Die Werte fur die sorptive 
Stittigung in der ge&ttigten Kammer (wo sie sich nattirlich sclmeller einstellt) und 
der ungcsattigten Kammer sind naturgemgss gleich, namlich ca. 0.13 ml iithanol 
und 0.53 ml Benz01 pro Gramm Sorbens. Durch die Entwicklung steigt dann die 
Benzolkonzentration urn den Faktor 3 auf ca. r.S ml/g an (kapillare S2ttigung); 
interessanterweise bleibt aber die Athanolkonzentration bei sorptiver und kapillarer 
Sattigung* l etwa gleich. Daraus ist zu schliessen, dass fur dieses I~liessmittelgemisch 
die Gleichgewichtskonzentration des Ethanols in der stationaren Phase gegeniiber 
dem Aiissigen Fliessmittel einerseits und gegeniiber seiner Gasphase andererseits an- 
naherncl die gleiche ist. 

Sehen wir uns noch einige Zahlenwerte an. Die Athanolkonzentration, bezogen 
auf Benzol, betragt im fltissigen Fliessmittel 3 Vol. %, bei sorptiver Sattigung steigt 
sie (in der Schicht) auf cn. 20% und fallt bei der Entwicklung (kapillare Sattigung) 
durch den Verdtinnungseffekt des aufsteigenden Pliessmittels wieder auf S yo. In- 
folgeclessen sind S - 3 = 5% Teil der station&en Phase. Die vorgenannten 0.13 ml 
Athanol/g Sorbens im Volumenelemsnt der benetzten Schicht verteilen sic11 also zu 
cn. 0.09 ml/g auf die station&e und zu ca. 0.04 ml/g auf die mobile Phase. Diese 
Zahlen gelten wieder nur fur den unteren Schichtbereich, wo die mobile Phase sicker 
clie Zusammensetzung des Fliessmittels hat, weil eventuelle “Fronten” der Fliess- 
rnittelzusammensetzung schon vorbeigewandert sind. 

BRINGEN PARALLELE GRADTENTEN VORTEILE? 

Mit der Vario-KS-Kammer lassen sich der Schicht iiber Vorbedampfung 
Aktivitgtsgradienten verschieclenster Anordnung aufpr$gen3s 12. DE ZEEUW hat r-nit 
einer Variante unseres KS-Kammertyps (“VP-chamber”) die Trennung des Gemisches 
Indophenol (I), Nitroanilin (z), Sudanrot (3)) Buttergelb (4) studiertlo, wobei er 
durch abwechselnde Vorbedampfung mit Benz01 und Chloroform tiber Brems- und 
Beschleunigungszonen einen (tiber alles) parallelen Gradienten einstellte und durch- 
laufend entwickelte. Der damit erhaltenen guten Trennung (Fig. Gb) stellte er schlech- 
tere Chromatogramme, erhalten in gesgttigten N-Kammern mit reinem Benz01 bzw. 
Benzol-Chloroform, gegentiber und zag daraus den Schluss, dass die Trennverbesserung 
- 

* IXc Pl,zttc wurde sofort nach l.Zinft\llen cles Fliessrnittels cin~estellt und ohne Eintauchen 
cler ;S,hicht, c1.h. ohne Entwicklung, vorbedampft. 

Gesjittigte ICarnnler, sofortiger ~:ntwicklungsbegilin, untcrer Schichtbereicla. 
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auf den (iiber-allcs-)p-Gradienten und die spezielle Kombination von Reschleuni- 
gungs- und l3remstrijgen zuriiclczuf iihren sei. 

Dieser Vergleich bringt hinsichtlich der beobachteten Trennleistung insofern 
kein objektives Rild, als clie ausgeniitzten Trennstrecken bei den beiden Arbeits- 
techniken sehr verschieden sind; d.h. die Durchlaufcl~romatograpl~ie muss - bei 
lcleinen Xp (< 0.4) und sonst gleichen Bedingungen- imrner die bessere Trennung 
bringen. 
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Pig. 5. ‘I’rennung von Inclopl~enol (I), Sudanrot (z), p-Nitroanilin (3) uncl I3uttergclb (4) auf 
JCicsclgel G (hlerck). Vario-IiS-lCammer ; l~cuchtc-o-Gradient; Flicssmittcl : (a) Bcnzol ; Durch- 
Inufchromatographie, (b) reincs Chloroform. 
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Fig. 6. Variicrte Trennung des Farbstoffgemischcs von Fig. 5 auf Weselgel G (Merck). (a) ICS- 
Variokammer; Fliessn~ittel, rcines Chloroform; 24 yO r.F.; Durchlaufchromatographie, IGO Min. 
(b) Reproduktion Chromatogramm VP-Chamber von DE ZBEUW, * Fliessmittcl, Benzol; 29% r.F.; 
Vorbeclampfung wie angezeichnet. (c) Vario-KS-II;ammer; Fliessmittel, Bcnzol ; Aktivit&tsver- 
teilung wie angezeichnet. Manipulation clcr Trennung (a) in Fig. 5. Die Trennung von Fig. Ca wurcle 
im Gegensatz zu (b) ohne jeclcn Graclienten erzielt. 
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Beim Nacharbeiten dieser Trennbeispiele zeigte sich, class sowohl mit reinem 
Chloroform als au& mit reinem Benz01 als Fliessmittel ohne jeglichen Aktivit5ts- 
gradienten in Fliessrichtung, d.h. ohne jede Vorbedampfung rnit Benz01 oder Chloro- 
form, ausgezeichnete Trennungen miiglich sind, wenn man nur die richtige Arbeits- 
feuchte, d.11. die richtige Aktivitgt, wghlt. Dies illustrieren die liig. ga und b. 

Mit Be~czol als Fliessmittel (Fig. 5a) ist die Trennung in der Reihenfolge (v. oben 

nacl1 unten) 4-3-2-1 nur zwischen 24-37 o/O r.lT. lnijglich (DE %EEwW: 29 o/o r.F.). 
Bei cn. 45 y0 r.F. kijnnen I und 2, bei g y. r.1;. konnen 2 und 3 nicllt voneinander 
getrennt werclen. Oberhalb 45 Y. r.1;. ist die Reihenfolge 4-3-x-2, unterhalb 9 “/o r.F. 
4-2-3-I. 

Mit ~eigtent CI~loro~ovnz als Fliessrnittel ist eine perfekte Trennung such ohne 
Durchlaufchromatograpl~ie moglich und zwar, wie wieder der orthogonale Aktivitats- 
gradient der Pig. gb zeigt, oberhalb 47 Y0 x-.1;. in der Reihenfolge 4-3-r-z und unter- 
halb 30 y. in der Reihenfolge 4-3-2-r. 13ei etwa 40 y. r.F. ist keine Trennung moglich. 
Die Vario-KS-Kammer gcstattet, den gesamten Aktivit5tsbereicli auf der gleichen 
Platte mittels eines Quergradienten (“o-Gradient” in der Terminologie von NIEDER- 

WIESER) durchzutesten. Im vorliegenden Fall kann man sic11 zudem aussuchen, in 
welcher Reihenfolge man die Substanzen getrennt haben will. Die Trennung bei 24 oh 
ist - aus optischen Grtinden - mit der Durchlaufchromatographie weiter heraus- 
entwickelt worden (Fig. Ga) und untersclrgidet sic11 kaum von dem Bild von DE 
ZEEUW (Fig. Gb). Alle nebeneinanderliegenden Teilbilder der Fig. gb kann rnan such 
einzeln (und mit ca. 40 o/o geringeren RF-Werten) in der geszttigten N-I<anxner er- 
halten, wenn nur die jeweils erforderliche Luftfeuchtigkeit herrscht. 

Gradienten in Fliessrichtung konnen in der Praxis durchaus von Nutzen sein, 
2.13. wenn man die (aufgrund anderer Effekte getrennten) Substanzen aus irgendeinem 
Grund gleichm&siger auf die Trennstrecke verteilen will. Einige Beispiele dazu 
findet man bei Lit. 3. Einen Fall von extrerner Manipulation der Flecklage zeigt 
Fig. Gc. Die drei Flecken (3, 2 und I) sind bier optimal tiber dieTrennstrecke verteilt ; 

*; 
.= 

Fig. 7. Trcnnung dcr Farbstoffe von Fig. 5 auf Kieselgel G (Merck). Vario-KS-Kammer, Mosaik- 
einsatz; Fliessmittel, Bcnzol; Durchlaufchromatographie, 3 Std. Bei dcr Trennung gsnz rechts 
kam es wlhrencl der Entwicklung zu einer Inversion. In der Zone niedriger AktivitLt (79% r.F.) 
war die Reihcnfolge z-1-3-4, in der oberen Zone (9; 1% r.F.) wurclc sic dann eu I-2-3-(4) um- 
gekehrt. 
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jcdoch handelt es sich nur urn eine Scheinverbesserung der Trennung von Fig. 6a und 
zu einem bestimmten. Grade such der von Fig. gb, ganz rechts: Eine schon bestehende 
Grundtrennung wurde nur (mehr oder weniger proportional) gedehnt. Das bedeutet 
nicht, dass in den vergrosserten Zwischenr%umen such mehr zu trennende Verbin- 
dungen aufgenommen werden konnen. 

In Fig. 7 sind die chromatographischen Beclingungen der Fig. ga etwas abge- 
wandelt worden: Urn zu vermeiden, dass die obersten Flecken bei der Durchlsuf- 
chromatographie an den Rand hinauswandern (was fur Buttergelb (4) dann doch 
nicht ganz verhindert werden konnte) , wurde mit den beiden oberen Trogreihen durch 
sehr niedrige Feuchten gebremst (Uberlagerung eines orthogonalen durch einen anti- 
parallelen Gradienten), Die interessanteste Beobachtung bei diesem Versuch war, 
dass sic11 die Fleckreihenfolge innerhalb der gleichen Reihe (ganz rechts) wahrend der 
Entwicklung umkehrte : ‘Uber den drei untersten TrBgen (79-79-79 y, r.F.) wurde 
aufgetrennt in der Reihenfolge 4-3-r-2. Beim uberstreichen des ap-Gradienten 
79-g oh stellten sich wieder die Aktivitatsbedingungen ein, die zur Reihenfolge 
(4)-3-2-X ftilirten. 

Die beobachteten Inversionen sind auf die relative Unempfindlichkeit der 
RF-Werte des p-Nitroanilins (2) gegen Aktivitatsgnderungen zurtickzuftihren. Am 
Rande sei vermerkt, dass diese Inversionen nur bei gipshaltigen Kieselgelen auf- 
treten. Auf gipsfreien Kieselgel-Schichten erhglt man bei allen Feuchten die Reihen- 
fOlge 4-3-2-I. 

IST CHLOROFORM GLEICH CHLOROFORM? 

Handelsfijrmigem Chloroform sind zur Stabilisierung einige Prozente Ethanol 
beigemischt. Der wesentlich elutionskraftigere Alkohol verandert dabei radikal die 
chromatographischen Eigenschaften, die reinem Chloroform eigen sind, eine Tatsache, 
die in der Praxis haufig iibersehen oder missachtet wird’. Wir haben fri_iher12 schon 
einmal darauf beruhende Scheinanomalien des Chloroforms aufgeklart. Zur Illustra- 
tion dieses Effektes seien bier noch einige Beispiele angef Uhrt : 

(I’) W&re die Platte, die zum Chromatogramm der Fig. gb fiihrte, nicht nur mit 
reinem Chloroform entwickelt sondern such vorbedampft worden, hgtte man bei 
unver&rderter Trennung lediglich urn 30-40 o/o niedrigere RF-Werte erhalten. Wird 
indessen mit stabilisiertern Chloroform vorbeladen (und entwickelt), so wird der unter- 
legte orthogonale Aktivitatsgradient vijllig eingeebnet ; ausserdem bricht die Tren- 
nung von 4-3-I zusammen (Fig. 8). 

(2) In der Literatur ist die Feststellung zu finden13, es spiele bei der Trennung 
der vorerwZlmten ‘Hypnotika keine Rolle, ob reines oder stabilisiertes Chloroform 
als Fliessmittel verwendet werde. Die Fig. ga uncl b zeigen das Gegenteil. In der ge- 
sgttigten N-Kammer wird die Platte wieder durch den Alkoholanteil des Chloroforms 
bei der Vorbeladung desaktiviert, weshalb die Substanzen wesentlich holler laufen als 
mit reinem Chloroform, Ein Vergleich der Fig. 9a und b mit denen der Literatur 
macht deutlich, dass dort mit stabilisiertem Chloroform entwickelt wurde. Die Bilder 
ga und b zeigen schliesslich, dass die RF-Werte der Hypnotika mit zunehmender 

l Editor’s note: Already in the first separations of acetylamino acids on silica gel columns 
by MARTIN et al. the impurities in the chloroform used played an essential role. 
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Feuchte, d.1~. fallender Aktivitgt, wie zu 
six-uch zu Angaben der Literatur*” steht, 
mum gehen sollen. 
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erwarten steigen, was ebenfalls im Wider- 
nacll denen die Rp-Werte durch ein Masi- 

18 

Fig. 5. Trennung clcr Farbstoffc von Fig. 5 auf Kieselgcl G (nlcrclc), Vario-IiS-ICatllmcr, orthogo- 
naler AktivitUsgraclient; Vorbeclampfung rnit stabilisiertcm Chloroform (30 Min.) ; Flicssn~ittel, 
wines Chloroform. Das Chrom,ztogramm ist zu vergleichen mit Fig. 51~. Die in Chloroform cnt- 
hnltenen I-Z% AthanoI hnben clic Aktivitgtsstufen eingecbnct uncl ausserclem clic Trcnnung ver- 
clorbcn. 
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Fig. g. Einfluss clcr Feuchte (AktivitOt) uncl cler Reinlleit cles Chloroforms auf clie Chromato- 
graphie von Hypnotilca. Kiesclgel HF (Merck); Vario-KS-Kammer; orthogonaler Aktivitats- 
gradient; IO Min. Vorbeclampfung mit clem Fliessmittel. Bceeichnung cler Substanzcn wie in 
Fig. 2. Fliessniittel: (5) stabilisiertes Chloroform, (b) rcincs Chloroform. 

ESPERIMENTELLER TEIL 

Die Platten wurden in iiblicher Weise gestrichen und getrocknet, Die meisten 
Chromatograrnmc wurden mit der Vario-KS-Kammer (Hersteller Fa. Canlag, Mut- 
tenz, Schweiz) entwickelt. Das Handelschloroform wurde durch Filtration iiber eine 
Aluminiumoxids~ule (Aktivitgt I l3rockmann) 2i.thanolfrei (< 0.05 %) gemacht (GC- 

J. Clwornatug., 44 (x969) 290-299 
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Kontrolle auf I m-Polypak-r-Saule, 170’). Die Bestimmung der Zusammensetzung 
der mobilen Phase geschah auf folgende Weise: Mit einem verschliessbaren Schabe- 
lijffel wurden von in N-Kammern befindlichen Platten von der trockenen oder feuch- 
ten Schicht durch &fnungen im Deckel je etwa 30 mg-Proben entnommen und in 3 ml 
N,N-Dimethylformamid eingebracht. Die Liisungen wurclen gaschromatographisch 
auf einer I m-Polypak-Saule bei 170~ analysiert. Die entnon-nnene Menge Sorbens 
wurde nach Abdampfen des Lijsungsmittels (bei IZOO) und Klimatisierung urn 50 oiO 
r.P. ausgewogen. Genauigkeit des Gesamtverfahrens -+ 5-10 o/O rel. 

_. 
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Es wird gezeigt, dass einige in der Literatur beschriebene spezielle Trennungen 
(Hypnotika, Farbstoffe) wahrscheinlich nicht durch par-allele Vorbedampfungs- 
gradienten sondern durch andere Effekte, wie gtinstigen Wassergebalt der Schicht, 
erhiihten Fliessmitteldurchsatz zustande gekommen sind und dass man in allen 
geprtiften Fallen ohne Gradienten gleich gute Resultate erhalten kann. Bei der Ent- 
wicklung von Chromatogrammen mit Fliessmittelgemischen aus zwei Komponenten 
unterschiedlicher Polaritat bildet sich in ungesgttigten N-Kammern entgegen 
friiheren Annahmen kein paralleler sondern ein schwach antiparalleler Gradient aus 
(Beispiel : Benzol-Ethanol, g7 : 3). Am Beispiel der Hypnotika-Trennung wird erneut 
dargelegt, dass es keineswegs gleichgiiltig ist, oh man mit reinem oder mit 5thanol- 
stabilisiertem Chloroform chromatographiert. 
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